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"El modo en que un hombre acepta su destino y todo el
sufrimiento que éste conlleva, la forma en que carga con su
cruz, le da muchas oportunidades —incluso bajo las
circunstancias mas dificiles— para anadir a su vida un
sentido mas profundo. Puede conservar su valor, su
dignidad, su generosidad. O bien, en la dura lucha por la
supervivencia, puede olvidar su dignidad humana y ser poco
mas que un animal. Aqui reside la oportunidad que el hombre
tiene de aprovechar o de dejar pasar las ocasiones de
alcanzar los méritos que una situacion dificil puede
proporcionarle. Y lo que decide si es merecedor de sus

sufrimientos o no lo es.”

“El hombre en busca de sentido”
Viktor Frankl

(Neurélogo, psiquiatray sobreviviente en campos de concentracidon nazis)
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RESUMEN

El término “estrés” es asociado popularmente con eventos y consecuencias negativas, con
implicancias fisicas y psicoldgicas aunque no hay justificacion para afirmar que las
respuestas al estrés suponen siempre un peligro la salud y/o el bienestar. Se sabe que la
respuesta de estrés difiere seguin la etapa ontogenética en que se encuentra el individuo
siendo la adolescencia, posiblemente, un periodo critico para el desarrollo de vulnerabilidad
a desordenes psiquiatricos en el adulto.

Bajo la hipdtesis de que la adolescencia es un periodo de particular vulnerabilidad al estrés,
este trabajo tiene por objetivo determinar la especificidad de los efectos a largo plazo del
estrés en este periodo. Materiales y métodos: se utilizé un modelo de estrés cronico
variado (ECV) que consiste en la aplicacion de diversos estresores de manera alternada
durante un periodo de 2 semanas. Se usaron ratas macho adolescentes (PND40) y adultas
(PND60) y se aplicaron 2 estresores diarios y 2 veces a la semana un estresor por la noche.
Los controles se mantuvieron en condiciones normales de manipulacion. Se dejaron
recuperar por 5 semanas luego del ECV y luego fueron evaluados conductualmente usando
el laberinto en cruz elevado y el test de nado forzado y la regulacion de la respuesta de
estrés a través de la determinacion de los niveles de corticosterona y ACTH plasmaticas en
respuesta a un estresor agudo. Resultados: los animales estresados en la adolescencia
mostraron diferencias con respecto a sus controles en las pruebas de comportamiento
mientras que en la respuesta a un estresor agudo no hubo diferencias significativas. Los
animales estresados durante la etapa adulta difirieron de sus controles en la respuesta de
estrés, en la que presentaron una hipersecrecion de ambas hormonas mientras que en las
pruebas de comportamiento no presentaron diferencias. Conclusién: el estrés cronico
variado ejerce efectos diferenciales a largo plazo en las diferentes edades: las respuestas
conductuales fueron fuertemente influenciadas por anteriores experiencias estresantes
durante la adolescencia mientras que la respuesta hormonal s6lo se afecté cuando las ratas
se sometieron al estrés siendo adultos. Por lo tanto, las secuelas del estrés crénico pueden
diferir con la edad en la que ocurren los eventos estresantes, siendo la etapa adolescente
un periodo de resiliencia a la desregulacion del eje hipotdlamo hipo6fiso adrenal pero
susceptible de modificar el comportamiento, presentando ademas, los animales estresados
en la adolescencia, un fenotipo comportamental pasivo frente a nuevos eventos

estresantes.



“Efectos a largo plazo del Estrés Croénico Variable durante la adolescencia en

contraste con la adultez.”

Palabras claves: Estrés; estrés cronico; alostasis; carga alostética; eje hipotalamo-

hipdfiso-adrenal; adolescencia, Modelo de Estrés Crénico Variable.

INTRODUCCION

Estrés

El concepto de estrés es una idea dificil de definir ya que vulgarmente se utiliza con
frecuencia de manera vaga, incluyendo indistintamente tanto al agente que lo
provoca como a la respuesta. Por lo tanto el concepto es una construccién
multidimensional y compleja aunque parte de un principio basico: implica la
alteracion de un balance o equilibrio tedrico dentro de los sistemas fisiologicos (Le
Moal M., 2007). De manera mas restrictiva Koolhaas R et al., 2011, postularon una
revision del alcance de este concepto, proponiendo que el término estrés se limita a
condiciones en las que una demanda ambiental excede la capacidad reguladora
natural de un organismo, en particular en situaciones que incluyen impredecibilidad
e incontrolabilidad. Esta concepcién coincide con la acepcion vulgar en la que el
término “estrés” es asociado popularmente con eventos y experiencias negativas
gue tienen implicancias fisicas y psicoldgicas. Sin embargo, no hay justificacién para
afirmar que las respuestas al estrés suponen siempre un peligro para la salud y/o el
bienestar. De hecho, la paradoja del estrés radica en la simultaneidad de su
naturaleza adaptativa y sus posibles consecuencias de mala adaptacion (Korte SM
et al., 2005).

Para evitar esta confusion, Korte SM et al., 2005, incluyeron los conceptos de
“alostasis” al cual definieron como el proceso adaptativo para mantener estabilidad
frente a los cambios, y “carga alostatica” que es el costo que esto genera para el
organismo. A su vez, ellos introdujeron la importancia de la variabilidad inter-
individual al mencionar que las condiciones ambientales pueden afectar las cargas
alostéticas de los individuos de manera diferencial debido a que estos difieren unos
de otros en sus cualidades de adaptacion y limitaciones ya sea por su composicion
genética o por sus experiencias previas. Para Logan JG et al., 2008, los conceptos
de alostasis y carga alostatica introdujeron la idea de que los desafios externos

6


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306453007001357
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306453007001357
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763411000224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Logan%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18578796

inician los mecanismos de alostasis y el estrés cronico genera la carga alostatica
gue se asocia, en sus estudios, con peores resultados para la salud.

El cerebro cumple el rol principal en regular el proceso de alostasis y esto incluye no
solamente la puesta en marcha de los mecanismos enddcrinos, nerviosos y
comportamentales para afrontar el evento estresante, sino también utilizar la
experiencia y la memoria existente sobre un hecho similar (Korte SM et al., 2005).
Para definir claramente el concepto de estrés que le da sentido a este trabajo,
consideramos como estrés al conjunto de reacciones endocrinas, nerviosas y
comportamentales que tienen como finalidad que el individuo retorne a la
homeostasis que ha sido alterada por estresores, considerandolo también como una
respuesta adaptativa frente a los cambios internos o ambientales que representan

un riesgo para el individuo.

Eje hipotdlamo-hipo6fiso-adrenal (HPA)

En la respuesta de estrés de los mamiferos uno de los principales actores es el eje
hipotalamo-hipofiso-adrenal (HPA, de las siglas en inglés de Hypothalamic-
Pituitary-Adrenal) (Engelmann M et al., 2004; De Kloet ER et al., 2005a; McEwen
BS., 2007). Su respuesta comienza con la activacion de la region parvicelular del
nacleo paraventricular (NPV), donde las neuronas que sintetizan las hormonas
liberadora de corticotropina (CRH) y arginina vasopresina (AVP) liberan las mismas
al torrente sanguineo (Checkley S., 1996), constituyendo el inicio de la respuesta
dependiente del eje HPA (De Kloet ER et al., 2005a). CRH y AVP tienen un efecto
sinérgico en la hipofisis que promueve la liberacibon de la hormona
adenocorticotrofica (ACTH) la cual estimula la sintesis y liberacion de
glucocorticoides desde la corteza adrenal (cortisol en humanos y corticosterona en
roedores).

