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ABSTRACT

Vurerabidity to emotional disorders fke depressaon derves from interactions behween earty and lafa
amwionmants, including stressful condfions. Eary matemal separaton progucas [Bsting neurobiciog.al
affacts that can change the response to chrones stress durng sdultheod. Chromic sirags strongly affects
the serctonergic system, and produces dendritic retraction madifing the morpholegy of tha. dorsal
hippocampus. Contextual memory depends on this struchurs, out the anfidapressant hisnapling reversas
those morphological modifications induced by stress. Therslors, we evalugted whethner, tha interaction
batwesn earty matemal ssparstion and chronic siress affects 1) the dstriouton o achve sarolonsrgic
nenans i the dorsal rephe nucleus DRN) thmogh immunohistochemistry, 2) the volurme of the dorsed
hicoocampus and ks amas using stargology and 3) $e hippocampak-gependent meamony usng &
coniexiual fear condiioning paradgigm, in rals reaed with taneptire

Mala Wistar rats wera subjectad 1o daily matarmal gaparation lor 4.5 h babwean posmatal days [FNO) 1-
21, Betwsen PND days 50-74, rats ware exposad 10 chronc unpredictable stass and simultanecusly
treated with tianeptine 10 mgikgl, providing aight groups! unstressedvahicls, unstressod/tianestng,
chronic  stressfvehicle, chromio  stressfianeptie, matemal  separation-urstressadfenicla, matemal
saparation-unsiressedtiareptine, makemal separation-chronic stressfetacle, and matemal separation-
chionic stressfanepbne.

Wa found an intgracton betwsen the eflects of matemal separabon and unprediciable chronic siness on
the number of BHT actve neurons of the DRM and contextual mamory, The combiraton of these stressors
prockiced an ingrease n the actyvation of BHT cels comparad 1o rats only subjected to chronic stress,
reaching the sama value as the controls. Simdarly, when both stressors were apphed, the memorny of fear
1o the contaxt was smiar to contols, while aach stress protocol separately reduced the mcall of the
memory. The antidepressant thianeptine produced a decreasa in the volume of the darsal hippocampus in
the sepamted and stressed rats, comparad to thass only subecied 1o matamal separation.

Whan tha two streseors combine, Both the activabion evels of SHT neurons in the DR and the confexdual
rmemoy ara smiar to controle. Consequentty, our daia suppan the kas ol & match i phanctvps exdibited
when theaarly and the eJult erwvirchmeant comespand.



RESUMEN

La wilnamabildac a jos trastomos amacionaes coma 8 depmsén puade: sumir a partic de B ntaraccdn
antre a ambiants empano ¢ adullo gue nolen componentes estresanies, La Sapaadidn malema
lernprana produce aleclos Neurctiogicos duraderce que puadan cambiar 3 respuesta al estrds Crinico
durarta kg adultez El astras cronice alecla uedamenta ol sstema sarclonindimcs, v producs retraccan
danrdritica modificends 8 morfologia del hpocampo dorsal. La memona conlexiual deponde de esta
asfructurs, v al antidepresive tanepting ewviers las modficaciones morfokgicas nducidas por & esies,
Por Io tanto, evaluamos sila nteraccon entre |2 separacion matema termprana v & astés crdnica afecta:
1| la dismbucikin de neuronas serctoninéngicas actvas en el MNickeo Dorsal dal Rafe (NOR) a raves de
nmunohigtogaimica, 2] al volumen del hipocampo dorsal v de sus Sreas ampleando estesologia v 3) &
memora depandienie del hipocamps medante un paradigma de condiciaramienta de misda confesdusl,
an ratas tratadas con tanegtira,

Se emplearon ratas Wistar macho gue fusron somatidas a Secamcion matema dianamente duranta 4.5 h
entre los dias posmatales (DPN) 1-21. Entre los DPN 50-T4 se expust @ 25 ratas a un protocolo oa
estrés crinico @ impredecible y simutdneamente s las ratd con tisnapting (10 mg / kgl conicrnando
ocho gnupos: sin estrés / vehiculo, sin estésfianepting, estds crdnico/ vehicun, astés ordrico
taneptng, separacion matems-sin asiras Arhiculs, sepaacion matarma-sn astas/tianapling, Separaaon
matema- asiés crinicodvehiculo y separacion matema-esirés crormatanantiva.

Enconframas una meraccidn entre ibs afectos de 18 separacidn matema v el estrés cronico impredecble
an al nimean da rewonas semionnaricas activas an el NOR y an la memaria oe mieod contextual. |a
combinacidn de esios esresoras prodkls un awments dela acivackin de s células serntonindrgucas en
comperacion oon 133 ratas 50k somelicdas a esirds ordnaco, alcanzando el misma valor gus Bs controles.
D manara samaanie, cuands sa aphkcaron amios estresores la memona de mieds ante el contexto fue
simier a la de los controles, mentras gue cads protocolo de estrés por separmdo reduio 8 evooadion de
asta memona. Bl anbdepresivo banepting produo ura desmirucin dal volumen del lepocampo dorsal an
29 ratas separades y esressdas, en comparacidn con aguelas solamente sometdas & separacion
matama.

Cuands e dos estresores se combinan, tanto s nveias de aclivacion de las neuronas serctoninérgicas
come la marmana contecdual S8 asamagn a s conlnoias, En conSacuenca, Nuasinos datos soporan la
ideg de una comespondencia dal lenatipo exhibide cuanco al antoma tamprano v el adulto conciden.
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1. INTRODUCCION

1.1 SERPARACION MATERNA TEMPRANA

En s modelos de roedores v prmates; la exposioon a eventos esiresantes duranie la edad iemprana
afects |8 manara de enfrentar los evanios estresantes en la edad adulE {Oe Kioat at al., 2005). La mayor
respuesta fisicidgica ante |as condiciones estresanies g5 la activacion oe Jos SiElemas mauoendocnnes:
at smpato-adrencmedufar v & hMpotalsmo-plutanc-adrenal (HPA), 105 cuales forman rades de sefaizacitn
niaracivas gque coordinan las respuestes melabdlicas y concuctuales anie al estriés (de Kloat et al,,
2005, En paricular, & capacdad de respussta dal o HPA pusda dalencvaise inlerumigiends las
nteracconas madre-cria habituakes, o que puede nducr cambios persisienies an la neurobaloga, a
ligioga ¥ el compodamants emocional en DS animaies adultds,

Todos los mamieros recien Nacidos son senddos por sus madres y Denmanacen en esirecho contacio
con gllcs duanie un perodo de tempo. Este primer perodo de vids implca ineraccionas comgieas
relzCionadas con e guidado v el desarclio emocicnal -y cognitve de las cras. En panicular, los
comporamenios makemaos en atas congisten prircipalmente en & construccion de nidos, 18 colocacian
oa los cras en el nido, los Bmides v el asec anpgenital pars estimular & miccdn vy & defecacon, v
pesiodos o8 Bolancia asociados con 8 pogiura arqueada gue fadlitz a8 succion, Durante este pericdo
posinalal, & carsbro de b rata exparimenta un desarolo neurcnal profundc gue ncluyve sinaplogdnesis,
MEJUroganNass da as calulas granuianes del hipocampo, asl comao 1@mban apoptoss nauonal y dasarrolo
dendritee. Por o lanio, los primarns digs dan forma a respuestas conduciuaies, emocionales v
figialbgicas en i edad adulta Metular, 20713). Porlo gue la saparacion matama resulta &n una reaccidn oa
pratasia v desasparacdn por parte da fas orias, o que pracipita @ activacitn epetida de mediadones dal
asirds: be gucocorbooides v s camcalarnnas Matular 201 3,

Hasindose an el fraben da Hedow y Zimmermann [1958) con prmaies y Weininger {1954) | Lenine (18957,
1967 [iLenina, 1966); Lavine v Lews [18958] y Danenberg et &, (1963 con ralas, se desamollarcn modekos
que implican manipulaciones. post-natales lempranas para evalusr B influencia de. las primeras
axparanclias sobre certos fenclpos conduciuales v mespuestas neurcendocinas, La separacdn y la
daprvackin materma se han utiizado sistemabicaments como modelos de exposicin a eventos oe asigs
durarte ia vida temprana (Gutmarn & Mamenclf, 2003 Lewne, 20058 Schmidt, 2010}, Para estudar
aspacficarmanie bs afectos oa o separsckin matema, se han desarclado vancs modsios. Los datalkes
aspechicos ulizasos en aslos parscomas varian muchs antre dsinios grupos o8 investigacain: dasde
ura deprvacidn Unica de 24 horas hasta epsotios de privacion malema repetidos pero mas breves que
duran 12, B, & o 3 horas enire el dia post netal [DFN} 7 o 2 v se extiencen durante & DPN 14 al 21,
Ademas, algunos QrupDs Separan a los orias entre sl mientras Que offms mantienen & los crias juntas
Como camada duranie el parcdo de seperacion (Gutman & Nemeroff, 2002).



Sepaacon malema amprard -

El-ejg HPA de las ralas presents un perfil de maduracion parioular conocido coma € -perodo de hipo-
respansiidad al esirés, El mismo s exiiends desde gl BFN 4 al 14 y conssie en un perfodo de baja
actvidad el sstema adrencoodical y capacidad de espuesta efraciara a bos fackores de esigs Que
nemmaiments inducran una fuere respuesia en animales adultos [Faturi et al,, 20100, Sin embarge, |a
respuesta reducida del eje HPA obsenada duranie este perfodo no es absokita, v puede ser superada
por factores de astrés sufcentements potentes, Incluyvends la deprivaciin matsma {Guiman & Memenoff,
2002, Cuando el animal as separaco de su madme en forma cronica en esta vanlana smpoal, puede
conducr a la pemctvidad del ejg HPA duranie foda & wda (Mishl et al,, 2014),

Cuaraio sa svalle duranis 18 adulter 8 roedares deprivados 0 saparados, estos preserian una mayaor
ragpuesta al estrés [Guiman & Nememff, 2002: Sugrez et al, 2002) que pusde nducir siteraciones
parsstantes a el neuronal [Hulshol et g, 2011; Aogue et al,, 2018, neurmguimico Dela et &l, 2013;
Pinheirm et al., 201 5] v del comportamésnio  (Picheiro et al, 2015, Trujlio et al., 2015; Viinatto et al,,
2071:3). D especial interés para el desamdlic de este frabajo, la separacion matema produce alleraciones
en &l sistema serotoningrgico, tanto de sus recepiores (Bravo et al, 2014; Leventopoulos et al,, 2005;
Vazguez et al., 2000 Vicentic st al., 2006]; la acivdad elkectrofsiobgica de las neurcnas serctoninérgicas
en distintas regiones del cerebro [Garside at al., 2003), como en su protelna ransponadora Lee at al,
2007; Vicentic et al., 2006), También puede nfiur sobre la mofologia de cierdas regiones cersbrales
coma k& coreza prefrontal, & hipocampao v el ndoies accumbens, acorando B longibud dendritica v &
denskdad de espinas Eand & McBwan, 2012; Moreoy ot af,, 20900 La saparacidn matama pueds a sy
VB2 programal o condicionar el desampeno 98 animaks aduflos en lareas que Invobicran 3 mamornia
comextua [Datd ot al, 2074, Vivnetto et al, 2013

10



1.2 MODELC ANINAL DE DEPRESKN

La degresitn ag una enfermedad compisla v hateropanag con una etiopatogenia que 28 basa an maltioles
fectoras actuando a nivel peicoltgico, bioidgico, penético v sockl, Sus sntomas pueden nckir ol estado
oe desanimo persistenis, lalke de inferés o placer, fatga, probemas en B concentracidn v [a memaona,
rastomos del sueho, cambos en el apatito vy enel pezo (Boy & Campbeall, 2013). Los packentes ambién
puadan presantar olms sntoras a menudo contradicionos, gua incluyan latargs,, alsamients social v
deduncikin sedd A pasar de los avances an ¢ diagnistico, al reconocimienta ¥ | categorzacidn de la
daepresiin, [ causas subyacantss g8 ks sinlomas son poco connoias Haase & Brown, 2018),

Exste una gran vanabiidad an ke suscaptiblidad de un individuo para desamoliar decresion, por o gue un
ntento ge explicar su etinlogle ha sido o Mmadelo da ddtasic/esinés, qua considera an foma separads |a
vulnenabildad para desamolar @ enfermedad (B diétesisl v el precipiante (estés) (Moreoe 8 Simons,
1851), La déless o predisposicion a la8 depresion puede surgir de diversas maneras v en diferentes
etapas del cicio de vida, entre las gue se incluyen muliples genes G fesgo v expenancias ocumdas a la
adad temprana (Andarsen. 2015; Willner et al,, 2013), tal como la separacidn matama. La premisa Dasica
del mooeln es que o estrés es @ activador de la digtesis. transiomando ung predsposicidn en
psicopatoigl.

La ewposicidn curadera 8 estesomes ncontralables & imgredacibies puede desencadenar &l desamolio de
destrdenes degresvos, 5 bien hay muchos casos de degreskin en ausancla de astés asi como también
fhuchas parsonas gue estdn sometidas de marars ordnica @ faciores e esids y nunca dasamolan
deprasian (Kendier et al., 1999; Keasler, 1857). Teniendo en cuenta astes hallezoos, & rabajo realizado
por Kalz v Bus cokegas Bn radores a principios de 1os occhenta demosrd que [ exposicidn a una sana de
gstrasoEs savarts produry wna reduccidn de 18 activdad bcomotora v del consuma de sustancias
gitamente grafificantes como & sacarosa Kalz & al, 1981), La educcién en el consumo de Sacarosa
estd relacionada con glteracionas en ke procesos Jde recompensa, Ogue constiuyen kes basas
fungamentales de B anhedonia, uno de los sinfomas princicaies de |la depresion Wmarnican Peychietric
Assacation and Amarican Psychiatic Association Task Force on DSM-, 2000 Con base an esios
resultadns, Wilnar v SUS colBpas desamokarcn un modelo de estes oronico modarndo, que consista en
axponer 2 0s medores a estesores &n lomma repstida e mpredecitie pero elmingnds da la lista a
aquelos estrasoras de naturaleza aversiva coma & shock elciica Willner, 20058] De esla manera, al
modeln poses mayar sustento atice v etoldaico gue al de Katz v sus colegas. El Impacto hedanico oal
modein fue [@ disminucin de @ prafarencia & inQesta e Sacarosa, meentras que su valdez se apoya en a
renarsitn de dichio impacio mediarte anlidepreshns,

Durarite las dos décacas ranscumdas desde el nicip de la utlleackin del modeto de e=és cronico
vanabde, 2 ha empleado paa araizar aspecios conduchuales aue stienden a oiras facetas da la
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Modishs arvral de depresdn-

dapragion ademas del procesamienis hedonico v Jd8 recompensa. Por gemphks. |8 expasicion de s
ragdores &l esirgs cronico moderede sumenta B inmowikdad en b8 pruebs g natacion forzada v la
nasfensidn aprendida. Al msmo fiempo, disminuys 18 frecuencia de los comportamientos Sexuales v
agresvos en machos, reduca e autooudado v &asen Igrooming) v sumenta & laienca del suehs BEM
irevisado en Wiliner, 2005,

Ademas de recapitular alguras caractersticas conductuales obsenvadas en la depresion, el modelo de
esrée oronico vanable & impredechle imda sligunos aspectos reucbicidgcos de esta patobogia. que
tamibeEn responden al fratemiento con arfideprasivos,

El astigs cronico oesencadena respuesias fisokdqeas v concuciugies gue tiensn como objeto
rastablecer la homedsiaas Qe Kioet et al,, #0055, Los procasns gque: subyacen 8 la respussta al estres se
han gerdmnado colclivaments "astasis™. Sila respuesia 4l esirés &5 nadecuads © excesivaments
praorgaca, ef costo de restieblecer B homeostasis puede ieger 8 sar demasiado alto, condicion que se
denoming "carga alostabca” ide Kioet el al., 2005, McEwen, 2003),

Er respuesia & laciores estresartes, & hipotalams sagraga 18 hommong ibhersdora de corticotroping (CRH]
y B2 homora arginng vasopasing. Dasde el nucko pamventncular ded Ripotalamo, B8 neuonas que
contienen CAH possan proyaccionss haca los centras noradrendrgicos en el fronco encefilico v en la
medula espinal, En & fronce encelahco. el Deus coenileus envia proveconnes direcias a las neuronas
pregangkonates smpatices en B méduls espinal v 8 188 neuronas pregangionaes. parasimpaticas. Bn
general, &l bous cosrubBus aumenia |8 aclividad simpalica a fraves de la activacion de rsceplores al-en
neuranas simpaticas preganghonaras v reduce 8 activdad parasmpabca 8 vawde de la actvacion de
receptores a2 an neurcnas preganglicnares parasimpaticas. La astivacion ded prmemn garera & liberacion
de noEdrenaling desde las sinapsis ampdamente distibusdas ‘en el cerebro v de adrenaina desde B
rdcdula suprarmenal. Dicha actvacidn & su vez astimuia b Beracidn de CRH por & hipotalama, creando un
ciclp de meimalmentacion postvo. Bl sistema nensoso perasimpatico  uliigs acetiicoing como
reuniransmisor. En condiconas nomales, &l siglema nenitso parasimpaticd 88 acivadd Cuanco B
situgckin de asts ya N0 eslda presante, dado que ambos sistemas auldnomos S8 coordnan parg
martenss & homeosiasis feipidgica, Sin embargn, an condiciones anomales an las que las sifuaciones
de estrds perssien, el sistema nenioss simpalico coniinda =ends actvado =in (B naulralizackhn del
pargsimpdiico Como msulado, en ghuacionss ordnicas, 08 nveles pertércos de cateoolaminas
aumantan v los nivales de acelilcoing pusdsn dsminur Won & Kim, 2018}, dande coms resultade una
respuesta generaizada que permite optimizar B supervivencia frente & un dasalio {sumante del rtmo
cardiacs, aumeanio de k& preskin artenial, suments de la produccitn de glicosa hepatica, eic.),

Durante fa aotvacicon del sl HPA, s lbers CRH dal nickio paraveniniculsr del bipotdlamo para astimuiar
en 8 hipdfsis la produccion de la hommona adrenocorticotmfics (AZTH], gue a su vez provoca |8 liberacidn
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de glucocodicoides (cortisol &t humanss o codicosienora en medores) desde B corfeza suprarenal a'la
Croulacion sanguinea,

En el sistema nenioso canfral, dos receptores distnios modulan B action 88 05 glucocoricowdas; os
receptorss de minerslocoricoides MR) v oz racaptores de gucocorticoides (GR) (Pruntek et al). Los
glucocomicoldas, corfisol y coticosterona s2 unen a MA y GR con una dierencia de orden de magnitud
an la afinidad oe unidn, Esto implica gue la corlicosterona v cortisol 58 unen en al cersbro & MR con una
alta afiredad resultante incluso cuando los nveles de hommoras: crculanies son muy bapos. Estos mismos
estercddes s unen a GR 2ol en cantidades adecuadas cuando sU-concentracian ha aumetiado como
congeciencia del estrés (Herman et al., 2016].

E gs HPA nomaimente es regulado medanie & retrogimentscion negalive gue ejercen s
giucocoricoides sobre la hipdfisis v el hipoldfiamo, pero |8 eevacion canica de las hommonas dal estas
dafa asia mequacidn, v pusde conducr a su oontinua hiperacinvidad (Herman el al,, 2005, FPararte &
hdiler, 2001], En farma pamiela, an pacienies depreshos 28 han enconfrado elevados nivalas de corliss!
an plasma v salva; asl como amoen incramentos en B secreciin wunnana de corisol libre Hoy &
Carnpicall, 201 3). Porlo tanic, la depesitn v las condiciones de esias cridnkco comepanten sntomatologla.
En ambas sliuackones 58 poduce una dasregulacion del ejg HPA Bsociada con hiparconisoismo y
elevados niveles de ACTH MWongat al., 2000}

En la regulacitn de! ejg HPA estdn mplicadas esfruciuras que perenecen al sistema Imbico. La amipdala,
&l hpocampo ¥ la corteza prefrontal 58 congideran esfructuras onticas que confribuyen a la desegulacikin
de las funcicnes emocicnales v cognitivas, Cada una de elas ha =ids amplameants estudiada v vinculeds
a log aspectos sintomatcos de & depresidn, Los déficts emocionales v cognitives gue expenmentan los
pacenies deprasvos podrian astar relackonados. no 50d0 conog niveles de actividad alterados dentro de
cada regidn, and ambkn con ntemelacknes anomalkes entre eslas estructuras con olas dress Ol
ceretrm

La amigdak e un Nicleo crucsal para € procesamiento emociorel de lag amenazas, ademas 9 une
sofe ge funcones retacionadas, ncluidos fendmencs e axcitacion v atencidn, wailencea, detecciin ge
novedades v o8 siluaciones preponderanies. Esia estrecharments interconaciade con regionas carsbnaos
cognitho-emocionales (Pessca, 2008|. El hipocampo da soporte & 18 formacion de la memora al
propaorcaonar al - cerebr un manco - espacic-temporal dembro del cual los  disersos  componentes
sensariales, emocionalbs y cognifivos de und expenencia s unen, Esle manco permie gue B expanencia
ge amaceng de 1 manara que puada recuperarse postenomnante coma un recuerdo - conscienie
[Kregrm, 2015), Por altimo, 2 coreza prefrontal controla v superasa Bs  respuesias emocionales y
vegelativas asocadas & emociones, ¥ B actvacion de B reaccion de akra, a raves da sus
conaxiones oon la amigdala, el hipocampo v el nicleo acoumbens (Maletic et al,, 2007),
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El hipocampo ¥ & corteza prefrontal son nkbidores de ks secmacion del ajg HPA, mientras gue e amigdas
estd comprometida con & activacion de B sscrecan de gucocodicoides [Hemman &t al, 2008)
Mumerosas nvesligaciones en medores han demostado que, en las dos primeras astrucluras, e eshes
cronico v 8l excest oe gucocorticowdes disminuyen B plasticdad . smaphica, ooasonando airolia de
processs dendiicos & ncluse causando wia pércida de wolumen McEwen et al., 2012, Sapoisky, 2015;
Tata & Andarson, 20100 Was at al, 2002, Esta disminucidn  tambkén ha sido reportada en pacientes
deprashios {Bhetirg et al, 2003), En | amigdala se obsarva un cuadro diferents, an donde &l estrés y o5
alucosotiosides aumantan i pisticidad ardptica v fomentan la expansén de los procesos dendricos
(Sapolsky, 2015).

La diferencia antre al uso de un profocols de estrés cronico @ Mmpradeckie -que nduce anhadonia- v i
admnistracidn repetida del memo esresor -gue nommaimente No conduce 8 dicho sirtoma (Zho at al,
2014) a5 la habiuacitn de b actvidad del ele HPA. En el caso del estés mpredecible, & respussia
aguda dal HPA ante cada esrescr pemanece intacta Radiey & Sawchenko, 2015),

El sisterna serotonnérgico también pusds alterar la funcitn dal gje HPA 8 raves de acciones direcias a
nivel hipotalamico, hipofeado v adrenal (Lowry, 2002). Lina de BSs prncpaes teorias naurobicidoicas de la
depresidn sa sustenta en &l desbakrcs da monpamings- paricuamanta noadranaing v sarotoning
(SHT)- reportado en determinadas regiones del cesbro. De igual mansm, as protochios de astéds
crinico mpredecibles, ceros andliss espectmiolom&ncos v neurmouimicos infoman decramentns de
BHT en algunas regiones del canebro, como el hipocampo. la corerza v s amigdals (Ahmad st al, 2010
Gupta gt al., 2004, Linat al., 2016} La teors moncaminegica ha sdo resfirmada a8 ravas de 03 afos
medianie B acciones de los anticepreswvos Que funcionan comgendo estos  dessquilbnios.
Consacueniements, l0s antidapresvos inhibidores: selectvos de | recaptacion da BHT (SRS) atenian la
Frparactvdad del eje HPA mediante s desenshilzacn ds receptores seratoninangicas &n &l hipolakams
(Arborelius et al, 1999, El modelo da astrés cronico & impradaciole replica |, algunas perturbaciones qua
58 absarvan en 8 depresidn clmica Hil el al., 2012} con respecto al sistema seroloninéryco,

La revisién de los estudios gqua emplean &l mogalo de asiés ordnico @ impredacible sunene que asta
paradigma sferce slactos razonabiaments confiabes sobra las varabies newobisdgoas gue exhiben
aiteraciones coincidentes en pobleciones clinicas can rASkoms GapEENve Mayor 0 an vicimas de suicidio
iHil et al,, 2012). Este modelo 85 de gran utlidad en la madicidn da s pardmetros qua 58 ralacionan oon
la flsanpatokgia dela degresion,
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1.3 PARTICIPACKON DE NELRCMAS SERCTORNERGICAS DEL NUCLED DOARSAL DEL AAFE BN EL MCCELD
CE DEFRESION

Come-se has citade en pamatos anterores, ung de lBs principeles teonas gue intentd expicar ks
patooénesis de g deprasion es 1a eork moncamimengics 18 cual esiEblece que B depresiin podria ser el
rasutado gal cecramento de la disponiblidad de peurdiransmisores monoamingrgicos como B BHT v &
noradrenaling en e sigtemna nervicsd central (Haase & Brown, 2075; Roy & Campbeld, 2013}, Dicha
hipdtesls e baza en el descubriméenio de gue lag drogas gue incrementan kB disponiblidad de esiss
moncaminas san antideprasvos efectvos; conducendo al desarmolio y difusidn del uso de una geneacion
de nuenas v mas efectvos [SBE v de roradrenglirg, Sin embargo, pese al éxitd an el enfendimientsd v
fratamienta de B8 depresion desde un punio de wista centrado en lags monodarmings, muchas pregunias
parmanacen sn contastar WAilner et al, 2013} Por eemplo, s BRS no son eectves para todos kos
pacEnies con deprasidn, por e que &l blooues det transporte de monoaminas constituiria Unicamenie una
parte del macanisma lerapdulico de la dapresgidn, Halazgos emergentes con respecto al rol de cioouinas
pro-rffamaionas, cambios astuclurales en cerdas regiones del cemsbro, fransformacionss en &
plasticidad sndptica (Czah at al., 2001, Lee & Kim, 2010, McEwen et al,, 2010) y la neurcgenesis Wiliner
gl al., 2013, han despiazado a la leorda monoamingrgica del centro de |la decuson, 30 embango, s
nnegabe que la neurnlransmsion monoaminéngica -en particular la accién de HHT- achtla como
requiadora d@ oS estados de Animo, y gue las condiciones gue perurban kB conectvidad de las
mancamnas en &l cerebm dervan en consecuancias coeamnvables en el compaoriamianto Haasa & Brown,
2048},

La SHT &3 un neurnransmisor monoamnengico fomado por nidrexlacon v postenor descarboxiacikdn det
aminoécido dietético asencial L-riptofano [Alied et al., 2013]. Se amacana an vasiculs para s lbaraciin
en B hendidure sindptica, que oouma Guando & rewora es astrmuada. En Bs ferminales neniosas
sarotoningmgicas, la reurobansmisdn 58 nicia medante la liberacidn de SHT de la neurcna presnapiica
seqguida por la dilusidn ge 84T en |a sinapss, gonoe pueds uNirse a receplores pre y post sinaphicos
Haaze 2015). Al menos 14 eceptores dierentes modulan sus slsctos (Alliar &t al, 2013), enfra allos, 58
ha prastado mucha atencion al subfipo 1A (BHT ) (Alied el 8l 2013; Garcig-Garcia et al,, 2074) dado
Oua astudics en humanos ¥ roedores. sugisren oue eskEn implicados en ung varkdad o8 procesos
fisinkdgicos v patoldglicos. tales como &l aprendizae, B memora, | esquizolrenia, & enfermedad de
Parkingar, y especiaimenta an la eticicgla y 6l tratamiento de trastomos del estado de animo y ansiedad.
Los autorscaptonas BHT, aprocen unag refroaimantacion inhbitorda en espuesta & 18 iberacion ocal da
SHT (Altiard & al, 2073). La duracéin v @l akance de B neurctransmision sercloninérgica sa contrala
prncpaments por i socitn a8l rensponador de serotonna (SERT), queen faciiia i remocién de SHT en
l2 sinapsis, resultando en la recaptura de serotonng por 16 eemingl pre sirdptica (Figura 1)
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Exsten numargsos estudios gque evalian la funcitn dal ssiema serolonindgrgico en el desamolio de
desdrdenes de ansiedad v depresdn, Esbudics tanio an anmalgs comg humanos muesten como s
respuastas enddorna, autondmica v 88 compadamento frenta al esirds 00 moduladas en parte por s
neurolransmisiin sarotonnérgica (Hak et al., 2012; Lowry, 2002; Wasslus et al, 211), Por un bdo
achia reguando al aig HPA v por otro al smpato-adrenomedular. embos corwergentss & nivel de &

corez adraral para regular la secrecion da glucocorticodes.

