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1. RESUMEN

El cerebro inmaduro es susceptible al estrés pudiendo desarrollar distintas patologias
psiquiatricas a lo largo de la vida. La lactancia suele ser un periodo estresante para las madres
debido a la demanda de cuidados del recién nacido, presion de su entorno sociocultural
sumado a un sistema laboral que no brinda los resguardos legales para la maternidad. El
presente estudio tuvo como objetivo investigar el efecto del estrés materno durante la
lactancia temprana sobre el comportamiento de las crias hembras y machos durante la
infancia. Se uso el paradigma de inestabilidad social basado en el modelo residente-intruso.
Seis ratas Sprague-Dawley fueron expuestas junto a su camada a una rata hembra virgen e
intrusa durante los dias 2 al 8 post parto. Se registraron los pesos de las camadas desde el dia
21 al 28 y se evalu6 a una cria hembra y un macho de cada camada en el dia post natal 24
para detectar comportamientos similares a la ansiedad y la depresién. Las crias macho del
grupo sometido a estrés postnatal tuvieron una mayor ganancia de peso corporal, destacando
un dimorfismo sexual. Ademas, se evidenciaron alteraciones conductuales en la interaccion
social espontanea, mostrando las hembras un comportamiento agresivo, mientras que los
machos disminuyeron significativamente su interaccion fisica en esta prueba. Estos
resultados sugieren que el estrés postnatal temprano se manifestdé de distinta manera en
ambos sexos, evidenciando la necesidad de contar con modelos animales que permitan el
estudio de las bases neurobioldgicas de las alteraciones neuropsiquiatricas infantiles a nivel

preclinico tanto en el sexo femenino como masculino.



2 ABSTRACT

The immature brain is susceptible to stress and can develop different psychiatric pathologies
throughout life. Breastfeeding is usually a stressful period for mothers due to the demand for
newborn care, pressure from their sociocultural environment added to a labor system that
does not provide legal safeguards for maternity. The present study aimed to investigate the
effect of maternal stress during early lactation on the behavior of female and male pups
during infancy. The social instability paradigm based on the resident-intruder model was
used. Six Sprague-Dawley rats and their litter were exposed to an intrusive virgin female rat
on days 2 to 8 postpartum. Litter weights were recorded from day 21 to day 28, and one
female and one male pup from each litter were tested on postnatal day 24 for anxiety- and
depression-like behaviors. The male pups of the group subjected to postnatal stress had a
greater gain in body weight, highlighting a sexual dimorphism. In addition, behavioral
alterations in spontaneous social interaction were evidenced, with females showing
aggressive behavior, while males significantly decreased their physical interaction in this
test. These results suggest that early postnatal stress manifested itself differently in both
sexes, evidencing the need for animal models that allow the study of the neurobiological

bases of childhood neuropsychiatric disorders at a preclinical level in both males and females.



3. INTRODUCCION

3.1 Concepto de estrés.

El estrés es una reaccion fisioldgica de los organismos para adaptarse a una situacion
amenazante (Cabral, et al.,, 2016) y que como resultado originan un cambio en el
comportamiento, produciendo un estado de alerta, vigilancia, atencién enfocada y
procesamiento cognitivo que permiten al individuo ejercer control sobre la situacion y
adaptarse a ella. Este cambio en el comportamiento esta comandado por estructuras limbicas
que incluyen hipocampo, amigdala y corteza prefrontal medial (CPFm), que generan la
activacion de eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA), produciendo liberacion de hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina desde el nucleo paraventricular
hipotaldmico a la pituitaria anterior que libera corticotropina (ACTH) hacia el torrente
sanguineo. La ACTH estimula la corteza suprarrenal para secretar corticosteroides, cortisol
en humanos y corticosterona en ratas y ratones. Los corticosteroides llegan a todos los
organos mediante la circulacion, permitiendo coordinar las funciones cerebrales y corporales
para la respuesta y adaptacion al estrés (De Kloet, et al., 2005). Las respuestas suprarrenales
al estrés reflejan la activacion del sistema simpatico-adrenal y el eje HPA y buscan adaptar
al individuo frente a situaciones de emergencia (Goldstein, 2010). La adaptacion al estrés es
un proceso dinamico en que se incrementan o deprimen las funciones vitales para mantener
la estabilidad del individuo frente a situaciones desafiantes, concepto conocido como
alostasis. A largo plazo, la respuesta fisioldgica repetitiva constituye la carga alostatica

(McEwen & Stellar, 1993), e involucra cambios metabdlicos y desgaste de drganos y tejidos,



puede predisponer a enfermedad, generando una variedad de trastornos clinicos, como
disfunciones metabdlicas, inmunes y psicopatologias (Mac Ewen, 2004).