Los efectos de los glucocorticoides a nivel periférico son variados: promueven la
gluconeogénesis, el catabolismo proteico, la redistribucion de las reservas de grasas
y la glucogendlisis en interaccién con las catecolaminas (De Kloet ER., 2002; Tsigos
C y Chrousos GP., 2002; Carrasco GA., 2003; De Kloet ER et al., 2005a),
disminuyen las reacciones inflamatorias durante la respuesta de estrés (Makino S.,
Gold PW et al., 2002; De Kloet ER et al., 2005 b) e inhiben el crecimiento y las
funciones reproductivas (Makino S., Gold PW et al., 2002; Tsigos C y Chrousos GP.,
2002).



Sin embargo la funcion que podria considerarse como la mas relevante, debido a su
importancia vital, se realiza a nivel del cerebro y es la regulacién de la actividad
basal del eje HPA (Tsigos C y Chrousos GP., 2002; De Kloet ER et al., 2005a) y la
culminacion de la respuesta de estrés (Makino S., Gold PW et al., 2002; De Kloet
ER et al., 2005b) inhibiendo principalmente la sintesis y secrecion de ACTH y CRH
en hipdfisis e hipotdlamo correspondientemente (Dallman MF et al., 1992; Makino S
y Gold PW et al., 2002) constituyendo un ciclo de retroalimentacion negativa de la
secrecion de glucocorticoides. Este mecanismo ocurre principalmente a nivel del
NPV, y otras areas extra hipotalamicas como el hipocampo, la corteza prefrontal y la
propia glandula pituitaria (Herman JP et al., 2003).

De esta manera, estas hormonas controlan la culminacion de la respuesta de estrés
y facilitan a su vez la habilidad del individuo para afrontar, adaptarse y recuperarse
del estrés, favoreciendo los procesos de aprendizaje y memoria relacionados al
hecho (De Kloet ER et al., 1998; De Kloet ER et al., 2005 a).

Adolescencia

Para la Organizacion Mundial de la Salud la adolescencia es el periodo
comprendido entre los 10 y 19 afios y estd delimitada dentro del periodo de la
juventud (entre los 10 y los 24 afos). En esta etapa de la vida ocurre un profundo
remodelamiento del cerebro, el cual es requerido para lograr la madurez social y
sexual (Spear LP., 2000).

Frecuentemente se ha discutido la validez de modelar en animales esta etapa
madurativa que algunos autores consideran ser exclusivamente humana (Bogin B.,
1994). Hay quienes consideran a la adolescencia como una construccion cultural y
gue los factores que la definen se encuentran intimamente asociados al momento
histérico-cultural de la sociedad y por lo tanto es una etapa intrinsecamente
humana. Bajo esta mirada, Sierra N., 2014, plantea que al hablar de adolescencia,
hay que hacerlo desde la pluralidad de fendmenos sociales, politicos y econémicos
a los cuales queda asociada en cada época en la historia de la humanidad. El
adolescente se construye en la relacion con el Otro social y al ir cambiando en la
historia, el adolescente se define y se construye con las herramientas que la cultura
le provee. Por lo tanto, estas concepciones de adolescencia quedan enfocadas en el
hombre y su cultura, dificultando el uso de modelos animales que puedan incluir

estas variables.



Sin embargo, a favor del uso de modelos animales, Spear LP., 2000, menciona tres
caracteristicas principales que tienen en comun los mamiferos en general durante el
periodo de transicion de la infancia a la adultez. Estos son: 1) disminucion de la
interaccion con los progenitores, acompanado de aumento de agresividad dirigida
hacia los mismos; 2) aumento de la interaccion entre pares y 3) aumento en la
exposicidon a situaciones riesgosas. Estas caracteristicas del comportamiento
representarian adaptaciones ontogenéticas para ayudar a los adolescentes a
sobrevivir en el limbo entre nifiez y la edad adulta (Oppenheim RW., 1981). De esta
manera, durante esta transicion, los individuos de una variedad de especies se
enfrentan con desafios como adquirir las habilidades necesarias para permitir la
supervivencia lejos de los cuidados parentales (Spear LP., 2000).

En cuanto a desarrollo anatémico, hay datos que muestran que tanto en roedores,
como en primates no humanos, regiones del cerebro como la corteza prefrontal y
sus conexiones con el sistema limbico muestran una profunda reorganizacion
durante esta etapa (Van Eden CG et al., 1990; Jernigan TL et al., 1991; Genazzani
AD et al., 1997; Sowell ER et al., 1999).

Por el contrario, los investigadores que han argumentado que la adolescencia es
Unicamente humana sostienen que soélo los seres humanos experimentan esta
etapa basandose en la conclusion de que sélo los adolescentes humanos muestran
un brote de crecimiento (Bogin B., 1994). Sin embargo, otros han concluido que los
brotes de crecimiento puberal son comunes entre las especies de mamiferos
(Weisfeld GE., Billings RL., 1988).

Dadas las similitudes entre las especies de mamiferos, en cuanto a las
caracteristicas neurologicas, conductuales y de desarrollo durante la adolescencia,
los modelos animales son en la actualidad ampliamente utilizados para los fines de
modelado de la biologia del desarrollo y de psicopatologias en humanos. Respecto
a esto ultimo, ciertamente, ningin modelo animal puede ser similar en todos los
aspectos a la complejidad de la psicopatologia humana o del comportamiento
humano durante la adolescencia, pero en definitiva su validez es determinada por su
utilidad en la expansién de la comprension de fenédmenos en investigacion, la
propagacion de las hipétesis mas comprobables y la generacion de datos para
refinar el modelo y evaluar mas a fondo su validez (Spear LP., 2000).
Particularmente, en nuestro modelo animal de estudio, nos guiamos de acuerdo al

rango de edad en que se espera que las ratas de ambos sexos exhiban
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caracteristicas neurocomportamentales tipicas del adolescente. Este rango
comprende normalmente entre los dias postnatales 28 y 60 (Spear, LP., 2000), aun
cuando otros autores consideran ya como adolescencia el mismo momento después
del destete, a los 21 dias de edad (McCormick et al., 2008).

Adolescencia y estrés

Se sabe que la respuesta de estrés difiere segun la etapa ontogenética en que se
encuentra el individuo y dado que el cerebro adolescente se encuentra bajo un
profundo proceso de remodelamiento, se hipotetiza que puede llegar a ser
diferencialmente susceptible a estresores y a los efectos de los altos niveles de
glucocorticoides. Esto se explicaria especialmente porqué la magnitud y la duracion
de la respuesta hormonal al estrés es drasticamente mayor en los adolescente
(Romeo RD., 2010). Esto podria deberse a que en esta etapa se esta produciendo
la maduracion puberal del eje HPA. Como consecuencia, se cree que los
adolescentes presentan mayor sensibilidad a las alteraciones inducidas por el estrés
en comparacién con el adulto ya que los mecanismos de retroalimentacion negativa
del eje HPA aun no estan tan desarrollados como en el adulto. Por lo tanto, se
hipotetiza que esta respuesta de estrés exacerbada, en combinacion con el activo
desarrollo del cerebro definirian un contexto propicio para generar vulnerabilidad a
los efectos del estrés (Romeo RD., 2010; Jankord R., Solomon MB et al., 2011). En
humanos, se sabe que experiencias traumaticas durante el desarrollo del cerebro
pueden asociarse con psicopatologias como depresion y funcidon neuroendocrina
alterada en la adultez (Oitzl MS., Champagne DL., van der Veen Ry De Kloet ER.,
2010). En particular, se cree que la adolescencia constituye uno los periodos criticos
para el desarrollo de vulnerabilidad a desdrdenes psiquiatricos en el adulto
(Andersen SL y Teicher MH., 2008). Frecuentemente se ha asociado al estrés
durante la adolescencia con el primer episodio de desorden mental (Goodyer IM.,
2000; Patel V, Flisher A., Hetrick S., y McGorry P., 2007). A su vez, se ha reportado
gue individuos con historias de depresion en la adolescencia presentan luego un
alto porcentaje de continuidad del trastorno depresivo en la edad adulta (Lewinsohn
PM., Rohde P., Seeley JR., Klein DN., Gotlib IH., 2000). En este sentido, Aalto-
Setala et al., 2002, realizaron un meta-analisis sobre articulos que estudiaron la
continuidad de estos trastornos en los adolescentes y los resultados indicaron que

los pacientes que reportaron sintomas depresivos en la adolescencia predecian un
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mayor riesgo de trastornos psiquiatricos y consumo de alcohol en la adultez
temprana. Contrariamente, en los sujetos que no reportaron sintomas depresivos
en la adolescencia el riesgo de presentar un trastorno depresivo en la adultez
temprana fue tres veces menor que para aquellos que si los habian reportado
(Aalto-Setéla et al., 2002).