El nicles dorsal del rale (MDR}, ubicago a revel gel mesencéfalo, ez & ongen cenfral dal sistema
sEMOonNNengco, coneniendo aprodmadamente al 50% de as neuronas sarctonindrgices ded carabn da la
rata. i Den estas céluias esidn restingidas a una pare relatvamenta pequalia dal carebrd, Sus
provacciones axonakes ineran précticaments toda la esiructura, inckyends a B coraza prefrontal, o
hipccampo, la amigdala, el tiamo, al hipotdlams, los nickos accumbens v estrado, el procancdlain
Dasal, el cerebalo v ia madula espinal [Fgwa 2) Haase & Brown, 2015; Morissatta & Stanl, 2014). Lina
amplia variedad de chlulas dentro gal sislema nanioso central expresan mmcaplores sarataninéngicos,
nciuvendo neuronas, astroctos v microglia Haaze & Brown, 2015)

Triphola po

fTrlntl:H‘ln-:
| edrasiiase

Flgura 1. La SHT 2o sinetiog 2 patie de rigtdlans mediants B enera inpholang hidrmatasa o ol ernata en wesiculas pam sy
liceracion en e hendidra andplica. Tras se ieecdn pueede (1) unige 8 S8 BCEDENES B0 oS neumas, |2) uninse a Iy
receptoras de SHT pre =naphcos en B newona B pars de (B ool fue oerede, D oue PIORORCIONA SU refroalmentacion, |3
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recapiurarss en e nawona pre Sndplica por o faneportedor de SHT, donde 88 redics par By postencr baracién o =8
OESCOMpONe por 8ccon 98 (3 encima monoaming mddass v S8 ExoiEla an i ama

Lag neurcnas sarctormérgicas astan topogrdficamenie organizadas: grupos anatdmicamenta distintos
rachen aferoncias sindplicas dezsde regiones especiicas de esinucturas cerebrales antefiores v froncales,
v dan onigen a efarentes anatdmicamente distinios hada estruchuras anteriores v roncakes Hale et al,
2012). Los pafrones de lag proyecciones alerentes v eferentes estén altamente cmganizados, o gue
augiers que hay precision tanio an el contral de i actwdad neuronal de las subpoblaciores de les
rauanas sarpionindrgacas como de sus eferenciaz a estruciuras del cerebro anterior v hacls circuRos
iccalizados en al tronco encefikoo. Ademds, neurcnas samtoningrgicas indmiduskes dan ugar a
provecciones oofateralks o sramificadaz a regiones dana  anatdmicamente  distibudas, pero
funcoraimente reecicnadas. Ezla caractenstica anaidmica plantea la posisilidad oe que los cambios en la
acthvidad rawonal de un pequefio rdmers de estas neuronas pusden fener imporantes mplcaciones
para detamiradas respuesiaz fokigicas o de comportamients, Asi, dependiends cudl de las regiones
estd achvada dentro del ssterna sarclonindrgod, Sa inhibird o faclitad la secrecion oe glucocorocdes
Abrams et al, 2008; Hale et al,, 2012; Lowry, 2002). Adicionalments, estas neuronas influyen directa @
indirectamente en practicaments iodos log olros sistamas neurclransmisones. al de dopamina, ol da
noradrenaiing, &l de ghutamato, el de aceticolina, &l de histaming v dal Acido gamma-amenobutinco
[GABA], ¥ la sutomodulacidn dal sistema 5HT (Morrigsette & Stahl, 2014),

Figura 2. vias eecendantas dal NOE da la mia y SuS pincipales Eges, A, amigdals; CP. nickeo Caudado-puidmen: CTH,
cotaza; DH, hipotdlamo dorsal; GF, rdcken giobus paldus, HPC, hipocampe; ILT, nicies infraisminer takmicos P, nicieo
imerpaduncuer; LH, hipodlamo laerdl; LS. sepum laterd; MT, nicleo émico medial Mas, cape supericidl del rdcleo
apcumbens, MAG, capa prefunda del ndcleo aocumbens; Sh, subatanta nigra, STH, ndcleo subtalamico; OB, bulbo olstodo; FH,
hipolaterno posterior, WivH, Ripalslsmao ventromedsal
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Dado que & 8HT as & naurotransmézsor mas abundante dentro del NDR, esta estruciua estd inmvolucrada
en e confrol de vanas funciones liskldgicas noluvendo el contral modor, el apelito, los ciclos de suefo
vigilla, 8 comportamiento emocional ¥ bs estados emocionales, por i gue su relaciin con desdrdanas
Como & geprastin es estracha {Michessan et al,, 2008, La acivacion de las neurcnas sersfoninérgoas
canird de las distnias subragicnas dal NDR 2e alera ante compomamientos reacionados con el esrés v
la ansigdad, msullanca en un increments en g axprastn da Fos, la proteina products del gen mancadar
o4 actwidad celular tlemprana cFos (Bouwwknecht &t al, 2007

Arte i3 exposicion g estés. dierenfes grupcs de neuronss en & MDR zon aciivadas -de manera
dierencial, suginends gue regiones mediakes rosirocaudskes vy caudalkes de dicho ndcieo podran regular
respuastas refacionadas con la anskedad, mientras gue ss regiones laterales inhicran respuestas de
pdnico (Hale & Lowry, 2011],
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1.4 ALTERSDIOMES VOLUMETRICAS DEL HPOCANMPD EN EL MODELD DE DEPRESICN

Durarde fa adulle? v come rasullado de B exposicidn a sluaciones de esirés ordnico de diverses fipos, B
amuileciua dal cerstiro S8 remodala; Ios pocasns danailicos S axpandan o retraen [dependiendo de i
ragion cerabml [Tala & Anderson, 2010 Vivas at al, 2002, a forma de las espnas dendriiicas se
medifica (Conrad &t &, 2012; Maras & Baram. 2012) y 88 nhibe & neumgenesis an al giro dentado dal
hipocamrpo Srehvat al, 2007; MoEwen, 1539, Estas rarsiommaciones puedan congtilul sefiales de una
adaptacitn exilosa, maEnires que la persisienca de estos cambios una waz finalizado @ esirés puede
ndicar fallss en la resfienciz dal ndricus MMeEwen et al,, 2015}, Las regpisestas maladaptatvas anie al
8sires y |l Ripersecrecidn consacuente de gucocormcodies pueldan NOUCK estados O heper-
emociorgidad, disfuncionas en &l humor y aleraciones cognilivas en pacientas deprmidos. Esto
usualments 85 scompanadc por camicios de volumen &n vanas regiones del cerebro  inCluyendo &l
hipocamps fLucassen et al,, 2014)

El hicocampo a5 una de las estructuras mas sensitles a8l esires ordnico, dado que exprags ambos lipos
de recaptores para glucocorticoides (GR v MR) en abundancia. Junts oon BB cortaza preafontal, &
higocampo gierca un cantral inhikitono de las neurcnas que sacretan CHH en el ndcleo paravenincular el
hipotalamg an raspuasta al estés [Herman ot al, 2016], Ambas regiones emvian proyacciones
putamatdrgcas a newonas GABASrIcas del ndcleo paraventnoular que proyvectan & regiones como &
mickn del lscha e la estia tarminal Wiliner et ai, 2013). Por & confrano, la amigoala sjerce un control
exGitslono sobre & hipotalamo para estrular e eje HPA, el cual, a traves de nivelas incrementados de
corisol, achia de menera posithva para astimuler b amigdaia [Cuvarct & Pare, 2007], Bl mecansmo de
regulaciin negalive eErcido por & hipocampo es crucal para imitar |2 actvidad def eje HPA, yva gue sn &,
al cincuito da retroalimentacin posiiva a raves de B amigdala generara que e sielema funcione fuera de
contral [Belkung & Bietle de Vilemeur, 2010, Heman et al, 20M6], La exposicidn prolongads &
gucooomiondes conduce niciaimente 8 una pérdida de receptoms GR an lag cdlulas granuies dal
hipocampo, con la consecuente desinhibocidn de e HPA y al incremenic de la estmulacdn
corcostercds (Herman et al., 2016; Wilker et al,, 2013],

Como resultado de las moddicaciones moroligicas causadas por & esies crdrco, & wolumen dal
hipocampo fanto da paciantes deprmidos (Cobb et al, 2013; Sheine & gl 1996) como da animaias
crdnicamants estresades (Lid at al., 2071} se reduce. Dicha disminucian no s una accion especiica oal
gairés cronico, dado que lambién se ha nformraco en vanos olros resiomos cerebrales que inchyen
esquizofrania, cemenacia, enlermedades de Paronson v Huntngton, eplepsia vy alooholismo (Czeh &
Lucassen, 2007). Estas mduccaonas consituyen uno de lee hallazgos mejor repicados en & psiguiatra
buolégica, aunque aun No &S CEm CLEES S0M SUS CAUSAS 0 posibles consecuancias (ucassen et al.,
2014). Tradicionalmente, los desdndanas cerebralas afectvos o relacionados con el eslnés Se exphcarn en
su mayoria @ través de desbalances moncamnégicos, sbordados en B sacoidn antanar, Sin embargo.
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ciertos deterioros en & plasticdad: estuciusal v alteraciones en el wolumen de algunas regicnes Imbicas
farmbién podrian contibur & su fisicpatologia (McBwen 1 &l., 2010}, 3e han propuesio dversos susiratos
cellares como candidatos que explican dicha reducoidn; la refraccidn dendritica, la péndida neuronal o
&5 alleracones volumatrcas en fa gia, todos efios sensbles & las accones del esés. Incluso Bs
refackones antre comporamientos relcionados al estrés v cambios an b phstcidad esuctural poddan
ser reciprocas. En conjunta, aun 58 dastonoce 8l Ins sustkatos amba mencionados deberan clasficarsa
COMO palnidaicns o ben podrian reprasentar adapaconas dinAmMicas o plasticas ante el esings, pudiend
hasta cate punts ser revarsibies (Lucassan atal, 2074} En afecto, un estudio realizado por Huang et al,
(F013) empleando msonancia magratca funcional, enconrd gue & wolurman dal gro denfado ded
hicacampo fue menor en packantas no medicados, que an pacientss ratados con anticapresivags [Huang
gl al., 2013). Resultetos similaras se haflaron an un ardlEs post morem de pacentes degnosticados
ar dapresidn (Boldrni et al,, 2013

La dismirucion de voldman an & hipocampn puede estar estrechamente ljads a una reduccion en al
woliman da newrondn, que contena prncipalments dendritas v axones, ¥ 8 una paguena proporckdn da
procasns glales (Tata & Anderson, 2010, La refraccidn dendrifica fue observada por prmera vez en
nedonas de GA1 v CA3 tas 3 aplcacidn de un protocolo ceesirés ordnico Donohue et -al., 2008;
Sougaetal, 20000 A nived astructural, la exposicidn prolongada a altas doss de coficosterona reducea B
complajidad dendritca oe @ 2ona apcal en rewonas pramidales de CA3 (Woobkey et al, 1930}, v 1a
epasicin prolencads @ venos tipos de sstesores produce TanstomMmaciones SMisnes o0 vanasg
sspecies. Dichog cambios en & morfologia dendrilica del hipocampo panaralmeants necasitan varas
samanas pars desarollarse. Bl esiés crdnico conduts nousve 8 una perdida de sinapsis an s fibras
missgosas, Noramants la densidad dal drea supericial post-sndptica y produca un rescomodamiento de
mitccendrias v vesiculas & nnal de los termmeles pre-sirgpticos, La eposkion prolongadas 8 divarsos
eslresoras v por ande a glucocodicoides puade alectar el rdmero v 1a modclol de a2 aspines
dendilicas tanto pre como post sindplicas, las cusles & su ve? alteran la foraleza de las sinapss
awCHalonas en & hipocampo LA expioracdn de los mecanismos gue subyacen a los pmoesos de
remadelacdn de dendias y snapais revela gue nial tamafio de B glénduls adrenal ni &l esrés fisioldgoo
par 3¢ detarmiran dicha resstructuracion, sing que diversos factores son capaces de madulars (McEwsn,
20101 , Entre estos faciores s2 encueniran lbs macanismos cellares que molucran astarcides, B
Eevacidn de niveles oe glulamato.a nivel sindptico, B expresion de moleculas exiracelulares de adhasion,
laz alleraciones en la acetlacion de &5 subunidades de microbibules, los fackones neurctréficos vy s GRH

Sn ambare, 8518 recrganizacian del ctossquelsio, de 12 longitlud de Bs dendritas v de la amifcacion
ccure de manera reversiole en obras siluaciones distintas al astrés. A moda de ejemplo. en las especes
g2 mamiieros gue hibeman, & remodelacidn dendritice 23 un proceso reversibie y ocume pocas horas
Saspues del comienaa de a hibemacicn en hamsters europeos v ardilas emestres. Ezto implca que Ios
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cambios modolbgicos posblemants No constiuyan danos sno una forma de plastcidad estructural
icEwen, 2010; McEwen et al,, 2015|

Ot posible causa de b mduccion dandritca podna sed 13 apoploss neuronal, aungue o 83 reepaidada
por la svidencia histoldgica o neuopaloibgica dal hpocampo Drngada por modelos de depresdn o
pacenies depresivas (Lucassen et gl 20714),

En el cenabire adulto de figunas especies do mamileras, nuevas newurcnas se onginan prncipalments en el
gro dentado del hipocarpo v, an menoe madida, an los bulbos ofatonos, aungue algunas eioencias
sUgIErEn gua B neuropdrasis lambien pesds courdr an olras draas (Wilnar at al, 2013). La hipdtess
rauogenica de la depresion propone gus |as reduccionss prolongadas en @ rewroodrasis, nducidas por
Bl esirés crdmco, por eemple, peaden afectar & astruciumE y &t weluman del hipocamps en @ dapresian, v
nue Bl éxto de determinados entidepresivos consista an revenrt esle elacto. Estos aniderrashos
pafenecen & dierantas clases farmacobigicas, incluyendo no S0i0. & aguelos con efectos sobre 55
MoNoamnas, sng lambén a oos gue aciian scbre lgandos gutamatergicos, o compuesios gue
intarsaran diectamenta an gl e HPA como e ORF o antagonistas del recaptor 08 vascpresing, asi
como flambign el anfidepresivo faneping. B sumanio e la newogénesiz del hipocampo también se
observa después de ohos atemientos que baran efectas similares a los anbdeprasivos an roedarss,
como el eprcicio fisco (Mronenberg et &, 2003; van Pragg et al, 1000), b canz en amblantog
ennquecidos. o ferapiss no farmecolbgicas como B electrocomulsidn (Malbarg at al, 2000) o la
asfimulacidn del mendo vago (Revesz et al, 2008, El esids crinico sfects los niveles da varos
nairob@Enemisores mplcados en & mgulacidn de la newonénesis. GABA, BHT, noradrenaling, dopaming,
cannabinodas, opliceos v dwdo ninco. A la vez, & estés reduce B expresion de vanos factoes de
cracimients, coma el BDNF, el factor de crecimiento smilsr 8 & insuling-1, & lackor de enscrmianio
nerdoso (NGF), ol factor de crecimients epidérmico y vascular, v &l factor de crecimiento endotstial,
guienes puaden influir en 8 neurmgénasis,

Las céulas gliales, especialments los astrocitos, son componentes cava del “nicha neuroganco” que
proporciona el microambients bcal necesano pare la generacon de neuronas en dreas cerabrales
espechicas. Son compatibies con 8 madwaciin v 1 inegracitn de Bs newonas recién nacidas, fanto
fisicamante como mediante B ibescion de un odctal de faclores de cecimients y cibguinas. Los
asrocios responoen & estres oramoo rearganzando su moralogia celilar v mducendo & ongitud. i
comgpieidad y el volumen de sus procesos (Tynan et al, 20130, Bl estras crdnico pusds reducr 8 1asa de
prolferacidn de lss céulss glaes (Banasr & Duman. 2007) B8 como fEmbidn puede pomover &
refnodelacion estuctural de 8 micoglia y potenciar ia Iberacion de oiooinas prorfarmatoniss 8 paric de
microgla Waker gt &, 2013]. Si pen 08 rabajps con muesras de hipLCcampo de pacientes post-
mortem con depresan mayor hasta al momento na han nformeado reduccionss significatvas an el ndmern
de céluias neuvronsles o gliales ([Cokk af al, 2013), repontan una menor densidad de oligodendrocitos en
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el cerebro {Edgar & Shills, 2012) ¥ unag sduccion en la expresion de sus renscriptos génicos, Empleandec
modekos gnimales basados en paradgmas de estes crdnico emben se haksron cambios cellarss y
micleculares en cieras esinuciuas imbicas gue indican s pedcipasion de ©s pigodendrocios [Czeh &
Lucassen, 2007},

E sigrificado funcioral de log cambios mafaldgicns depande de 8 regidn dal hipocampo estudiada,
dade que su corectvided exirinseca es diderenie pars B85 regores vendral vy dorsal Moser et al, 1993;
Swarson & Cowan, 1977). Exste urg disooacion entre 08 slactos de a8 Baiones ceusadas g liras
dorsakes v vanirales, Las lesiones dorsales sfectan el rerdimenio en ung ampks gama o8 feraas
ralacionadas con i3 memonia espacial evaluadas en ratas. En pariculsr, dos grupos (Kim & Fanseiow,
1882; Philips & Lelow:, 1832) confrmarcn gue B3 lesiones del hipocampo dorsal [HD realzadas
oespudés oel condiclonameentc de. tpo o lono-shock eléctico: nterfieren con @ exhibicidn de
comporiamerios de mieds ante al conexo pens no ante el tano. En ofro estudo se observd una relscidn
casl limaal anfre & voluman de s lesiones del HD v &l aprendizae. de cieras tareas espaciales (Moser et
al,, 1993, Da hecha, las ralas someddas a un protoccio oe estrés. crinico varable dusanie un mes
wrdaron mas tempo en enrenarse para &l labennto de agua de Moms v faliaron en aprender 18 locacion
de una nueva plataforma duranta s prusba (Moser at al., 1993). Sin embarge. v como s8 ha puniualizado
an pdmafos anterioras, o2 efoctos del estrés crdnico sobra ia morologis v el aprendizaje dependiente dal
conexto dasaparscieron an el ranscurso de dos semanas después del cese del régimen de estrés diano
Bousa el al,, 2000), ko que sugera qua podia cumplr una Tuncidn edaptativa ¥ No congtiur un peruic.

Por-al confrario, madianie asiones al hipocampo venlral se han encontrado reducciones en 8 conducta
da ansledad en una sem:2 de pruebas noondicionadas incluyendo &l labernto an cruz elevado [Barmemman
af al,, 2003]
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1.5 MBWMORIA CONTEXTUAL EN EL MCDELD DE DEPRESICHN

A través de catecalamings y gucocortioodas, al eslrés ajerce mulipas electos sobre ia salud, 1a amacién
¢ | cognicidn (de Kioet et al, 2005) Las corsecuericias del estes confibuven Bl desarroba de
NUMERsas psicopatologias come e ansiedag, & frastomo de estrés postreumatico, & depasion,
esguizcfrenia. entre ofras. Uno de losactorss comunes prasenta en estos desdrdenss a5 la aferacion de
praces0s cognitives come el aprendgaje v B memons [Kim et al., 2015)

Le gran mavora de s eshdics reporan cue B axposicidn a estés o 2 nheles elevados de
glucocarticodes afacta &l gesampano ga lareas qua evallan B memora dapandanta da hipocampa (Kim
& Diamord, 2002; McBwan & Sapoidy, 1925 Esla estruciura s especialmants zarsible a los electos
de los glucocodiosides, dads qua, como Ba Sido mandionado, exprasa & manor cantidad oe recepinnes
para glucocoricoides dento del cerebro de madorss v pomates {Conad, 2008), En parsonas
dagnosticadas con trastomo de esirds post raum&tcs v degreskin se obsenva una alleracién en divarsas
pruabas qua valoran i memaornia verbal (Bramner et al, 20000, En pacientas con sindroma de Cushing sa
evidencian déficits en la memornia sugirendo un papsl direcio de los Comicastenrtides &N asios procasos.
Da mangma similar, estudios an reedores han mosiado gue la exposicion A estrés gronico & impradecitie
v las imecociones de dosi altas de: cordicoides producen deficts en terees asociadas can la memarnia
aspacal gue melucran af hipocampo {Goukand & Matuszewich, 2005; Moreira et al., 2016). También =2
han repoado profundos déficits en la memora de rafones fransgéniccs gue sobre expresan CORF
Hairrchs et al., 1996}

Las nevronss an al hipacampo msponden vooresamenta a divarses tipes de estimulog, inclidas las
safales no conteduales, pera son particularmente sensibias & la ubicacitn aspacal (Maran et al, 2013].
Cuando un snimal =8 encuenira en un determinadd coniesdo, S8 acivan aiunas Neuronas an &
hipocampo gue responden espaciicaments a esa boacdn degarando potenciales e accidn, A estas
neuroras 52 las danomind "células de ugar® ID¥eefe, 1976), 5i e animal 22 mueve & Un NUSY) coniexio,
oiras chlulag de lugar se activan. Cada vez que el animal regresa al siio nicial, ias mismas neuronas de
ugar son actvadas. Por o tanio, & medida que & sremal 8 muevs, amargs un patidn oe actvacikin
eapecfico gue puede emplearse pars econatuir | posicion del animal. A modoe de eemplo, &0 un
estudio, log autores crearon custo comextos distintos combinand estmulns Ollatoros v visuales dantro
agl mismo recnto Y LoD examingron Bs ofuss de luger en &l hipocampo de Bs rafes mantas
exploraban cada contaxto. Clertas neurcnas ndviduales exhibiercn un peircn hetercgénes de re-mapea,
algunas newrcras manivesan su perfil de actvacikdn en lodos los conextos, y Oi@s neurcnas se
activaron o slencaron conuntamants en cerlos contaxtos (Andarson & Jeffery, 2003). Lo anterior sugiera
gue-en el hipocampo se estebecen interpratacionas unicas del Conexio gue astan mpresantadas por
una pablacidn de céluas codificandn tanio Bs propiedades espacales dal ambants como B inegracion
da los estimulos espaciaks v no-egpaciales dal amiente (Maren et 8l 2013, De manera smilar 8 10s
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olros ejermples citados, &l eslrés modilica b fasa de dispars de las células de lugar en el hipscampo [Kim
et al., 2007),

La potanciacdn a laga plaza (PLR), rasultlanta de una breve estimulacidn a alta frecuancia de lag fibras
alerentas. proguca un aumento duradens en B transmision de lBs sefaies entre 0os neucnas vy fue
micigimeanta demostrada en &l hipocampo. En diferanies ragionas dal pocampo - tanto en CA1, en CAJ
como en el giio dantado- 58 han damostado deficiencias en las PLP asociadas al esirés (Kim at al,
215

La posibie relecion enfre los camibios morfobdgicos producdos por el asiras cronico ¥ B exposician &
ghicocorticoides an las distntas regiones del pocampo v sus funciones ha sido estudiada por vancs
grupcs [Dorrad, 2006, Sandi, 2013; Tata & Anderson, 20704 Las reduccionss en la longitud dendritica
podidan comprometer i ransiemencla de sefales a tavés dal HD v par ko tants b capacidad de aprender
Y memorizar infomacidn. La reduccidn en la neuogeénesis podra agravar e impacto, dado gque a5 células
grarulares gua nacen en el cersbro de un joven adulto confribuyven significatvamenta en funciones como
la mamona conesiual de miedo, B separacidn de patrones espaciales v el aprendizaje espacial (Krugers
atal, 2010},

Pese 8 que 08 electos del estds crinico an la mamana con frecuancia s suponan panfudicaias, an
dlgunos casos pueden Bvoracara o facitarla Bowman et al., 2003; Conrad at al., 1853, Esto indica que
las impicancias dal esirés sobra la memoda dapendardn de vanos factores mlacorados a las
caracteristicas del estresor o kb eshasons empleados, el tempo en gua se aphca el protocolo di astrds,
v aspectos sspaciicos de la memora astudiada {Sandi, 2013),

homnalmenie, cuando a un ratdn o & una raia =8 os re expone a un entmo (un contexto) © a un fono wun
estimuin condicionado] que ha sdo previamente apareado 8 descamas eicticas en sus membnos un
eslimuia incondicionado), mostrasd un patrdn de comportamiento indcativo de miado Fansalow, 2000).
Este aprerdizaie asocitivoe pavioviano se denoming condiconamients dal miedo (Fear corditioning tasks).
El condicionamianto dal miedn 58 produce cuando el estimulo condicicnado- nldaimente inccuc [EC) se
empars@ de farma contingente con un @stimuid incondiconado [El) que actva de manem refiea
respuestas da meedo Matson & Raynar, 2000). & fravés de la formacadn de azociaciones EC-H, el BEC
provocard varias respuestas condicionadas que comparten caractensticas smilares a las respuestas de
miado innatas. En los sstudios qua emplean dichas tareas da asociackin, se cbsena una comelacion
positva ertre las divarsas ntansidadss de shock quea se manipuian durants ef antrenamianto v al nivel da
fraegzing 0 congalamiento axhibido por s enimakes &n la s8siin de proaba (Sandi, 2013). La conducta da
fregzing se define como una supresion completa de la actvided locomotora aspontansa v de lodos los
movimentos, excenio 08 necasanos parm la respiacan (Fanselow & Bofles, 1974,
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Enm las ratas, &l mied) condicionado a una senal contaxtual difusa, pero no a un fono discreto, se eimina
puandy & HIY se lesiora un dia gaspods dal condicionamiento (Anagnostaras et &, 2001, Km &
Farsslow, 1892 Meren & Fanssiow, 1997, Dal mismo mode, las lesiones del HD previas. al fest
tloouean salectivamants & adouisicion de & mamona do meedo ante un conexto, pero no al iono Philips
& LeDoux, 1992). La nocidn de gue el hipocampo astd irmvolicrads en al condicionamiento de memaorias
da miedo se ha estudado en miones transganicos’ nockout con reduccién de PLP en al hipocampa.
Estos eshicen déficis en el condicionamierta de miggo ante & contasta paro no ante el toro
(Bourchuladze et al., 1994; Huerta et al., 2000).

Ademds del hipocamoa, 58 contoe que 1os efecios de ks gucocoricoides v s catecoaminas sobe '3
memaona son medEdos an parda por B amigdala (Schewabe et al, 2012), en particular por su parts
bazolaters!, Imusiones da un agonista del receptor de glucocarticoidas en g amigdals basolateral mejaren
la consoidacidn de la memora {Roomndaal & MoGaugh, 1997) mientras que las lesiones en asia
estructura o inyecciones de un anfagonista ga b adrenalina bloquean los efecios de ios
glucocoticoides  Aoozendesl & MoGaugn, 1986), 51 ben & amigdala esta imvolucrada en el
almacenamianio de mamonss de condiconamiants de miedo [LelDoux, 1996}, no es el sito an &l que 28
almacenan las memoras espasiales o "daclarativas”. Para estas formas de memona, la amigdsla achusns
como wn modidador gue cambia DS procases da memona amacenadas en olras regiones del cerabing
(Baddeley et al., 20000, Vanos astudios mussiran que puade tener un profunda efectn en el rendimianto
de tareas dependientes del hipocampo. En una versidn astrasanta del labennto de agua Marmis watar
mazel, la amigdala se activa, mientras gque las ralas gue no aprenden la versidn esiresants 1ampooo
muestran esta actvaciin (Akiav et al., 2007). En oo astudio, B estimulacsdn de b amigdala faclita la PLFP
an el hipocampo (Aray & Richter-Levin, 1938). Por I tanto, &l aprendizaje depandiente del hipocampo
puede varse faclitade en gran medida por contibutiones de la amigdala (Conrad, 2006)
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1.6 ANTOERFESHNG: TIANEFTINA

La revarsibilidad do Ds combing astruciumies inducicos pee &l astrés en &l hi-[:-j{?.amplj a5 gspeciaiments
albnladora para RS condiciones pEiqudlcas como B depresiin, Si bien s individuos depamidos
ruestran un volmen reducido del Mpocampo (Sheling &t al, 1998) v alersciones en la mamona
declarativa depandients de hipecampo Vasic at al, 2008) esios reaultados estructurales v funcionalas no
g0n parmananies; 08 nonduos depdmidos con lerapia antidepresiva muasiran wolomenes da hpocampo
gmkras @ los conlfolies no deprimidos [Shaline et al, 2003) v agualics en remisdn mussian
incrementos en dicha volumen (Frodl et al., 2008). La plasticidad del nipecampa en indsducs deprimidos
as consisterts con la itsratura an roedores gue rvastige Bs estructuras dendriticas en & hipocampo v las
hihildades ralacicradas con lo memons aspacal daspuas dal astrde crdnico {Cash & Lucassen, 2007).
Estos ashudios respakian la intarpretacon da que & estrés crdnico v B deprasiin puaden nfiuir en &l
hipocampa de una mansra bl y altarmanta dndrmica (Conrad, 2010)

En este contesto, v ampdanco la hipdesis neunguimice de b depresion, teoras comtempordness
sugieren ogue s bastomos  depresivos  pueden asociErse o sok con un desequilbric de
neurotrenemisores ¥ neuromoduladores sinc también con un deteriore de B neunoplasticidad v la
resibencia cekdar, ¥y gue o entidepresivos podrian actisr normalizando este detenom [Fittenger & Duman,
20048).