A nivel cerebral, los corticoesteroides operan uniéndose a receptores de mineralocorticoides
(MR) y glucocorticoides (GR), que co-existen en neuronas localizadas en estructuras
limbicas (De Kloet, et al., 2005) y pueden mediar una respuesta rapida (no genémica) o lenta
(gendmica) al estrés (Joéls et al., 20013). La respuesta rapida involucra principalmente MR
de membrana, que al ser activados, alteran la funcién de canales activados por ligando y
voltaje-dependientes, afectando la excitabilidad neuronal (Groc et al., 2008). Por otro lado,
la respuesta lenta al estrés involucra GR citoplasmaticos que, al ser activados, son
translocados al nlcleo y actian como factores de transcripcion regulando la expresion de
genes, afectando asi, funcional y estructuralmente las propiedades de las neuronas (Joéls et
al., 2013). El equilibrio entre MR y GR determina las respuestas de afrontamiento al estrés

(Lan et al., 2017).

3.2 Estrés peri natal

El ambiente perinatal puede inducir cambios estructurales y funcionales en el sistema
nervioso central (SNC) (Catalani et al., 2011). En las primeras semanas de vida, la
vulnerabilidad del SNC a los glucocorticoides es alta debido a que la vida media de la
corticosterona se prolonga hasta 3 veces lo observado en la vida adulta (Catalani et al., 2011).
Cuando estos se administran directamente en forma transitoria en el periodo postnatal
temprano, se ha observado hiporeactividad del eje HPA ante estimulos estresantes entre los
dias postnatales 20 y 25, retraso en la aparicion del ritmo circadiano en la actividad del eje

HPA, niveles basales de corticosterona mas bajos en adultos, disminucion en la cantidad de



MR en la hipofisis, hipotalamo e hipocampo y disminucion de rendimiento en pruebas de
aprendizaje y memoria espacial en la adultez (Catalani et al., 2011).

La corticosterona materna se excreta en la leche, si bien el aumento es menor que el
encontrado en plasma luego de ocurrido un evento estresante, existe un peak en los niveles
de corticosterona en leche materna a los 50 minutos luego de ocurrido el suceso (YE, 1984).
Si la corticosterona producida por el lactante es baja, la hormona procedente de la madre, que
se puede ver aumentada por acontecimientos medioambientales, es capaz de influir
directamente en la maduracion del eje HPA de la rata en desarrollo (Catalani et al., 2011).
La corticosterona puede actuar ademas indirectamente produciendo efectos en la
descendencia al influir en el comportamiento materno (Catalani et al., 2011).

El conflicto social de colocar una rata en la caja de una lactante residente, representa un estrés
emocional relevante, que resulta en activacion del eje HPA de ambas ratas (Neumann et al.,
2001). Si bien se sabe que existe una hiporreactividad del sistema neuroendocrino frente al
estrés en hembras lactantes, esta se ve disminuida durante la lactancia temprana en presencia
de la camada (Dechamps et al., 2003).

De acuerdo a la investigacion de Brummelte et al. (2008), el cortisol materno afecta el
comportamiento y la actividad endocrina de la descendencia. Este hallazgo es dosis
dependiente y sexo especifico, observandose en machos expuestos a altos niveles de
glucocorticoides maternos durante el postparto, conductas similares a la ansiedad. Ademas,
en la descendencia expuesta durante el periodo prenatal, se observaron conductas similares a
la depresidn, evidenciando una ventana temporal critica para el desarrollo de conductas que

indican ansiedad y depresién en la edad adulta.



Por otra parte, existe evidencia que demuestra que el estrés prenatal, genera conductas
similares a la depresion y ansiedad en ratas macho prepuberes y no en hembras (lturra et al.,
2017). En el estudio realizado por Lan et al., el 2017, en que se estudiaron los niveles de
expresion génica de MR y GR en areas limbicas de fetos sometidos a estrés prenatal, se
encontrd que las hembras tenian aumentados los niveles de MR en la amigdala e hipocampo
en esta etapa del desarrollo, lo que podria explicar el motivo de esta respuesta sexoespecifica.
Una de las regiones implicadas en la fisiopatologia de la depresion es el nicleo Accumbens
(NACc), que forma parte del estriado ventral. EI NAc recibe aferencias glutamatérgicas
provenientes desde el hipocampo ventral, CPFm, la amigdala basolateral (BLA) y otras
estructuras como el tdlamo (Bagot et al, 2015). Correia et al. (2016), observaron que la
activacion selectiva del circuito BLA-NAc mediante optogenética, reducia la evocacion de

la memoria de miedo, constituyendo un circuito de resiliencia frente al estrés.