Diversos autores se han interesado por los efectos del estrés cronico en la
adolescencia. Sin embargo, no hay muchos datos acerca de cuéales son los efectos
a largo plazo que el mismo puede tener en la propia regulacion de la respuesta de
estrés y tampoco se ha estudiado si estos cambios son exclusivos del estrés crénico
durante la adolescencia o si, por el contrario, son solamente efectos a largo plazo

del mismo, independientemente de la edad de exposicion de los animales.

Por lo tanto, el trabajo se centra en estudiar por un lado los efectos a largo plazo del
estrés cronico variado (ECV) durante la adolescencia para luego evaluar los efectos
a largo plazo del mismo modelo aplicado en la adultez. Dicho modelo de estrés ha
sido ampliamente utilizado para estudiar los efectos de la exposicion prolongada a
glucocorticoides (Ulrich-Lai et al., 2006; Herman JP y Prewitt C., 1995; Cotella EM
et al., 2009, 2013, 2014). El mismo consiste en la aplicacion de diversos estresores
de manera alternada durante un periodo prolongado, siendo algunos de los efectos
mejor conocidos la desregulacion de la respuesta de estrés medida como
hipersecrecion de corticosterona frente a un estresor agudo (Herman JP et al.,
2003) y el incremento de la sensibilidad de la glandula adrenal en respuesta a la
hormona adrenocorticotrépica (ACTH) (Ulrich-Lai YM., Herman JP., 2009).

Hipoétesis

Considerando que la adolescencia es un activo periodo de plasticidad en los
neurocircuitos que controlan la respuesta de estrés y que la regulacién de la misma
se encuentra aun en desarrollo, se considera que esta etapa constituye un periodo
critico de wvulnerabilidad a los efectos del estrés cronico los cuales seran
persistentes en la etapa adulta. Estos efectos seran especificos de la aplicacion del
estrés durante la adolescencia.

11


http://ajp.psychiatryonline.org/author/Aalto-Set%C3%A4l%C3%A4%2C+Terhi

Objetivos
El objetivo general del trabajo es contribuir con el conocimiento sobre los efectos a

largo plazo del estrés durante la adolescencia. Siendo ésta una etapa del desarrollo
en la que se ha sugerido una importancia critica para el inicio de desérdenes
psiquiatricos, en este trabajo se intenta caracterizar algunos aspectos basicos de los
efectos del estrés cronico en un modelo animal. Estos resultados tienen potencial
relevancia para futuros estudios de los aspectos neurobioldgicos implicados en la

patofisiologia de dichos desérdenes.

Como objetivo especifico, se planted caracterizar los efectos a largo plazo del estrés

cronico variado aplicado durante la adolescencia sobre los comportamientos tipo
ansiedad y de adaptacion frente a situaciones estresantes y la respuesta del eje

HPA ante un estresor agudo. Como objetivo derivado, se plantedé evaluar la

especificidad de los efectos de este modelo de estrés en el desarrollo,
caracterizando los efectos a largo plazo (mismo tiempo de incubacién) cuando el
modelo de estrés es aplicado durante la etapa adulta. Mediante la secuencia de
experimentos se pretendid demostrar la especificidad de los efectos del estrés

durante la adolescencia.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar derivadas de una colonia SPF (libres de
patdégenos especificos) criados y mantenidos en el bioterio del Instituto de
Investigaciones meédicas Mercedes y Martin Ferreyra INIMEC- CONICET. Los
animales fueron mantenidos en condiciones constantes con un ciclo de

luz/oscuridad de 12 horas, a 22°C con acceso a agua y comida ad libitum.

Este trabajo se dividi6 en dos experimentos: el experimento 1 consistio en la

aplicacion del protocolo de estrés cronico variado durante dos semanas en un grupo
de ratas durante la etapa adolescente, comenzando a los 40 dias de edad. Los
efectos sobre el comportamiento y la respuesta de estrés fueron luego evaluados

cuando los animales llegaron a los 90 dias de edad. Con el objetivo de dilucidar si

los efectos observados son especificos en la adolescencia, el experimento 2
consistio en la aplicacion del mismo protocolo en un grupo de ratas durante la etapa
adulta, comenzando a los 60 dias de edad, para luego evaluar las mismas variables
a largo plazo, utilizando el mismo tiempo de incubacion que en el experimento 1.
De esta manera, los animales fueron evaluados comenzando a los 110 dias de
edad. Ambos experimentos incluyeron sus respectivos controles de la misma edad.

En los adolescentes, elegimos comenzar el estrés el dia postnatal 40 debido a las
diferencias encontradas en el trabajo de Jankord R y Solomon MB., 2011, en el que
se aplicé estrés en la adolescencia temprana y tardia y se observé que en la
segunda etapa, los animales fueron mas vulnerables a los efectos del estrés. Por
otra parte, al aplicar el protocolo de estrés a esta edad en la que ya se ha
completado la pubertad (Segupta P., 2013), nos permitié6 estudiar los efectos de
estrés cronico independientemente de los cambios hormonales de la pubertad que
indudablemente tendrian importantes interacciones con los cambios endocrinos

provocados por el estrés.

Modelo de Estrés Cronico Variado
Se utilizé el modelo de estrés cronico variado comunmente utilizado por Herman JP
et al., 2003, con la modificacion que no se utilizaron inmovilizacion ni nado como

estresores ya gque estos serian utilizados luego durante la evaluacion posterior del
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comportamiento de tipo depresivo y de la respuesta endocrina a un estresor agudo.
Se aplicaron 2 estresores diarios durante 2 semanas. Los mismos se aplicaron uno
por la mafana y otro por la tarde, evitando repetir siempre el mismo horario y el
mismo estresor en los dias contiguos para promover la impredecibilidad que es un
aspecto clave en este tipo de protocolos. Ademas, dos veces a la semana se agrego
un estresor por la noche. Los tipos de estresores fueron elegidos de un listado de
estresores provisto por el doctor Herman que fueron validados como estresores
agudos (capaces de generar incremento de corticosterona 30 minutos luego de su
aplicacién). El protocolo final consiste en una mezcla de estresores de tipo fisico,
sistémico, psicoldgico y social.

Los estresores que se emplearon fueron:

Hipoxia: consistié en colocar a los animales en una caja de alojamiento, adaptada para
poder ser cerrada casi herméticamente mediante una tapa de Plexiglas transparente que
consta de un orificio central a través del cual se conecté una manguera por la que se

inyecté una mezcla de 8%02 y 92%N durante 30 minutos.

Aqitacion: La caja de alojamiento fue colocada sobre un agitador orbital a 100 rpm

durante 1 hora.

Exposicion a frio: Se colocaron los animales en grupos de 4 o 6 dentro de cajas de

alojamiento de ratén (15 x 25 cm) , dentro de una heladera con sistema de ventilacion.

La temperatura fue establecida entre 8 y 10°C y la duracién del estresor fue de una hora.

Inyeccién de Litio: Consistid en la aplicacion de inyecciones intraperitoneales de una

solucion con litio en solucion fisiolégica (1.5 M LICL, 2% vol/ peso corporal del animal).