El ddtcit seratoninangicos an B deprasicn coma concaplo v factor axplcatve &5 partcularmenta desafiado
por &l farmaco tianaptng {Sation), w aniidepesve con smiiudes estruciurales con oS agentes
antidegrashos Mcklicos pero con diferentes propiedades fammacoldgicas MoEwen et al., 2010).

En s (timos afics, & trabeo de Gassaway v coBbomdores (2014) damuestra qus & antideprasho
tianapting as un agonista del receplor de opioides mu (Gassaway &t al, 2014). Cusndo se desamolid por
priftera vaz, 58 pansd que am un antidepresng Inciclico basads en su estructura quimica [Figura 3). Sn
embargo, esfudos postarores demosirason que a tanepting no inhicg |8 ecaplacidn de monoaminas.
Ademds de su estuciura inusual, al primer ndiclo 08 qQue pOSEs UN MECANSMS 08 aocaon diferents al de
ofras clases de antidepresivos fue e halazgo de gue, tras la admnistracion aguda o sostenida, &
tianapting disminui@ los nveles exracelfares de BHT [Mernini et al,, 1987). En esa momentd, 58 suponis
que aste hallazgo era B consecuenca oe un aumenio de la recapiacidn de 5HT. Sa ha demostrado que
la fianapting tampién reduce tanto al numen de stios transportadores da SHT como sus nivelos de ARMM
en &l NDR (Watanabe ot al, 1003). Sin ermbargo, cualquier influenca facilitagora sobra la recaptacion de
SHT podna ajemerses indirsctaments an igar de draclamenta en log ransportadores de 5HT, para los
cuges su afinidad a3 beja (Malagie at al , 20000 mestigaciones mas recentes han demoatrado que la
administracidn aguda ¢ prolongada de faneptng no provoca alferacionss marcadas [ni aumentos ni
disminuciones) scbre los piveles exracellares de SHT en ks estnucturas coricoimbicas de ratas
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conscentes Malage at al., 2000, Pineyro et al., 1885). Tenendo en cuenta estos hallazgos en kos que el
papel da 5HT en el mecarsms de efcaca antidepresiva de la fianepting no ha sido comprobado, surge &
hipiess de que sus efecios poddan sar ejercidos a través de B modufacidn de las vias gutamakérgicas
(McEwan, 2010; Svenmingsson et al, 2007), Mo obstante, al cbietive moecuar directo de tienepting
permanacit esquvo hasta que Gassaway v colaboradores [2014) lo evaluaron probando un amplio panel
da racaptores carebrales humanos, descubiando qua A taneptira se une al receptor mu de opioides
humeno, Este, &s un receplor acoplade a proteing G/ o, v los ensayos funclonales revelaron gue la
fanepling &5 un agonisia pare & acivackin de la profeina G y fa nhibicdn de la acumulacidn de AMPo
[(Gassaway et al, 2014}, Tarmbién 5 une débilmente al receptor de oploides delta humanao y agoniza este
recEpion Buraue a concantracionas muchd mds altas que en el caso del receptor mu. La tianepting no
muesira actividad agonista ni antagansia an cuanta a os recepionss de oploides kappa.

La utilzackin de fereptina mepra sinfomas caractersiicos de fa depresidn como B ansiedad vy o8
wastomos cognithvas, v e efectva en pacientes resistentes a la terapia con ISAS (Woo et &, 2013).
Adicloralmente, el paril do efactos secundanos que genera es mejor comparado con 8l uso de los ISRS v
los antidepreskos tncclicos (Gassaway et g, 2014, McBEwen at al., 2010),

En estudios precincos, |8 fanepting liena slectos beneficiosos en una sara de modelos de
comportamiento relacionados con e depresitn, 3 ansiedad v olros rastomos relacionados con el esrés
iMcEwen et &l , 2010; Zoladrz &t al., 2013), Tianaptina ha mostrado modular & mnemision gutamatérgica
v sus efectos sobre i3 neurnpiasticdad s2 han estudiado extensaments an &l MpOCaMpo v amigdaa
(McEwan at al., 2010},

Figura 3. Estroctund guirica o arBcesnesh aneping,

Enlra log antideprasivos, la ianapting ha sdo el més ampliamente estudiade debide al sfecio protecior
constants contra la remodalacidn neuonal inducida por af estrés. Particularmente, en la capa granular ded
girc dentado vy an i zona subgranuler adyacante dentro del hipocampo, i tanaptina revierte la reduccitn
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an a8 1353 de proliferacian de estas caulas a causa dal esids ordnco (Ceeh et al., 2001). Por o tanko, no
soly 18 citogénasis, sino fembien @ muere calllar, y por o tanto 1odo el proceso de remodelaciin
neuonal del gro dentado adufio, se afectan positvaments mediantg el vatamiento con Eneping
McEwan et al., 2010) Estos sfectos no sa resiringen al hipocampo, ya que en la cortaza wmpoal,
fratamients con tlanepting muestra efectos anfiapoptoticss tanta en animaas astasados Como conirois
[Lucassen et al., 2004),

Adiciongimante, | tianeptira mvierts 13 inhibicidn inducida por el estrés da |8 PLP en las snapss
pucitatonias en o hipocampo v B corteza prafrontal McEwen et al., 2010).

Las adhicits cognitives y de memona reportades en pacientes con depresion pusden suigir a rawes da
derupcion del e HPA madiada por la prdida da volumen del hipocampo v |as alteracionss dendriticas
producidas en la amigdaa. Sapin se ha citado, B magnitud de |a reduccion del hipocampo Niommada en
ciertas condiciones expermentskes pueda an pane subyacer a algunos de los déficits cognifivos gue
acompafian a la depresion mayor, cualguisr provancian o restauracion da estos cambioe moroldgicos an
&l hipocampo podra acompanerse parsielaments de efecios procogritvos McoBEwen et al, 2010). En
consacuencia, & tisnepting fiens efsctos particumments favorables scbre las funciones cognitvas. Por
ajemplo, tianepting revirtic & detariom an el periodo da adguiscion de @ mamaorns espacial evaluada en el
labennto de ocho brazos causada por esiés ordnico de inmovilzacian, v en Toma parakela impidic s
atrofia 8n las dendritas de s neuronss an ks region CA3 del hipocampo (Luine et al,, 1884

De acuerdo con las consdemcones antenores, e efectos de la sapamcidn matama temprana wo del
modaks de dapresidn podrian afterar k& disponibiidad de 5HT en el nickeo dorsal del rafa, asi como
producir vanacionas en la mordclogia del hipocampo, aerando su valuman total o al de fas dreas que o
compaonen, Estas mpercusionas neurnbioldgicas a su waz &8 reflsjardn conducluaimente evaluanco |3
memona arte un confexto, No obstanta, as de espearar que el uso del anfidepresivg tianepding revierts
algunas de las afieraciones neniosas wo cognifvas favoreciendo ke recuperaciin del estado de
depresion,
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2. CBJETVOS
2.1, OBJETNG GENERAL

Las difgrenies matodoiogias que se astan apicando en las mvestigaciones sobre estds cronico who
depresitn, contiburdn a ncamantar B nformacion en esta dnea y resciver Fguncs de ios Intemogantes
da Ios muchos gue adn existan. La depresidn es una patoioga recumenta v puede ser comorbida oon
ofras enfemmedadas taes como! cardiacas, ostecpoosis v obesidad abdominal. Su sintomatciogia =8
ralackhna con attaracionas de la mamona v -dal aprendizaje, aestados de ansiedad y de anhedoria entra
pirog. Las droges antidepreswas comunes provean un ratamiento efectivws de sus siniomas. La fianeptna
a5 un antideprasng nciclico madificads que, a dilerencia da oros, activa la recaptacion de SHT.

En este provecio nos planteamos k& siguients hipdtesis: si los cambios en el ambenis pre v posinatal
eErcen fuere Influencia en el desamclo de un organiems, &n pariculsr, eventos de la vida Doumidos
durante estos dos pericdos tempranos pusden lener diferenies respussias conduchuales a larmgo plea,
Az como B manipuacion posiratsl pueds evertir ios efecics negativos del estes prenatal, podna
ambién reparcutr sobre las consecuencias def estrée en la vida aduita, 5i bien en & primer Cas0 Con
efectos positivos, puede ftambién provocar respuestas parjudicisles a lBrogo plazo. Por elo nos
proponemos  astudiar, en un modelo animal, si B separacion matema Bmprarg  provocs  meEor
vignerabiidad al estrés an la adultez come Inductor de cepresidn, Dada la compleidad de & etiologia oe
gata enfermadsd, e plantsa su andisis a fravés de las aferaciones a nival del sustrato neurcbiclidgico v
SUS Consecuancias conduchaks.

2. 2 OBJETNOS ESPECHICOS
En este provacio nNos propusimos cumglimeniar Ios siguienies objetivos espedicos:

A, Identificar con técnicas de nmunohistoquimica, el ndmean de newonas inmunomasctives a Fos-
T en al niclen dorsal oel rafe

B. Daterminar mediante el tratamento con tianepting 9 se eviers & poshie disminucian dal numean
da nauronas nmunomaactivas a Fos -5HT an el nicleo domsal del rate, clasico sintoma de B
depresion,

. Establecar mediante estarsciogia, sl se producen afermcionas en & volumen  dal
hipoocampo  dorsal, considerando las dreas CA1, CAZ/3 v gra dentado asi coma también cada
uno de los estratos 92 las arees mancionadas.

0. Determinar =i 18 administracion de fianepting comige 8 posble dsminucidn del volumen da
hipocampas, sus &reas v estratos.



Antiadepresho: Tianapling-INTRODUCCION

. Comelcionar ke posbles cambios medoligicos del Rpocampo dorsal con el déficit de memoria

contasiual,

. Evaluar si el antideprezivo objeto de estudic mejora los posbles detericros sobre &l volumen del

hipocampo dorsal vy, en consacuencia, restablece los procesos de memoria contastual,
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3, MATERIALES Y METODOS

3.1 ANBALES

Todos s expenmentds emplbados en & presanta proyecto respefan s pincipios v condiciones
éticas, legales v juridicas establecidas por las nommas de Bioatica Macionaies e Intemacionales para
al cukdado ¥ usc de animales en investigacion. Confaron ademds con g aprobacion del CICUAL dela
Facultad de Cencias, Exactas, Fisicaz v Maluales PBesol 57 1-HOD-2014, Acta 82015

Sa uilizaron 110 ratas macho demvadas de |2 cepa Wistar ipeso final; 270 -330 g, provenientes de 50
camadas difarentes. Log animakes fueron mantandos en condicionas  ambantaies constanies da
tarmparatura (21 4+ 1°0) y cicko U2 - oscuidad de 12 h jencandido da s uces a ks 700 k). Los
animates uvieron access 57 kil a agua v comida,

3.2 SEFARACION MATERNA TENPRANA

Imciaimenta, dos ratas hembmes no emperantadss se colocaron on prasencla de un macho ne
emparentado: v sexusiments aciivo, pemmanecendo en la misma cajg hasia gue fueron notorias fas
zefiales fisicas de prefez, tales como la presencie de espermatczoides en & canal vaginal, Luego el
macho fue removido v Bs hembras fueron ubicadas en una caia e poletlenc [dimansicnas 453020
em) hasta ¢ dia de gestaciin nomers 15 en el cudl luesron separadas en dos cajas diferantes. Las
hembras prefadas fueron dnadidas entre doS grupos: con Cias © Soporadas g2 sus orgs B dis de
nacimients fua desgnado como & dia post natal 1 (DPN), Esa mismo dia, lBs camadas fusron rducidas,
da un promadio de 14 cigs an iotal, a 10 oias 4-5 hembas, 5-6 machos).

El protocolo de segaracidn matama e basd an un protocoks estandanzado [Ooewa at al,, 1284). En lag
camadas somaidas a separacion, las orias fueron separadas 4,5 hs por dia durante 21 dfas [Fouwa 4). La
saparaciin consistic en remover 3 la madre o2 k& caja de ongen y ubicana en una cajlg aparts, persan kg
mizma habitacidn que las cras, gue permaneciercn juntas en la misma caje. Transcumidas las 4 5he, la
madre retomd a ka caja de ongen.,

Laz separaciones 2 efectuaron entne las 8:00 ke y las 13:30 hs cada oa. En los grupos cnados con b8
madre, las cras parmanecieron &N disturbics con sug respactvas madres hasta la edad de dosiale al
DN 22, axcepto e dias en que 52 realizd la limpieza del bictano dos veces a la semana.
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3.3 CONDICIONES POST CESTETE

Desde al DPN 22 hasta el 49, las crias macho fuercn agrupadas en caas estandar en grupos de a
cuatro. Durante asa etapa fueron manipuados por 8 miemo restioador pars minimizer reaccones que
pudieran surgr gnte la apicacion 0o los distntos tratamientos. Al DPM 49, lss rataz de las dos
condicionas (separados de |8 madee o crados con ells) fueron akatoramente divididas en cuatro
ratamientos: cradas con la madre v ratadas con vehiculo o Hanepting, v separadas da la madre ratados
oon vehiculo o fienepting, sometidas A estrés cronico e mpredecibia, mesuffando en ocho gUPOS
axparimeniaes:

[1] Cradas con la madrg-wahiculs (Anmales crissos en el laborlono en condicionss estandar)
|2] Cradas con la mad- ianepting

[3] Crgdas con la madre-con astrés-vahiculo

[4] Cradas con la madre-con aatrds-tianepting

[5] Separadas da la madre- vehicule

|8} Separadas de la madre- faneptina

[7] Seperadas da la madre-con astrés-vehiculo

8] Separadas da la madra-con astrds-fianeptina

A bz fines de controlar al afecto camada, cada grupo expermenial se conformc con rakas da diferantas
camacas (una reta por camada por condiciking. Los enimakas fugron algjados en cajas de a cuatro hasta &l
fin cigl pariodn experimeantal

De o antarior 28 conchaye oue & disefo axparimental utizado fue factorial (2 X 2 X 2}, eniendo como
factoras: sepapcin mafems (s separacdn matema o con separaciin matama), estds crdnico (sn
astras cronico o con estras croniog) ¥ droge Mehiculo o ianepting).
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3.4 MODELD DE CEFFESICR — PROTOCOLD DE ESTRES CRONCD E WPREDECIELE

En el DPN 50, las ralas de os grupos crinicamente astresados fueron expuestas a un protocolo de
astrés cronico, aleatorio & mpredecitle, en & cual ol estresor vara en lipo, inensdad v duwacidn. El
misme 52 apicd durante 24 des (Uesde of DPN 50 nasta o DPN 74) Figura 4, Tabla 1] y consistid en os
siguientes estresomes aplicados de a uno por dia; ruido duante 4 hs producido por Lna alama (B dB,
2.5 Hz), anestesia etdnea hasta péedida de eflejps; dos invecciones de solucian isolonica (CINa O,2%)]
con LN indervalo ge dhe; privacion de akmanto por 24 he & nmoviizaciin por 1 h en clindros metalicos de
€& cm de diametrc, Parm maximizar 8 mpradictidlided, los estresoras fueron aplicados en un onden
akatono v en horanos distintos durants s fese de luz, excepto el Ja 24 en el cual &l esfesor empieado
fua el rudo.

Aguelios grupos nNo estresados no fusron sometidos a estés alguna v permanecieron en sus ca@s hasta
que s& les realizo = test de miedo condicionado,

Takia 1. Estrescres empleados en & protocoio de estrés orinico @ mpredecibla,

Estesor Hora
1 Anesiesa sléras 16:30 h
2 Inyecciones de soluckn isotdnica (2) 13O0 and 1400 K
3 Immodizacion 11:80-12:30h
4 Fiidi 128001800 h
5  Privaciin de slimenta 24
8  Descanso -
7 Anestesih otéres 12:00 h
B Fuido 13:00-1T:00h
O wmowiizacion 830-5:30h
10 Anestess abérea 1830 h
11 Ruido 10:00-1400h
12 Privacidn de gimento 24 h
13  Daescanso =
14 Irrmowlleacion 11:30-12:30h
15 Rudo 13:00-37:00 h
16 Inyeccines de salcidn sotdrica (2) a0 and 1330 h
17 Anestesa etdrea 1800 h
18  Rudo 8:30=12:300
19 Prieacion de simenso 24 h
20 Descanso -
21  Anestesia etérea 12200 h

27 Inyeccionas de solicidn soldnica |2)

1000 and 14:00 h



AMATERIALES ¥ METCDOE

23 mmobilzaciin 16:00-17:00h
24 PFudo B.00-12:00 h
3.5 ANTIDEPRESIND

Ls tianepting (Servier), se inyechd diaramente a las 12hs, via intraperfionsal, en una doss de 10 maka
de peso comporal B vehiculo, solucion saing isoitnica, 58 B adminsind de | misma  manera a 10§
grupos comespondientes. Este ratamiento se realzd simuianeamente con 8l potocole de esirds, de
manerda Qua a todos los animales se les imyectd vehiculo o tianepting segin &l grupo al cual e
asignado, a partr de! dia 50 PN y hasta el dia 74 P,

3.5 INM_NOHETOGLUICA
2.6.1 Dblencion de kos cerabros

El sacrficia de s animales v su perfusidn para daterminar |8 actividad neuronal (mediante Fos) v 18
inmunomsacividad a serotonna [BHT] 2a levd a cabo a los 77 dias de vida [Figura 4), posterior al te2st de
marmana comtaxtual ermplaads, entre las 9 v las 13 h, Parm el |as ratas 3o anestesiaron con hidrato de
cloral al 6% (0,545 Mo Ipl, Postedomenta s les canuld |8 aorta ascendente transcardiaimenta con
una aguja conectade @ una bomba oe pedusdn. Se dejaron pasar 60 ml de soluckdn salina con al fin
de memplazer |8 sangre, paa Lego pasar 150 mi da solucidn fiadora [paraformaldenido al 4% en PB
0,7 M con 0,2% de solesion saturada de &cide picico an efanall. Seguidaments se procedd a @
axtraccién de los cersbros los cuales fueron sumergrios an £0lucidn filadora durante 24 h y al gia
sguants traspasados a ung Solucion da sacarosa al 20% an PB 0,1 M a 4°C para su consenvacion hasta
al mamanto dal saccionado.

3.6.2 Cotencidn de los cornes

Sa realizaron cortes cormnales de 40p con un microtome de congelacion, saleccorando vy ecogiando
con la guia de un atlas (Paxnos & Watson, 2007), los cores que confuvieron la estructura de inferés.
Estos cortes fueron almacanados en sokcidn consanadora [200md de ghcerol, 240 mi de etienglical,
400md PE 01 M) a -20°C en una placa muliwell hasta &l momenio de la técnica de
inmunohistoguimica.
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36,3 InmuUnomancacion

Una wez cbienidas Bs secciones de bs cembros de bs animales s8 resizd & blogues de b
peroxidasa endogena, sumargendo s cores fiolantes (frea floating) en una sclucion de metanol al 0% v
H,O, &l 10%. Bl bloqueo de las unicnes nespeciicas 2o efeciud con 10% de suero nommal de cabalio
MHS) an FB 0,1 M. Las seccionas fueron noubadas a \emparalura ambiente duranie toda la noche con
al anficuema Arti-c-Fos (Oncopan Scienca;, 17100000, Luago =& incubaron durante 1 hom@ con el
anticuerpo secundano {antl -rebhd o8 Jackson, 1:500). |a reaccidn fue revelads empleandoc el
Compljo  Avidin-Biotin-Peroxidasa  (Vecto), ulizamde 3.3 deminobenzidina  (DAB. Sigma)
intensiicada como cromogeno. Esta reaccidn s intensificd acdemas agrepando clonro de cobafto y
suffato de nigued al medio de revelado, o cual dio al producio de reaccion ruciar un color viokta ascura,
diferente  del caractarstics mamdn de b peroxidasa. Luego las seccionas se noubaron a 4°C v durants
48 horas con & anbcuempo pimano: ant-5HT (1:10000). Postanomenta s incubaron duranta 1 b
con el antcuemo secundaro (ant -rabbit de Jackson; 1:500), Finaimente la reaccion s& amplificd v
ifG gracias & empleo oel Compiejo Avidn-Biotin-Perodidasa (Vecton, utilzando DAB coma cromégano.
La Figura § muastra una fotomicrogratia esquemdtica del nicleo dorsal del rafe (NDR) que comasponde al
nial -8.04 mm desde el bregma.

3.6.4 Montaje

Las sscciones con nmunomancacion Fos-SHT se montaron wiizango Gelatina de Albrecht (1.5%
palatinaficohol BO%), v lusron sacadas a lemperatura ambients, desengrasadas con Xieno durants
1.56hy cubiertas con meadio de montaje DPX (Fluke, Buchs, Suza),

3.8.5 Visualizaciin

La wisualizackn microscdpica dal tefido permitid, en primera instancia, analizar el pairdn espacial de &
immunomarca, gue uege fue aralzado empleando un sistema de videomicroscopia.  Las
imagenes fueron capturadas por madio da una camara Oe video de afla mesclucidn (Dhmpus)
acoplada a un micrscopio da campo clano (Oympus  BX41) utlizando una magnificacion de 400k (40x
del obietve x 10x del coular). Luego fuercn envadas a una computadora dotada de un programa
digitatzador y cuantiicador de imégenses (Image J, Imags Procassing and Analysis in Java).

3.6.8 Cuantificacion

El drea de interés fue delimitada siguiendo & allas de Paxnos {2007). Se realire al contes de neuronas
positvas tanto para c-Fos como para SHT en &l niclkeo dorsal dal rafe & reg niveles desde el regma: -
6,96 mm, -7.68 mm v -8.04 mm Figura 5. Adicionalments, en al nivel -8.04dmm, & contabilizd &
cantidad de caluas inmunomeactivas a Fos-5HT de cada subdivision del ndcleo; nuckeo dorsal del rate

a6
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dorsal (DRD), nidcec dorsal del rafe ventral (DRV) y nocleo dorsal gal rale lzteral [ORL) Figura &). Mediante
la utiizackin del programa Image J, se calculs el &msa en mm’ de cada ura de as subregiones ce este
nival, y se calculd el umeno de neuonas inmunomeactivas a Fos-BHT por mim® de drea.

Fipurs 5. Folomicrografia represantathve o2 1 inmuromeactividad Fos-6HT del NDR a 8,04 mm desde o beegma, B des
ouecrads indica la megitn qua 56 MLEEa @ una ryon magnicacidn detan. La fiecha blanca indica una oalula SHT marceds vy
I Mechas warges indican A doble mancacion Fos-5HT,

Figuma 6. Subdivisiones del ndclea dorsel oal refia. (B A -5.06 mm desda o bragrma, [B) A -7.68 mem desoe o Daagma y (05 4
B.04 mm ceade & bregma. Ad, acuvaducio; DAD, mockec dorsal dal rafe dorsal DAL, nociea donsal e rafe igleral; DEY, nicken
doresl oel rafe ventral
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3.7 DETERMIACICR DEL VOLUMEN DE HPOCAMPL

& fin de establecar =i los ratamientos aplicados generaron variationes en el wolumen olal dal hipocampo
dorzal (HD) w/o de alguna da sus draas, se ufiizd 8 Wonica estereqltgica en base al principio de Cavalen
1Gundersen ef al., 10B8]. La eswreciogia a5 una heramisnts matematica gue permite calcular parametros
tidimansionales da una esfructurs imagular a parir de infomacidn obtenida en dos planos (Gundarsen at
al., 198B].

3.7.1 Obtenciin ds los caebros

Al igual que fue descripto para |a determinacion de s inmunomarcacon, &l sacrlicn de s animales v su
perusidn para determinar &l volumen del hipocampo s levt 3 cabo & los 77 dias dea vida (Figura 4), 24
he gespués del est de memona contexiusl empkeado, entre las 8 y s 13 h. Para elo las ratas s
anestasizron con hidrato de cloral al 5% (0,540 ARg ip). Posterommanta se Canuid la aorts ascendents
franscardiaimanis con una aguja coneciada a ung bomba de perusion, gue permitic el pasaje de &0
mi de saiuciin salha con al fin de mamplazar la sangre, par lwego infunde 150 ml g8 solucion Hadoms
[paraformaidenidc al 4% en PEB 0.1 M con 0.2% de solcion satrada de dcido picnco  en etanol),
Segudamente se procedid a la axiraccidn de bscerebros os cuales fuercn sumenginos en solcan
fimdora duranta 24 h v al dia sigulenie raspasados 8 una solucion de sucrosa al 20% en PB 0.1 M a 4°C
para su congenacitn hasta el momeanto del seccionado.

3.7.2 Obtencidn y tincdn de los cotss

Sa realizaron cores comonales de 40u con un micrdtomo de congelaciin, ssleccicrando v recogianda
con la gula de un atlas Paxnos & Watson, 2007) ks coras que contuvieron el HD, Bl primear corte s
establecia a la afura del Bregma = -1.72 mm (Paxinos & Watson, 2007). La aparicién del primer indicio de
Ripocampo vaniral (a |a aftura dal Bregma = - 5,84 mm) s tomd como criteno para establecar el extramo
caudal del HD (Slomianka & Wasl, 2008), Los cores se orgenaron secuanclalments en cinoo sanes
conforme o astablecido por Gunderesen & Jensen (1B57). La seleccion de 13 sane de cores & analizar
go realzd al azar. Estos cortes fueron aimacenados en  solucion consanadara (200mi de glicerol, 240 mil
da etienglicol, 400ml PB 01 M} a =20°C en ura placa muliwell hasta & momeanto de la Bonica de
inmunohisioguimica.

Los cornes se titeron madiante tincidn de Mssl v se fotografisron con un microscopio Ovmpus BX 41 (&
100, Las imdnenes doitaes se procesaron mediante el programa mage J Image Processing and
Analyses inJeval. El volumen iotal ded HD, de cada una de sus dreas y de los esiraios en cada una de
elas se calculd siguiando a Sousa el al, (19348). Sobre cada fotografia se colocd digitaimenta una grilla de
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punics separados a una distancia constanke de 150 pm y 88 conkd & ndmen de puntos Que S8
enconiraban en cada drea [Figura 7)

E! calculs dal wolurmen s2 realed conlands ol nomes de purtos ubcados dentrd de un drea v iz dislencia
mxistanta enlre las sacoiones sakocionadas (Figura 7).

3.7.3 Técnica oe Cavalien — Estareciogia

Frincipio de Cavalian, El volumean da cada ragadn diel HD s obluvs coma & products entre: al valor T (ous
g8 obtiensa muhtipicarda el ndmero total de coras por 8 dstancia entra &os) y al valor A | qua representa
& drea de cada regon hipocampal. Este valor es &l prioducts enire & cuadrado da e distancia entra s

purtas de la grills [d°) v la sumatona de los puntos incluidos en cada drea deimitada [EF) Figura 7).