4 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢El estrés materno durante la lactancia ¢genera conductas similares a la ansiedad y la
depresion en las crias? Ademas, ¢seran estas conductas observables durante la infancia o pre-

pubertad?

5 HIPOTESIS
El estrés social en el periodo de lactancia genera conductas similares a la ansiedad y a la

depresion en las crias de manera sexo especifica.

6 OBJETIVOS

6.1  Objetivo general
Estudiar el efecto del estrés materno durante la lactancia temprana sobre el comportamiento

de las crias durante la infancia.

6.2  Objetivos especificos
En un modelo de estrés por inestabilidad social durante la lactancia temprana determinar en

las crias machos y hembras:
1.- Marcadores fisioldgicos del estrés.

2.- Conductas similares a la ansiedad y depresion.

10



7 METODOLOGIA

7.1 Bioética:

Esta investigacion fue aprobada por el Comité de Bioética de la Universidad de Valparaiso,
Acta de Evaluacion Bioética Codigo 040-2014 para el proyecto Anillo de Ciencia y
Tecnologia 1403. El estudio se realizo en el Laboratorio de Neurobiologia del Estrés de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso. Los protocolos se disefiaron
respetando las reglas de las 3 R de la bioética reduciendo asi el nimero de animales a utilizar.

Ademas, se implementaron todas las medidas para minimizar su sufrimiento.

7.2 Sujetos

Se cruzaron 12 ratas hembra Sprague-Dawley virgenes de 120 +/- 10 dias de edad con peso
de 272.1 +/- 22 grs con machos reproductores de la misma especie obtenidos de camadas
criadas en el bioterio del Laboratorio de Neurobiologia del Estrés de la Universidad de
Valparaiso. Estos se mantuvieron en condiciones de temperatura y humedad ambiental
controlada (20 + 1°C, 55 + 5% respectivamente), comida (Rat Chow, LabDiet® 5012) y
aguadisponibles ad libitum. El ciclo circadiano se mantuvo 12/12 (la luz se encendio a las
8:00 am). Del total de ratas, 6 se utilizaron como controles y las otras 6 se sometieron al

protocolo de estrés post natal (EPN).

7.3 Protocolo de estrés materno
Las ratas control se mantuvieron durante el periodo post parto hasta el destete en la sala de

maternidad sin sufrir ningun tipo de intervencion que pudiese estresarlas.
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Las ratas sometidas al protocolo de estrés, fueron expuestas junto a su camada, a una rata
hembra intrusa diferente durante los dias 2 a 8 post parto, durante 10 minutos diarios entre

las 9:00 y las 11:00 de la mafiana.

El disefio experimental que se presenta a continuacion refleja el orden en el que se realizaron

las pruebas.

7.4  Disefio experimental

< &

L
iniiog DPN 23
Estrés por
inestabilidad Prueba preferencia
social a sacarosa
- -, -5 -, - .
Cruza ' ' ' ' ' '
cicLo P\ - - - : - DPN28
VITAL N .' 4 ' ' ' ' ' Peso de las ratas.
o [ (] ¥ ' ' = Obtencién y peso
' [] ] N ' N - glandulas adrenales.
L} L} i i L} L} NF
' ' ) ’ . ’
- g 2 . - 4 - -~ 6
E21 DPN 21 DPN 24
Nacimiento crias Destete y peso Pruebas conductuales

Interaccién social
Prueba de campo abierto
- Nado forzado

Figura 1.- Esquema del disefio experimental. E: edad gestacional, DPN: dias post natal, Orden en el que se
realizaron las pruebas: 1.- Prueba de preferencia a la sacarosa, 2.-Prueba de interaccion social, 3.- Prueba de
campo abierto, 4.- Nado forzado.
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7.5 Marcadores Fisioldgicos de estrés

7.5.1 Ganancia de peso.

Para monitorear los efectos del protocolo de EPN sobre el peso de las ratas infantes, se
pesaron las camadas de 12 o mas crias los DPN 21 (destete) y DPN 28. Camadas menores a
12 crias no fueron consideradas porque su peso se ve aumentado al destete por la mayor

disponibilidad de leche materna desde el nacimiento.

7.5.2 Peso de las glandulas adrenales.

El dia post natal (DPN) 28 el animal fue anestesiado con isoflurano hasta verificar la
presencia de paro respiratorio, posteriormente se realiz6 una incision en la zona abdominal
que permitio la extraccion de las glandulas. Antes de registrar el peso se retir6 el exceso de
tejido adiposo. Finalmente se calcul6 la proporcion del peso de estas respecto al peso total

del animal [Peso glandula adrenal (mg)/ peso corporal (g)].