Exposicion a ambiente novedoso: Se colocaron los animales en un espacio circular

comunmente utilizado para evaluar la actividad en campo abierto de 30 cm de didmetro
de material transparente, en el suelo de una habitacién de experimentacion, durante 5
minutos. Este estresor se repitio 3 veces, la primera vez el animal solo fue expuesto al
ambiente novedoso, mientras que las siguientes veces se incluyeron distintos objetos en

el suelo para promover la caracteristica de ser un estimulo novel.
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Alojamiento individual en espacio reducido: los animales se colocaron durante 2 horas

en una caja metabdlica (12 x 20 cm) con paredes y pisos de malla metalica.

Shock eléctrico: los animales fueron colocados en una caja de condicionamiento e

inmediatamente fueron sometidos a un shock eléctrico (1mA, 1s).

Los estresores utilizados durante la noche fueron:

Hacinamiento: se colocaron hasta 10 animales provenientes de distintos grupos de

alojamiento en una misma caja durante toda la noche.

Aislamiento individual en cajas nuevas: Los animales fueron alojados individualmente en

una nueva caja durante la noche.

Los animales control sélo fueron mantenidos en condiciones normales de manipulacion

para limpieza y mantenimiento de las cajas.

Comportamiento tipo ansiedad

Para evaluar esta conducta se utiliz6 el laberinto en cruz elevado. El mismo consiste

en una plataforma en forma de cruz de material plastico, elevada 50 centimetros del
suelo. La misma presenta dos de sus brazos abiertos (sin paredes laterales, sélo
pasarela) y los dos brazos restantes son cerrados (con paredes laterales cubriendo
los bordes de la pasarela), ambos tipos de brazos de 7,5 cm. de ancho. El
fundamento de esta evaluacién radica en que la situacion a la que es expuesto el
animal presenta un conflicto entre el instinto de explorar un espacio nuevo y la
aversion natural a los espacios abiertos y elevados, convirtiéndose en un test apto
para el andlisis de los niveles de ansiedad a través de parametros como la entrada a
los brazos abiertos y el porcentaje de tiempo en ellos (Handley SL y McBlane JW.,
1993).

Para ello, se registr6 cada vez que el animal entr6 a los brazos abiertos o cerrados.
Luego se calcularon los indices de ansiedad a través del Porcentaje de tiempo en
brazos abiertos=Tiempo en brazos abiertos/ Total tiempo Brazos abiertos+cerrados
x 100 y Porcentaje de entradas en brazos abiertos=Entradas en brazos
abiertos/entradas totales x 100. Se consider6 como entrada cuando el animal pasé
dos tercios de su cuerpo de un espacio al otro. El tiempo total de la evaluacién fue
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de cinco minutos. Los animales fueron evaluados entre el mediodia y las primeras
horas de la tarde.
La actividad de las ratas fue capturada mediante una video camara de modo que el

comportamiento pudo ser analizado posteriormente de manera ciega.

Figura 1: imagen ilustrativa de un laberinto en cruz elevado, con dos de sus brazos cerrados

(negros) y los otros dos abiertos (blancos).

Respuesta de estrés

Coleccion de muestras de sangre

Luego de ser evaluados en el test de laberinto en cruz elevado, se esperd 5 dias
luego de los cuales los animales se sometieron a un estresor agudo y se tomaron
muestras seriadas de sangre para la determinacion de la actividad del eje HPA
durante la respuesta de estrés mediante la deteccibn de los niveles de
corticosterona y ACTH. Las muestras de sangre se tomaron mediante la técnica de
“tail clip” comenzando a las nueve de la manana, asegurandose de terminar el
experimento antes del mediodia. Esta técnica consiste en hacer un pequefio corte
en la punta de la cola (no mas de 2 mm) para extraer la sangre por goteo y
recogerla en un tubo de centrifugaciéon. El animal fue colocado en un inmovilizador
cilindrico de plastico por 30 min. La primer muestra se tomé dentro de los primeros
tres minutos de inmovilizado el animal para poder reflejar los niveles basales de las
hormonas, antes de que estas comiencen a ser secretadas en respuesta al estresor.
Luego se tomaron a los 30, 60 y 120 minutos posteriormente. Para las muestras

posteriores a la inmovilizacion (aquellas correspondientes a los 60 y 120 minutos),
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las tomas fueron realizadas entre dos personas. Para ello, el animal fue
rapidamente colocado dentro de un pafio e inmovilizado por uno de los
investigadores mientras otra persona tomé la muestra en menos de 3 minutos (Oitz
MS et al., 2010). El animal volvié a su caja después de cada extraccion.

De esta manera se puede obtener sangre para la posterior determinacion de la
secrecion de hormonas relacionadas al estrés antes de que estas se secreten en

respuesta a un estimulo (punto basal, toma 1), durante la respuesta de estrés (toma

2) y durante la fase de recuperacion (toma 3 y 4) mientras ya estan nuevamente en

su caja. Es importante recalcar que las tomas no duraron mas de 3 minutos para no

provocar molestias al animal que generen una nueva respuesta de estrés.

Deteccion de corticosteronay ACTH

Una vez obtenidas las cuatro muestras por cada animal, se centrifugaron a 1500
rpm, durante 15 minutos y a 4°C, se extrajo el plasma y se lo dividié en dos; una
alicuota fue utilizada para el analisis de ACTH por electroquimioluminiscencia
usando el kit comercial IMMULITE®1000 ACTH, solid-phase, two-site sequential
chemiluminescent immunometric assay (DPC Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA, USA). La otra alicuota fue utilizada para el analisis de los niveles de
corticosterona por radioinmunoensayo a través del kit InmuChem Double Antibody
Corticosterone 12> RIA (CN Biomedicals, Costa Mesa, CA) acorde a las
especificaciones de los fabricantes. Las muestras fueron mantenidas a - 20°C hasta
gue fueron procesadas por el bioquimico Cristian Hansen M.P. 3590 especialista en

toxicologia y bioquimica legal.

Adaptacién comportamental en un test de nado forzado

Cinco dias después de las extracciones de sangre se llevé a cabo el test de nado
forzado (FST de las siglas en inglés forced swim test), durante las primeras horas
de la tarde.

Las ratas fueron puestas a nadar individualmente en cubas de plexiglas (80
centimetros de alto). La temperatura del agua fue de 29 +/- 2°C. Las cubas se
llenaron a un nivel que impedia que los animales tocaran el fondo pero a su vez no
fuera lo suficientemente alto para que pudieran escapar por la parte superior.

Una vez colocados en las cubas se registr6 en videos para luego analizar el

comportamiento de los animales durante la prueba. La forma de medir el
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desempeiio de los animales fue por muestreo. Cada 5 segundos se determiné cual
de las conductas (nadar, trepar, o inmovilidad, es decir, flotar sin movimiento mayor
gue el necesario para mantener el flote y la estabilidad) el animal estaba llevando a
cabo. El test duré diez minutos y los resultados se expresaron en % del total de
posibilidades en el muestreo (en 1 minuto, 6 muestras; en 10, 120). Este modelo se
utilizé para determinar si los animales que fueron previamente sujetos a estrés,
adoptan mas rapidamente un comportamiento inmovil. Tipicamente, el tiempo total
empleado en inmovilidad y/o la duracion de tiempo hasta la transiciéon del
comportamiento activo al comportamiento pasivo son los parametros mas
comunmente analizados para esta prueba (Slatery DA., Cryan JF., 2012). Esta
conducta de flotacion clasicamente se ha considerado como un comportamiento de
tipo depresivo. Sin embargo, recientemente se ha comenzado a discutir la validez
de esta interpretacion dado que mas que un comportamiento representativo de una
patologia, esta conducta estaria reflejando una estrategia de adaptacion de los
animales tendiente a mejorar la conservacion de la energia de los animales y asi las

probabilidades de supervivencia del individuo (de Kloet ER y Molendijk ML., 2016).

Figura 2: imégen ilustrativa del test de nado forzado.