\{ -

]

Figuna T, Fepresantacion esquermstica de @ 1éonica oe Cavalird,
T=Zcantidad de cortes. |
Volumen = T. ZA,

A=EPd

Para cada animal s8 anallzaron enire 8 v 11 fotografias, s cuakes incluyenon al HDY, Se considerd &l area
CAZ como integranie del drea CA3 debido a que los imiles entre ambas no 52 distinguen claramenta en
coras tefidos con Missl [Hosseni-Sharfabad & MNyengaard, 2007, Tata & Anderson, 2010, Para AT ¥
CAXSE 58 madisron los woldmenes da las capas celufanes prramidales. Las dendntas apicalas de las
céllas pramidales que proyecitan hacia al esralum ucadum, radiatum y BCunosum malecuians fusmn






consideradas oo esirglos apicaks, mientias gue s dendilas gue proyecian hacia el stratum onens
fueron considermdos como astalos basaes (Tata & Anderzon, 20140 (Figure Bl. Asi, los wolomeres
medidos fuson: del HD el de las areas CAY, CAZSE y giro dentedo; de Ws esirstos spicaes.
pramidales v basaes de CA1 y CAZAE; da 108 Bsiralns granuiar, mokcular y polimorico del giro gentado
{Figura &)

Fopen 8, Ciigargecius del nipocampo dorsal (HO. Morodotogrefa comonal gue muesta U Sreats y asfaice. Las dras CA
coriersan estratos de céluss pramicees, con =u regidn spical igue ncluye 85 capas strabum lecidum. edatum, and Boumosum:
mieculers), ¢ eu egitn besal jgue nclye B capa stratum onemns) En @l ging dentisdt (GD) s identifcan os estalos geanuar,
maecutar, y polimarfica

A fin de poder reproducir los resultados oblenicos medianta esta onica se calould, para cada animal, al
coeficiente de variacion conforma o establacide por Slomianka y Wast (2008}, En todos los casos dicho
cosficiente amojd valores menores & 0.5 (Slomiarea v Wast, 2005).

3.7.4 Detamninacién del porcentaia de reduccion del volumean da hipocampo dorsal (HD)

El parcantaie da dEeminuciin del volumen de HD-caloculado previaments medianie estarsoiogia- fue
calkculado a pariir de la siguiente scuacian:

% reciuccin = holumen fras apkcackin del estrés ordnico & impredecible — wolumaen de os confrokes)’ waiuman de
ks controes « 100

3.8 PARADIGMA DE CONDICICNAMEENTD DE MEEDD CONTEXTAL

A las 24 h de aplicado e Ommo estresor, al DPN 76, todos los animales fusmon sometdos al
condicionamiarto para anaizar las epercusiones de e Tralamientos efectuados sobre & memoria
conaxtual retacionada con el HD.

El test se basa en el condicioramients de un animal por medo da estimules aversivos aplicados en un
contexto nuevo. Cuando el animal retoma &8l mismo contexto, 10 asoca con al estimuky avarsivo, Y
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produca como respussta una conducta de “congelmiento® 0 feezing. Dicho comporamiento se
caracterza por la ausencia total de movimienios, excapiuando los espiratonos Bustos et al, 2004, El
tiempa gue el Bnimal permansece en reedng &8 consideraco como un indica del aprendizae al contexn

El test 55 reaked antre las & v B5 12 hs en un amiblente dilerante al de crianza. Para el mismo sa utilizs
COMO CAMEE una caja meienpular (25x25x50 om) oon pareces de acrlico ransparente y piso de Damas
metilicas de acero & raves de las cugles se adminisiaron, 4 cada animal, cescamgas elécncas, Dichas
descargas proponcionan &l astmuin aversivo Que &S asncado postenommente por &l arvmal anta |8
gxposicion al mismo Sorfexio.

El primar dia consfiluye & entanamients fase de adouisicidn de la memoria) gue consta de tres setapas.
Las misrmas tanan ugar unag a continuacidn de la otra, En la etapa de pre-condicicnamienta {habituaciin)
g2 dai al animal en la camara -duranta 3 minutos- a fin de que pudiera explorar lioremeants v formarss una
reprasentaciin hipocampal del contesdo (Rudy et al, 2007). A continuacion, duranie B elaps de
condicionamients sa B aplicaon 4 shocks akdcticos (de 0,41 mA de intensidad y 2 ssgundos de
duracidn|, ssparados por intenalns de B4 segundos. Finaiments, durante la etape de
postcondicioramiento se dajd al animal en la cimarn -durante 3 minutos- sin aplicere shocks [Figura ).

A las 24 h, 58 evald la memona a largo plaro durante |8 etapa da recuperacion (evocacion de fa memons
conedual) colocando al animal durante 8 minutos en l8 caa bajp & msmo contexdo que al dia antariorn, en
ausancia del shock.

Pre-condiclonamianito
{habiluacién) Condicionamienty Post-condiclonamiento Recupersakin (Evoosc k)
o e o "
e == o TR a.‘ . r-.._ - ‘“‘. - _\_‘.
i ;o LR ' -
& W & &

DPN 76 DPN T8
Figura 9. Escuemna del peradigms de condiconamiento de mied coreehual empiac,

E DPN 75 se comabilzd e porcontaje de freezing ante ol contexto durante k& habiuacdn, al
condicionamients  Hascartando . ks primercs 10 segundos inmediatos al oshock da respuasta
ncondicionada al estrmuly akictica) v & postcondicionamiento. El DPM V6 se contabilizd el porcentaje de
freezing durante la elapa de ecuperacion. Las medcionas de los tiempos de feezing se realzaron entre
s Oy las 12 h v fueron efectuadas por un operador que desoonocia los ratarmiantos de cada rata,
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3.9 TEST OF LABERNTO DE Barnes

Para reslizar este experments se ampled un grupo de arimales contmles (Criados con | madrs, sin
agirés cronicol (n=7] v un rupe de animakis somatidos 3 eslrée cronico & impredacitile en B adultaz
in=8), s cualkes fueron sometidos &l test de Bames Maze como método attermatvo para avalusr 8
adquiscidn v B recuparacidn de B memona contadual Jependiante de hipocampo. Dasha test fue
malizado a las 24 h da aplcado & Gkimo eskagor, an &l DPN 75, ¥ constd de dos etepas: |s etapa de
adquisicidn espacial gue 52 llevd a cabo durante cuatro dias, y 1 etapa d8 prueba (memona de referancia
aspaca)) gue se realzd el guinto dis. Bl tes! consisld en colocar a los animales en una plataforma croular
(122 cm de didmeto) con 18 onficios equidistantes (9.5 cm de didmeiro, espaciados con un angulke de
20 grados) sfusdos & lo largo del permetro v elevada 112 om por encima del suelo [Figuea 10). La
plataicma fue poskcionada en wna habiacién uminada, por o gue los animales recibleron un
reforzamients al escapar de la platsforma ablerta hacs una camara oscura (ca@ de 12 cm ge ancho, 12
om de largs ¥ 29,5 om de profundidad) localizada debaje de uno da los onficios denominado "orficio de
ascape” (caja de descense]. Desde el centro del Eberinio 1odos Ios onficios se cheanvan iguakes, sdke uno
de ellos conbane B camana oscura v los demds congliluyan "cajas Rilsas” en donde & animal ng pusds
ngresar, En la habitackn $o colocaron clves wsuales distales a la plataforma que Se mantuvieron durarita
todo & kest [Figurs 10) Hamison at al., 2006}

Test de Barmes

Figura 10 Escuerna el Test de Bames emolaada,
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Durarte la etapa de adouisicidn espacial sa permitid al animal explorar el labernto, pariends desde el
centry &n donde g8 ko ubecd debajp ge un clindro de acrlico (19 cm de didmetre, 37 cm de altura)
durarte 10 s La gprimera sesidn temmind cuando ef animal ingresd a fa caja de descenso, v cuando no
logrd hacarky en fos 3 primeros minutos, 58 o diigid hacla & misma e introdue, Las ratas fuencn
somelidas a 4 pruebas por dia con un intanalo anfre-proaba da 15 minutos, evaludndosa s siguientas
pararmainos: tempo de Btencia al eoficko de escape v cantidad da emores comatidos (cuando al arimal
‘e asoma’ a8 onficos equvocados). Se considend como AckMos cuando e animal  ingresd
compietamente al orficio de escapa. Une ver dentro del mismo, Se les permitid @ los animaias
pemmanacer en & durante 60 s Enfre cada prueba s2 Impid al labednta v i@ cajg de descansa a fin da
Emover heces, omna Yy cuakquier clave olfatve con alcohal al 7O%. A su wez, sa rold el labarnto
regpetando la poscidn inicial del odficio de escape pars prevenic que ks animales pudiersn guiarse a
traves de claves oliativas para resolver la tarea

En &l quintd dia s efectd o prusba de refarencia aspacial, En esta oporunidad, debalo dal odfici de
BECARS 55 S UNA "o falsa” gue pemnitid 8 los animales explorar B plataforma durante 90 5. La poueha
2o reaizd oon & obetive da detemrnnar sl el animal recuanda donde estaba boalizado el orficlo da escapa,
por o que 58 evalueron 108 Siguiantas parametros: bampo de latenca al primes oificio, tlempo de latancia
al grificiy de sscape, cantidad de mtantos v & Wonica © ostrategia wtilzads para encontras al oficio de
ascapa. La estralegia de éscape 5o considera aeafors cuando &l anmal recoms B plataforna sin un
orden Qeiermnado, sene cuando fa recome en seniido horang o anb-horgng, o Dan especial Cuanda
detecta al onficio de escape en forma directa (Figura 10}

3,10 METODO ESTADIETCD

3101 Cantidad de cfulas mmunorsactivas a Fos-3HT en el NOR

La cantdad de neuwronas inmunomeactivas 8 Fos-5HT fue comparada estadisticaments por medio de
andliss de ta vananza (ARAVA) 8 tres vias (factores v niveles dentro ded fsctor separacion matema: criadas
O SU madre v saparadas oe su madm; asirés orimico: SN estrés y  con estds;  droga: vehiculo ¥
tianeptng), seguido de la prueba & posterion de |8 menor dfsrencia significatva de Fisher (LSD de Fishen
para Kanificar grupos sgnificatvaments diferentas.

Particularmente, al rwvel -804 mm desde e bregma, la densidad superficial de neuronas Fos-BHT
inmunomarcadas fue computads en cada subdivision dal NDR v analizada estadisticaments medanta un
modefo de meddas repetidas, empleando como factores intra-sujetos a lBs subdivisionas (DAL, DRD v
DRV del MDA, ¥ como factores entre-sujeios a la separackin matema, &l estres cronico ¥ la droga. La
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prueba 8 poslanon ullisada lue de B menor difgrencia sgnificativa de Fisher (LSD de Fisher] para
idenlificar grupos sgnificativaments diferentes

Los datos fueron nomatzados, es decr que ge rdalizd ung sustracon da cada uno de log valires an
referaricia al valor de los animales confrokas, Adicionaiments, se alactud al andliss da comalacion antre
estos vaores nomatizados v los valores da poroentaje de freerng oblenidos & parfe o8l test de
cohdicionemisnts de miedo,

Los datos se presentarcn coms B meda x la desviacion estandar, Las diferencias se considerann
significatvas a p <0.08

El procesamentio de los datos = realizd mediants el programa estadistico nfostat (2013),

3.10,2 Volumen det HD, drsas y esiralos

Para comoborar 5 las vanaciones del volumen del hipocampn se comelacionarcn con el pess corporsl de
los animales, s realizd un andlisis de covarianza @ dos vias, empleardo como factores la separacian
matema vy &l estés crinico, v &l pese corporgl como covanabie, Como la covanaza no ue significativa en
nnguns de ks gnipes, los wolimenes ansizados e comparamn estadisticaments mediants: el andlzis de
la varianza JAMAVA) & fres vias {faciores y nivales dentro del factor. separacion matema; criadas con su
madra v separadas de su madme; estrés crdnico: Sin esirés v con estrés;  droga: wehioulo v lianeptina)
En los casos en que la nteracsion tiple que armojd & AMNAVA fue significatva, 12e datos fueron dwididos
por el factor separacion matema, y 58 emplearon dos ANAVA sefaradcs 3 dos vies faciores: estres
cranico v droga)l,

La prueba a postedon utlizada fue de B mencr diferencia. significativa de Fisher (L3D de Fisher) para
idertificar gupos significatvamente diferentes.

Los daios se prosentaron como B meda = |3 desvacion estandar. Las dferencias se considaerann
significativas a p <005

B procesamiento de s dalos sa realed madianta el programa estadistico nfosiat (2013,

d.10.3 Porcentale de freazing an el paradigma de condcionamiento de miedo contesdus

Los tempos de feerng repstados en cada etapa se fransformarcn en porcandaes de freezing
tarianda en cuanta B duracidn de cada una de s etapas, ¥y e anaizaron mediants ARNAVEA 3 res vias,
sEquico de (a8 pruaba a posterion de LSD oe FHahear,
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3.10.4 Test de labernto de Bames

Los pardmetms tesieados duranta &l test de Barmas Maze en la efapa de adquisicion fusnon proCesados
utiizando un model de medidas repetdas, empleandn como laclores intra-sujetos los dias de
aprendizale (Dia 1, Dia 2, Dia 3 y Dia 4], v como factomes entre-suetos al estrés oronico  (sin estrds v
con estrds). Los padmetos testeados el dia de B prusba fueron angizados medianta una prueba t da
student. Lag diferencias se consideraron significatves & p<D.05.

El procesamiants da kb datos se realed medlante el programa estadistico infostat [2013).
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4. RESULTADOS

4.1 CAaNTIDAD DE CELULAS SEROTONNERGICAS ACTIVAS EN EL NUGLES DORSaL DEL BaFE INDH)

So reakzd el conteo de neuronas positivas tanto para Fos como para SHT en el NDR a tres niveles desde
gl bragma: -6,98 mm; -7.68 mm y -8.04 mm, A suwez. en el nival -8.04mm, se contabiizaron las celulas
irmunomaactivas a Fos-5HT en cada subdivision ded ridcieo: rdciee dorsal dal rafe dorsal {DRD), nickeo
darsal dal rafe ventral [OEY) y ndcies dorsal del rafe iateral [OAL) Figua 1)

Criados con la madre
Con estrés cronico

o Vi ]
Separados de la madre
Sin estrés cronico Con estrés crénico

vehiculo | Tianeptina Vehiculo | Tianeptina

Figura 11. Fotomicrografias representatvas Og la mmunomeactivided Fos-5HT del NDR a -804 mm desde f bregma de ratas
enmetidas a separacitn matera temprana, esinds crdnico e impredecibla  tratadas con tanapting. Las Ansas cuadradas ndican
regiones Que 58 Mussiran & ura maywr magnificacidn debeo v a la equierda de cada iotografia. Las fiechos Dlancas indican
caldas BHT mancictas v las fechas werdes indican is dobie marcackon Fos-5HT
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4.1.1 Cantidad de calulas seroloningrgicas activas en & NDR a -8,96 mm desde el bregma.

S8 anconird una intaracciin antre s efectos producidos par os facores sepamoion metema ¥ doga D
=003 F = 5,06) El analiss post hoo indico gue, en los anmales cnados con & madre-tianaptina {con
gsiras v sin esies), el nomero de ofluiss nmunomeactivas & Fos-SHT fue significatvamenta menor

comparado con el resto de ks grupos (p<0,06) {Figura 12).

Actividad de las células serotoninérgicas en el NDR
A -6,96 mm desde el bregma

mi
5 154
]
8 10-
.E h
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veh tia veh tia
Criadas Separadas
con madre de la madre

Figara 12. Blactos de la separacidn matema, & astrés crinoo & mpredachils v B tanepting (ig) Eobre B mmunorreactvded Fos-
ST dlanten ol WOR @ -8,08 mm desde @ bregma, Los valoes represenian & meda + SE. Bl nimesn o8 rales se incinge en

caca bama. Los datos da los animales no esiresados v esinesados 58 prasentan colbpsados dado que o test ga ANAYA evald
urd irderaccion sgrificath eclre B separacn maliema yia droga, #pcl, 06 versus 0a demds orpas, 18 post hot os LSD.
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4. 1.2 Cantidad de células seroloningraicas actvas en e MDR a -7,68 mm desoe & bregma.

Mo sa encontraron electos principaies ni nteraccioneas 3 este nivel dal NDR (Figura 13).
Actividad de las células serotoninérgicas en el NDR

A -7,68 mm desde el bregma
Elveh
B tia

3

-
Lo
i

Numero de células
¢ B

e

Figura 13, Blectos de | seperacidn matama, of asiris erinos & impredechils v B enepting fe) sobre la mmuromesactivided Fos.
B4 gantro del NDR & Fos-5HT a -7,88 mm desce of bregma. Los vaiorea represenian la media & SEM, Bl romens de matas 58
Pl o ek tarra . B et di ANAVA no revald ningln afectn pincipal ni inleracciongs sanificaliag
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4.1.3 Cantidad de células seratoningrgicas aciivas en el NOH a -8,04 mm desde el bregma.

Se encontrd una ineraccion significaliva entre los efacios procucdaos por ios actores separacion matema
y @strés cronico [p = 0,02, F = 5.76]. El angisis post hoc mostrd gque an los animales criados con &
madre-con eskés la activecion os las nauonas serclonindrgcas dol NDR fue significativamanta menor
Que en los animales separados de la madre-con estres y en ks controles {crados con la madre-sn
gatrés) (p <0 05) (Figura 14).

Actividad de las células serotoninérgicas en el NDR
A -8,04 mm desde el bregma

20-
a

gu- a
.z
5 10- b
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£ &
E
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9
Sin estrés Con esirés| Sinestrés Conestrés
CIONCD cronico cranico ErOREG

Criados Separadas
con madre de la madre

Figura 14, Efoctos de b sepansciin matema, el estids crdnico a impradecible v s taneptina i} sobre b inmungrreeciividad Fos-
BHT Deniiodel MDA a 5,00 mm desoa el bregma. Los walorss repesentan B mada + SEW. B rdmeno o8 rafas ea inchaye en
cada barm, Los defos de bs enimaes talados con vehiowlo o Hanepting sa presenten colapsados dido gue of bast da AMAVA
PewEG LNE iNTeraccdn signficainve anine @ sapascion matama ¥ el eses conco. Las diferenies kefras indicen diferencias
significativas. anire los grupos (i datro de b) {p<.08), 1eet paat hoo oe LSD.

4.1.3.1 Densdad de calilas sarolonndrgicas activas en Bs subdivisiones del NDR g -804
mm desde el bregma,

Ba igertdicaron Bs calulas inmunomeactvas a Fos-5HT dentro-de cada érea v se dwadid esta cantidad por
el frea en mm' de cads subdivaitn del NDR

Segdn & modsio de medidas repetidas empleado, se enconto una Nteracoion significatva entre 10s
electos producidos por log factonas separacidn matama y estrés cranico (ps=0,C07; F, .=8,38). El analiss
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Camicsd oo ciilias nmunomaacthias & Fos-5HT en el nuclen domsl ael rafo

sl fos mostd Quis an DS anmaks Selaradnd o8 B madia-estresadan an 8 adullar g dansdad de
nauonas Fos-SHT fue mayor gus en los animales cnados con la radne-con astrds (p <0,08) (Fgwa 15},

Densidad de células serotoninérgicas activas
segun las subdivisiones del NDR

-
=
]

b El DRL
3 DRD
B2 DRV

Namero de células jmm?

Sinestrés Con estrés| Simestrés  Con esiréas
cronico cronico crénlco cronico

Criadas Separadas
con madre de la madre

Figura 15, Elecio de i@ seperacdn materma y el estrés crdnica sobe la Densidad supertce de células inmunomesciivas a Fos-
EHT en Hs subdhiziones del MOR a -8,04 mm desda & bregma. B fest oa ANAVA reva una imteraccion signficatha enfre B
SEDEECOn malema y &l asnds cronos. Las diemnies letas indican digmrcas sgnficaivas ene o5 grupos (p< 05), est post
b chie LS00, Las dipaning i indican diterencas sgnifcalivas entis lag submegiones (8 distimo oe o) [p<.06). st post hoo

de LS50,

Adicionalmente 88 ancontrd un efectn significatve Oal factor subaivisdn (p=0.001; F =971} La
densidad de células Inmunoreactvas a Fos-BHT fus mavor en gl DRL ¥ en el DRD mespecic & la
subregidn DRV ip <0,01) Figura 18). La densidad de neurcnas Fos-BHT en el DRL tendi- a ser mayor
qua en & DRD [p= CG,07)
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Ceélulas inmunorreactivas a Fos-5HT

Mamero de células / mm 2
-
V]

DRL DRD DRV

Fgura 18 Las celuas nmunormeacivas a Fos-5HT ga enconfreron: sobng o0 en s subdvisiones del nicies dorsal del mle
aendi DAL v dorsal [DRDN respecio 06 W Sulbadiisiin wertsal [V, Gorme 10 ngeil & 1851 AMANE,

Empheanda ks datos nommatizados, Ios resullados fueron smileres 3 os expuasics ankeroments, por o
qua 9o dacdid empkear ke datos sin modficar para reaizar las graficas. Las comalacoras esiudadas
anirg al nomend da callas nmunoraactives a Fos-8HT v el poreantae da fneezing reportado en cada una
de e stapas del test de misdo condicionado no fueron sigrifcativas,

4.1.4 Discusion

4.1.4.1 Efecios de la separaciin matema, al estés crdnico g impradecile v @ administracidn de
fianepting sobre la actvaciin de newronas serotonnergizas a -8.04 mm desde el bregma

Al estudiar como |13 combinaciin de 1B saparacian matama ¥ el estres cronico & impredecible mas el uso
da tianapting afactan &l patrdn de aclivacion de 188 neuronas serctonirgrgicas en &l NDR, se arcontnd una
nheracoion entre s dos pnmarss fatioes, partcularmente a -804 mm desde & Dragma. A esta nvel, la
sumad de ambos eventos estresantes aumentd significativamants &l nomens de neuronas Fos-S5HT en &l
KWOR en comparacidn con los animales gue fuemn sometidos uricamenta al estes cronico duranie la
adufiez, eguiparendose a los valores oblenidos en al grupo control {cados con i madre-sin esmas), Sn
ambanga, cuanda un S0k eslresir asiwD prasenta -separacion matema o astrés impradachie- el numera
da raurcnas SHT activas an al NDR tendid a dacracer respecio dal valor obtamda en al grupo confral, En
vista & la nteraccion completa, sncontramos una concordancia antre la nmunomsactvidad a Fos-5HT en
al MOA en agusllas ratas sometdas a os dos estesores v las raétas conboles, asi como también una
concordancs en aquelcs gupos sometidos a uno soko de los protocolos. Estas ewvidencias coinciden
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con la feoia de concidenciefdesapste o match/msmaich, que establoce que las experancias o
vivencias de fa vida temprana configuran astrateges de afrontamiento permifiends 8 s ndividuos
enirentarsa Gpfimaments a entormos similares mas tarde en ks wda. . De acuendo con esta hipdiess, un
desajusie enire el entomo esperado v el real, predice un fenolip dessdaplatvoe ¥y un mayor nesgo para
que 28 desencadensn cleras enfermedades (Gluckman et al., 2007; Medarhod et al, 2012) Figura 17].
Dasde una perspeciiva efolbgica v evoltva, esta dltma hipdlesis es plausicle; los Individuns Que se
ancuantran an un ambianta estresante probabiementa amibén se anfrentardn a un ambients astresanie
an la edad sdulta v necasitan adaptacionas para hacar frenta a las siuaciones adversas (Nedarhof et al.,
2012, Schmidt, 2011).

=

(=)

Floum 17, Represenlacion peouematca oe (3 teora del matoh-rismatch. Adeptado de Mederhof v Schmidt (2012),

Comoborando estos hallazgos, ks apicacin da un protocols de estés crénico v variable parece nommalzar
los electos de un asirds prenatal de inmovilzacdn sobre &l gsterna serotonmemico en ol NOR en ratas
machao pero na an hembss (Van den Howe at al., 2014). Estas envidencias implcan que aigun fendmeana
de adaptacidn podria ooumr en ke animales cronicaments estresados cuando un estrés temprano estd
presente, Bl mauliado es similar y adaptatve entonces cuando el ambiente tempranc s2 asemes al de la
adulez [ambos ambientes favorables en el caso de los confroles o bien dos entomos eovens0s Bn al Caso
e los separados v estresados en & adultaz). En cambio, pueden surgir siluacionas patoldgicas cuando
un mismaich o desajuste ocume entre lgs condicionas expedmantadas en un amberta BmprRRD Y
anuallas ocurdas més tarde; sdlo separacicn matama tamprana o soko estrds crdmco en la adultez ([Bock
et al, 2014; Schmidt, 2011]. Le progamacion temprana puede alerar por semply s registros
slectrofisiclidgicos en el NDA (Oosterhof et al, 2016) cuando las condicicnes ambientaias scn andlogas.

Si bien los mecanismos que SuUbyacen a ke cambios en i programackin producidos por | separaciin
matema no son chjeto cel presente estudio, una de l&s hipdlass expicativas de 08 noemantos an @
nmunomeacthvdad delas neurcrias Fos-SHT cheervadas en las ralas expuesias a ambos prolocoios en
comgaracion con aquellas solamente somelidas 8 estrés crdnics mpredecitle, estd asociads 8 B
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regulacion da la homona iberadora de corficotroping (GRH). Bl NDR es un niécleo complejo, no
solaments an tlermings de |8 organzecion de sus aferencias y eferencias, sino por la muttiplicidad ae
sxdernas de neumlransmesores ¥ neuopepiidos que 52 distibuyen en es1a regidn v 8 presencia de vanos
miemtros de I tamilie de 18 CRH (Waselus et al,, 2011}

Los efectos el astras sobre & sistema seroloninémgico son mediados por la CRH, 5 cusl altera 8 1852 de
depearo de astas neuronas v consscueniements su iberacion hacia sus egiones diana Wasalis el al,
2011}, A su ver, la CRH esta reguiada por dos bpos de recepiores: URH, y CRH,. y ambos se expresan
an al MDR, Bl receptor CRH, geraralimenie predomng en iodo & sstema nanioso central, mientras que e
NDH es parbcular, dedo gue expresa niveles relativamants attos del receptor CRH, Meloni et 3, 2008;
Tanahashi et ai, 2012).

Results irferesants que la vasia mayoria (85 -100%) de las newronas que expresan & ARNm del receptor
CHH, 30n sercioninéngicas con excepciin de la region caudal de! NDR (aproximadamenie -8,40 a -8,60
mm desda el bregmal (Staub et al, 2008). La actvacion del receptor CRH, parece inhioir a las newronas
sarotoninargicas en al NDR; & activacion de CRH,, an cambro, incrementa tanto |a tasa de dsparo de las
neuwroras SHT como & liberacion oa SHT en regiones dana antenones dal cerebro {Donner &t al, 2016,
Kooz et al, 2006, Wasalus et al., 2011). Por consiguianie, la CRH genera efecios opuwestos an al NEDAR
que dependan de su concentracian y de i@ actvacion de kos receptores CRH, v CRH, (Tanahaszhi at al,,
2012 La sepammcdn maema emprana podria onginar ura redistribucidn de estos receploes en las
neurcnas 5HT del NOR 12 cual prepararia al sistama. semlonineéngico para ser activado por un esires
subsiguiente Bravo etal, 20714),

El protocclo de eskés podria haber aclivado a los mecepiores ORH,, ¥ Bn consecuencia podda
furdamentar el decremenio en ks aclivacidn de neuronas BHT a este nivel [-8.04 mm desde el bregma).
Diando soporte & esta axplicacion, i3 administracion cronica de antegonistas de URH, revirtio los efectos
de dier semanss de astas cronico @ irpredecible -aumantando el peso corporal, disminuyendo el
detenorn oo, v antagonizanca & hipertermia, i iberacidn oe noradrenaing a nivel de s coneza cerebral
¥ las vooaizaciones - v mostnd fanto efectos ansiclticos como antidepresivos (Grebel et al., 2002), De
manesa similar, [a pre perfusidn con un antegorista de CHH, deniro del NDR inhibid la reduccidn de &
liperaciin da 5T inducida por la CRH (Tanahashi et al,, 2012},

Loz resuliados observados: en €l grups de ralas seperadas 02 la madre-con estres  podian
aitemativamenie deberse a modificaciones &n ks niveles del recegtar SHT . La actvidad de ssios
receptoes somalodendriticos (ncalzados en las neuronas que liberan SHT) nomalimente disminuye
exciabildad da las neuronas SHT dal NDHE Aben &t al,, 2013). La soministracidn da un anlagonista de
esle recapion potencia el numeno de neuwronas posithvas a Fos-BHT an dicho nucleo (Goest et al, 2014}, En
rea con asta nepratacidn, en un astudio acerca de los electos de la separacidn matama emprana
sobes |8 sansiilidad del automeceptor 5HT,, empleando microdislisis en vivo, se midieron los riveles

a2






Caniaag oe coldss Mnunameacivas 4 Fos-SHT ar & noces covsal dal rata-HESUL TATDS

exiraceiulares de BHT en la corlaza frontal en respussta a ls sdministracion de un agonisia de 5HT . Dado
que B cortaza frontal &3 inarvada por nauronas SHT que provectan desde el NDR, fa administracion de
a5 agonista disminuyd la iberacion de SHT en s enimales controles, pero este efecko fue atenuado en
ks anrmales separados de la madg, por o gque en éstos (%imos es consistente una desensiblizacion de
asios aulomeceptores [Garside et al., 2003) En el citado estudio, las aferaciones en k& sensiblidad da
ios mcapions 5HT,, fueron parsistentes, pudiendo nflur en b acthvacion de la neurnotransmisian de 5HI
bajo condiciones ezpechicas o producir cambios en 8 respuesta adapiativa al estnds crinico que se sufra
poctanoments.