7.6 Estudios Conductuales en ratas prepuberes.

De cada camada se escogié una hembra y un macho para las pruebas evitando asi el efecto
camada, es decir, que los individuos compartan gran parte de su carga genética y las
caracteristicas de su comportamiento sean producto de ello y no del estrés inducido a la madre

durante la lactancia temprana.

Las crias fueron destetadas el DPN 21 y mantenidas con sus hermanos hasta el DPN 23,
cuando los sujetos de estudio se aislaron para realizar la prueba de preferencia de sacarosa.

Las pruebas se realizaron entre los DPN 23 y DPN 25.

13



Para el analisis de las pruebas se utilizo el software ANY-maze (Stoelting Co., lllinois, USA).

7.6.1 Conductas similares a la depresion

7.6.1.1 Prueba de preferencia a la sacarosa.

La prueba de preferencia a la sacarosa consiste en dejar a disposicion de la rata 2 bebederos,
uno con agua y otro con agua endulzada con sacarosa. En condiciones normales, la rata
escogera la botella con agua dulce para beber porgue esta le produce placer. Contrariamente,
animales sometidos a estrés cronico, muestran anhedonia, es decir, pérdida de la capacidad
de sentir placer y por ello un menor consumo de agua con sacarosa. Este paradigma se ha
utilizado experimentalmente para estudiar resiliencia y susceptibilidad al estrés, dado que
aquellas ratas sometidas a estrés cronico que igualmente muestran marcada preferencia por
el consumo de agua con sacarosa serian resilientes y, por el contrario, aquellas que consumen
indistintamente agua 0 agua con sacarosa serian susceptibles a manifestar comportamientos

similares a la depresion (Franklin et al., 2012).

Dos dias previos a la prueba (DPN 21 y 22) se habitud a las crias a consumir una solucion
dulce (5% sacarosa) durante una hora diaria. EI DPN 23 tanto las crias control como las del
grupo EPN fueron aisladas en cajas individuales y tuvieron a disposicion una botella con
agua y una con sacarosa al 5% durante 12 horas. El célculo de preferencia de sacarosa se

realizd en base al total de liquido ingerido.

7.6.1.2 Interaccion Social

La prueba de interaccién social (File y Hyde 1978) consiste en exponer entre si a dos

roedores hembra o dos roedores macho en un entorno novedoso, para disminuir su conducta

14



agresiva, y monitorear su comportamiento exploratorio y social por 5 a 15 minutos (Toth et
al., 2013). Una menor interaccién con un animal del mismo sexo indica evitacion o aversion
social, lo que se relaciona a conductas similares a la ansiedad y depresion, que presentan alta

comorbilidad con desordenes afectivos (Toth et al., 2013).

Para evaluar la interaccién social espontanea se utilizd6 un protocolo modificado del
propuesto por Malkesman y Weller. EI DPN 24, luego de 12 horas de aislacion las hembras
y machos, control y EPN fueron evaluados en cuanto a la interaccion social espontanea con
otra cria de la misma edad, raza y sexo. Para ello se puso a ambas crias en una caja plastica
limpia (50 x 40 x 31 cm) con aproximadamente 1 cm de cama de sustrato de papel. La
interaccion social fue videograbada durante 15 min y se analizaron los comportamientos
prosociales (juego, olfateo y seguimiento), las conductas no sociales (tiempo en que no hubo
interaccion fisica entre las ratas) y las conductas agresivas (derrota social). EI namero y

duracion de las conductas se analizaron utilizando la opcion manual del software ANY-maze.

7.6.1.3 Nado Forzado

Actualmente, se considera que esta prueba conductual determina el tipo de estrategia
conductual que usan los roedores para afrontar una experiencia aguda de estrés (Molendijk
& de Kiloet, 2019). Sin embargo, la evidencia empirica ha mostrado que farmacos
antidepresivos utilizados en roedores con comportamientos pasivos reducen el tiempo de
inmovilidad en el nado forzado, aumentando el comportamiento activo relacionado con el

escape (Slattery & Cryan, 2012).
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Para la prueba de nado forzado se utiliz6 una versién modificada del protocolo de Porsolt.
Se usé un cilindro acrilico (diametro 25 cm, altura 46 cm) llenado hasta los 30 cm con agua
a 30°C £1°C, (lturra et al., 2018). La prueba duré 5 minutos, durante los cuales el
comportamiento de los animales fue grabado para luego ser analizado con el programa ANY -
maze en su modo manual. Las conductas medidas fueron el tiempo de escalada, buceo y nado
consideradas como conducta activa, y el tiempo de flote que corresponde a aquel estado en
el que el animal se mantiene inmovil, realizando solo el minimo esfuerzo para mantener la
cabeza sobre la superficie del agua, con una posicion vertical de al menos 10° respecto de

esta, demostrando una conducta pasiva.