Esqguemas del disefio experimental:

a) Experimento 1: Efectos alargo plazo del ECV en la adolescencia
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PND 40 PND 90
l ECV 2 semanas l Recuperacion 5 semanas l
l l l Andlisis: laberinto en cruz,

sangre, nado forzado

CONTROL
PND 40 PND 90
7 semanas
l l L= ]
I l Andlisis: laberinto en cruz,

sangre, nado.

b) Experimento 2: Efectos alargo plazo del ECV en la adultez

ECV

PND 60 PND 110
| ECV 2 semanas | Recuperacion 5 semanas |
I l l Andlisis: laberinto en cruz,

sangre, nado.
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CONTROL

PND 60 PND 110
7 semanas
l l . = ]
I l Anidlisis: laberinto en cruz,

sangre, nado.

Figura 3. Esquemas del disefio experimental para estresados en la adolescencia para controles y

estresados (@) y para estresados en la adultez, tanto para controles como estresados (b).

Anélisis estadisticos

Los resultados de los experimentos planteados anteriormente fueron analizados
mediante los programas STATISTICA 7.0 e INFOSTAT.
Para el andlisis de los resultados del Laberinto en Cruz Elevado se utilizé un andlisis
de la varianza (ANAVA) a una via para cada etapa (adolescencia y adultez) con un
nivel de significacion p<0,05.

Para la respuesta del eje HPA (niveles de hormonas) se utiliz6 un ANOVA de
medidas repetidas. Los factores establecidos fueron “estrés” y “tiempo”, con sus
respectivos niveles y un nivel de significacién p<0,05.

A posteriori, se realizd un Test de Tukey en aquellos casos donde se encontraron
diferencias significativas.

Para el Test de Nado Forzado se utiliz6 ANOVA y ANOVA de medidas repetidas
para evaluar tanto el valor total de cada comportamiento, como asi también la
progresion temporal de los mismos durante la realizacion de la prueba.

En los casos que no se cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de

la varianza los datos fueron transformados a rangos.
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RESULTADOS:

EXPERIMENTO 1

Efectos a largo plazo del estrés en la adolescencia:

PMND 40 PND 90
ECV 2 semanas Recuperacian
.= |
I I I Analisis: laberinto, sangre, nado
forzado

1) Comportamiento tipo ansiedad

- Considerando el porcentaje de entradas a los brazos abiertos, el analisis de
la varianza no presento diferencias significativas entre estresados y controles
(F1, 17 = 0,02; p=0,90). Esto indica que la condiciébn de estrés durante la
adolescencia, a largo plazo, no generé diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de entradas a los brazos abiertos del laberinto
con respecto a aquellos sin experiencias estresantes en ese periodo. (Figura
4)
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Figura 4. Porcentaje de entradas en brazos abiertos en 5 minutos de evaluacion en el laberinto en
cruz elevado en los animales sometidos a ECV en la adolescencia y evaluados en la adultez vs. sus

respectivos controles. Los datos se presentan como media +EE.
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- Considerando la variable porcentaje de tiempo en los brazos abiertos, el
analisis estadistico no mostré6 tampoco diferencias significativas entre los
tratamientos (F1, 17 = 1, 06; p=0,32) (Figura 5). Por lo tanto, la experiencia
estresante durante la adolescencia no determind a largo plazo diferencias en

los indices de ansiedad.
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Figura 5. Porcentaje de tiempo en brazos abiertos en 5 minutos de evaluacién en el laberinto en
cruz elevado en los animales sometidos a ECV en la adolescencia y evaluados en la adultez vs. sus

respectivos controles. Los datos se presentan como media +EE.

- Al analizar el total de entradas, se encontraron diferencias significativas entre
estresados y controles (Fi1, 17= 7, 23; p=0,016), siendo menor el total de
entradas en los estresados. Es decir que, si bien no presentan diferencias
significativas en el porcentaje de entradas y tiempo en los brazos abiertos, si

presentan menor movilidad y/o exploracién del laberinto. (Figura 6)
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Figura 6. Total de entradas en los brazos en 5 minutos de evaluacién en el laberinto en cruz elevado

en los animales sometidos a ECV en la adolescencia y evaluados en la adultez vs. sus respectivos

controles . Los datos se presentan como media +EE. * p<0,05.

2) Respuesta del eje HPA a un estresor agudo:

Corticosterona:

El analisis de la varianza de medidas repetidas para esta hormona
considerando los factores tratamiento con sus dos niveles (estrés y control) y
tiempo con sus cuatro niveles (0, 30, 60, 120 minutos), no mostr6 efecto del
tratamiento (F1,18= 1,41; p=0,24) ni interaccion significativa entre este y el
tiempo (Fis4= 0,33; p=0,80). Es decir que a lo largo del tiempo no hay
diferencias en la secrecion de esta hormona, lo que puede observarse en la
figura 7. Por lo tanto, estresados como controles tuvieron una respuesta de
estrés similar frente a un estresor agudo, sin mostrar desregulacion del eje

HPA.

23



Corticosterona
800 -
—e— ECV Adol

600 - —o— Control
%, 400
c

200

0 -

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)
Figura 7. Concentracion de corticosterona (ng/ml) a lo largo del tiempo luego de un estresor agudo
(inmovilizacién 30 min, representada por la barra horizontal) de los animales estresados en la
adolescencia (ECV adol) y evaluado en el adulto vs. sus respectivos controles. Los datos se

presentan como media +EE.

ACTH:

- El andlisis de la varianza de medidas repetidas para esta hormona tampoco
arroj6 efecto significativo para el tratamiento (F1,17= 0,94; p=0,35) ni para la
interaccion con el tiempo (F1,51= 0,48; p=0,7) (Figura 8). Esto muestra que al
igual que la respuesta de corticosterona, tanto los animales estresados en la
adolescencia como sus respectivos controles no tuvieron diferencias en la
secrecion de esta hormona.
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Figura 8. Concentracion de ACTH (pg/ml) a lo largo del tiempo luego de un estresor agudo
(inmovilizacién 30 min, representada por la barra horizontal) de los animales estresados en la
adolescencia (ECV adol) y evaluados en el adulto vs. sus respectivos controles. Los datos se

presentan como media +EE.

3) Adaptacion comportamental en el test de nado forzado

- Al analizar el porcentaje total de inmovilidad que los animales estresados en
la adolescencia desplegaron durante el test de nado forzado, el tratamiento
tuvo un efecto significativo (F117= 6,02; p=0,025), presentando los animales
estresados un mayor porcentaje de inmovilidad durante todo el test
conductual (Figura 9, panel izquierdo). Esto es coincidente con lo que
clasicamente se considera comportamiento de tipo depresivo y que en la
actualidad se denomina alternativamente adaptacion conductual pasiva frente
a una situacion adversa. Por otro lado, cuando se evalud la respuesta de los
animales a lo largo de los diez minutos que durd la evaluacion, si bien se
observa nuevamente el efecto principal del tratamiento (F1,17= 5,11; p=0,04),
no se observo interaccidon con el factor tiempo (F1,153= 1,29; p=0,244) (Figura
9). Sin embargo, es importante destacar que cuando se observa la respuesta
de los animales a lo largo de la duracién de la evaluacion, los perfiles de
ambos grupos comienzan a separarse visiblemente solo después de
transcurrida la primera mitad del tiempo. Esto sugeriria que los animales no

presentaron diferencia en su conducta a instancias iniciales del test de
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comportamiento y que luego, a medida que van aprendiendo de la situacion

adversa inescapable, adoptan distintas estrategias de adaptacion.
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Figura 9. Porcentaje de inmovilidad en el test de nado forzado de los animales estresados en la

adolescencia (ECV adol) y evaluados en el adulto y sus respectivos controles. Panel Izquierdo:

Porcentaje total luego de 10 minutos de evaluacion. Panel derecho: Porcentaje a lo largo del tiempo.

Los datos se presentan como media +EE.* p<0,05.