Las acciones oe 3HT en s sinapsis se culminan con sy recaptacion, por o que ofra causa en la
desregulaciin de asie sizlema podria sungir de afteraciones en el ransporador de 5HT {SEHT) producidas
por la separacion matema, como ha sido eportado por Vicentic et al. (2006). Al mismo tempo, las
modficaciones an ta funcion del SERT pueden causar cambios adapiatvos en ios receplores BHT,.
Exista una conesxidn furcional entre elios dado gue el SERT regula og nivelas de 5HT an la snapsis v, por
o tanto, controla ndrectaments fa ackvidad de los autorecepiores SHT, Mcentic et al,, 2008).
Protacodos de  saparacidn matema oo 180 min produeren dacramanics an los nivaks de ARMNmM da
SEAT an af NDR madidos en la aduflez PBrave el al., 2014; Lae et al., 2007), Adconamenta, Gardner y
colaboradoras [2005) hallaron aurmanios an la axprasion da ARNm de SEAT en @ NDR an ralas de diaz
samanas de edad somatidas tanto & separacitn malema lemprana de 180 min come a un paradigma de
cemota social duranie & adultez, comparande os valores con s da ralas separadas durants 15 min v
con-al gupo coningl,

Finaiments, 58 ha sugando que &l impacto de los eventos estresantas vy al nesgo individual de desamolar
depresion dependen de lB regidn promotora dal gen gue requia B expresion del SERT, Dicha regidn
presenta un poimorfismo denominedo SERT-LPA linked polmorphic nagon) que consste en una
irsarcian £ dekackn de 44 panes de bases detemmirando dos vanantes aielcas, un aelo corto y un akelo
largo. Especiicamente, se encorind gue os individuos con el alelo corto de! SERT-LFR son mds
sensibles a los efecios depresogénicos del esirés (Kang et al, 2011). Aungue algunos meta-andlisis no
pudieron confirmar esta intereccion gen » embienta, olms tan damostado gue &5 especialmeants
significativa despuss de un hisloral de astés en B vida temprana (Karg et al, 2011) En suma, as
necesanc confinuar indaganco anarca de Ins mecansmos reurofisinlbgicos winerades cuandn acums
una intaraccion entre estresores smbientaies en cistintas elapas de I8 wida, an relacidn a la schivacian
sarotoninengica en el NDR,

Muestros resullados ndican que &l protocok de esigs crinica disminuye & nimem de células 5HT
acivas en el NDR, De marera smiar, k8 aplcacian de un estrés crénico & mpredecible de 6 semanas de
duracidn induwo una reduccidn de wun 35% en B achvdad esponianes de disparo de nedronas SHT
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provenientes del NDR, v un descenso an el nimend da neyronas espontineameants achivas Bambico el
al., 2008).

Tianepting no produje cambos an @ exprasidn de Fos en Bs neurcnas SHT en af NDR a -B,04 mm desde
al bragma. En contraste con nuestros esultados, Kime et al. (2002) empleands patch-clamp reponankn
qui la Banepting irhiba S comankes inducidas por lo8 neurclrangmiscnes nhibidoras GABA vy glicing,
promavianda un aumerto de 18 excitabildad e l8s neuonas serotoningrgicas en este ndckeo. BN
ambergo, la administracion sostenicla (20 mgfkg/lday for 14 days) de tanepting no modifico la actividad de
deparo da las neuronas SHT en el NDR (Pineyro ot al., 1985). La administracion crinica de fianepting
sobre & NOA redujo sigrificatvaments i axprasion del ARNmM del ranspordador de BHT v los sifios de
unitn del ransportador de SHT en al NDR, pero no an al ndcies mediel del rale (Kuoda el a1, 1934),
resultado que padria expicar en parte la ausencie 32 efeclos del antideprasiva sobra lBs newronas
serotonnengicas estudiadas.

4.1.4 .2 Electos de |a separacion matama, &l estrés cronico & mpradecitle v 8 adminstracion da
fiaregting sobre la activacion oe neurnas semtonnergicas an las subdivisiones dal NDR

EINDR es [a fuante prncipal de SHT v sLs eferencias proyactan hacia regionas imbicas involucradas en la
dapresion, paro Acudl s e significade funconal de su activacidn? Tratamos de contastar asta espussta
a través dei estudio da sus subdivisiones. Las neuronas serotonnérgicas de las distinlas subdivisionas del
NDR regulan respuestas relacionadas con la ansiedad y se acthvan de manera diferencial medianie la
axposicion &l estrés (Crawford et al, 2010; Hale et al, 2012; Waseus ef g, 2011), por 0 que es
mpordsnte comprender s mecanismos 8 bavas de los cuaks estas subdmsionss podrien estar
ndividualmente requiadas. Independiantsments dal fratamianto 8 |3 cual cada rata tue sometide, a -B,04
mim casde al breagma, |8 poblacion de neuronas HHT se activd en mayor medida en el DRL y an al DRD, v
A 21 vy la densidad de newonas Fos-5MT actvas en el DAL wendid a sar mayor que an e DAD.

Dgakn, Grasff v colegas propusancn un modak en el gue establecenon wn rol dual de 5HT en el cardrol
de la ansedad v el panico [Graeff af al, 1998 en el cual ks 5HT liberada desde el MDA y gque finalkza en el
DRL eprca una infiuencia inkdbitoria scbre las: respuestas azocadas 8l panico (como & miedo
incondicionado o innato), mienfras gue la BHT iberada en la amigdala incremenia la aparcidn de
comporiamianios defenaios aktameanta integrados v ansiogénicos, Estos autores angumantan que. un
sistarma que promuava comportamientos defenshos ataments integradas (an la amigdala), mientras que
al mismo Bampa inhiba a3 reaccionas pimithvas de Lucha / huida (en el DAL) Implica un clare valor da
supanivenca, Espacificaments, | subdevision DRLY VLPAG - refenda an 13 biblograls como alas lalersios
del NDR- pareciera formar parte de un sisterna simpato-motor ge control que regula las respuastas de
ichahuids u otros comporamientos emocionakes gue involucran cambios en el tono muscular, 18l como
la respuesta de freezing (Hale & Lowry, 2011). La activacidn de-esta regidn podria estar relacionads con &
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inhitegion de respuastas de panco feioldogicas, bap condicionss asociadas & electos anfidepresvo-
sirmiles sobre al compodamianto Hak et al | 2012,

En afecta, la regdn DAL conbane una poblacion de mtemauronas que axprasan al nawioiaremisor GABA
que pocran atectar la inhibcdn iocal da las newucnas SHT, La-subdaeidin DAL reckhe alerancias desda al
ronce cerabral aseciades sl contal autondmice, inclyends el noaleo aleral parabraauial, & ndces del
fracho solitars, Bsl come provacciones aterantes desde 08 nenvios viscerosansitivos giosoteringeo v vago,
Tamteén reche alerencias de regionas imbicas froncales que controlan B respuesta autondmica v s
agtados emocionales inclyends al nickeo de 8 cama dea la estria termiralis ([BNST), el rdceo central de
la amigdal, los nickos latersl vy perfomical hipotadmicos, el drea predpbca media v B coneza
infralimbica. Sus provecciones emminan en estructuras que confrolan las respuestas de luchashuida tales
como la meduls rostral ventrolateral, la sustanca grs penscueducial dorsciateral v el hipotalamo fateral
iHale et al., 2012,

Las neuronas sarmtoninérgicas del DAL proyvectan 8 su vez a las gemds subdivisiones DRD v DAV, ¥
ksicnes selectvas del DAL incrementan la expresion el gen e Tpdofano hidroxdilasa en & DHY,
auginsndo gue las neuonas SHT da esta subdision proveen un-tono inhiditono & &as neumonas SHT enal
DRV Hake et al., 2012; Holis et al., 2006). Esto Oitmo podra explicar los resuftados obtenidos con
respecio @ la bajg actvacion de | subdwision DRV reportada en este frabajo. Estudins empleando
electiofisiologla demuesiran gue B8 neuranas 5HT oe & subdivision DRL poseen prociedades de
membrana distintivas que confieren a estas neuronas mayor exciaciicad gue las nedrcnas SHT Que sa
encuentran en & DRV (Crawlford et al., 2010).

For olra parte, las neunonas serotoningrgicas del DAD possen provecciones reciprocas heca estucturas
relacionadas con s ansedad, Bles como kB coreza prefronial medial v olras regiones imbicas que
incluyen a la amigdala basolateral v cantrad, al BMET, al ndclee accumbens, & drea hipolaldmice dorsal vy a
la regidn penacusductal dorsolateral (Hade at al, 2012). Uno de ke estmulos ansiopdmicos que
incrementan la expresidn de Fos en newonas semntormnérgicas del DRD es & condicionaméento de miedo.
Diros estimules incremantan la expresidn de Fos en esta regidn, enire los que =& encueniran cleras
drogas ansicgénicas como la cafeina [Abrams et al, 2004) v un miembm de ks famdia de neuropépiidos
de la CRH con atta afinidad por el recepior CRH,: la urocarting Il (Hale & Lowry, 2011, Staub et al,, 2005},
La exposicion a un protocolo de demota social tamiién incremanta los niveles de Fos en el DRD (Sandnes
et al., 2208). En nuastro trabajo, la acthvacion del DAD fue similar enfre aquellos animales sometdos a
saparaciin malema- astresados en la adulter v los controles, sugrendo un fendmeno adastatvg.

A -6.96 mm desde & bregma, B poblacion de neuronas SHT oomesponde anatdmicamenie a |a
subdvsion DRD, & cual se axonde aprosimadamenta desde -6,84 hasta -8,30 mm desda el breama
[Painos & Watson, 2007). Analizanda la inmuncmaactvidad a Fos-5HT, g8 encontrd une intaracciin entre
o5 afactos producidos por | saparacion matema v i droga emplsada como antidapresive,
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En log grupos de ratas cradas con la madre, banepting disminuyd el numend de neurcnas positivas pan
Fag y SHT, rientras gue en las separadas de a madre su efects fue Similer al de las ratas tratadas con
veiculo, Tal como se manciond en ks paralos antedoras, & DAD es activado meadiante estimules de
carscler ansiopénico, Empleando &l test de ansiedad de campo amerto, Bouwlnsch! v colaboradores
(2007} detectaron una mayor actvecidn de las neuronas rostrales de la regidn DRD. La mhibicidn da
newonas SHT & este nivel del NDR  meadante microryeccidn de un agonista de BHT,, disminuys &
comportamients de ansiedad previamente incrementado por un profocols de esirés inescapable iMaier &
Watking, 2008, De scuendo 8 k0s resultados cheanvados 8 esle nivel Sal NDR, b flanepting disminuye g
actvackon de Bs neuronas SHT en &5 ratas gnadas con su madre (Somebdas o no al esires duranie la
etapa adula), pudiendo por ko tanto promover un comportamianto ansiclibco en estos grupos. De menera
gimiler, en oo estudio realizado en Muesirs Bbomiono Wizandd &l Bt phus mare sevadd 58 obgand qus
en iog animales fratados con faneping =2 incrementd & porcentaje de ingrese a los brafos abierios
(Trujibo et al., 2016}, comportamients que dencia una dismirucon de 8 conducia de ansedad.
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4 .2 VOLUMEN DEL HPOCAMPD DORSAL (HO), AREAS ¥ ESTRATOS

hMedianie la tacnica de esteraciogia sagun & matodo de Cavalisn. fuaron delerminados 108 siguenies

volimanas!

Walumen del HD todsd:

Violurmen dal area CAY
Viodumean diel asrato basal
Volumen del astrato piramidal
Volrman ded estrato apical

Volumen del drea CAZ/3
Viokirren ded asirato basal
Volrman del aatrate piramadal
Volrman del estrato apecal

Volumen del gio dentado
YVolumen del esfrato grarular
Violumen del asfrate polmordico
Walumen dal asialo molecusr

42,1 Volumen tolal ded HD v de |35 arsas CAY, CAZEy GD

Sa enconind une inferacoidn sgnficaliva anfre oe eectos producidos por los faclores  seoavacion
matema, estras crdnico y diogs sobire ¢l volurnen del (HD) v las dreas CAY, CAZAT v giro dantada (HD: F,
= 5,52. = ':'.C'Ei |:».I!'|1 F I,:-E,Dﬂ, p=|j,ﬂ5; CM."{‘M FI == 5,59, ﬁl:ﬂ,':'.':'; gilﬂ- dantado: FI.“= ﬂ,ﬁl

p=0.04) Fowss 18 v 14

Volumen del Hipocampo dorsal
B Vehiculo

& BB Tianeptina
154

Volumen {mm?)
=

Sin estrés Con estréa| Sin estrés  Con estrés
gronico crénico | crénico crénico

Criadas Separadas
con madre de la madre

ar



Wokyman del Apccamod oorsdal, Aas v asiratos-Hl

Fagurd 18. Eleclos oo by separacion matema, & esinde crdnico e impeedecible v a taneptra sabre el voiurman (ol aal hipocampo
dorsal (HO), Log valomes represantan | mede + SE. B rdrman da mias s nclye o0 cida barm, (a0 GAd, [B) CAR, 1G] Ging
denlado. B et da AMAVA reveld una mberaoodn significalng ening B sapaacion makma, |l eamas oroneo v B ooga. e
difereries letras incdican dilerencias signficaias entng koS orupes (p<.05), test poet hoc da LSD

A Volumen del drea CA1

a B8 Vehiculo
B Tianaptina

Voluman I,'rrrn"l

Sin ostrés  Con estrés| Sincsirés  Con estrés
efGRlcH cranksa erbnlco crankaa

Criadas Saparadas
con madra de la madra
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Fagura 18. Elactos de b espareciin materna, o esiras crinion & moredecise ¢ 1 lanepling sobeg o woumen oo BS eeas e
hipocampo dorsal (HO)L Los seores rapreserman o misdia + SEM, B nomen o8 mias se incluye en cada bama. (A] GA1, (B
CAZA 60 Gro dertacks. Bl sl die AMAYA revsdd una inferscnitn sgnificeing entre B ssperacion mafema, el estiée oridnkco v 3
dioge. Las dierenies ieinas indicen dierercies significaiyes ena o grupos (p< 05, last post hoo de LED

Dado que la interaccikin trpke fue significatva, se realizaron dos ANAVAS 8 dos vias con los datos de os
animales criagas con B madre por un oo v separados de i madne por oto.

En lo2 grupos criades con la madne, € efecto prncipal del factor droga se evidancid an al volumean dal
draa CAZ2/ [F | ,=4.35 p=006) Figura 18, B). B andlisis a posterion no indicd diferencias entre log
grupos. En e resio de los volimenes estudiedos, no se encontraron efecios prncipales ni intaraccionss.

En 08 gupos sepaados da B madre, an cambio, 22 encontrd una imMerscciin entra los efacios
producidos por @l esles orinico v 18 doga an s wilimenes del HO, el drea CA1 v &l gro dantaco (HD:
F, =466 p=004; CAY F =442, p=00%, gro dentado: F, =4 87 p=0,04). El andlise a postenorn
indict gque fanke & volumean del HD (Figura 18) como el del area CA1 (Figura 19, A) de las ratas con
astrés-tianaptng son significathaments Menoms gue an ios animales sn esrds a s qua |mbién 28 les
administrd @ antidepresivo. Bl volumean del gire dentato a5 manor en 85 ratas con esirés-tanepting
comparado con el gupo con estrés-vehiculn y con &l grupa sin astds-tanapting o <0,08) (Figua 19, C),

4.2.2 Volumen de los estratos de a5 dreas CAY, CAZMAS y GD

Sa ancortid una mharaccicn antrg s alecios producidos por |3 sepaaciin matama, & astas cidnico v la
droge sobre 08 estratos apcales de (as dreas CAT y CAZ/G (CATF, = 538 p =003, CA2/CAT. F, =
5,54, p =001} Dado que la mtgmccian gk fue signiicatva, se realizaron dos ANAVAS a dos vias con
los datos de los animales crados con & madre por un lado v saparados de la madne por ofno,

En los grupos criados con & madre, no sa encontraron alactos principaies ni nteraccionas ([Figura 20), Sin
embargo, & test estadistico utilizado reveld una tendencia para el facior pRnopal astres cromveo en los
volimanas de los astratos apicales de CA1 v CAZSE [p = 0,08 ¥ 0,07 respactvaments) (Tabla 2],

En los grupos saparados de & madre, sa encontid una nteraccion enfre los slecios producides por &l
estrs cronico v & drogs en Ios volimanas da los esfratos apicales tanto de CAT como de CAZ/3 [CAT-
F, = 5,72 p=003; CAZ/CAT: F, =555, p=0,03). El andlisis a postenon revald gue estos wolumanes
fueron menores en & grupo de mias somatidas a askds oronico qQua recibenn tanaptng comparadas
con al grupo que ne fue sometdo & estrés cronico @ gue lambian g8 B adminisind af antdeprasivo (p
<0,05) {Figura 20, A y B}, Con respecto al gro dentado, ol test estadistico emplaado reveld una tendencia
de nteracckin entre los factores esteds ordnico v droga en e estrafo moleculsr [F, = 3,44, p=0,07)
[Figura 20, G
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A Volumen del estrato apical de CA1
3_ a

!

= Vehiculo
Bl Tanepting

I

e
Sin esires  Con esirés

Sin esirés Con asirés
[= gt crénioo H

Oronicn crinico

Criadas Separadas
con madre de la madra

Figura 20, Efecios de B sepamcion matema, & asimés cridnico e impredecible v & tanepting sobre al volumen del esftebo apical
de TAT (A y CAZA (B, v ol esirio molecular dal o dentedo (2. Los wvalones represantan s madia = SEM. Bl fdmiero dis ratas
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s incluye en cade bama. En ks casos (8 y (E) & bastde ARNAWA renid ung RIEracoon Eonhicathe entng 18 Bapancan meteema,
B ssfris crovico v la droga. Las denentas lefras indican dilerencias signifcativas entre os grupoe {p<.08], t2&t post hod da LS50,

Tabia 7. Resulindos del ARAVA B das viss de oo voldmenss dal HD), - 2us dreas y aslralos

Eslres Crineo Droga Interaccion
it 1,19 fcf 1,190 (df 1.1
F D F D F o
Hipocampa Dorsal 1.25 D28 1.4 0,25 1.48 024
Area CA1 177 0.2 0,00 0g 0,86 0,37
= Estrato apical S5 0,08 0,09 0,78 1,38 026
5
Araa CAZI3 1,00 0,3t 4,35 0,08 2,89 011
g Estrata apicsl 367 0,07 1,74 0.2 1,01 018
Giro dentaco .66 D47 2.04 017 0.78 0,39
Hipocamix Dorsl 2,75 0,11 0,21 0,65 4 G6 0,04
T Arga CAl 408 0,04 0,02 0,89 4,42 0,08
1% Estrato apical 585 0,03 013 nrz R 0,04
]
8 Area CAZ/D 1,78 0.20 0,42 0,52 2 06 0,1
g Estrala apical 2.03 047 0,01 0.8 g,55 0,08
Gire Dentado 1.14 0,30 Q.51 (.48 4 B7 0,04
Estrato molkecular 1.51 021 i3.21 65 3,44 007

4.2.3 Discusion

4.7.3.1 Flactos dal astds crdnico v de k8 separacian matema sobra &l voluman del HD

En las ratag cradas con la madre-con estrés, enconframos ung rsduccidn dal 37% y dal 33% an al
volman acupado por las dendritas apicales de Bs dreas CA1 y CAZ/T, respactivamants, an comparaciin
con las controles. Dicha reduccidn no alcared 8 ser signiicatva, estimamos gue por razores an la
varabdidad del comunio de dalos, shembargo & se manifestd como una tendencea (p=0.08 v p=0.07

ol
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respactivaments, Tabla 2], No obstante, & porcentale de educcion como consecuencia del astrds
crdrico &8 manar en aqualos animales sometidos & 8 experiencia temprana de separacidn, dal 21% v
20% en &l volurmen ocupado por las dendrtas apicaies de las dreas CAY v CAZ/D, respectvamenta. Lo
anterior implica que & paradigma pernatal de separacidn produce modificaciones duraderas que afecian
al volumen dal HD en fa adultaz. Nuavamants, la %soria dal malch/mismatch conouerda con nuestros
resUltados, sugirando que la histona termprana o8 los anmales possa un ol adaptativo frenta al asras v
puade promover la resiliencia frente 8 desafios similares en etapas posteriores de & vida, De manara
samejante, empisando i&s vanacones postnatales en los cudados matamos {icking and grooming) para
evaluar los alcancas de s adversidad temprana, Champagne v sus cokegas enconframn que, duranta iz
adufiez, B descendencia que rechid menores cudados matamos moshd  disminucionss en la
arborizacion dendriica v la densidad de espinas en &l hipocamps Unta con un marcado defedor da B
memona [(Champagne et al., 2008). SN embarga, ambos electos se revirieron cuando estos anmaks
fuaron sometidn:s a expenencias estresantes durante la aduftez (maich). A suU vez, resuffados opuesios se
raportzron en el caso da ratas con altos nivaes de cudados matemos sometidas a condiciones de estés
an la adufter mismatch). En este rabao, las condicoras de mismatch, s decir, cuando el ambiante
temprano v el adulto no coinciden, saran Bs de los anmales somatidos a separacidn malema o esleés
cronico imoredacioe unicameante. En &l caso del primeans de estos grupos, las reducciones de los astratos
apicales son ded 28% y dal 20% de las dreas CAY y CAZSS, respectivaments.

Las disminucicnes debidas el paradigma da estrés ordnico que calculamos empleando o métado da
Cavaker en CA1 y CAZ/3 fueron mayores gue las mporadas por ofros autores como msultade de
protocoios de estrés por inmoviizacon de 21 dias tambign valsndose de este método estersalogco v
empleando un ndmero de animaies equivalents (n=4/5) [Donohue et al., 2006; Stewart at al, 2005). Este
fue un resultado esparado dado que hace mas de weinke afios 58 encontrarcn reduccionss en la longiud
y complejidad de dendias apicales, no basales, de las neuronas pramidales del drea CAS después de la
exposicidn orinica & niveles Slevados de glucocorticoides (Wooley o al, 1990, a procedimientos de
eotrds cronico mediante nmovlizacién Magamcs & McEwen, 1095 Walanabe el al, 1882} ¢ a
protocolns de astrés tipo psicosocial (Magarinos et al, 1986), El estds crdnico vanable e mpredecble
farnbién produce una refraccidn dendriica sigrficativa en el hipocampo (Lee et al, 2009, Luo et al,
2014, Schoandald & al., 2017). Es necesano aclarar, sin embargo, que la duracidn del protocolo es un
factor delerminants paa que ks cambios volumétricos akcancen la significaciin estadistica. Por eiemplo,
al pariodo de estrés ulilzado por & gupo de Luo af al. (2074) fue de B semanas, maniras que en aste
rabaip e g8 24 diss. S comparamos 0§ resullacos de Luo et &l (2014) a las 4 semanas (similar
cantidad de dias gue Bs empkadas en esfa investigacian), la educcaon del hipocamps -tanto dorsal
como ventral- es sgndicativa sdko en gl hemislerio izquierda, en fanto que en esfs tesis e estudid
Unicamenta el HD v no se distingueron kos hemisferics.  La mayorda de los estudics que evallan [as
vanacknes wiumeémcas en el hipocampo reportan reducclones, consistentes con nuastos esutados.
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Sin embarpn, v continuando ©on asté crilang, af voluman del kpocampo -va sea el del hemislenc
eguendo o el dal derstho- nd fua alediado signiicatvameants por B semanas de un procedmiento ce
ashés crdrico variable (4 et al | 2011}, Es importante destacar que los trabajos de Xiet al, (20711) y de
Lug et al {2014) emplearon imagenss coronakes de cerebros de ratas obienidas mediante resonancia
magretica, a diferencla oe 55 tecnicas empleadas en esla =iz Enoun abap reciente, aplcando
resoranch magretica pero a 32U vez empkeando imagenes de alta regolicidn, 4 semanas da un profocoks
da inmoviizacion impredecible disminuyercn sgnificativaments al voluman da las subregiones Ca1, CAZAE
v del giro dentado de ambas porciones dorsal y veniral del hipocampo (Schoenfeld et al, 2017). Estos
aulores reportarcn & misma pérdida de wolumen en-ambos hernisferios, o gue quizds reflgia una menor
ateralidad en el cerebro de estas ratas o, como aiemaliva, mayvor capacidad de detecckin debido a una
mafor resolicidn de fa magan (Schoenfeld at al,, 2017},

El estrés aplicado da forma crinkca & impredecihle pueda disminulr tambien 8 neurcgénests en el giro
dentado Schoaenfald et al., 2017). En al adulto, 8 neurcgénests es necesana para maniener B estructura
nomal del hipocampo pero es improbabie que su disminucion saa responsable de la perdida de volumen
Que 0Cume ante i exposician al asmas (Schoenfald at al | 2017). Aunoue la neuropanasis puads nducksa
an raspuasta 3 astimuios ambentales (Kempemmann &1 al, 200E), 1as lasas de prolileracsdn de astas
NUEVAS RAIONRES an adullos v ancianos son muy bajas (Czeh & Lucasgsan, 2007), Cuando se astma la
reduccidn provecads por 8l astds an &l ndmant 38 NBUNAas NUEVES Y 58 COMPpAar con 8 poblacicn olal
da células del hpocampo, takes alteracioras dificimenta contibuyan significativamants & s reduccidn dal
volumen total de hipocampo. Esto Oftimo sa ha delectado en animales v humancs, utlizando imagenes
da resonancia magnética (Dzeh & Lucassen, 2007). Con atencitn a estas obsanvacionss, en aste trabajo
na 8 anconiraron diferenciss significatves en el wilumen del estralo grenular dal gind dantado, region an
i3 que sa encuentran las Nuevas newronas, sNo e fendencia an ks nteracoion estres CONGo X aroga en
las ratas seperadas de la meadre solamenie en & estelo mocular, compuesto principaimants por
dendrlzg. Cansdaramos gue s nacasano hacar nincapkd an el impacto Sal protoocio de astids ordraco
gobra la neursgénesis en esluding posierones, dado gue podra estar alectada, no obstante las téonkcas
que aplicames tal vez fueran nsuficlentes pera deteclar dichas variaciones,

La seccitn fransversal del Mpocampa poses una estruciuvea amingr defircda donde se disponan hikras de
céluas pramidales, Sus conexiones genaraiments siguen aste famata laminar y, como ragla panaral, son
undirecoionales v forman bucles cemados ben caractereados que S8 onginen principeimants an &
corteza entomingl advacenie, 18 prncipal interaz anfre 8l hipocampo y & neccorteza, La via perforante es
Iz entrada principal &l hipocampo y 5Us axonas swgen principaiments an i coreza enfomingl. Algunos de
B5l0S axones se provecion a las céllas granulares cel giro dentado v & las ofulas pramidaes de &
regitn CAS, mieniras que oiras se proyecian hacia Bs oflulas pramidales de CA1 v haca & sublculo
(Witter &t al., 2000). Una manor cantidad de ramificaciones dendriticas en al estaio molecular del giro
dentado, podria afectar a Bs dendriles apicales de CAJ. Ura refracckin dendritica an CAJ a su vez podria
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reflegrss en ol astrato apical de CA1 & tewie de los colatersles de Schaffer [Figua 21). En esta
irmestioackn, & voumen del giro dentado dél grupo de animales separados-estresados v tratados con
tianapting fue menar 8 de los anmales saparados-no estresados gque también reciieron &l antidepresive.
En consecuencia, 8l estrato molecular fue la regidn mas afectada de esta drea por B interaccion estés
Cromico X drogs, ko cual es coharente debido a k& conactividad intinsaca del hipocampo antas descripta
[Figura 21].