7.6.2 Conductas similares a la ansiedad

7.6.2.1 Prueba de Campo Abierto

La prueba de campo abierto es una de las pruebas etologicas mas utilizadas para evaluar el
comportamiento de ansiedad en roedores. Consiste en permitir a los animales explorar
libremente una arena abierta rodeada de paredes. En esta situacion, los roedores evitan el
centro del campo, prefiriendo permanecer en la periferia, comportamiento conocido como
tigmotasis (Kuniishi et al, 2017).

El aumento del tiempo de permanencia en el centro de la arena, asi como de la relacion
locomocion central/total o la disminucion de la latencia para entrar en la parte central son
indicativos de ansiedad (Prut & Belzung, 2003).

El desencadenante de la conducta ansiosa en esta prueba se relaciona con la separacion del

individuo de su grupo social y al tamafio de la arena en relacion con el entorno habitual del

16



animal, dado que los roedores habitan en grupos y en espacios pequefios, se explica lo
estresante de la prueba para el sujeto experimental (Prut & Belzung, 2003).

Este procedimiento también permite medir la sedacion o la actividad del individuo y se ha
utilizado como una de las alternativas para controlar el adecuado desempefio de la

locomocion del animal (Crestani et al., 2010).

Una vez terminada la prueba de Interaccion social las crias fueron sometidas a la prueba de
campo abierto. Para ello se utilizd una caja negra de 40x40 cm, con una altura de igual
dimension, la temperatura de la habitacion fue de 20°C +1°C y con una iluminacidn al centro
de la caja de 270 lux = 5 lux (Luxémetro modelo #LX-1010B, Weafo Instrument Co.,

Shanghai, China). La limpieza del aparato se realizd entre cada animal con etanol 5%.

La prueba tuvo una duracion de 5 minutos y fue grabada para su posterior analisis con el

programa ANY-maze.

7.7  Andlisis estadistico
Los resultados se exploraron para determinar la normalidad (test de normalidad Shapiro-
Wilk) y homocedasticidad (test de Levene). Si se cumplen estos dos supuestos, se aplica

estadistica paramétrica (test de ANOVA).

Para el analisis, en todos los resultados se utiliz6 la prueba ANOVA de una via y el test post
hoc de Tukey. Las correlaciones se analizaron mediante la prueba de Pearson (paramétrico),
0 bien utilizando la prueba de Spearman (no paramétrico). Los resultados son mostrados

como media £ SEM. Se consideraron estadisticamente significativos aquellos resultados con

17



un valor de probabilidad (p) menor a 0.05. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
el software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software Inc.). Se considerd en todos los
parametros que se describen a continuacion la presencia de cuatro grupos: controles (no
estresados) hembras y machos (HC y MC correspondientemente); e hijos de madres
sometidas a estrés cronico por inestabilidad social, hembras y machos (HEPN y MEPN

respectivamente).
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8 RESULTADOS

8.1 Marcadores Fisioldgicos de estrés
8.1.1 Peso de las glandulas adrenales.
El protocolo de EPN no generd una diferencia significativa en el peso de las glandulas
adrenales de ratas estresadas respecto de las ratas control (p = 0.0573), con medias: HC=
0.2468 £ 0.01305, HEPN =0.2157 +0.008974, MC=0.2385 +0.03082, macho estrés MEPN=

0.1728 +0.01700.

Peso Glandulas Adrenales

0.4

A = T
’ . ——

0.1+

Peso Glandulas Adrenales/Peso Total

0.0

T L] L L]
Hembra Control  Hembra Estrés ~ Macho Control ~ Macho Estrés

Figura 2.- Efecto del EPN sobre el peso corporal. Los datos son presentados en media + SEM.

8.1.2 Ganancia de peso.
La ganancia de peso fue significativa en los machos estresados (p=<0.0001) a diferencia de

lo que se observa en hembras, con medias: HC=87.11 + 43.346, HEPN=93.61 + 1.584, MC=

90.31 +£1.845, MEPN=104.5 +1.228.
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Figura 3.- Efecto del EPN sobre la relacion peso de glandulas adrenales/peso total del animal. Los datos son
presentados en media £ SEM.
8.2 Estudios Conductuales en ratas prepuberes.