Respecto al porcentaje de nado, el analisis de la varianza no reveld
diferencias en el porcentaje total (F1,17= 3,07; p=0,097) ni en la respuesta
durante los 10 minutos de evaluacion Tratamiento (Fii17= 2,77; p=0,11),
Tratamiento x  Tiempo  (Fii1s3= 0,86; p=0,56) (Figura 10).
En este caso, al igual que con la inmovilizacion, se puede observar como se
separan a lo largo del tiempo los perfiles de comportamiento entre los dos
grupos, manteniendo los controles un nivel similar de este comportamiento a
lo largo del tiempo, mientras que en los estresados se puede observar co6mo
la frecuencia de este comportamiento disminuye a medida que pasa el
tiempo, de nuevo apoyando la idea de una adaptacion pasiva frente a la

situacion.
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Figura 10. Porcentaje de nado en el test de nado forzado de los animales estresados en la

adolescencia (ECV adol) y evaluados en el adulto y sus respectivos controles. Panel 1zquierdo:

Porcentaje total luego de 10 minutos de evaluacion. Panel derecho: Porcentaje a lo largo del tiempo.

Los datos se presentan como media +EE.

Considerando el comportamiento de trepar las paredes de la cuba de agua,

no se observaron diferencias en la respuesta total (F1,17= 0,15; p=0,7) ni en la

respuesta en el tiempo:

Tratamiento (F117= 0,15; p=0,7) ; Tratamiento X

Tiempo (F1,153= 0,58; p=0,81) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de escape activo (trepar las paredes) en el test de nado forzado de los

animales estresados en la adolescencia (ECV adol) y evaluados en el adulto y sus respectivos

controles. Panel Izquierdo: Porcentaje total luego de 10 minutos de evaluacion. Panel derecho:

Porcentaje a lo largo del tiempo. Los datos se presentan como media +EE.
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EXPERIMENTO 2

Efectos a largo plazo del estrés en la adultez:

PND 60 PND 110
ECV 2 semanas Recuperacian
% . |
Analisis: laberinto, sangre, nado
forzado

1) Comportamiento tipo ansiedad

- Al analizar el porcentaje de entradas a los brazos abiertos el analisis
estadistico no mostro diferencias significativas entre estresados y controles
(F1, 20 = 0,0014; p=0,97). Por lo tanto, no hubo efecto a largo plazo del estrés

experimentado en la etapa adulta en este indice de ansiedad (Figura 12 )
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Figura 12. Porcentaje de entradas en los brazos abiertos en 5 minutos de evaluacion en el laberinto
en cruz elevado en los animales sometidos a ECV en la adultez y evaluados 5 mas semanas mas

tarde. Los datos se presentan como media +EE.

- En cuanto al analisis de la varianza para el porcentaje de tiempo en los

brazos abiertos, tampoco se observaron diferencias entre ambos tratamientos

28



(F1, 20= 0,03; p=0,85), de igual manera que ocurrid en experimento 1. (Figura
13)

25

20 A

15 1

10

% Tiempo en B.A.

Control ECV

Figura 13. Porcentaje de tiempo en los brazos en 5 minutos de evaluacion en el laberinto en cruz
elevado en los animales sometidos a ECV en la adultez y evaluados t semanas mas tarde. Los datos

se presentan como media +EE.

- Respecto al total de entradas, los animales que fueron estresados en la etapa
adulta no mosstraron diferencias significativas entre los tratamientos (F1, 20=
0, 32; p=0,5769). (Figura 14 )
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Figura 14. Total de entradas en los brazos en 5 minutos de evaluacién en el laberinto en cruz
elevado en los animales sometidos a ECV en la adultez y evaluados 5 semanas mas tarde. Los datos

se presentan como media +EE.

2) Respuesta del eje HPA a un estresor agudo
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Corticosterona:

- El andlisis de la varianza de medidas repetidas para esta hormona mostré un
efecto principal del tratamiento (F1, 19= 4,98; p=0,04) y efecto de la interaccion
entre éste y el tiempo (F1, s7= 4,23; p=0,009). El analisis post hoc demostro
gue ambos tratamientos difieren en la concentracion de corticosterona que se
registré a los 30 minutos (p<0,05) de comenzado el estresor. Este momento
es cuando se considera que ocurre el pico de secrecion de esta hormona
luego de iniciada la respuesta de estrés (Figura 15).

1400

Corticosterona

1200 - * —e— ECV adulto
—O— Control
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Figura 15. Concentracion de corticosterona (ng/ml) a lo largo del tiempo luego de un estresor agudo
(inmovilizacién 30 min, representada por la barra horizontal) de los animales estresados en la etapa
adulta (ECV adulto) y evaluados 5 semanas mas tarde y sus respectivos controles. Los datos se

presentan como media +EE. * p<0,05.

ACTH:

- Al observar la respuesta de secrecion de ACTH en el tiempo, si bien el
tratamiento no tuvo efecto principal (F1, 10= 3,82; p=0,07) , el efecto de la
interaccion entre éste y el tiempo fue estadisticamente significativa (F= 3,20;
p=0,03) y el andlisis a posteriori indicé una diferencia significativa (p<0,05)
entre los grupos a los 60 minutos de iniciado el estresor agudo, indicando un

retraso en la recuperacion de los niveles basales de la hormona y por lo tanto
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un déficit en la regulacion del mecanismo de retroalimentacion negativa
(Figura 16).
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Figura 16. Concentracién de ACTH (pg/ml) a lo largo del tiempo luego de un estresor agudo
(inmovilizacién 30 min, representada por la barra horizontal) de los animales estresados en la etapa
adulta (ECV adulto) y evaluados 5 semanas mas tarde y sus respectivos controles. Los datos se

presentan como media +EE. * p<0,05.

3) Adaptacion comportamental en el test de nado forzado

Al analizar el porcentaje de inmovilidad en los animales estresados y
evaluados en la etapa adulta no se observé diferencia en la respuesta total
entre los grupos (F1, 18= 0,06; p=0,8) ni en la interaccion de la respuesta con
el tiempo de evaluacion Tratamiento x Tiempo (F1, 162= 1,18; p=0,31);
Tratamiento (F1, 18= 0,47; p=0,5) (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de inmovilidad en el test de nado forzado de los animales estresados en la
adultez y evaluados en la etapa adulta (ECV adulto) y evaluado 5 semanas mas tarde y sus

respectivos controles. Panel Izquierdo: Porcentaje total luego de 10 minutos de evaluaciéon. Panel
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derecho: Porcentaje a lo largo del tiempo. Los datos se presentan como media +EE.

Respecto al porcentaje de nado, tampoco se observaron diferencias para
ninguna de las comparaciones: Tratamiento (F1, 1s= 2,2; p=0,16); Tratamiento

(F1,18= 0,47; p=0,5), Tratamiento x Tiempo (F1, 162)= 0,47; p=0,5) (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de nado en el test de nado forzado de los animales estresados en la adultez y
evaluados en la etapa adulta (ECV adulto) y evaluado 5 semanas mas tarde y sus respectivos

controles. Panel Izquierdo: Porcentaje total luego de 10 minutos de evaluacién. Panel derecho:

Porcentaje a lo largo del tiempo. Los datos se presentan como media +EE.