Figen 21, . Redes g8l hipocampo: @l hipocampo forma una red principeiments unidireccional, con aportes de & Conesa
Entorminal (EC) que forma conasdonas con B neuronas piamidalee de CAS y del gino dantado (DG & teaves da & via perforants
{FF - ghachda en Btesl y medial. Las neuronas de CA3 también reciben infomackin prsveniants ded gind declado & Tanls de b
ficras musgosas WF). Estas ervisn evones a las células pramdales de CAT 8 ravds o b via colaberal de Schalfer [SC), asi
Como @ las chiuas de TAT an o hipocampo confralatens a ands O B via de 8 comigum asociative (A0, Les nelroras dg OAl
terriidn rechen entrckas drecias da @ i perlomnte v efrdan asones & subicuin (Bh) Estas nawonas, a 5u vee. constimsen &
sabidy pencioal el hpocampo @ 1 COoMara enitminal, fommanao Ln cicio,



Volmen gl RDocampo oo, Ases iestnstos-HE UL DA

4,231 Bleckos del antidepresivo lanapbng sobire al woalumen del HD

La admimistracion de banepiing produi efectos sobre el volumen deé HD gue fueron diferantes en bs
gnimakes separados da la madre respecio 3 e qua sulnarcn ambos paradigmas da esiras,

Encontramos ura nigraccion hple enfre la separacitn materma, &l esirés ondnico v B administracidn. de
fianeptne sobre los vokimenas dal HD, e drea CAT, ef drea CAZS, &l oo dentade, la capa apical da CAY
v & capa apical ga CAZ2A. La difersncia en todos estos woilmenes entra (a5 ratas ratadas con flansping
v fratadas con vehiculo fus mayver en las separadas de la madre en comparacsdn con las rates cradas
con B madea. En los animales separades de fa madre-astrasados, b fanepting tendid & raduce al volamsan
dal HD, af drea CA1 v &f giro dentado respecto a su grupo contral ratado con wehiculo: misntras que an
las rataz separadas de la madre-gin estrds, la faneptina terdid a incrementar el volumen de las dreas
ciladas respacto & su grupo condrol lratado con wehiculo. Resullados smilres S8 obluvieron an s
asbratos apicales de las areas CAT vy CAZAS.

Las colils pramidales que constiuyen & vasta mayora de neurcnas de la capa prardal dal hipocampx
posaen un arbol dendrbco basal y uno apecal Witler et al, 20001 Dedo que s disminucionss
cbsaradas pertanacen a los estralos apcales de las freas CA1 y CAZ/3, b fiarapting podria alectsr ke
patrones de remogslacon denddlica en estas reqiones de ura manrers diferencial dependisndo dal tipo v
ia cantded de estresores aphcados, Musvamente, |3 experence emprana de separacion nieraocona
con 8 respuesta al estres en 'a adulter moddicando el compariamento de antidepreswvo taneptng soomne
&l volumen dal HO.

En &l grupo saparedos de B madre-sn estrés, la tendencia de tianepting a incramantar al volumen det HD
&5 un resutado esperado. dado que en museraias somstidas 3 estnés peicosocal, i tanepting revirtio las
dismiruciones nducidas por el estds en el volumen del hipocampo (Czeh el al, 2007). En ratas,
tianapting avild 8 atrolia dandriice en neworas piramclaies de CAS causada por 8l esids odnico de
inmovilizacidn meniras que dos anagonistas de B mecaptacion de SHT, fiuoxeting y fvosaming, no
mwviaron electo (Maganncs et al, 1953, Al menos dos posidles hipotesis podran respaldar estos
rezuttados, En ormer lugar, este entiderresivo nomaiza las alleracionss provocadas por 8l astres sabre i
funcidn ghutamatérgica (MeEwen & Chattarji, 2004}, sagunda. reviers i deminucitn inducida por &l estrés
an b expresion de faciores de crecimiento nenicss takes coma &l factor neurtrdSco denvato del oensbro
IBDNF) v & factor de crecimianto nenioso (NGF) [Mfonso et al,, 2006),

Cuando el esirés es prolongado, involuca ra soi0 & los gueoconicoicas sno 8 amincdcidos excitatonos
como &l gutamato, gue 58 incrementan an al hipocampo y an ofras regionas (Lowy et al., 1883). Bl estrés
crdnico ¥ los estados depresivos S8 acompatan o8 ung acividad aumentada oe Ios recepioes
inotrdpicos MVMDA M-metil-d-aspartato] para glutamata, De hecho, B administracidn. de anfagonistas de
MRDA Incrementa 8 neurcgénasis en el giro dantado v preniens B remodelaciin dendritica dal estrata
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apecal dé neuronas pirmidales an CAJ gue surge como consacuencia del estris (Magannos ot al, 1895
McEwen, 1900} A partr de estudios cectrafisuiigicos s banepting ha mostado evertir Bg alteraciones
nducidas por & estriés sobra of sistema glutamatérgico McEwen & Chatterji, 2004). modulando su
franamision. A modo de ejemplo. tes semanas de estrés por inmowlizacidn inhben el tempo de
desactvacion de kos recepiores NMDA, permiiends la continuidad de los potencisles de excilaciin post
sinaplicos. Tiareptna nommaliza esle efecto Kolke et al., 2002},

En ratas ssparadas de b madre evaluadas durante 8 adutes, 08 niveles de varos receplores de
glutarmato son menoras en relacion a s controlas [O'Connor 1 al., 2013; Pickerng et al, 2008) por
Que DoUME ung reducsion an la rerogimantacidn negativa de glutamato. Esto potencigiments conducs a
ung liveracion excesiva de este neurntransmisor, acompafiada de ung hiper-exciabildad, v & su vez
provoca |3 desramificacion de las dendrias apicales en el hipocampo (McEwen y Chatiari, 2004). De
hecho, b separacidn matema aumenia ko niveles de ghutamato en el hipocampo (Marisova et al, 2012),
po o gue fanesting podra actuar restableciendo estos niveles v aumentando la arboizacidn dandrtica
de fas areas dal hipocampo astudiadas. Altematvameants, dado que la diferenciacion y B supennenca de
las reuronas del ipocampo in wiro respondan a la accidn de factores que incluyen al BONF (Cheng &
Mattzon, 1994) y al NGF [Fraingsdarf a1 al, 2007}, una segunda hipdless 20 sopona an la nomalzacion
de os rveles daestos factores rdficos lentre ofros) en las ratas separadas de su madre por pars dal
antideprasiva emplaads. Sin ambarge, Dela et al (2013) observaron wuna disminucidn significathva da b
actvidad ga NGF en & hipocampo de ratas privadas de la made despuss de la administacion con
tanepting.

La combinacitn de b dos tipos de estrés v la adminetracitn de faneptina resultd an una dieminucidn
significathva del volumen dal g dentado, dal dma CA1 vy su respactivo estraio apical, asi como e
voliman del astrato apecal de CAZA respecto al grupd de ansmakes soparados de la madie-sin estrés que
ambién recibiercn el antidepresivo. La reduccion gue encontramos en esias regiones difid de s
resultados que esperdbamos en base & las propiadades del antidepresvo (Czet et al, 2001; Chu st al,
20100 Esto nos condujo a una Interesante pragunta: jla disminucidn de wolimenes asociada a la
adminsiraciin da anepting espaciicameants en las capas apcales puede consdenarse ura respuesta de
protaccidn/adaptacion ante B axposiciin a ambos estasores 0 &5 un indicador de una mayos
vuherabiidad al dafio? Da hacho, an asta estudio, e wolumen del HD ds los animales separados de la
madra-con estrds- tianapting 28 similar al de aquelios criados con la madre-sin asiss-con lanapting. Este
resultado concuerda con la teora del malch/mismatch, dado que las condiciones entre & ambiente
temprano v fulure concden fando para & gupo de los animeies controles jambos ambienies
benefciosos) como para & upd separados de B madre-con estrés (ambos ambentes penudicaies). La
nocdn de gue b cambios promovados por & estrds sobre B modoiogia del hipocampo puaden ser
adaptatvos an lugar de pedudicales, ha sdo abordada por distntos autores (Cameron & Schosrield,
2018; Corrad, 2006; Fuchs et al., 2006; McEwen et al.. 2012). La remodelacion dandritica que ocume en
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las calutas piramidales de CAS v sus alferenclas como consecuancla del estrés ordnice, e afectada por b
akwvacién repetda de los gcocoricodes (Conrad, 2008). Smultdncaments, o estés potenca la
libaracién de giutamato v el aumenta da la expresdn da su transportador an la region CAS, Puasto que la
mayoria da lag intermewronas dentro del hipocampo son inhibitoras (Feldblum et al., 1993) y activan los
raceptonas del acdo gamma-amircbutineg (GABA),, B refracoion dendritica al menos en CAJ a8 inhibida
por agorsias de esios recepltores (bendodacepings), Ademas, a5 dendrlas que 58 rafrasn tipicaments
en el estrato apical de CA3, reciben aferencias de s fibres musgosas del giro dertado, que son los
axones de las calles grarulares proples de esta zong. Les celulss ganulares son principalmenis
glutamateérgcas por lo gue las fibras musgosas constifuven una corexan axcitatona importante dentro del
hepocempo. Curicsamente, esias células poseen un doble enolipo funcional gutamaiémico-GABASmIzo.
va gue conbenen GABA conjuntamente con |8 enzima &cido glutamico descarboxilasa responsable da
sntetzar GABA a partir del scido gutamico (Gomez-Lira et al., 2002), Bvdencias exparimentales han
revelado que estas células puaden volerse inhibidoras en respuesta a cambics en el medic ambienta,
Coma por eemplke [a exirema hperexcitabidad debéida a los ateques epiéplicos 50mez-Lirs et al,, 2002},
Por io tanto, & neurctransmisién GABASrgIca en las snapsis de las fbras musgosas parece represaniar
LN mecanims compensador en respuesta a las comvulsiones Fuchs el al., 2006). La exposicion crinica
a ks glucocorticoides puede promover un fenctips GABASMgCD como pare de un mecansmo de
refroalimentacidn compeansatoria para amoriguar s efectos excitadores Iniclales de lbe gucoooricoides
en & hipocampo MoMilan et al, 2004), andlogo a2 b informado en condiciones de hiperesciabiidad
durarte las comalsiones epilépticas, En suma, teneptina podria mduck el volumen de los astratos
apicales de CA3J a través de sus acciones sobre las vias gutamatérgicas (McEwen et al, 20100
favoreciendo ks citados meacanisrmas compansatonas. Sin embango, los mismos camblos estructurales
potencialmente profectores duranis un parodo de dias 8 semanas lamibisn puedan ser maladaptatvos &
los entomos amenazanles o lBs lensones perciidas contnian durante larpes periodos de bempo
Iamaron & Schoenfeld, 2018).

ar
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4.3 PORCENTAJE DE FREEZING (NMOWVLIDAD) EN EL TEST DE MIEDD CONDICICNADD

El 1est o meeds condicionado se afectud para daterminar al poroantae de frearing de lbe animalas Trente
& Uin confexio datarminado, medida que sa relaciona con | conducta da aprendize@ v mamana. Curants
cada etapa del 1851 s Conomatt el iempo an qua cada animal axnibid [a conducta de freazing. Esos
flempas fueron comverlidos a porcantaes Bniendo an cuenta la duracion da cada alapa del st

4,31 Porcantaje de fraezing inmoviidad) durante la elaps de pre-condicionarmianrto
[habituacion)

Duranta asta elapa ningure de Bs alas adhibid & conducla de reeging. Asimismo, todas las ralas
mostraron un comporamisnto explomiono. [0 que indica & ausencia de afleracionas an Su capacidad de
axplrar el contexto debido a os tratarmientos,

4.3.2 Porcantaie de freazing (inmovilidad) duranie la etapa de condiclonamisnio

En esla elapa los animakes recibieron [ sang de Shooks, ¥ o 58 ancontraron ntaracciones ni alaclos
prncipales de ninguno da los lactores estudiados [separacidn matema x astds cronico: F, = 348 | p
=0.07; separacidn matema x droga : F, .= 0,08 p =077, estrés crdnico x droga : F,,=0.02: p =0.80;
separacion matema x estrés cronico x droga | F,_=0,001; p =0.97]. Por lo que todas las rates masiraron
un comgortamients de freazing similar ante &l contexto [Figua 22, Al

4.3.3 Porcentae de freazing (inmonvlidad) durante |a etapa de postcondicionamianto

Sa ancontrd una intaraccion significatha antre ins efecios ganerados por 8 sepamcion matama y ol esiés
conico F, .= 6.37; p=001). B andlsis post hoo revald que @l grupo de matas sspamadas da la madne-
con estrds mostraron mayor porceniale de freszing comparadas con lag ralas cradas con B madre-
estresadas v con el gnups controd (criadas con ia madre-sin estrés) ip <0,08] (Figura 22, B).

4.3.4 Porcantal de freezing (inmoviidad) durants [a etapa de recuperacion (svocaciin)

Se encontd urg ntaraccidn entra los efectos producidos por 18 seoaraceit malama v al esies orcD
{F, o= 9.17; p=0,03]. El andisis post hoo reveld gque el orupd da ralas criadas con |3 made-oon esltras v
al grups separadas de i madre-sn estrés mostraron manar porcantaie da esang comparadas con las
ratas controdas (criadas con i madre-sin estres) ip <0,05] Fgura 22, O},

El afacte de tanspling no S8 evidencio en ninguna da s atapas dal lesl de medo condicionado, por ko
Qu Mo lognd revertr s aferaciones producidas por @l protocolo de separacion mateme o estrés ordnico
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respecio a & conducta do meamng. Lo Jalos 38 05 gruos ralados oon yahiculd v hanegling sa
presarian colapeados Figura 20).
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materma  © esindas orinicn, Las diferentes lelras indican diferencias signBicalhas entre los gnapos a° distinlo de "B7) (p<0.05),
231 post hoo da LED,

4.3.1 Discusion

Empleamos al tast oe miedo condicicnado para astudiar la mlacsdn entra la raspuesta de los anmales en
un tast que evalla | memona espacial v lee cambios cbsarvados a nival marlaldgico en & HD dado que
asta estuctura rasulta ssencial pana el aprerdizaje espacial. B tast fue dividids v astudiade en etapss, en
lgs cualks s contabdiezd &l porcentaje da freanng arts al contesto v S8 10 as0cih 8 I memons o
capacidad de los animakes para racordar &l entome an donde 2a eakzd B pruaba,

En o glapa de postocondicionamianio v en la de mcuperscion, s ralas criadas con la madre-con estres
exhioieron menores porcentaies de feeaing ante ol contexto, indicands ura disminucion de & memona
ante al confesdo segun &l modalo adoptado. La vinoulacidn entre | aplicacitn de protocolos de estnés
crarico v el defrmento en el desempefio de tareas que requieran memona contextual ha sido estudiada
por diversos grupos experimentales durante décadas de investigacidn {consultar @ Conrad 2010 v
Moreirs 20716 para una revision).

El hipocampo fisne dos lunciones inlemalacicnacdas; da soporta 8 18 mamons espacial v contextual v
requla la acthadad dal ajg hipotalamo-pilutano-adranal (HPA) Su astimulacion peraraimanta inhie al ag
HPA v su destrucoion parcal o de sus efarentas mejora b2 actividad de este . En aeste estudio, el estrés
crdnico mpredecible tendid a disminuir al wolurmen de capas aplcalios da CA1 v CAZY3, por o qua una
hipdiesis con rmepecta 8 la deminucidn de la conducta de freezng ante el contextn as que podria estar
ligada a & alleracdn mardokgica sufida por &l hipocampo. Con referencia a estos pantecs, un paradigma
da aislarmento social aplicado en loma erdnica  disminuyd tanto al volumen de CA1 como la respuesta
e reezing de rales hamiras en una prosba oe condcioramients de miedo contexiual (Pereda-Peraz at
al,, #013). Da |l mesma manera, el estrés cronico podra haber influido en 8 oeseguiacion del e HFA
COMO COnsacuencia o sus acciones mofologicas sobre al hipocampd. En estas condicores, 035
glucocoticoides puadan exacerdar 05 elacios del astrés 2obre la mamona contexiual (Conrad, 2008).
Sin ambargo, las modiicaciones en B respuesta de freezing anta &l conlexto tras @ apicacidn de
profocolos de estrés ordnico son geparas y varian de astudio en estudic. Empleands esinés madiants
nmovilzacion algunos autorss eportanon aumeantos ded freszing ante & contesdo (Conrad a1 al, 1898,
Sandi et al,, 2001), mientras otros obsenvanon ura diEeminucion de este comportamients (Vander Wesle at
al., 2013; Yun et &., 2010).

Las consacuencias dal estds pueden difanr cuando & prokocolo apicado es de bpo impredeckle. La
adaptacion exiosa al eslres cramco 85 un prRoceso dNemce Que depsnas de ciefos alnbutos; severidad,
modabdad v duracidn del paradigma utlizads (Herman, 2013). Enfonces el afrontamients exitoso de una
determinada situackin avershva obedece en gran medida al nivel de contred v a 8 predictiplikdad de &
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mima (Koonaas ol &, 2011). A modo de elempio, Das o al (2005) mostraron gue ratas sometidas a un
aslrds cranico pradachie inmaviizacidn) exdibieron un mejir aprerdizaie én un 831 de evitaciin inhibioria
COMPErados con un gnipo somaliddg a esires ordnico imgradachie de la misma dumcion [Des et al,
2005). Por su parte, Roon et a8l (2012] demostrarn qua @ exposicidn @ un protocolo de estrds
mpredecible en ratas adultas produce déficits en &l aprendizaie y memana en tereas de evitacisn que
dependen del contaxto (shutle-box). En este (tmo caso, los auiores enistizan la imoorancia de la
impresvisibfided de los esiresores frente & b8 sevendad de los mismos, A diferencla da bbs regimenes de
estrds varables o impredecibles {Chao et al., 1993; Haman et al., 1995) el estrés de inmovilzacidn -
repeiido en e tempo- no reguls negatvamerte f& expresidn de ARMmM de los receplores Oe
giucocorticoides GR v MR en &l hpocamps [Girctll et al., 2008), o gue sugiers que loe mecanismos de
retroalimentaciin newral permanecen infackos. Mo obstante, aun cuando los estrescres se aplican de una
marara varable a impredachile, algunos resulados dileren a os de esla irvestgackin, Ratas sometidas &
aste tipo de protocolos de estiés se senshilzaron ante & test oe miedo condicionado, aumentando los
porcentaps de freazing ante el confexto MoGure et al,, 2010}, o bien mostraron manores pocentajes da
freazing durante el postcondicionamianio pero mayores respecto a os confroles durante i@ elapa oa
racuperacion (Kanatsou el al., 2018), En olro esludio, gl prolocoio de estés crdnico y veriable uliizado no
niluyd en el lesl de evitacion pasiva ni an @l condicionamiants del medo asociado con un estlimuio sonoo
(oo}, sin embargo, an ratas con un perdi de anbadonia, aumentd la respuesta de freezing en &
condiconamienta de miado ante al contexto (Henningaan et al, 2008). Cabe mancionar que cuando &
asiés &5 varable, b diversidad de esfresorss, &l empo de aplicacidn de cada uno v 8 duracon det
protpcolo son dierantes en cada una de s trabajos Citades, factores que justitican la dispandad de los
rasuftados. A s vez, al momento an gue s2 realiza el test de miedt condicionaco an relacion al ulima
estresor tambidn es determinente. De hecho, s ransfommacionss nerviosss gue ocumen en o
hipocampo vy la emigdala comoe consscuencia de los parsdigmas de esfres crdnico son dingémicas v
reversidles [Conrad et al., 1889, McBwean, 1999, Sousza e al, 2000), sando estos procases oe posibles
regpansables de los efectos obsan/ados an la meamdona.

Por Gitimo, & hecho da gue en el prasents estudio s animaies somelidos 8 esings durants B adultes
mastaran mencoras indices de reezng en relacidn con los coniroles N estresados nos conduic a
preguntamos sl esa disminucion poddia astar apansiada a una habituacidn debida al hecho de gue 1anto al
protoGoio de esinas come el st de mamona incluyen eventos fisicaments aversivos. Pars responder esta
pregunta se resizd ofra prueba de memona contextual carente de componanies noohos gue se decule
en la siguients seccion (Test de Bames)

Por gl confrano, gn Bs reies sometidas a sepamacion matema temprana, el estres impredecible produjo
ung respuesta de feeging que 52 asemejs a B de os oontroles durante el post-condicionamiento. De
acuerdo con i andenor, & estnés crionico y varable en nuesto estudio onging diferentes resultados
depandiendo de la nieraccidn entre &l amblente Semprano v &l adulto. La ntemeetackin da los efectos de
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dicha nteraccdn y sy comparacicn: con olros msulados conlevan cerda dificulted debide a s
vanacoras sustanciaks que easlen entrs B8 Cepas de ks animaies, |8 duradon, frecuancia v edad de s
apicaciin de os profocolos de esids, v la diversidad da lest empleados para evaluar la memaonia espacial
an B bbliografia (Claessens el al, 2011}, En (fima instancia, @8 consscuencias duraderas de la
separacidn matema dependendn de la vulnerabildad genética especifica v de la combinacidén con un
entomo especiico en la edad adulta [Schmidt, 2011}

Por un lado, el efecto de kb aphcacon tanto de 18 separacion matema como del estrds crinico sobre el
compartamientn de esrng ante & contexto S8 comesponds nuevaments con la eora del
match/mismalich, dado gue en & posicondooramients l0s valoras g2 gsemegn & bs dat grups control,
es decir, cuanddd el ambiente temprang y el postencr coincden, se obsarvan resultados similares en la
varable estudiada. Por consiguente, una posice nterpretacion sugiere que la separecion matema
promieve una sene de mecanismos sdaptatvos que ke permiten & los individuos idiar con el esirés
durarte la adultez v producr respuestas similares a ke animales que nNo atrevesarcn NingQuna. sikuacion
asiresante an 2uU histora de vida [Daskalakis et al,, 20713, Mederhof, 2012], Prevics esiudios de nuastro
Bboratoric ndicaron que @tas macho sometidas a wna separacion matkema Bmprana posesn Mayod
capacidad de akontar al asinds ordnico an la edad adulta (Penard at al., 2007; Renard et al., 2010). En
asios ananales, ze defectaron niveles més baps de ACTH v coricosierona plasmatica en comparacion
con los animales solmanta somelidos a estrés crdnice en la adultez Fenard et al,, 2007}

Ligado al resultsdo antenor, |as ratas separadas de la madre fambiente temprano bosil) no esresadas
postariommants @ambkente adufo favorable) exhicieron menores porcentajes de freezing durante la elapa
da recuperacidn de la memona en comparacidn con ko confrokes \ambos ambienies favorables), Esie
desajusie o mismaich gque fambién se presenta en las ratas estresadas solo durante @ vida adutta
[armicients lermprang favorable, ambante adulto hostl) coincide con el modelks previamente planteado.

Par ofro lada, a5 imporanta destacar a influencia de B activaciin de la amigdala en tareas coma la dal
condicionamiento de miedo (Conved et al, 200d) Experimentos reslizados en nuesino laboratono
masiraron incrementos de la acthvidad de Fos en b amigdala medianie mmunchistoquimica en animakes
geparados de B madre y crinicaments estresados an i adulter comparadss con kbs oriados oon &
madre -tanto esiresados en ka adultez como en ios no estresados- (Trulio et a1, 20715}, Ademas, & estras
cranico incremanta la arcorzackin dendntica en ks amigdals McEwen, 2017 Vyvas et al,, 2002), Dado quse
asta astnuctura posea un abundantes suminisire de recepiores de glucocordicoides, v los glucocoriicoldes
gon impartartes para regular el condicionarmento contestual {Conred et al., 2004), las neurcnas de la
amigdala de ratas con separaciin malema crincamanie asirasadas podran ser mas senzibles a los
nvelas elevados de estas homonas, Con espacty al Mipocampo, & grupd de animales somatdos a log
dos estresoras exhibid un decremento en la exprasion de receptores da glucocorticoides (Trujilo &t al.,
2015}, Bajo estas circunstancas, el e HPA podia estar desreguiado, tal como suceds en el grupo de
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animales zometdos s0ko a estas cronkco. Durante situacsonas amosonalments demandantes coma &l
condicicnamiento de mieds, es plausble & hipitess de gue ks grupos zomebdos a esirés ordnico
duranie la adultez {oon ¥ sin separacion matema] secreten mas glucocorticoides gue 10s controles (Eiland
& Mcbwen, 2012), por o gus el incremento en la arborzacidn dendriica de las newronas de la amigdala
en las ratas somebdas a saparackdn matema v estéds crdmco podia contrbur a facitar el freezng anle al
comntexto, Este hecho podhia enmaszcarar cualguier Jafo an la memoda contestual producida por
ateraciores an @ hipocampo gue =8 observan fipicamants en siluaciones con baja estmulacdn
amacioral por parte del indviduo.

La separacion malema oer s8 puede moddicar el desompeio de fareas cognitvas como ta memoria
coniextusl, por lo qua el resultads an esie grups Je animaies coincide con nuestras expeciatvas, Tansas
como &l condicionamianto de miado evalian la integridad funcional del hipocameo, pomue requiersn de
& actvidad oel mismo, Nuestros resuiados con respects al vokumen del HD no revelaron disminuciones
en asta estuctura en los gnapos de animales sepamdos de B mads, suginendo que & freezing ante &l
contexio es independiente del volumen de las capas apicales en donde hakemos diferencias. Del mismo
mods, refes sepamdas da su madre maskaron deficiencias an la adqusicion de B memona en & laberinto
d2 soua de Moms (Hoot st al, 2002), a5 como decrementos an s densidad de fibras musgosas en &
esirato ariens del hipocampo duranie 2 adultez, s exdbibr cambics an el volurmean total dal giro dentado.

Muevamentes, una revisién de la bitiografia provee resultados antagdnicos con espects a bs porceniajes
de Ireazing ante & contexio evaluados en la adultez de medores previamanie expuesios a sepamcion
matama, En algunos Casos el estrds de saparacidn no gerera dilerencias an la corducta de freazing
Amatt et al., 2015, Xong et al., 2015, o blen propicia un aumento da B misma (Dienl et al, 2014,
Sampath at al,, 2074; Toda et al., 2014), o bien suscita un dacramento s&o an ratas hambra (Kostan at
al, 2006, Sun et al., 2014) o un decremento an ambos saxos [Chook et al, 2014, Wang et al., 2011},
Estas nconssiencias pueden deberse en parte a factores matodokipicos coms B duracion del protocole
de separaciin y & marera en gue &5 realizads: § 8 made permanaca en kB misma habitaciin que Bs
crigs, pemiidéndoies ascuchar &l sonido de sus whcaliZaciones, O & BS o8 pemanscsen Lntas o
incivicdualments ssladas durante el perode de separacdn. La cantidad de cuidados matamos propa de
cads capa Moo at al., 1997) v las dierancias en gl comportaméents matema propas de cads madne
pusden goemds influencer 8 respuesta de reezing ante al contexto.

