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RESUMEN

La depresion postparto es un cuadro de alta prevalencia en Chile y el mundo, afectando a
un grupo de mujeres que ven mermado su vinculo materno- infantil. La alteracién de las
conductas maternas es una de las particularidades que presenta este cuadro depresivo y
uno de los objetivos de estudio. Estimulos negativos como el estrés gestacional pueden
llevar al desarrollo de esta patologia, alterando la conducta materna y afectando a la
descendencia tanto en humanos como en animales. De esta manera, los glucocorticoides
estarian involucrados en la manifestacion de la depresion postparto. Para esclarecer
como los glucocorticoides estarian generando este efecto se utilizaron ratas prefiadas
Sprague Dawley, con las cuales se conformaron 5 grupos: Control, Vehiculo, Vehiculo
estrés gestacional (restriccion de movimiento), RU486 (antagonista de los receptores de

glucocorticoides) y RU486 mas estrés gestacional.

Se realizaron pruebas para evaluar la conducta materna mediante dos pruebas distintas,
conductas similares a la ansiedad y a la depresion, ademas, se cuantificaron los niveles
de corticosterona. La administracion de RU486 durante la gestacién disminuy6
las conductas maternas y generé conductas similares a la depresién. Ademas, este grupo
tuvo niveles de corticosterona (CORT) mayores cuando se estimuld el eje HPA con un
estresor agudo. Esto sugeriria que los receptores de glucocorticoides son importantes
para el correcto desarrollo de las conductas maternas. Esto dado por el peak de
glucocorticoides que ocurre previo al parto, el cual estimula la secrecién de oxitocina,
hormona mediadora de las conductas maternas. Finalmente, la administracion de RU486
durante la gestacion facilité el desarrollo de conductas similares a la depresion postparto

en ratas.



SUMMARY

Postpartum depression is a neuropsychiatric disorder with high prevalence in Chile, as
well as worldwide. Impairment of maternal-infant relation is the core symptom of
postpartum depression. The aim of this thesis was to evaluate the role of glucocorticoid
receptors on depressive-like behaviors in dams during postpartum period. Sprague-
Dawley rats were pregnant and then four experimental groups were formed: Control,
Vehicle, RU-486, Vehicle gestational stress (daily restraint stress) and RU-486 gestational
stress. Maternal behavior was evaluated using the Pup Retrieval Test at postnatal day 3,
also was evaluated during day and night passive and active maternal behaviors. After
weaning, depressive-like behaviors were determined by forced swimming test.
Additionally, anxiety-like behaviors and locomotor activity were analyzed by open field and
elevated plus maze tests, respectively. Additionally, plasma corticosterone levels were
determined, the main biological stress marker. Animals from RU-486 group spend more
time to retrieve pups back to the nest, even dams did not retrieve the entire nest in the Pup
retrieval test. Furthermore, gestational stress and RU-486 administration decreased active
and passive maternal behavior during day. Moreover, dams with RU-486 administration
spend more time in floating during forced swimming test than other groups. Besides,
corticosterone plasma levels were higher in RU 486 than vehicle group. Glucocorticoid’'s
peak before partum is very important to oxytocin secretion, this hormone enables maternal
behavior. Finally, the administration of RU 486 during pregnancy would be allowing the

development of postpartum depression in dams.
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1. INTRODUCCION

La depresion post parto en mujeres es una patologia que se manifiesta durante el primer
afio posterior al parto (Robertson et al., 2003; Urdaneta et al., 2010). El cuadro clinico es
similar al de episodios depresivos mayores observados en otras etapas de la vida,
cursando con baja de animo, la incapacidad de sentir placer o anhedonia, alteracion del
suefio y del apetito. Sin embargo, la depresién postparto posee caracteristicas
particulares que justifican su consideracibn como entidad especifica, siendo de
importancia el cambio en la conducta materna dirigida al recién nacido (Robertson et al.,

2003; Urdaneta et al., 2010; MINSAL, 2014).