8.2.1 Conductas similares a la depresion.

8.2.1.1 Prueba de preferencia a la sacarosa.

No hubo diferencia significativa en el consumo de sacarosa entre los grupos control y EPN
(p = 0.0809), con medias: HC=88.97 + 2.838, HEPN= 67.88 + 6.885, MC=89.35 +2.352,

MEPN= 77.45 +6.173.
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Figura 4.- Porcentaje de preferencia de ingesta de sacarosa respecto de la ingesta total de liquido. Los datos
son presentados en media + SEM.

8.2.1.2 Prueba de interaccion social

Se observo una disminucion significativa en las conductas prosociales tanto de hembras
como de machos estresados (p < 0.0001), con medias: HC= 224.6 + 27.57, HEPN= 563.17

+14.59, MC= 269.8 +15.91, MEPN= 40.95 +10.95.

En cuanto al comportamiento no social los grupos mostraron medias de HC=670.4 + 30.52,
HEPN= 685.8 +10.49, MC=629.8 +15.78, MEPN= 791.6 £34.38, observandose un aumento
significativo en las conductas no sociales de los machos (p= 0.0013), contrariamente a lo que
ocurre con las hembras (p=0.9711), existiendo diferencia estadisticamente significativa entre

la conducta de hembras y machos estresados.

A B
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Figura 5.- Efecto de EPN sobre el tiempo de interaccion social. A. Comportamiento prosocial. B.
Comportamiento no social. Los datos son presentados en media + SEM.

El resultado mas interesante de esta tesis es que por primera vez se observd que las ratas
infantes desarrollan derrota social con un conespacifico, muy similar al modelo de estrés por
derrota social en roedores adultos en que solo se observa este fendmeno en los macho. Hubo
un aumento significativo en el nimero de derrotas sociales exhibidos por ratas hembras
estresadas (p=<0.0001), los grupos mostraron medias de: HC= 0.3333 + 0.3333, HEPN=
22.00 + 2.352, MC= 0.000 * 0.000, MEPN=9.667 + 4.752, con significancia estadistica en
el grupo de las hembras en comparacion con machos sometidos a EPN (p=0.0111 ). No hubo
diferencia significativa en el nimero de derrotas en los machos infantes, pero la mitad de los

machos generaron este comportamiento de derrota social.
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Figura 6.- Efecto de EPN sobre conductas agresivas, representando el nimero de derrotas sociales realizadas
por los sujetos durante la prueba.

8.2.1.3 Nado forzado

La prueba de nado forzado no mostré diferencias significativas entre ratas control y
estresadas (p=0.6176). EIl tiempo de inmovilidad obtuvo medias de: HC= 28.85 +12.02,

HEPN= 38.83 £13.99, MC= 23.63 +11.52, MEPN= 45.33 +12.40.

Nado forzado comportamiento pasivo Nado forzado comportamiento activo
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Figura 6.- Efecto del EPN en la movilidad en la prueba de nado forzado. A: comportamiento pasivo
(inmovilidad). B. comportamiento activo (nado, buceo y tiempo de escalada). Los datos son presentados en
media £ SEM.
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8.2.2 Conductas similares a la ansiedad.

8.2.2.1 Prueba de campo abierto.

No se observo diferencia estadisticamente significativa en el tiempo en que las ratas
permanecieron en la periferia del campo (p=<0.0923), con medias: HC=269.9 + 8.295,
HEPN= 249.4 +14.77, MC=285.1 +4.469, MEPN= 201.2 +43.17, asi como tampoco en el
centro (p=0.804), con medias: HC= 29.08 +8.672, HEPN= 50.58 +14.72 , MC= 12.28 £

3.810, MEPN=98.43 +42.86 .
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Figura 5.- Representacion del tiempo en la periferia y en el centro del campo en los grupos estudiados.

En cuanto a la velocidad de desplazamiento y la distancia recorrida, tampoco mostraron
diferencias significativas entre los grupos con p= 0.5479 y p= 0.5274 respectivamente. Las
medias para la velocidad de desplazamiento son: HC= 0.02850 +0.002717, HEPN= 0.03383
+0.007035, MC= 0.03283 +0.006565, MEPN= 0.02283 +0.006183 y para la distancia
recorrida: HC= 8.513 £0.7965, HEPN= 10.20 £2.112, MC= 9.845 £1.992, MEPN= 6.810

+1.817.
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Figura 5.- Efecto del EPN en la actividad locomotora. A: velocidad media de desplazamiento. B: distancia
total recorrida. Los datos son presentados en media + SEM.
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9 DISCUSION.

El estudio del efecto del estrés materno durante la lactancia temprana sobre el
comportamiento de las crias durante la prepubertad, permitid identificar diferencias
sexoespecificas en el comportamiento de los sujetos, ademas de validar un modelo de estrés

materno que permitiera realizar esta investigacion.