Por dltimo, tampoco se evidenciaron efectos sobre el porcentaje de la
respuesta de trepar la pared (Fi1, 18=0,00052 ; p=0,98). Si se observo una
interaccion significativa con el tiempo de evaluacion (F1, 162=3,39 ; p=0,0008),

Tratamiento (F1, 18=0,00098 ; p=0,98) , pero el test a posteriori no evidencio
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ninguna diferencia entre los correspondientes tiempos y ambos grupos

(Figura 20)
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Figura 19. Porcentaje de escape activo (trepar las paredes) de los animales estresados en la adultez
y evaluados en la etapa adulta (ECV adulto) y evaluado 5 semanas mas tarde y sus respectivos
controles. Panel Izquierdo: Porcentaje total luego de 10 minutos de evaluacién. Panel derecho:

Porcentaje a lo largo del tiempo. Los datos se presentan como media +EE.
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CONCLUSION Y DISCUSION:

A partir del trabajo realizado, se puede concluir que los efectos a largo plazo del
Estrés Cronico Variado en la adolescencia difieren de los efectos del mismo cuando
es aplicado en otra edad y que los efectos sobre las respuestas endocrina y
conductuales al estrés son diferencialmente afectados dependiendo de la edad de la
experiencia estresante. De esta manera, pudimos observar que:

1- Los animales estresados en la adolescencia muestran a largo plazo efectos
conductuales como son la disminucion en la actividad locomotora en el laberinto en
cruz elevado y el aumento en la inmovilidad en el test de nado forzado, indicando
gue estos animales desarrollaron un fenotipo comportamental de adaptacion pasiva
frente a situaciones adversas. Sin embargo, la respuesta del eje HPA frente a un
estresor agudo no fue afectada.

2- Los animales estresados en la adultez mostraron diferencias en la respuesta de
secrecion de corticosterona y ACTH frente a un estresor agudo, mientras que no se
observaron efectos en las pruebas de comportamiento, indicando que los tipos de
adaptaciones posteriores al estrés cronico dependen de la edad de exposicion al
protocolo de estrés.

En los ultimos afios, el estudio de los efectos del estrés en la adolescencia se ha
convertido en un campo en amplio crecimiento dentro de las disciplinas de las
neurociencias y la neuroendocrinologia. Diversos autores han reportado los efectos
del estrés crénico en la adolescencia utilizando diversos protocolos de estrés (Eiland
L et al., 2012; Romeo RD., 2013; Chaby L et al., 2015). Otros trabajos se han
enfocado en estudiar las diferencias en la respuesta de estrés y cOmo ésta se ve
afectada en condiciones de estrés crénico, comparando los efectos dentro de la
etapa pre y post puberal dentro de la adolescencia (Romeo RD., 2010; Jankord R.,
Solomon MB et al., 2011). Mas recientemente, algunos autores se han interesado
en estudiar los efectos a largo plazo de este tipo de intervenciones dentro de esta
etapa (Chaby L. y Cavigelli S. et al., 2013; Wulsin L., et al. 2016; Yohn NL. y Blendy
JA., 2017). Nuestro trabajo se centré en contribuir al conocimiento de los efectos a
largo plazo del estrés cronico variado, un modelo ampliamente utilizado para
estudiar la desregulacion del eje HPA (de Kloet ER et al., 2006; Cotella EM et al.,
2013; Tsigos C. et al., 2016, Renard et al., 2007) y que también ha sido considerado

como modelo de depresion (Cryan JF et al., 2002) aplicandolo en la adolescencia. A
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Su vez, nos interesamos en determinar si estos efectos son especificos de la edad
de exposicion al estrés cronico variado o si por el contrario, son solo efectos

retardados de la respuesta a este protocolo, independientemente de la edad.

Respecto a los resultados del laberinto en cruz elevado y en particular a los efectos
del estrés en la adolescencia, observamos que luego en la etapa adulta, si bien no
se evidenciaron cambios en los indices de ansiedad, los animales presentaron
menor numero de entradas totales en el laberinto en cruz elevado. Tal efecto no se
observo en los animales que fueron estresados en la etapa adulta, indicando que
este efecto es especifico de la edad a la cual los animales fueron sometidos al
protocolo de estrés. Clasicamente, el numero de entradas en este test conductual se
utiliza como indicador general de la actividad locomotora de los animales (Weiss JM
et al., 1998). En este sentido, otros autores han reportado una disminucion en la
actividad locomotora evaluada en un test de campo abierto en ratas que fueron
sometidas a una variante de este tipo de estrés por una semana, durante la
adolescencia  temprana vy luego evaluados a los 60 dias.
Los animales previamente estresados presentaron también menor numero de
entradas en brazos abiertos en este test, indicando un aumento del comportamiento
tipo ansiedad (Luo J et al., 2014). Sin embargo, otros investigadores mostraron que
el estrés de aislamiento por 1 hora durante 15 dias en la adolescencia temprana
provocd un leve aumento de la locomocion en los animales cuando éstos fueron
evaluados 3 semanas y media mas tarde (McCormick CM et al., 2008). Estos
reportes contradictorios podrian deberse a diferencias en los modelos de estrés
utilizados y las edades de aplicacion del estrés y de evaluacion. Es importante
considerar también que, en el laberinto en cruz elevado, una supuesta disminucion
de la actividad locomotora de los animales puede en realidad confundirse con menor
motivacion por explorar el espacio o tal vez una mayor expresion de
comportamiento de congelamiento (Weiss JM., et al 1998). Este ultimo, es una
conducta defensiva comun frente a situaciones adversas que consiste en la
inhibicion total de movimientos excepto por los necesarios para mantener la
respiracion y que por lo tanto implica una disminucion en la locomocion, sin tratarse
de una reduccion de la actividad motriz per se.
Por otra parte, es interesante recalcar que los valores de los indices de ansiedad

observados en este trabajo fueron considerablemente menores que los que
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habitualmente se reportan para este test de comportamiento y que no se observaron
diferencias entre los grupos en ninguno de los experimentos. Este resultado fue
inesperado ya que se ha mostrado como el estrés durante la adolescencia ocasiona
un aumento en el comportamiento tipo ansiedad en los adultos cuando fueron
evaluados en este test comportamental (McCormick CM et al., 2008) o en el test de
luz/oscuridad (Negrén-Oyarzo | et al, 2014). En este sentido, es importante destacar
gue, en general, se considera que una rata a la que se le permite recorrer durante 5
minutos el laberinto en cruz elevado, transcurrira en promedio alrededor del 20-25%
de ese tiempo explorando los brazos abiertos (Cardenas J y Navarro JF., 2002). En
nuestro trabajo, el promedio de exploracion en los brazos abiertos fue menor al 15%
del tiempo. Estos menores niveles en los indices de ansiedad observados podrian
explicarse por haber utilizado un aparato de un tamafio que habitualmente se usa
para animales mas jovenes, pero que para animales de las edades evaluadas,
resultd ser muy pequefio, haciendo que los brazos abiertos fueran aun mas
atemorizantes para los animales de lo que se hubiera esperado. Esto podria explicar
también la alta variabilidad observada en los datos, la baja incidencia de entradas
en brazos abiertos y el reducido nimero de entradas totales que observamos en
nuestros experimentos. Es por ello que consideramos que no es realmente posible
realizar una comparacion entre nuestros resultados y los de otros autores respecto a
estos indices conductuales.

Para ampliar los resultados de este test, podrian incluirse mediciones de
evaluaciones de toma de riesgo (del inglés risk assessment, que es cuando los
animales se asoman por el borde del aparato observando hacia abajo) y mediciones
de frecuencia y tiempo en las conductas de estirarse para explorar desde los brazos
cerrados hacia los brazos abiertos (stretch attends), como complemento para

evaluar los niveles de ansiedad.