Estudios sobre sintomatologia ansiosa y/o depresiva en mujeres chilenas durante el
embarazo, revelan prevalencias entre un 16,7% y un 35,2% (MINSAL, 2014; Podesta et
al., 2014). A su vez, en el postparto, alrededor del 40,5% de las mujeres chilenas presenta
sintomas de ansiedad o depresion (MINSAL, 2014). Asimismo, a nivel mundial las cifras
de depresién postparto indican prevalencias entre un 10 y un 15% (Robertson et al.,
2003; Fisher et al.,, 2012). Los valores tanto nacionales como internacionales son de
preocupacioén, dado al impacto que tiene la depresién postparto en la madre y en el hijo.
Existen un sin nimero de estudios que han evidenciado como la depresion postparto
afecta a la descendencia tanto en humanos (Kersten-Alvarez et al., 2012; Drury et al.,
2016; Myers and Johns, 2018) como en animales de laboratorio (Smith et al., 2004; Bosch
et al., 2007; Duarte et al., 2017). Sin embargo, existe escasa informacioén sobre cémo se
desarrolla este cuadro en la madre y para ello es necesario entender que el cuerpo de la

madre gestante y su hijo funcionan como un solo sistema.
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El cuerpo de la madre presenta mecanismos para evitar noxas que afecten a este
particular sistema. Dentro de las diferentes noxas, a las cuales se puede ver sometida una

madre durante la gestacion, se debe considerar al estrés.

Los principales componentes de la respuesta adaptativa al estrés son el sistema
simpético-adrenérgico-noradrenérgico y el eje Hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). La
activacion de este eje HPA frente a un estresor, estimula la liberacion del cortisol en
humanos y la corticosterona (CORT) en roedores (Strohle and Holsboer, 2003). Cuando
un animal percibe algun tipo de amenaza, el complejo amigdaloide activa al nucleo
paraventricular del hipotdlamo a través de eferentes glutamatérgicos. Este nlcleo libera a
su vez el factor liberador de corticotropina (CRF) hacia el sistema porta, lo que resulta en
la liberacién de la hormona adenocorticotropa (ACTH) hacia el torrente sanguineo. Esta
hormona, al llegar a la corteza de las glandulas adrenales, estimula la sintesis y la
liberacion de glucocorticoides, los que pueden atravesar la barrera hematoencefalica y

ejercer su efecto a través de los receptores de glucocorticoides (de Kloet et al., 2005).

La respuesta fisiologica al estrés de las madres durante la gestacién y la lactancia es
limitada, esto se debe a que el eje HPA en estas etapas se encuentra atenuado, a través
varios mecanismos tanto a nivel hipofisario como local, éstos buscan minimizar la
exposicion del feto y neonato a los glucocorticoides (Neumann et al., 1998; Douglas et al.,
2003; Brunton et al., 2008). Especificamente, se demostré que existe una hiporreactividad
a distintos estresores, reflejado en una secrecion reducida de la hormona ACTH por la
adenohipdfisis y una reduccién en la secrecion de CORT en la glandula adrenal en ratas
prefiadas (Neumann et al., 1998; Brunton et al., 2008). No obstante, la atenuacion del eje
HPA no siempre es suficiente para proteger frente a estimulos negativos, esto se ha visto

en ratas de laboratorio en donde la aplicacion de un protocolo de estrés cronico por
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restriccion de movimiento durante la prefiez produce conductas similares a la depresion

(Smith et al., 2004; Haim et al., 2014).

La depresién postparto en roedores esta caracterizada segun la literatura por un aumento
en la inmovilidad en la prueba de nado forzado y la disminucidon en las conductas
maternas de las ratas madres (Smith et al., 2004; Fernandez et al., 2014; Haim et al.,
2014). Punto a tener en consideracion es que las pruebas tradicionales han sido
estandarizadas en machos adultos por ende es importante tener en mente esto, ya que si
bien en la actualidad existe cuestionamiento en la prueba de nado forzado en machos
adultos, esto no ocurre en ratas madres, siendo importante esta prueba para la

caracterizacion del cuadro.

Se ha observado que ratas prefiadas sometidas a un estrés cronico presentan una
disminucién en la frecuencia de conductas dirigidas a la camada (arqueamiento para
amamantar y postura de cuidado de las crias) (Smith et al., 2004). En particular, la
conducta de lamer a las crias es muy importante en el desarrollo de los recién nacidos,
siendo el numero de lamidos capaz de cambiar el fenotipo de la descendencia

independiente del estado animico de la madre (Brummelte and Galea, 2010a).

Con el fin de entender el mecanismo por el cual el estrés afecta a las madres, se ha
estudiado la administracion de CORT durante la gestacién tardia en ratas. en dosis altas
afecté las conductas maternas, pasando las hembras méas tiempo fuera del nido en
comparacion con el grupo control. En cuanto a las conductas dirigidas a la camada,
especificamente conductas de cuidado fueron menos frecuentes en las ratas madres que

se les administr6 CORT (Brummelte and Galea, 2010a).