9.1 Marcadores Fisiolégicos de estrés
Si bien no hubo diferencia en el peso de las glandulas adrenales, se observo un aumento de
peso significativo en machos sometidos a EPN, destacando una diferencia sexo especifica en

la ganancia de peso del grupo estresado.

Este aumento de peso se podria explicar por la alteracion que sufre el eje HPA frente al
aumento secrecion de glucocorticoides producida por el EPN temprano, afectando
permanentemente la retroalimentacion negativa de los glucocorticoides en la hipdfisis,
induciendo hipercortisolismo dependiente de adrenocorticotropina (Campana et al., 2021).
Mas aun considerando la vida media aumentada de la corticoesterona durante la vida post
natal temprana y su excrecion en la leche materna (Catalani et al., 2011). Ademas, se ha
demostrado la influencia del estrés sobre procesos inflamatorios y metabdlicos (Charmandari
et al., 2005, Antoni et al., 2006), que aumentan el estrés oxidativo, cuya exposicion puede
programar el perfil metabdlico infantil para que sea susceptible a un exceso de ganancia de
peso y obesidad posterior (Young et al., 2012). Sumado a esto, Tamashiro et al., evidenciaron
gue descendientes de madres estresadas son hiperleptinémicos e hiperinsulinémicos al

destete, reforzando el resultado de esta investigacion.
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A diferencia de otros estudios en que se ha observado un mayor aumento de peso en hembras
(Murphy et al., 2017), en la presente investigacion se observo un aumento de peso mayor en
machos sometidos al protocolo de estrés. Sin embargo, existen pocos estudios realizados en
este grupo etario en que adn no estan presentes ciclos hormonales relacionados al desarrollo

gonadal.

9.2 Conductas similares a la depresion.

En el presente estudio no se encontraron diferencias en la prueba de preferencia a la sacarosa.
Sin embargo, es interesante observar que en el grupo de sujetos sometidos a EPN, se observa
mayor dispersion en los resultados, pudiendo corresponder a sujetos con fenotipo resiliente
en comparacion a otros susceptibles a esta prueba, situacion que ha sido reportada por
distintas investigaciones en las que se han identificado individuos con la capacidad de

afrontar y adaptarse eficazmente al estrés cronico (Zurawek et al., 2013).

Al igual que en el estudio realizado por Iturra-Mena y colaboradores el afio 2018 en ratas
prepUberes, las mayores diferencias se encontraron en la prueba de interaccién social, lo que
reafirma que este paradigma es un indicador mas sensible en la respuesta heddnica para este
grupo etario, sugiriendo la presencia de anhedonia motivacional, lo que podria ser resultado
de una alteracion en el funcionamiento de estructuras mesocorticolimbicas como el NAc y

su papel en el sistema dopaminérgico.

El resultado de la interaccion social fue diferente entre hembras y machos. Si bien las
hembras estresadas mostraron tiempos similares de interaccion fisica con respecto al grupo

control, se pudo observar un aumento en las conductas agresivas sumado a una disminucion
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en las conductas prosociales. La CPFm tiene un rol preponderante en el control de las
conductas agresivas (Siever, 2008). Un desequilibrio entre su funcién reguladora debido a
desbalance de los sistemas glutamatérgicos/gabaérgicos e hipersensibilidad de la amigdala
podrian contribuir a anomalias en este circuito, ademas de una disminucidn en los niveles de
serotonina 0 aumento de catecolaminas (Siever, 2008). Se sabe que en hembras existe una
maduracion mas temprana de la corteza prefrontal en comparacion con los machos (Cullity
et al., 2019; Gennatas et al., 2017), regulando su conducta, sin embargo, es posible que

estresores tempranos en la vida post natal alteren la maduracion de esta estructura cerebral.

Por otra parte, los machos estresados, disminuyeron el tiempo de interaccién fisica con sus
pares. Existen reportes que relacionan los estresores en la vida temprana en machos, con
desordenes del espectro autista y déficit atencional durante la infancia sumado a depresién
en la vida adulta, mientras que en el sexo femenino estos cambios se observan frente a
fluctuaciones hormonales, por lo que son més evidentes en la adolescencia y adultez (Hodes
& Epperson, 2019). Cabe destacar que en humanos, la prevalencia del autismo es mayor en
el sexo masculino siendo de 4-5:1, sin embargo, en los ultimo afios, se han descrito
diferencias en la conducta de nifias y nifios en el espectro autista, siendo en el sexo femenino
subdiagnosticado debido a la presencia de funciones cognitivas mas altas, destacando la
mayor conciencia en la necesidad de interactuar con sus pares y la tendencia a imitar a otros,

lo que enmascara la condicion al desarrollar estrategias compensadoras (Lay et al., 2015).