La inmondlidad hnica gue implica la respuesta de freezing constifuye una imporante reaccion defanska v
posea un ampho valor adaptatvo. El comportamiento de congelacdn permite que Bs presas sean menos
vigihles, v la falta de movimienty puede sor fambeén un potante mhibidor de B agresdn en ks
decradadonas, que a menudo abortan |as respuestas de atague y muerts. De hecno, una prasa nmovl es
menos probable gue sea alzcada Brandac et al, 2008), En la rata, les dferencias individuales en las
respUestas endocnnas v de comportamiento frente al estes se asocian a vanaciones en la calidad de s
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atencion matama bnndada on edades lempranas (Cakd)i et al., 2000), De lorma predechle, la cepacidad
de respussta al estés de b descendancis e asomeja a s da sus madres: squelias madres gue aexhiben
menar cantidad de compartamenits da lamide (kkng / grocming) ¥ no adoptan ung postura arqueada
para amamantar son mes lemercsss que Bs mades gue exhiben en mayor medida esios
comportamientos, Del mismo modo, sus descendenies son mas fememsos v imidos gue los de s
madres con alos nhweles de culdados matemos [Francis & Meaney, 1999}, Resultadcs obtenidos en
nugstro laboratoro demuestran ‘gue la geparacidn matema emprana educe o niveles de cudados
matemos lebclencia regucida en @ fest de recuperacidn v fraslado de las cras) [Agugala et al., 201.3),
hechs que podna imeaciar sobre 3 respuesta de miedo ante el esiés penerado por Ds shocks durante al
test mamona. Brandao et al, (2008) conskdaran que exste un isomorfismo entre B respuesta de freesng
que 52 ganera ante estmulos contexuales empamfados con descargas cidciricas y el rastomo de
ansiedad genarlizada. Someliendo a ralas Wistar al mismo prolocolo de separacitn matema, an nuasto
Bboratonc s registed menor numens de anfradas alos brazss aberdos en un Bbenmlo en cruz akvado en
anmales adultos en e caso de s sspaadas oe | made (Trujilo et al, 2015), ndicendo como
consecuenca &l cardoter ansioganico de nuestro paradigma de astras temprana

Alendiando alas bazes neurcbokigicas gue podnan expicar ia relaciin entre s electos nochvos a Brgo
plaza do la exposcidn gl esirés lempranc soba B memona espacial, la separacidn matema puede
deminuir 08 nivales de factores nawoirdficos tante an al hipocampo coma en la amigdala (Alsa et al.,
2002, Dedla &t al, 2013). En particular, detdo a las propiedades altamants prolecivas dal BOMNF para los
diglintos lenolipos neurclrolicos, ura reouccion de su expresion an & hipocemgo despues de s
Bxposicion & I8 separacion matema podria irfluenciar la vainerabiidad a las deficiencias en 12 mamaons
mas tarde, en 3 vida adulls bap situaciones esiresantas o dassliantss pam el ndividud [Aisa et al,, 2008}
Asmismo, como secusla de B separacitn matema, puads oounT wna disminucidn an la longitud de las
dandritas de raurenas en & hipocarmpa vantral (Morroy &l al, 2010 involucradas en respuastas
amacaraks como el condicionarmianio del miedo (Hunsaker & Kesnar, 2008, Zhang e al., 2014)

Por oitima, una mduccian en el compartamients de eesing durante & 185t da migds condicionado se
intermrata ganeralments como un detencrn da B mamana contedual. Sin embango, un Menoo porceniaje
de freezing tEmbién podria oourr indapandentamente de los cambios en al aprendizage (Chock et al,,
2014}, Dado gue an esta invastigacidn o 58 evalud B respuasta de freezng ante un contexto difarente al
del condicionamiento Rudy et &l., 2002}, |8 mema podria ester deswnculada de fa memona conlextual.
De acuerdo con este analsis, os bajos porcentajgs de freseng oblenidos an las matas cradas con @
madre-esiresadas en |8 adullez ¥ an las ratas sepersdas Jde b madre-sin askas durante & slapa de
recuUperacisn podran atriourse a un incrementa en 8 hiperacividad (Anagnostaras et al,, 2001), Por ende,
la acthvidad locomotiz de estos gupos podrda ser mayor, adngue no fue valbrada en nuesios
expanmenios. La hiparactvidad puede influenciar & rspuesta de freezing, no obslante aun No 88 CoNoce
sl el gefich en & freazing gue g8 produce debido a kBs lesionas en &l hipocampo 8s causado por
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incrementos en la actvidad locomaotnz, o si el ncremento da la actividad locomotnz y al decremento an al
iraazing Son sintométicos de un sindromea comin como & défict en el aprendzaje contesdual (Maren &
Fanselow, 1997],
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4.5 EFECTOS DEL ESTRES CROMICD EVALUIMDCS EN EL TEST DE BARMES
4.5.1 Blapa de aprandizae

- iantdad de ergres

No s& ancontraron diferencias sgriticalvas entra los animales conlrokes v I0e cronicamenta astrasados en
cuanto a fa cantidad de emores en ceda uno 48 108 dias de fa atapa de aprendizag (Fgua 23, AL

- Tempo de latercia al crficio de escaps

La etapa de aprendiaje se realizd en cugino dias. v B fest empeado reveld el efecto infra-sujeics dias de
aprancizas. En los animales confroles existe wuna diferenca sagndicativa entra ks tiempos regstrados en &
sagundo dia respecto &l pamers v en el cuarno dia respecto al tercero, Por lo que astos animales
aprandiaron a encontrar el onficio de escape emplkeandos tamoos significatvamenta menores antre el 9 1
w2, verre el dia 3y 4 Foura 23, B). En ios animales someidos 8l proiocolo de esirés el tempo de
Etarcia del segundo dia es sgnificativaments menor que &l del primero, peo no hay diferencas
sgnificativas entra log das subsigulantes (Figura 23, B). Por olra parie, no se encontraron diferenclas
teniendo en cuwanta al factor anire-SuWetos esines odnco respacio a los tempos da latencia an ninguno da
05 cuatrt das astiadiados.

A cantidad de errores - Aprendizaje B Latencia de escape - Aprendizaje
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Fiura 23, Elecios del esinds crdnioo duranie 13 etapa de sprandizae evaliedos en el Tea! de Bames. [4) Numeno da emoes. El
ruamern o @nimaes por upo 28 indice en cads bara. (B Tiempo de igencia B orficio da eecape. Log eimbolos reoreserdan
diterencias aignificetves reapecio @ mesmo grupo, &l dia anfaror; | * § disrerca signiicativa ded grupo controd con respecio al dia
antanar; | * ) dferenciz sgrificativa del gupo croncamente esresado con respecio al da anterior. (B0.08)

4.5.2 Elapa da prusba

Duranta B elzpa de prusba, 10s animales somaidos al (roloCoio de estas Crinico evidenciaron mayor
canticded de eroras que s controdas (Figura 24, A) No se encontraron diferencias significatvas en al
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pempos de lalence al onficio e escape ente s dos grupos estudiados [Figus 24, Bl La estratega
maysmente empieada por ambos gupos fue b sedfal, siendo la estrategia espacisl B UlilEsgs en
sepundo Ligar por ambos grupos, Se destaca que B estreiegia espacsl fue mas ulileada, en proporcidn,
por los armakes confroks respecto de los estresados, sn alcanzar una diferencia estadisticamente
signiicativa Figura 24, G)

Tamtan se conasiizaron 0s intentos gua cada grupo realzt a los distrtcs onficos de & plataforma. De
B8 graficas (Fgura 25) puede observarse Que IOS animales controles escogercn an mayor madida a
orficio de escape (Nomero 0) durante B prusba, maniras que o anmalkes sometidos al profocok ca
Bsiras cronico escogen BNt & orficio J8 sscape (rumeans U) Como ¢l adyacanie (maumernd- -1},

A Cantidad de errores - Prueba B Latencia de escape - Prueba
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Fgura 24, Elacios del esinés ordnico durame le efapa de prebe evallados en el Test de Bames. (4), Cantidad oe emones: B
PR O ANMEES DOr (rupo 52 indica en cads barma. Los enimees estresados comatieron sgrificativamente mavor cantidad
o errores. (B, Tempo o8 latencia al orifclo de eecaps. (C), Estrategias uhizadas
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mw.mmaammmmmemﬂammwﬂx &n 2l Test de Bames: caniicdad de menkes en cida
una de loe orficios, sendo el O el oificic de aacapa.

4.5.3 Discusian

harmobrar con segundad a traves del medio ambiente es fundamenial para la sLpanivenca de casl todas
las especEs. La navegacion es |8 capacidad de los onganismos pard Sprencar 8 enconirar un caming a
fraves dal entoma sin parderse, o Que BOuens Memaoria par aprender v recondar kcacionas v utas. Esta
propiedad esta codificada en el cersbro por un sigiema que utlza sefakes aextemas y Ostales al
ormganEmo nevegacian alocanincal v un sistema que emplkea el auty-movimiento, clenas sefales iniemas
Y oercanas (navegacksn egocaninca). En i3 navagacion albcantrica estan compromaidos & hipocampo, |a
coreza entormnal v ofras estructuras circundantes, Esta forma o8 memora se evella en animaies de
Bhoratono de muchas maness, pero o8 manera predominants sa utiza 8 labannic de agua o Moms
Nomees 2014).

El obetvo de emplear o 481 do Bames como médkodo altomative para evalar b adguisicin y
racuperacion oa la marmarnia contesdual suraid a pastir da un interrogante planteado durante el desamolo de
la lesis por una g8 g miembnog evaluadores, Podria ocumr que s anmales sometidos solameanie a
estres crénico respondieran al test de miedo condicionado con un menor porceniale de freezing por estar
habiuados a eslimulos negalivos akes como los que expenmantan duranie al protocolo 0 esés v Iuego
durante el propio test mediante los shooks elécincos. Para responder a esta pregunta, =e ullizd un fest
caranta de astimulos flsicos nocivos qua evallars & memora aspacial de este grupo. Se eigid ol test de
Bames dado que 22 asame@ al abannio da agua de Moms pero uliliza aslimuns Manos avarsvos, en
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donde & Dusqueda dal escapa & nouce en log animales a raves de luces brlantss que motivan &
animal & guarecerse (Vorhess 2014)

Muesirs resultedos indican gue el esirés ordnico varable & impredecibie preduce alteracionas en la
memonia contexfual durante la elapa de prueta del fest de Bames, gue s& manfiestan en b capacidad
para encontrar 8 orficio de escape. Empleando este mamo Bsl Mday v colaboradorss (1988)
suministrancn cortcostarcna durante B1 dias a ralas macho de dos masss de edad. Estos animales
cometiaron una mayor cantidad de arcas durante el panodo ge adauisiciin que s controles. Nouso
cuando e perods da administraciin da coricosternng es da 21 dias, tamb@én genand mayores tempos
de latenca para akcansar el onficio da escape v produjs mayor canfidad de ermomes durante el aprendizaje
(Trofmiuk. 2015; Carcet 2014), De mansrg similer, un paradigma de estrés mediante irmovilzacian
durarte 21 dias {2 ha'dial produje un mayor promedic de emores durante & perdode de adquisickin en
ratas machos Wistar Wincewicz 2018) v una mayor Btencla al anfico de escape (Trofimdk 2008,
Trofimiuk 201 1) empleando & Bames Maze,

El impacio ded estés crinico an & desampeno o tamas cognifivas esta gado a factornss biolkdgicos
[como el saxo) (ter Homgt 2012) y croncbiokgicos {ooma 13 edad) [Ricon et al, 2013). Pero obros
aspecios, fales como & periodo def dia [diumo/noctumo) JAsiani 20714) en al qua se implementa &
protocolo de estrés o B predictididad (Koohas at al., 20117) tambidn puedan moduler i memarna v el
aprendizaie, como 58 ha ciado en pamatos antarions, En este santido, &l trabajo de Wang &t al, (2017) es
comparable al nuesto puesta que splicaron ung: sane de estrasones de maners vansble & impredechile
durarte 28 dias a ratones macho adultos, Semeanie a bs efectos que reportamos, tanio la latencia al
DEicio de escape como kb cantidad de emoies se incrementancn en ios ralones sometidos al estras Wang
2017).

En un meta-andlise realizado por Momeira v colaboradores [2016] se revisaron los resuftados de 2B
estudios que emplkearon profocoibs de estes cronico tanta de inmowvilzacain coOmo. vansbies e
impredechles (21 o 28 diag de duracion) en roedoras adultps. En estos tabaos se cuantiics
pedommance de be grupos de anmales esiresados en 08 Sguentes mslodos valdados: labarinio de
agua de Momis, raconociments da obiatos novadogos, labernto de brazos radial y labarinio en 'Y, Se
excluyeron aqualics rabajos aue emplearon al tesl da condicionamianto ded miedo v oS test da avitadion
pasha. Pese a iz hetencgenedsd observada en cada estudio, la conchision general Sal analisis fue gue
utiizacion de los diversos protocolos da estés crdnico conduce & alteraciones an al funcionamiarto
cognitiva, particuflammente en s consolidacidn de las memonrias aprendidas, Dando mayor =olidez a
nuastros halazges, el hacho de gue la memona en fareas de navegaciin espacial no 22 establice v
permita su adecuada consobdacitn go manifestd an g animales ostrasados COMo: UM auments de la
latencea gl escapa duante la lase da adquisicidn y una dieminucidn del bempa rarecumido en el
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cuadrants de escape en al Bbarnlo de agua de Moma, una disminucdn an al tempo transcurmdo ante un
obisto ruevo v una mayor cantidad de erronss en &l labenrts de brazes racal (Moraira 201 8).

En sintesiz, la performance en el test de Bames de los animales esfresados durants fa adultez fue infericr
a los corfmles, v sus porcentaes de freezing ante el contexo mgistrados en el test de miedo
condicionado tambign lueron mencres. Por asta razdn, 58 decldio contiruar con la evaluaciin de la
memarns aspacal medants e test de mado condicionado an todos 108 grupos axpanmentalss, va que los
resultados an ambos 8! fueron concidentas.
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5. DISCUSION GENERAL

La respuasta dal organismo ante & astrds promues (8 supendvenca a fravds de ajustes an [0s procesos
lisologcos v de compotamients. Los procesos que sa achvan g interaciian ncluyan los sistermas
autondmicos, endocrnos & inmunes v conductuales, que producen una respuesta o asrds integrada. S
bien nickimente son adaptathvos, & acivacidn prolongada de las vias moleculares comprometclas por
astos sitemas puede provocar cambios prorunciados en A feiokgla v el comporamiants gue tenan
mplicancias perudiciales a large plazo para b supenwencia y el berestar, En ssancia, el estes
profongado o crinico camia las reglas bajo as cudles el cuenpo reguia B homaostass, 1 que eauiers
ruevas astrateqias parm una adaplecicn exdiosa. Esta adaptacidn tana un costo para &l oranismo, ya que
kos sigtarmas efatciores del astés e movilizan cranicaments para salstacer las demandas homeostaticas
cuancs &l esinés se prolonga. Por o tanto, el estds ahera & medio siolboos a laoo plaze, v 8 respussts
del organsmo 8 eSins cambios sa ancuentra an carks punio meda, potaandd anfre B esliancia exdoss
anie el estés v su ransciin a & pateloga, como por semplo | deprasiion

Los recientas intenios para comprender IDs mecansmos que subyvacen 8 8 depresion s han oentrado
an astudiar las intemelacknes entre ganétca, |as vanacones an la monckgld o newoacividad de
astructuras iImbicas v la infuencia del ambente, que afectan & mesgo de desamcllar el frastomo (Litie at
al., 2015). Con al afdn de meproducir aigunos da. estos factores, ampleamos un modelo animal de
soparacisn matama lemprana, esirds cronico 8 mpredecible en | aduftez v 1a adminsimcidn de un
anikepresivo para poder estudiar sus efectos sobre aspectos neurcbicldgicos ¥ conouctusies
relacionados con esta patologlia,

Encantramos que el estrés crinico @ mpredecible produio: una dismiruciin de la cantidad de neurcnas
serotoninérgicas activas en &l nicleo dorsal del rale (NDRJ, una tendancia a disminuir al volurmen dal
asirato apical da CAY v CAZA del hipocamps v una dsminucién de ls memona contextual, En los
chietives plantearmos gue las posibles disminucones en B memonia podrian sungr Como consecuencia de
igs disminucionas de los volimenes de hipocampo analzadas. Sin embarge, g8 acwerdo con loe
resultados recabados en aste abejo, v dado que las alleracionas dol croulle sSeroioninérgico tambisn
puedan incidir an la morologia dendritica dal hipocampo (Keeus at al, 2017, Mekittick ot al,, 2000; Wirth
et al., 2017), las deminuciones en 8 memorna contexdual producidas por el estrds en la adultez podrian
guardar estracha relacion con el cirouito semtoninérgos, en un modelo propuasto an s Figura 26.

Adermas de su papel ben estabecido como neurctrangmisor, 8 seolonira [GHT) est imvolucrada en
wanos aspectos del desamolio neuronal, nciuido el gesamolic de neuntas, la regulacion da la moroiogia
spmatica, el crecimiento del cono de motiidad, b snaptogéness vy al conired de la formma v densidad de
bz espinas dendriticaz. Los efectos morcgénicos de BHT estan regulados por el desarcdo, v &
digponiciidad de esta neuroiransmisor durants elapas sersbles del desamolio gua puade modular la
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formacion y funcicnes de redes raugnakes conductugiments relsvantes en b edad adufia (Winh et al
201 7).
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Figura 26. Posinles eiacionas ente las varabies eshuadliadas

Dantro dal NDR axsten neuronas qua se proyactan NAcia estruchuras como la amigdala, e sustancia
negra y al hipocampo (Gespar & Lilesagr, 2012 McQuade & Shamp, 1997) En este ulimo, una
disminucitn en s niveles de SHT raduece B ongilud dandritica y alects B ormaciin de espiness en las
nauroras (Ahas at &, 2002) | Las luncionas modogaracas de la 5HT an el comsbro han sido estudiedas
ohearando 08 alectos do asinios anbdaprasvos Incichcos, nhibidoras salectnvos de la recaptackin de
BHT 1SRS), MaD-A] an la revarsian de 1os cambios mofoltgicos nducdos por &l BSirés an Nauronas
granuanas del hipocampo (Bessa et al, 2008, Jayatisea at al., 2006, Mosae at al, 2014}, Adicionaiments,
2 5HT a través ce sus receplongs SHT | puade dar forma & los crcuitds del ipocampo modulando al
crecimients dendritico en CA1 [Femara &t &, 2010), atenuando la motildad de los conos dendriticos de
crecimento v raduciendo &l corenida de be fiamentos de acting [Dubr et al., 2014; Aojss el &, 2014)
Muastros resultadas indican una posile asociacitn entrs ko fandmeancs cbisanedos an el grupo de ratas
estresadas dnicamenta an la adultaz en relacion a la cantidad de neuronas serctoninérrcas activas v kas
digminucionas gn los aalratos spicales de CAT y CARA del hipocampo.

En o gua =8 reflere a3 B memoda, s animakes estrazados duranie |8 aduitez exhibieron menores
porcenigjes de feezng ante &l conlexio comparados con 05 contoles fanic en 8l perodo ode
postcondiciohamients Como an la eouperaion, Al miemo liempo, eslas ralas presantaron ung menor
acivaciin e las neuronas sarofonmamicas an i subdivsidn DAL Dentro de esta region, 1as neuronas
garoloninarcas posasn gran 1amano an companacidn con las otras subpoblacionas, v su morfologia as
rultpolar. Bl DAL recie aferenciag de estuclvas imolucradas an B regulacidn autondmica v &l
comporamiants amacional, iInchyends la conaza infralimbica, el nicias canfral de 18 amigdala, & nicleo
predptico meadial, &l ndcles dal lbeho de la estra lermingl, v &l rdckes el y parfomical hpotatimacs,
Ademas mobe proyecciones directas desde ia rétina, Contiena una gran poblacion de neuronas aferentes
gue expresan el neurctransmisor inhibidor GABA, v ésias poddan ser las responsables de e@Encer un
confrol inhibiodo de ofras neurcnas serotoningrgicas dertro dal MOR Halke & Lowry, 2011), Enal DRL, las
naucnas serclonindrcas podkan ser parle de un sistema de conbrd simpalomolor gue poses
conedones multisnagticas con neurcnas presmpatomaioms en la madula espinal inervando las glandulas
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adrenales v los misculos de kos miembos postenones (Kemman et al., 2006). En funcidn de sus aferenclas
v eferencias, estas célufas estan ubicadas ideamente para regular s respuestas de lucha o huida U ofros
comporamenios emocionaias qua invoucran cambios en al tono muscular, takes como ka respuesta de
freapng (Crawlord et al,, 2010; Hale & Lowry, 201 1), De hecha, la activacion de las newronas en 13 regitn
DRl produce raspuastas de tipo pasihas en al indviduo qgue consisten en agtados doe quisstencia,
hipatansidn, bradicardia e hiporeactividad anta los astmulos ambientales Bandker et al., 2000), Estudios
madianta slectrofisiclogia sugieren que Bs neuronas sarctonindrgicas del DAL posesn mayor axcitabiicad
¥ tasas de disparo mds altas i wirg comparardalas con ks neuronas oue 58 ancuantran an ia regicn DRY
(Crawford et al., 20100 De o antarior puede deducirse gue una dasreguibcion an su acthvacidn puedea
rcramentar la vuherabidad para afrontar fendmenos astrasantas da tipo inescapablas. El hecho da que
asing animaks exhibamn manoes porcantajes da freezing an al st de miedo condiconarn sugiars que
sus estralegas de afontamiento ante e estrés podrian mlacionarse con & falta de actvidad de las
neurcnas SHT anal DAL,

Seqln nuestrozs resultados, en los animakes estresados s8 evidencid un deteriono de & memona paralelo a
una tandencia a fa disminucidn mofokigica del esirate apical en las dreas CAT w CAZSE. Las ratas no sodo
SN Capacas de asociar sehakes discratas con un estimuio aversio, sino gue tlambéEn pueden asociar
Una ooleccn do saflales contestuales con un shock, Bl condicionamients de miedo a2 &l proceso
rmigchiants al cual se adauiens esta asocBoldn. Las implicancias del HD en este procesn 2o demuasiran a
partr de lasiones alectoliicas antas & daspuas dal entreramisnta que alectan al condicionamiants anta &l
contexto. Expedmentos recientas que Jiizan tBonicas de optogenstica revelan qua durante el
condiciorarments, subconuntos da céllas granularas en & gro dentado coddican la memana anta al
contexdo Bauer, 2015, Kherbek at al, 2013; L et al,, 2012). Este recusrde 28 puede recuperar o
evotar cuando esas subpoblaciones especilicas de neuronas se activan (Bauer, 2015). 5 ben antonces
el ol del HD en b memoia dependienta del conexio ha sido demostrado, B relacksn entre volumen de
hipocampo ¥ la memoria continda bajo andisis, dado gue un mayor wolumen no necesaramente implica
N mejor desempefc coghitvo, Y ademds essien incompatbilidedss en os dalos recabados da
diferentes eshudios. Es dech, exilen inconsistancias debido a las dilarencias an Bs Bonicas: histokhgicas,
estadsticas v de medicidn, Incluso indepandientements de s Bonicas, los estudios han sido dissfados
para responcar aiferanies preguntas v asi fratar & o= anmales oa manen diferenia, creando vanacionas
bickgicas mpravistas (Aot ot al, 2010). Aun cuands axsle consenso en astablecer causaldad cuando
sg trata de bBs consscuencas 98 los prolocaks oe estrds cramich sobre la memana {Corvad ot al., 2017,
Moreira at al., 2018], no pusde confrmarse que las dsminuciones an & valumean ded hipocampo originen
los déficits obsarvados en & comportamiento Hoth et al., 2010]. De hecho, en este frabaio la ssparacion
matema amokdn produfo déficis en 8 recuperacaon de B memona a larpe plazo en nuestro rabajo,
sendo gue en este gupo ks voldmenas del HD z& asemejaron a ios conirodes, Mo obstante, akunos
autoras hallan coherancia antre 08 cambios estructurales del hipocampo y e déficits cognitvos an
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lareas que dependen de asta estnchura Melaughlin et &1, 2007, Mokt et al, 2016; Ohl et al., 2000);
inclusive oiros mporan comelaciones negaives entre estas dos varables en ratas (olausen ef al,, 2005;
Lug et al, 2014) o bien en humanos [Hagemeiar et gl 2018). Alguncs estudics chnicos predicen
detericros de la memona de revegacion como consecusncla de una educckin wolumetica del
hipocames (Gudedan e al, 2015), En ratas hembrag también se mpordaron géficits en & memora
ezpacial acompaadas de una reducciin del volumen del hipocamps, asl come la pérdida de neuronas,
astrocitos v células de microgla como consecuencia de la Ingesta de etancl durante & adolescencia
[Mvers et al., 2016), Por Ufimo, Moser vy colsboradores (13830 enconfrarcn wun valer umbral en &
disminucicn del wolumen del drea CA1 producida a partir de lesiones por aspiracion) por debajo del cual
el aprendzale espacial en & fesl de laberinto de agua de Moms e expreza de manera nomal. Ese
umbral fue el 20%, ¥ a partir del mésme se produiensn déficits duraderos en B lalencia de escape Moser
at al., 1993), En comparacidn, @3 reduccionas reporadas en aste Tabajo rordan &l 35% en al caso de
CAT, dando sostén anto a los meultados obtenidos an el test de miado condicionado como a os del test
da labernto de Bameas.

El miedo condicicnade imvolucrs diterentas atapas de la memona. Se danoming adguisicidn de! miedo al
aprendizaje inicisl de la-ascoiation anire &l cortexio voal shocke Esla memona se conscida en recuardos
eafables v duraderos dependientes de la sinfesis de profeinas durants las 24 horas postedores & B
aduisicidn dal miedo. A dig siguients, cuando &l animal 58 |2 presanta e contesta sin &l shock, B
memons es recuperada, concduciendo 3 B expresion de ka3 respussia de miedo, &5 decr el reezing
[Bauer, 2015} Las manipulaciones, como-gl profocole de estrés en nuasto caso 0 la adminsiracion de
una determinada droga, pusden alerar cuskguiers de esias etapas dependiendo gl tempo an & Que
ooumen; previos &l enfrenamients, o despugs dal mismo, Las conbrbucionas de Kasmer v osus
coaboradores (Kesnaer at &, 2004; Lea & Kesner, 2004) festeando & mol especifico de las dreas det
hipocampo en kB adquisicidn v recuparacain de la memona, wilzards &l paradigms del condicionamiantsd
de miedo ante & contesda, sugeanan que lanlo CAZ/A3, CAY y giro dentado estdn involucradas en la
adquisicidn rapida de la memona contexiual en la fase nicial La pamicipacidn de CAZSE parsce ser
impartants en k2 stapa mas temprana de adoulskcidn, presumiblements para desamcllar wna
repraseniacidn instantdnea del contexto, Bl papel de CAZSE, sin embargo, ez minimo en k& etapa de
racuperacitn de B memona contesdual después de un perodo de tempo prolongado (es decr, 24 h),
rrigriras que las olras sulvegionas pafticean an mayor medida (Lea & Kesner, 2004). Madianie el dano
guimico del giro dentads (Hemandez-Rabaza et al., 2008) asi como tamblén medianie la inhiicidn por
optegenética [Bemier et al, 20717}, puds confimarse que 13 integridad del giro dentado es fundamantal
para establecer una represantacidn coherente del cortesdo en &l Que las expanencias emacinakes, va
saan neddnicas o aversivas, estin vinculadas

En el marco de las observacionss precedentas, nos: parece mteresare destacar gque | prolocokn de
esrés impredecite afectd principaimeants & los estralos apicakes oe fas areas GA1 v CAZ/3, conformados
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an gJ mayona por dendritas. Estos resultadoes coinoiden con la mayora de los estudios avidenciando gue
a5 mads probabie que &l eslds cranico y los glucocoricoides influyan en & arborizacion dendritica de las
ronas apicaes de las regiones CA gue en lBs regioras dendritices basaes o piramidaes donde s
ancuentran 0s somas (pae una mejor revsion eer Conrad 2017). La informacion provenients de las
cakilas grarularss del gim dentado podria intemampirse debido a la disminucidn gde la plasticidad sindptica
en CAZSA, dando come resultsdo un blogueao de s adauisicidn inicial de un nueso contexto espacial (Lee
& Kesrer, 2004), y & su weZ de la recuperacion de ls mamona ante el contexio como consscuencia de las
remodelacones sulidas an CA1

Por olra parte, la separaciin matema iemprana tamisén produls una disminucidn de la recuparacan da la
memora ante el contexto. Clerlas manipufacicnes, coma e ennguecimients del ambiente o al
antrenamients inenshvo pueden reverir los elecios estruchurales del estrés sobme el hipocampo
[Hutchingon et ak, 2012; Yau et al, 2011) incremeantando su complajidad danddlica y simultdnaaments
afectando la conducta, En consecuench, nosobos esperdbamos que B nfluencia positiva gue &l
antideprashivo tianepting elrcid en las ratas separadas de la madne sobre el volumen de las dendritas
apicales en las dreas CAT v CAZSE  pudiera traducirsa en un buen desampeto en al test de miedo
condicionado. Sin embargo, los grupos fralados con faneptna v oaguelos tratados con vehicuio
presantaron comporameentos similares en dicho test, Bl mence poncentaje de freezing durante ef parcdo
O recuparacian -memara a largo plazo- de esios andmakes no guarda una relacidn evidenie con iog
cambios morfoldgcos en & HD, asl como tampoeo con |a cantidad de neuronas sarnloninérgicas actvas
en al MDA, Podiia nfarrse aue en este grupo de animales e macanismos O procasos subyvacanies son
diferentas a bs gue acontacen en Ds armales que experimentan estrés soke en fa vida adulta. Las
Ccausas que inciden en b conducta observada se indiidualzarcn en secciones anteriores, @ Incluven
factores de tpo emocionales o neurobiokdgicos. Entre los primenos se encuenira la caldad de ke atencidn
matema dade gue puede modificarse en las madres gue son separadas de sus oras [(Aguggia et al.,
2013). Mentras gue a nivel bioldgico la disminucidn de s niveles de factores neunoirdficos como
consacuencia del profocolo de sepascidn (Aka et al, 2005; Dela et al, 2013) v la nfuence de
alteracioras &n astruchiras refacionadas a la emocionaicdad del est como és el caso dal hpocampo
vantral o la amigdala Monroy et al, 2010} pueden acompahar a la separacion matema y coniriouir a
axplcar sus afactos sobie la memona. Sin embango, aun cuando estos fendmenos puaden dar soporte al
comportamients, Coma respuesta giobal ¢ ntegral, una oa 1as principales consacuencias da la separacion
matema femprana as 1B desraguiaciin del e hipotdlamo.-pautano-adrenal HPA), © su reprogramacian.