Como se ha descrito los glucocorticoides estarian relacionados con el desarrollo de la

depresion postparto, evidenciado en su participacion en la respuesta al estrés y mediante

13



su administracion directa. Los glucocorticoides en el sistema nervioso central actdan
uniéndose a dos tipos de receptores, los receptores de mineralocorticoides (RM) y
glucocorticoides (RG) (Srinivasan et al., 2013; Vyas and Maatouk, 2013; Reul et al.,
2015). EL RM tiene una mayor afinidad a los glucocorticoides que el RG, sin embargo, el
RM es saturado a niveles basales mientras que el RG es solamente activado cuando los
glucocorticoides se elevan en determinados momentos del dia, segun el ciclo circadiano o
durante el estrés (De Kloet et al., 1998). Para ayudar a comprender la participacion del
RG en la respuesta del estrés se han desarrollado antagonistas de este receptor. Uno de
los antagonistas usados en investigacion es RU486 o mifepristona, el cual tiene la misma
afinidad que agonistas sintéticos para el receptor, como Triamcinolona. Su actividad
antiglucocorticoides ocurre en dos niveles: previniendo la completa transformacion del RG

y el paso siguiente de translocacion al nacleo (Baulieu, 1991).

Se ha observado que una dosis de RU486 administrado durante la gestacion en ratonas
prefiadas es capaz de alterar su conducta materna, presentando un mayor porcentaje de
rechazo que las hembras del grupo control y latencias mayores en recuperar el nido
(Wang et al., 1995). Sin embargo, no se midieron otras conductas similares a la depresion
para complementar y caracterizar el cuadro. Este estudio es el Unico que describe
efectos en la conducta materna del antagonista del RG, no existiendo estudios en ratas de
laboratorio. Dejando abierta la pregunta ¢;Qué sucede con conductas similares a la
depresion? Adicionalmente, es importante saber si el efecto se mantiene mas alla de
los primeros dos dias de lactancia, ¢Puede RU486 generar efectos en la conducta
posterior al destete?. Finalmente, es necesario conocer que ocurre en la situacion de
estrés durante la prefiez y el desempefio de RU486. Actualmente, se desconocen estas
respuestas, dado que la accion descrita para RU486 es en animales en condiciones como

la lactancia (Bosc et al., 1987; Fang et al., 1997) y no prefiadas (Li et al., 2013; Eshkevari
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et al., 2015). El desarrollo de esta tesis pretende esclarecer algunas de estas preguntas,
con el fin de aportar en el estudio de los efectos del estrés gestacional y la interaccion con

el RG en la depresién postparto.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hipotesis:

La administracion sistémica de RU486 durante la gestacion induce conductas

similares a la depresién en ratas Sprague Dawley.

Objetivo general:

v' Evaluar el rol de los receptores de glucocorticoides en la depresion postparto.

Objetivos especificos:

v' Evaluar el efecto de la administracion de RU486 durante la gestacion en la
manifestacion de la conducta materna.

v' Determinar el efecto del antagonista (RU486) en la actividad locomotora de ratas
madres durante el postdestete.

v' Determinar el efecto del antagonista (RU486) en conductas similares a la ansiedad
y a la depresion durante el post-destete.

v' Cuantificar el efecto en los niveles de corticosterona antes y después de la

estimulacion del eje HPA, en el post-destete en ratas madres.

15



3. METODOLOGIA
3.1. Bienestar animal:

Los experimentos y la manipulacion de los animales se realizaron de acuerdo al protocolo
ético establecido por el “National Institutes of Health” (NIH) y aprobado por el comité de

ética de la Universidad de Valparaiso.

3.2. Animales de experimentacion:

Se trabaj6 con 25 ratas hembra adultas virgenes Sprague Dawley de 90 dias
pertenecientes al Laboratorio de Neurobiologia del Estrés del Departamento de Fisiologia
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso. Estos animales fueron
mantenidos en jaulas de acrilico transparente en grupos de 2 a 3 animales, bajo el ciclo
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, comenzando el ciclo de luz a las 8:00 hrs. en
una sala con condiciones de temperatura controlada (20°C+/- 2°C), al igual que la
humedad ambiental (50%-60%). La alimentacibn y agua se entregé a voluntad, el
alimento extruido empleado fue RMH 3000 LabDiet® adquirido de la empresa ACWS,

Santiago de Chile.