En lo que respecta al trastorno por déficit atencional e hiperactividad, en la practica clinica,
existe claramente un mayor nimero de individuos de sexo masculino afectados. En trabajos

experimentales se ha observado que, en respuesta al estrés, las hembras liberan mas
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catecolaminas en el SNC que los machos. Dado que las catecolaminas estimulan la actividad
de la Na+ K+ ATPasa de membrana, tanto el valor del potencial de membrana como el
umbral de activacion aumentan, explicando el mayor éxito en responder y adaptarse a una
situacion estresante de las hembras debido a su mayor produccion de noradrenalina en el
sistema nervioso central (Mourek J & Pokorny, 2022). En nifias con déficit atencional, se han
observado niveles mas bajos de hiperactividad y tasas méas bajas de otros comportamientos

de externalizacion predominando el comportamiento de desatencion (Gaub & Carlson 1997).

Ademas, estudios en nifios criados en orfanatos, aun cuando se han entregado los cuidados
basicos como alimentacion y vivienda, han demostrado alteraciones conductuales
diferenciadas por sexo, mientras en el sexo femenino se ha descrito ansiedad y depresion, en
los varones se ha observado impulsividad. Los estudios de imagenes reportan alteraciones en
la amigdala, pero no existe diferenciacion por sexo en estos Ultimos (Hodes & Epperson,

2019).

Finalmente, en el nado forzado no hubo diferencia entre los distintos grupos, observandose
dispersion de los resultados tanto en ratas control como estresadas. Si bien la prueba original
estd descrita en ratas adultas a una temperatura de 25°C (Porsolt et al., 1978), para ratas
prepuberes se realizé un protocolo diferente en que el agua estaba a 33°C, como ha sido
descrito en estudios anteriores realizados en ratas de la misma edad (lturra et al., 2018) con
la finalidad de evitar la hipotermia. Esta diferencia pudo generar que la prueba fuera menos

aversiva para los sujetos, por lo que la misma podria no ser sensible para esta edad.
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9.3 7.3 Conductas similares a la ansiedad.

En la prueba de campo abierto no hubo diferencia de significancia estadistica para la distancia
recorrida, velocidad de desplazamiento ni tiempo en el centro y en la periferia, sin embargo,
al igual que lo sucedido en la prueba de preferencia a la sacarosa, se observo una dispersion
de datos en los grupos sometidos a EPN a diferencia de los grupos control, por lo que es
posible que existan individuos resilientes y susceptibles a conductas similares a la ansiedad

frente al estrés (Zurawek et al., 2013).

10 CONCLUSION

ElI EPN generé comportamientos similares a la depresion de ratas prepuberes, cuyas mayores
diferencias se observaron en el aumento de peso y en la interaccién social de los individuos,
mostrando anhedonia motivacional. Las manifestaciones fueron diferentes entre hembras y
machos, evidencidndose mayor agresividad en las primeras y disminucién en los tiempos de
interaccion fisica en los dltimos. Esto reafirma la necesidad de considerar individuos de
ambos sexos en las investigaciones en modelos animales infantes/preplberes, que permitan
dilucidar de mejor manera los mecanismos que subyacen a desordenes psiquiatricos de mayor
prevalencia en la poblacion infantil y posibiliten la realizacion de estudios farmacoldgicos

preclinicos especificos para este grupo.
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11 INNOVACION E IMPACTO

El periodo postparto puede ser extremadamente fatigante y estresante para las madres, lo que
se evidencia principalmente en el periodo post natal temprano, durante el cual desarrolla una
conducta de atencion centrada en el recien nacido, desplazando situaciones cotidianas que le
eran prioritarias. Existen factores socioculturales como las creencias y actitudes del entorno
familiar y de amistad de la madre, que actdan como estresores durante la lactancia lo que
puede sumarse a un sistema laboral que no brinda los resguardos legales para la maternidad.
Existen pocos estudios sobre las alteraciones psiquiatricas que genera el estrés materno
temprano durante la infancia (prepubertad). Dado que la fisiologia del cerebro infantil es
distinta a la del adulto, el contar con modelos animales que permitan la investigacion en este
grupo etario cobra relevancia, pues podria dar luces sobre los mecanismos a través de los
cuales se desarrollan ciertas alteraciones psiquiatricas hasta llegar a la vida adulta. Por otra
parte, la farmacologia antidepresiva conocida hasta ahora, podria tener efectos distintos en el
cerebro infantil y ademas diferenciado de acuerdo al sexo, lo que abre lineas de investigacion

en esta area.
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