La prasencia v los cudados matemos mejoran B respuesta candisca, aumenian la secrecidn de fa
homong de cracmianto y regulan l ritmo da suefodigia, a la vaz gue suprimen (3 actividad del ag HRA
Los roedoms neonatos son hipo msponsivos al estnés duranta las primaras dos semanes da vids (Levine,
1934, Schmidt et ai., 2003). Este perodo s2 camcienza por niveles de coricosterona cinculante bajpps y
estables, v una menor reaccion ante estresones qua generimante disparanian profundas respuestas tano
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de ACTH come de corticosierana an un individuo adulio. La hipo responsividad del eje se ha atibuldc afa
presencis de la madee, dado gue s niveles basakes de ACTH v codicosterona aumentan kentamente s
Bs cras 52 sepamsn duanie wn unico episodio de 24 b de suz mades, scanzando nveles MAaxXMos
despuds de B h iLevine. 1994), por b gua el pesiodo de hipo respussta sa intermumpe v B secreciin
adrenal ge coricosterora comienza a respondar ante esresonas da medana inensidad v anta ACTH
exdgana [Schmidt et al, 2002). En suma, kos factores metabdlicos v sansarales proporcionados por &
madre contibuyen & dar forma al l|snotipe de |8 cria, determinando eu susceptiblidad ante &l estrds, Enla
itaratura existan numansos epores acerca de ateraciones gue ocuman en loe niveles de ACTH ¢ da la
hoemona  liberadora de coficotropina ORH), o b redistrbucidn gue sufren os receplores de
glucocorticoides GR y MR en el hipocampe tras |a saparacidn matama, cuando s animales son adulos
|Msa et al, 2000, Ladd at al, 2005). Adkcicnalmeanta, para el adecuado amacaramiento y exgrasian oa la
rfarmacion contextual se nacasita un ajuste fno an s niveles de eatos receptoras (Hams et al, 2013;
Souza et al., 2014). Durants &l estrds como sucade en al test de miedo condicionado, la corticosterona
promuoeve, 8 traves de s eceptoras MR, B delensa contra &l estresor, mentras gue bs elecios
madisdos por GR facitan & akontamiento ante el estresor v & almacenamiento de los eventos
estresantas en ks memornia [Oitz! et al, 2010}, Concratements, el biogqueo de os receptores MA antes de
la recuperacion puade reducir de manera signfficativa la exprasion de la memoria contextual en € test de
miede condicionado (Fhou et &, 2011). La deprvacidn matema de 24 hs en el dia post natal [DPN) 3
produce consecuenclas a largo plazo disminuyendo la exprasion de recepioras tanto A como MR en el
hipocampo  [Sutantc et al, 1996), v la saparacion matema repetida conjuniamenta con olos
procedimientos que periurban el Sistema serotonnérgico generan ura disminuciin en & expresion del
mArA del recepior MA en la amigdals {Sachs et al., 2015}, B bslance MRAGH puede modificarse
anlonces madianie evenios que programan i vida emprana como el estres prenatal v kas interacciones
madre-cria, OFo mecanismo a fraves del cual BB seperacin matema puede vuinerar al eje HPA as ke
activacion de procesos epigendlicos espaciicos relacionados con bs promotores de GR en &l
hipecampa (Ot tal, 2010, Weaver, 2007)

Por todo o antenor, es posble que la aferacion dal el HPA corstituya un plar fundamental para
irterpratar nusstros resuktados con respecto a B memona contextual sn astos animales. En una revisidn
reglizada por Tractenberg et &l (2016) acerca de Ios sfectns conductualas de la sepaacidn matema
emprana en roedores lerdendo en cuenta rabajos gue emplearon en sus dsefios distintas cepas de
ratones), en 8 cual se analzaron aspectos relacionados con la ansiedad, & depresdn v la memona, &l
hallazgo con mayor consistencia a traves de iodos los estudics abordados es el de fa asociacion entre s
saparackin matema v los ddficits de rendimierto en la memors (Tractenberg et al., 20168). Por o tanto,
rsasies resutados enfalizan & impartancia de B experiancia de B vida lemprana en | moduaciin osl
comporzmiento a lango pazo, especilicaments Con raspectd a la memons contextual de miseca,
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Lg presente fesis fuvo como chielive averguar & el esteés de separaciin matema era sufickente comao
para incrementar la vulnerabiidad para desamallar depresidn ante un esires crénico e impredecible durante
ia adulez, Para ello, nos basamos en &l marco feonco de la teora de disless-estrés, hemamienta
concephual que permite comprender como cieros factomes predisponentes aumeantan la susceptiblidad v,
finaiments, crean condiciones suficlenies para el desarolls de este frastomo. Estudames varables tanto
neurcbiokgicas como conductuales, asocadas a la deprasién en nuesincs gupos exparimantales para
aralzar la inderaccldn gue se produce entre @l amblente temprano v el adufto bajo estas sihuaciones
acversas v croncas. Sin embargo, cuando se tata de bs efectos provocados por esics estimulss o
factones predisponentas sobre & sald, existen dos visiones contrapuestas: la teorla acumulatva del
gsids o doble golpe (Cotells et &, 2014) v [a teora del ajuste-desauste (match/mismatch), En el case
aa los animales sometidos a un histodal de estds consecutho, 8s declr separades oe B made en &
adad temprara v luego estresados en 13 adullez en forma mpedecitle, algunas da s varables de
astudio alcarzamnn valres similares a s arimaks controdas, a favar de la segunda hipdtesiz. Este fus al
cast de la cantidad da neuronas serotonnérgicas activas en el NOR a -804 mm desde & bregma v los
niveles de freazng dusante la etapa de post-condicionarmianto an el 1est de memara wiiizado. Si been |a
mamona contextual Tus evaluada an funcidn de las posibles modificacones an el walumen del HD, coma
va hamos diesculice, al cirguito serateninéngico también a2 capaz de modular la conducta de misdo ante
cantexto. Las estruciuras irvolucradas an el aprendgale v & expresion da conductas de miado, incluldas
la amigdala, gl hipocampa v la corteza pralranial, contienen concantraciones densas de receploes pars
SHT Bauwer 2015). Paricularmenta, &l hipocampo reche nenvaciin ssrofonngrgica desds el NDR (Gaspar
R Lilesasr, 2012; McQOuade & Sharp, 1887, donde genera tanto @ despolZacion de neuronas
Nhitforas coma 8 reduccian de ke excitabiidad de las neurcnas pramidales (Burghardt & Baver, 2013).

La &HT modula ke crcutos v Bs neuronas gue intervenan en el aprendizaje cal miedo ante el contaxto
de una manera compleja Bauer, 2015), debide a que cusiquisra da ios distinics sublipos de receplores
proveriente de las siete familiag (BHT ) puede estr presants fanto en céllas glulamaléngicas como
GABAdrgicas, y mas de un sublipo de recepior de 54T puede eslar prasenta an una unica neurona. Por
abra parte, la 8HT puada genarar elecios déarenciales en el comportamiento dependendo de la regidn del
cerebr a la cusl se diige Bauer, 2015), Hespecto & B melacion enfre ko niveles de BHT vy al
condicicnamients del miedo, os datos muestran gue fanto s aumentos como deminuciones en oS
nivakes de BHT medante modificaciones genalicas e a0Cian Con un mayor porcentae de freezing anta
&l contexdo Hombarg, 2012). Posiplemente, esto indica gue existe una relackon en forma de Ll entre los
nvaks dae BHT v al condicionamianio Figua 27), de maners fal gue niveles demasiado bajos o
demasiado afos de SHT faciitan aste process, misntras que &l rango normal de nivalas de 5HT as manos
efectivo (Hombeng, 2012}, Segin nuastros resuiadas, en los animales someatidas a ambos protocokos da
astrés, los niveles de neurcnas semtoningngices actvas se asemejan a kos valores conbroles, vy duranie s
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elepa de postcondicionamients bs porcentaies de freezing ante al contexto tambsén estén apareados,
indlicando una posble ascoiacion entre estas varables
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Figura 27, Relecan entra loa rivelee de SHT y el misdo condiconaco. La bibiografa sugien gue 8o rwaes cordderablaments
alios como considerablements bajps incremantan el eorendizaE esocElvo v lorslscen B vinculacdn ente @l eatimulo
conchcnado v o shock

Los macanismos a fraves 3 os cuales la 5HT interviens en |3 expresion de la memona de miedo pueden
imvoiLicrar en primer #rmino al sistema CRH en &l NOR, que a su vez proyecta hacia regiones censbrales
relacionadas con & pmcesamients del miedo [Homberg, 2012}, Da hecho, Chmura ¥y colaboradores
{2010} encontraron gue una nyeccidn de un antagonista del receptor CAH, pero no dal antagonista dal
racapiy CHH, dentro del MDR suprme significatvarmants 3 expresicn del freezing ante al contaxto
empleando el fest de miedo condicicnado [Ohmura et al., 2010), En segqundo Bming, S8 encuentran os
distintos sublipos de receptores de 5HT gque parlicipan en sus acciones exciaiodas a inhibitorias
[Burghardt & Bauer, 2013), Por esemplo, |8 inveccion sistémica de un agonsta del recaptor 6HT,
preserte en gran medidas en el hipocampo. la coreza prefrontal medial ¥ en el nidcles lateral da la
amigdaia- iInmediatamente despuds del condicionamiento, faciita el freezing ante el contesdo en ratones,
suginenco una mportanta influencia en ia consobdacion de kzs memonas da medo (Zhang et al, 2013). A
diferencia ds kos receploras BHT,, &l meaplor BHT, se expresa como un automeceptor en el NDR y
coma heteromecentor an Bs regiones dal carsbro. antarior, cada uno oa los cuales meda dieranies
aspecios de la sefalzacion de SHT. Como autorecaptor, al receptor BHT , limita la lberacidn da 5HT an
Ias terminales nenviosas y reduce el 1ono sartoningrgico genaral La infuson de un agonista da SHT, an
el nicleo del rafe reduce ks nveles de reezing ante el contexto [Borelli et al., 2008, Sika at al., 2004},
Corno heteromacaptor, & infustn ca un agonista da SHT, an el hipocampo 0 en @ amigdal basolaterst
tarmibian disminuye |8 expresion de freaaing anta e contaxta (Song et al., 2006; Stedl et al., 2000}, Por
Lttimo, el sstema sartoninérgico pueds estar infiuenciado por variacionss genéticas. La variacidn dal gen
seroioningrgice mes estudiada es & 5-HTTLPH, un polimorismo en la regdn promotora del gen del
fransportador de EHT (3ERT]. La vanante s-akhca se asocia con una ranscripoidn disminuida dal gen an
comparacion con el aele Bfgo ), a=l como una funcdn reducida de SERAT, Presumiblermnenta, esto
conduce & un suments de los niveles de BHT extracedlilar. De acuendo con b dascripis, se ha reportans
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que g porfadores del glelo 5 exhiben mayoras porcanizges de reasng ante el conteado (Garpansirand et
al,, 2001}

En base a ruesims resultados, consideramos gue la separacidn matema ifemprana puede haber
maodificado algune de s citados mecanismas, constituyenco verdadans medios G2 programacion que
modificaran la conducta registrada durarie &l test de condiciomamienta an ks animales gua uegs Tuaron
sometidos al estnés cronico & impredecible. Para ejempliicar estos supuesios, & ssparacion matema
produce: una redsirbucidn de recaptores CRH, w CRH, en &l NDR (Bravo et al., 201 1), vaniacicnes en la
sansibiidad dal automeceptor SHT | (Gartsda et al, 2003) v &n su axprasion ([Brava &t al., 2014) en &l
MNDR; v sumenios an |8 sxprasion del fransportador da 5HT en la amigdala (Vicantic et al., 2006), Todas
estas mediciones se fevanon a cabo en animales adultos.

En los animales sometidosd fanto a separacicn matema como al profocoio oe estrés en la adultez, los
efectos sobre el volumen del HD v sus dreas fueron dependienies dal antidepreshn flaneptina. Los
resullados de ks utiizacion de este antidepresivg fueron diferentas dependiendo del estresor, dado gue &n
ias rafas separadas tendhd @ incrementar el volumen de los estratos apicakes de CAT, CAZ/3 y el estrato
molacular del gro dentado, mientras que en las ratas separadas v asrasadas en la adulez su afecto fue
al confrang, Estmamos gue este comportamients disimil de tianepting se debe a8 sus caracheristicas
iBrmacolSgicas v a8 su mecanismo de accion, dado que los ulimos hallazgos revelan gue es un agonista
de los receptores de opioides de tipo mu v en menor medida defla (Gassaway et al, 2014). Las tras
clasas bien definidas da recepioras opioides (defa, kappa y mul 58 Fan estudiado en relacion a la
fisiopatologia de 3 deprasidn v a su tralamiento (Lulz & Keltsr, 2013; Richards et &f, 2016}, Los ratones
gue caracen del recepior opioide dalta a ko Brgo de 8 wida demuestran niveles aumentados de conductas
relacionadas con e ansiedsd v 8 depresion (Filiol et al,, 2000} v loe sgonistas & este recepior tienen
propiedades anbdepresivas en modekes preclinicos (Naidu et &, 2007, Tomegrossa et al., 2006).

Vanos descubrimientos previos pueden clanfcar las acciones de fEneptira reflejadas én aste trabajo.
Desde o genesal a ko particular, en primer lugar & sistema de opioides confribuwys 8 b medlacidn,
modulacitn v regulacion de les respuestas de estes fenio endiorinas (sobre & eje HPA), autondmicas v
de comportamiento Dokt at al, 2001}, En etecto, B eprasiin de s eceptoes de opicides en al
fepocampo es modificada por un protocoio de estés cronico por inmovilizacion (Randesi et al., 2018). En
segundo lugar, |a acivacion de recepiores de opioides en &l hpocampo generd camicos mododgicos
refacionados con fa conectividad y plasticidad snaplica en esta estructura, Pariculamments, ios recaptones
mu-ppioides se expresan en gran medida en & hipocampo, v su activacidn disminuye k& acividad de las
intemeuncnas inhibdoras, desinhiblendo azsl a las newronas giutamalérgicas an el drea CAT (Svoboda at
al., 1994 en forma consistents con oS repanas de s elecios polencadones de A tanspting sobre 18
exciabilidad v la plesticidad snaptica en CA1 McEwen at al, 2010) Cabe agregar también que los
opoides enddgenos 50N capacses de Incrementar la espresion del ARMNM para el factor reunotrddico
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dervado del cerstro [BONF) a avwas de los receptores miu ¥ delta (Zharg et al., 20086). En tercer lugar, sl
zistama de peéplidos opiodes endégeno no esld completaments desamgdado en el momento del
nacimanto, por o que es susceplible de aerarse a cormd o largo plazo medante manpusaciones del
antomo posinatal, De acho, el sistema de opoidas a2 sansiDie a bs eectos Os B saparacion matama,
que 8 manifiestan en dreas relacionadas con &l Bsirés v &l sistema da la meompeanss (Gustalsson &t al,
2008 akerando i densidad de sus ecaptores delte en amiodala (Fioy & Myiander, 2003, & |3 exprasion
da genes implicados en [As vies Oa8 senalzaciin de oz opioides enddgencs (Sachs et al., 2078)
Adiclonalmente, @ activaciin de log recepiores de opioldes podria mediar los cirouitos nauralas de les
conductas de apsgo. Estas mplcan & exhibicdn ga comportamientos afiliatves, &l establecmiento del
vinculo entre l8 madma v @ cda, v B manifestacion de 8 angustia emocional durants los parodos de
separacidn Molas et al., 2004), La conducta de apego es el contacho intimo con k8 madre que permite &l
desamclo nomal de ks comportamientos sociales y emocionales (Lutz & Kiefier, 201 3). En este arden de
ideas, ratones knock-oul para &l receptor de opioidas mu emitieron menos vocaizacionas ulrasdnicas
que ks confroles cuando fusron separados de sus madras v no mostaron preferencias ants Bs sefiales
matemas Moles et al., 2004), acentuando al ol de estos receptones -a los que 58 une tianepiina- en &l
astablecimients del vinculo madre-cria, ¥ &n I ateruacidn de la respuesta al estés inducida por la
separacicn materma. Una posible explicacion con respecto a los efectos de tanepting en los animales
separados, podre deberse a la unidn de este antidepresive con su igando eceptor miu), aumentando el
voluman da s astratos apicales en ¢ HD. Esto diimo dabido a ios electos de i acivacidn da los
rmcaptonas mu sobre &l BDNF, afectando &l volumen de los animales somelidos a los dos protocolos de
asiés, Soportando este hipMesis, Garcla-Gutersz v colaboradores obsarvaron reduccionss en log
nivales de BOME en el pocampt g8 miones separados de & madre, pero ncramartos ds s recapiones
ge mu-opiaceos en esid estucturs [Garcis-Gubemez et g1, 2018),

Lira de las mayoras imilacionas de esle trabap fua gue las varabks analzadas no fueron iesteadas an
ratas hambra, dado gue 38 conoce gue Bxisten diferencas de génerc con especic al desamodo da
psicomatologias coma la depresidn, conun mayor fesgo en el cazo de las hembras [Gater et al., 198948,
Weissman et g, 1983). Ademds en algunos casos @ canfided de animaks emplesads durante &
desamolic expenmental condujo a esultados con aflos nveles da amor, ¥ por consiguiente elguros
eiectos N0 scanzaron significacion estadistica. Este frabajo instala nueves infemoganies para estudios
postericnes, concetamants a nivel volumetrico. Por ejemcio: cual es la longitud de las meduccionss da las
dendmas apicales y cudntas =on \Bs ramas gque 52 encogen de l8s newonas pramidales en les areas
hipocampales esludiadas, cuantas sinapsi disminuyen o bien = estas remodelaciones oendriticas
atectan la densidad de espnas o el procesn de newrngénesis anta los ratamientos efectuanos.

En los diimaos afos, [as imvestigacionas han lbgrado un progress signficativo en B comprension de como
s axposciongs ambentales interactian con 08 genotipos vy fenolipos para moidear de manera
dilerancial al desamolio de s organismos. Los ndviduos con dierentes camciedsticas varian no soko en
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cudnto 8 van afectados negativaments (en Bminos o8 5alL0 mental defmidos cormencionaiments) por
faclores amboniales astresantes v adversos, sNo EMGEN an @ medida en que recben una nfluencia
positva del medic amblente. MNotablemente, cieras camaclarsticas de 08 ndiiduos Que lbs hacen
winerables & la adversidad tambkén pueden wolverios propensos & bensliciarse del contexto. Las
diferencias individuales en la susceptibiidad neurcblolgica ante el amblenta son sdaptatvas en al santido
avaluthvo y 58 han conservado mediante presiones sakechivas fuctuantas gue generan dierentes aptiudes
para sesempatarsa en diferertes contextos amtearaies [Elks at al, 2011), Desde este punto de wsta,
rriantras que al esultado neto de los cambios funciorakes provocados por ef esrés ondnico a ravs da
una waredad do gistemas neuroconductuales en el cemsbro podria ser desadaptativo, 88 necesana
eonsidarar @ contaxto dal ndiiduo (Herman, 2013), La mayora de BS respuestas al asids cromco son
adaplalivas, es dacy, benaficiosas pam la supervivencia del animal For spmplo, B8 cambos obsenacdos
an la inrroviidad da s rosdongs en g pruseba de natacidn forzada -comunments vincuados a lenotipos
depresivos- pueden interpretarss como un madio da congaracidn de s recursos duranta etapas criticas
o desafiartes (Hemman, 2013), Cusndo wn animal S8 encuenira en enfomos estesantes, no
necesaramenta se parturba su desamclio an torma drecta, sino que 58 regula produciendo estraiegias
qua 5o adaptan a s condiciones estresantes. Es nacasarnio, sin embargo, consdarar que 18 adaptacidn
Gotima len el seniido evoldtvo] a ciertos entomos amenazantes No sucads 5N 5us cosins, dadg oue
alguras de 951as estrateglas puaden ser penudiclales en términos del bienestar a largo plazo dal indhadus
[Eliis et al., 2011; Harman, 2013).

hichaal Maanay v sus colegas realzaron un extensa rebajo experimental mostrando qus baos niveles ds
cuidados matemas Lcking and grooming) altera % respuesta sl estrés de las crias v su morfologs
cerabezl, Pesa a que esins efectos parecen deswentajosos (suments de ios nivales o8 coricostanona,
manar canbided da ramificaciones v longiud dendritica v menor densidad de aspinas dendrilicas an
neurcnas del hipocampd) producen bDeneficios ncrementando el desempelo en 08 procesas e
memora y aprendizaje bajo condiconas estresantas en 1 adutiez {Champagnea et al., 2008). Mas adn. los
cambios fiskidgicos v morfoldgioos madian al impacts dal compoamianto matema 50068 135 estralegas
defensivas y reproductivas de su descendencia: defensa ante |as amenazas, exploracion an un campo
abierto, desarolle puberal, comportamianto seoual v crianza {Cameron et al, 2008, Cameron at al,
2006). Desds wna perspactva evolucionista, 8 mecanismos que ocuman durgnta el desarodo
emplaanda las expariencias [emoranas para guiar 0 moldear ciaros pronasos newrchiolgicos postenores
geberan evouconar en ambientes an Ios cualkes el fuluro estd refacionado de manera coharente con el
pasado [Figlucc, 2005). Boyce y Blis fommularon la hipdtesis de que (a) |8 exposicién a enfomos
tarngranos extremadaments estresantes aumenta | senstilidad bioldgica ante & antomo, ko que eleva la
tandancia de s individuos a detectar y responder ame s pelgros v amanazas ambantales; [b) a
EXPOSICIN a ambiantes empranos especialments favorables Bmbian reguls B sansbilidad bicidoica al
amblante, pers de ura marara beneficioss: aumentando la suscepibiidad para datectar D5 recursos
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provechosos del misma; v (C) por confraste, B exposicion & ambentes IBmprEnos que No Son axiremos
&n ninguna dreccidn regua negabvamenie 18 sensbilidad Siolkigica arte el ambienie, amartiguando los
afectos de los factores estresanies cronicos en s ndviduos anie condiciones futuras aue No san ni
altamanie amenazanes 1l complelamenta saguras. Esta sansiohidad boldgica que da lugar a resultados
ppdesios, puede pour debido a8 dlerencizs sistemdlicas en la funciin o astructura an malipks nvales
de compisidad, [erérguicamants organizados: genaticos, apigendticos, neurales, neumendocrinos vy de
companamiento, aigunos de ks cuakes fueron analizados en esia s

Retormardo |8 hipotesis del ausie-desajusie v Bs deas presdamante expuestas, aqualios Ndmiduos gue
56 desamcdaron gn entomos smidares durante & edad temprana y adulta, exhibieron valkores semajanies
en alguras de las vanables estudiadas en este frabap. Confranaments, kos grupos sometidos solameante a
ur eniémio hostil en alguna de estas etapas de la vida exbidleron resultades en aspacios conductugles o
nawaes disminuidos con respacto 8 los controias. La axpadancia emprana ga sepanaciin puds haber
actuado programande a los animalas en algune de s nvalas menciorados, sl bien el walumen de HD o
la acthvidad de neumnas seroioningngicas actvas no son significativaments alectados cuando unicaments
se prasanta e asids de seperacion. Obos mecanismos no estudiados agul podrian haberse atterado,
dando ongen a una mamona contextual deficienis. De hecho, en presancia de un askas Cronica e
impredecihle en la adultez, kos animales separados muestran comportamientos v niveles de activacion de
MEonas seroonnengicas similares a s conoles (flambkn pregramados por o expenancia favorabk da
la prasencia de as madms durante @ desarolin). Log efectos de B exposicidn al astrés amocional
depanden, en gran medida, de les condiciones ambientaes lulures en B wia del indnidus v viceversa
Este trabajo contribuye & & iteratiurs cientifca en o referide & 18 programacion adaptatva del sustrato
reunbiokgico oMo Consacuancia dal estres lamprano ¥ suimpacio sobre Bs respussias conducissies
e la vida aduits.
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B mundo ros rompe & fodos, K despuds muchos s8 vuehen mds fueves an be igares rofos,”
Emest Hermingway, Adios a ias amas (158249
6. CONCLUSIONES FINALES

La gdepresion as una enferrmedad mental severa definida por un conjunto especifico de sinfomas antre loa
cugkes e bap estado de animo v |8 anhedoria constiuven lBs dos dimensionas prncipales de la
enlermedad, Los estudios sugieren que es &l resultado de un desequilbno enfre Ios ssiemas cersbrakes
involucrados en el procesamiento y & reguiacicn de la informacicn afectiva v emoconal, Con el obisto de
logras una mayor comprensidn de su eficiogia v fratamiento, es necesanio profundizar & conocimianio de
los mecanismoes mplcades en s hsiopatologia, v en la accion de los antideprasivos cinicameanie
electivos

El esirgs cronico s un factor precopitande frecuente en la depresion que reciuta vias neurobiokigicas
similares, Debido a su impacio en la reguiscion emocions! durante la edsd temprand, la separacion
matema reparcuta en la respuesta al estnés gue se expanmenta mas adefants en la wda. El andisis de las
consacuancias del asiés tempranc prOpoACiona una vanlana para interprelar s fandmancs de
adaptacion, asi como a8 base de la resliencia o bien 3 vuinarabildad para & gesamolo de frasiomos
como k& depresion,

LHilzgando un modek animal, aste rabajp muestra gue el estsés crinico @ impradeckle: (a) afecta
negatvamania a la activacion santoningrgica, (D) tienda a disminuir ef volumean dal ipocampo dorsal v (z)
datariora &l desampeno an lareas relacionadas con B memona contexiual. Por ofra parte, la separaciin
malema alecia la memona contexiual a largo plazo; mieniras que la separacion matema combinada con el
esirés crdmico: (a) reproduce - ios valiores de ks conftroles en cuanto a B oactvackin del slstema
serotoningngics (bl produce una menor reducciin del volumen del hipocampo dorsal que el estrés crdnico
¥ o) reproduce los valores de los confrolas en relacidn a la memona coniextual Por ditmo, el antideprasiva
tianepting penara electos diferenciales sobre & volumen del hipotamps dorsall educiandols cusndo 58
aplica una combinaciin de separaciin matama v astrés impradecibia, an comparacian con |a aplicacion
de un Onico esés de saparcion. Como limitacidn, aslos resultados aralzados son apicables
Unicaments a ratas machos v poddan ser difarentas on hambras,

La alleracen ded ambente pennatal madiante un esirés emocional como el de ta separacion matama
termprang, producs reparcusionas que acompanardn el desarolic del indhiduo & nteraccionassan con su
respUEsta 3l estés cranico en | adultaz implicando adaplciones gue contibuyen al bisnestar futuo,

Eata investigacion dancta como & estrds crdnco durante la adultez, cuandoe as impredecible, pusde
gansrar consecusancias tanto neurobinldgicas como conduciuales semapntes 8 BS que 58 observan en i
deprasion.
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Por ultima, & meonocimentic amergente de b capacidad del cerstiro para ransformar su arquitechura v su
uncidn a8 reves de esies adaplaciones, en donde b agentes famacauticos o Bs nienenciones del
entomo poshiltan cierta plasficidad boldgica, olorga esperanza para rediigir les frayectonas individuales
negalivas en una diseccicn mas positiva, bacia una mejor salud menial,

TRABAJOS PUBLICADOS VINCULADDS CON ESTA TESIS DOCTORAL
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21[1):ES-68, B3N 1025-3800.
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