En cuanto al andlisis de respuesta del eje HPA a un estresor agudo, observamos
gue los animales estresados en la adolescencia no presentaron efectos en la etapa
adulta, mientras que aquellos que fueron estresados en la adultez mostraron una
hiperreactividad del eje al ser evaluados 5 semanas mas tarde del estrés cronico.
Esto indica que habria una adaptacion diferencial en la regulacion de la actividad del
eje HPA inducido por el estrés cronico, dependiente de la edad en la que fueron
sometidos a la experiencia estresante. El estrés cronico variado ha sido
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ampliamente reportado por provocar la hipersecrecion de estas hormonas frente a
un estresor agudo (Gunnar MR et al., 2009; Gonzalez F et al., 2010; Roca AJ et al.,
2010). En general, este efecto se ha estudiado inmediatamente luego de la
aplicacion del modelo de estrés, aunque algunos autores se han propuesto evaluar
sus efectos mas duraderos. En este sentido, Bourke CH., Neigh GN., 2011,
estudiaron el efecto del estrés cronico utilizando una combinacion de inmovilizacion
y estresores de tipo social durante la adolescencia y observaron que no hubo
cambios en la respuesta de corticosterona a un estresor agudo en los machos
adultos (como nosotras), aunque si observaron un efecto de hiposecrecion en las
hembras. En linea con estos resultados, Wulsin et al., 2016 utilizando el mismo
disefio experimental que nosotros, estudiaron los efectos a largo plazo del estrés en
la adolescencia en ratas hembras de la cepa Sprague Dawley, y observaron
también una disminucion de la respuesta endocrina de estrés, sin embargo, cuando
el mismo experimento fue repetido en machos, coincidentemente con nuestros
resultados, no se observaron efectos en la respuesta a los 90 dias de edad (Cotella
et al., 2017, en preparacién). En cuanto a los efectos a largo plazo del estrés en el
adulto, Ostrander et al.,, 2006 sometieron machos adultos de la cepa Sprague
Dawley a estrés cronico variado durante una semana y luego los evaluaron 30 dias
después de la finalizacion del mismo. En este caso, no se observaron diferencias en
la respuesta a un estresor agudo, lo cual podria deberse a la diferencia en la
extension del protocolo de estrés cronico o también a diferencias entre las cepas de
animales.

Nuestros resultados sugieren que, al menos para la respuesta endocrina de ACTH y
corticosterona, la adolescencia seria una etapa de resiliencia a los efectos del estrés
cronico ya que este no produjo una desregulacién de la respuesta como si ocurrié
en los animales adultos. Esto podria explicarse por una mayor capacidad de
plasticidad del cerebro adolescente, especialmente tomando en cuenta que si la
regulacion de los mecanismos de retroalimentacion del eje HPA estan en desarrollo
durante esta edad (Romeo RD., 2010), los animales tendrian mas posibilidades de
modular la actividad de los circuitos involucrados en la regulacién del eje,
adaptandose a una situacion de estrés cronico sin generar un fenotipo sensible al

estrés como ocurrio con los animales del experimento 2.
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En relacidon al test de nado forzado, los resultados obtenidos mostraron que los
animales estresados en la adolescencia expresaron mayor inmovilidad al ser
evaluados en la edad adulta, mientras que los adultos con experiencia estresante
previa no mostraron diferencias con sus controles, indicando que la adaptacion
comportamental fue especifica de la edad. Por lo tanto, se observa que la forma en
gue enfrentan una situacion estresante inescapable como es el tanque de agua,
depende de la edad en que hayan vivenciado el estrés.

Este test se ha utilizado como un modelo animal para el estudio de los efectos de
farmacos antidepresivos, dado que los animales son forzados a lidiar con una
situacion de la que no pueden escapar por lo que tienden a expresar inmovilidad
con el correr de los minutos, mientras que los animales tratados con un
antidepresivo tienden a preservar el intento de escapar y mantenerse activamente a
flote. A raiz de esto, durante mucho tiempo se utilizé el razonamiento inverso y se
consideraba que intervenciones que incrementan la inmovilidad en este test,
estarian por lo tanto promoviendo un comportamiento de tipo depresivo (Commons
KG et al., 2017). Mé&s recientemente se ha sugerido que lo mas correcto es referirse
a diferentes estilos de adaptacion para afrontar la situacion estresante, donde
ciertos animales tendran un estilo mas pasivo, lo que clasicamente se llamaba tipo-
depresivo (depressive-like behavior) (de Kloet ER y Molendijk ML., 2016, Commons
et al. 2017).

Otros autores no encontraron efectos en el test de nado forzado en machos adultos
gue fueron estresados en la adolescencia, aunque si observaron efectos similares a
los nuestros en las hembras, sin embargo, el estrés utilizado fue aislamiento social
(Hong et al.,, 2012) o una combinacion de estresores sociales con inmovilizacion
(Bourke CH., Neigh GN., 2011) pudiendo ser que las diferencias entre los tipos de
estresores sean la explicacion para la discrepancia en los resultados. A su vez,
empleando el mismo disefio pero en ratas Sprague Dawley, Wulsin et al., 2016 y
Cotella et al., 2017 observaron también un efecto de adaptacion pasiva en el test de
nado forzado, que fue Unicamente observado en las hembras, por lo que no se

pueden descartar efectos entre distintas cepas para este comportamiento.

A través de un analisis mas global de los resultados, observamos que los animales
con una historia de estrés cronico previa durante la adolescencia, presentan

diferencias en los test comportamentales, sugiriendo mayores niveles de ansiedad y
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una adaptacion tipo pasiva frente a un estresor agudo; mientras que los adultos
estresados enfrentan estas situaciones de manera conductual similar que otros
adultos sin experiencia estresante previa.

Considerando que la respuesta de estrés es individual y subjetiva a la valoracion del
sistema de cada individuo (McCarty R et al., 1988; Ursin H. y Eriksen HR., 2004), se
dice que la experiencia sera estresante si el estimulo desborda la capacidad de
afrontar la situacion (coping) (McCarty R et al., 1988), incluyendo de esta manera en
la ecuacion del estrés a la naturaleza del estimulo, la experiencia del individuo y la
capacidad activa individual de hacer frente a ese estimulo estresor. En nuestro
trabajo vemos como la experiencia previa afecta las respuestas posteriores al
estrés, y como la edad a la que se sufri6 esa experiencia estresante determina
distintos tipos de adaptaciones en esas respuestas.

La falta de control e incertidumbre frente a eventos estresantes se dice que produce
un estado de distrés cronico, el cual se considera que incrementa la vulnerabilidad a
distintas enfermedades relacionadas al estrés (Fuchs E y Fliigge G., 2003; De Kloet
ER et al., 2008; Miller JR et al., 2009). En nuestro trabajo pudimos observar que las
respuestas comportamentales de los animales estresados en la adolescencia fueron
afectadas de manera que se inclinaron hacia una estrategia de adaptacion pasiva, la
cual se ha relacionado con sintomas de psicopatologias asociadas al estrés como la
ansiedad y la depresion (Commons KG et al., 2017) sugiriendo que durante esta
ventana del desarrollo los animales presentaron una vulnerabilidad a los efectos del
estrés que no se observd en los animales adultos. Sin embargo, la regulacion del
eje HPA, que también se ha asociado con este tipo de patologias (de Kloet ER.,
2005), no fue afectada al momento de la evaluacion mientras que si hubo una
desregulacion en los animales estresados en la edad adulta. Esto estaria indicando
gue no todos los mecanismos de respuesta al estrés son vulnerables durante la
adolescencia si no que los animales estresados en la adolescencia podrian ser
resistentes o resilientes a este tipo de efecto. Los resultados de Jankord R et al.,
2007, mostraron que el estrés crénico variado durante la adolescencia tardia
provoca hipersecrecién de corticosterona inmediatamente luego de la finalizacion
del modelo de estrés. Esto sugiere que, en nuestro caso, lo mas probable es que
haya ocurrido lo mismo y que luego los animales fueron capaces de recuperar su

respuesta durante las 5 semanas de recuperacion, lo que no ocurrioé en los animales
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adultos. Por lo tanto, la adolescencia seria un periodo de particular resiliencia en

cuanto a la regulacion de la respuesta del eje HPA.

Para concluir, queremos destacar que el estrés cronico durante la adolescencia
puede constituir un modelo util para el estudio de los mecanismos que subyacen a
la vulnerabilidad a trastornos emocionales y a la resiliencia en la respuesta del eje
HPA. Consideramos ademas que nuestro trabajo es Unico en cuanto a que no
existen muchos reportes de efectos retardados del estrés cronico luego de tantas

semanas, ni en adolescentes ni en adultos.
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