3.3. Disefio Experimental:

Cada hembra se dispuso con un macho reproductor en jaulas separadas durante todo el
ciclo estral, es decir, de 5 a 6 dias (Morley-Fletcher et al., 2003) . La mafiana siguiente las
hembras se examinaron para detectar la presencia de tapones seminales, este
procedimiento se repitié los dias siguientes hasta ser detectados. El dia de deteccion del
tapon seminal, se consideré como el “dia gestacional 0” y las hembras fueron separadas
de los machos (Brummelte et al., 2006; Pawluski et al., 2015). A las hembras prefiadas
se les realiz6 handling 4 dias antes de comenzar los tratamientos (Brummelte and Galea,

2010b).
16



El dia 14 de gestacion las ratas se asignaron de forma aleatoria a los distintos grupos

experimentales:

- Grupo control: hembras que se prefiaron y parieron sin ninguna manipulacion.

- Grupo vehiculo: recibieron una inyeccion subcutanea de etanol al 1% + 500 pul de

aceite de oliva p (Wei et al., 2013) los dias 15, 18 y 21 de gestacion a las 11:00
a.m.

- Grupo vehiculo + EG: recibieron una inyeccion subcutanea de vehiculo a las 11:00

a.m. y se les aplico el protocolo de EG.

- Grupo RU 486: recibieron una inyeccion subcutanea de 1 mg/kg de RU 486 los

dias 15, 18 y 21 de gestacion a las 11:00 a.m.

- Grupo RU 486 + EG: recibieron una inyeccion subcutdnea de RU 486 al igual que

el grupo anterior. Adicionalmente, se les aplicé el protocolo de EG.

A todas las ratas de los distintos grupos se les evallo la conducta materna en el postparto
temprano (PP2, PP3-4). Las crias fueron destetadas al PP21 y se comenzo el periodo de
habituacion y aplicacién de pruebas conductuales durante los PP21-PP23. El proceso de
habituacion previo a la aplicacién de las pruebas conductuales consistié en ubicar a las
ratas durante 15 minutos dentro de sus respectivas jaulas, en la misma sala en la cual se

realizaron las pruebas conductuales.

3.4. Protocolo de estrés:

En el dia gestacional 14 (G14) comenzd el protocolo de estrés por restriccion de
movimiento hasta el dia gestacional 21 (G21). Se introdujo a cada una de las ratas
prefiadas en un cilindro de acrilico de 9 cm de diametro y 20 cm de largo, bajo luz
brillante, durante 45 minutos, 3 veces al dia (09:00, 12:00 y 17:00 h) (Morley-Fletcher et

al., 2003). Los restrictores de movimiento tenian perforaciones para permitir la ventilacion

17



y evitar el sobrecalentamiento de los animales. El tamafio de estos cilindros era suficiente

para que los animales pudieran respirar sin dificultad, asi como orinar y defecar.

' Destete

Tapon | G15-GI8 - G21
Scmp;:wl E Inyeccion de RU 486 0 | :
Vehiculo i | Grabacio Prueba Extraccion | Campo abierto | Nado
A Conducta i Recuperacion | sangre Laberinto en forzado
O ; i
" ) materna del nido PR a2 y
PRI, %v*‘_» ! T v :,C‘j cruz elevado Extraccion
Bl ) Ruardd @ & %Xo‘\’ Preferencia de sangre
$ f\" s %v& )

/

/ sacarina S
( . . o v

Figura 1: Disefio experimental. La linea morada corresponde a los dias gestacionales y post-
parto, respresentados con un G y PP, respectivamente.

3.5. Preparacion de RU 486 o Mifepristona:

El antagonista del receptor de glucocorticoides RU 486 se disolvié en 1% de etanol
basado en lo encontrado en la literatura (Catheline et al., 2006) y 500 pl de aceite de oliva
(Wei et al., 2013) escogido por su alto contenido de omega 9, debido a que existen
efectos descritos en dietas altas en omegas 3 (Arbabi et al.,, 2014) y en omega 6 (da
Rocha and Kac, 2012) no asi en omega 9. La dosis de 1 mg/kg subcutaneo y el ritmo
horario de 72 horas, fueron establecidos mediante un experimento en cual se probaron
diferentes esquemas terapéuticos. Los esquemas de aplicacion del farmaco fueron
recogidos de la literatura de estudios en ratones (Wang et al., 1995) o en los cuales se
median otros efectos del farmaco (Catheline et al., 2006). Esto dado a que no existian
articulos en donde se probara el efecto de RU 486 en ratas hembra prefiadas que

llegaran a término, en el momento en que se estructurd el disefilo experimental de esta
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tesis. Las dosis testeadas fueron de 2 mg/kg, 1,5 mg/kg y 1 mg/kg. a ritmos de 24 horas y
72 horas. Las hembras prefiadas a las cuales se les inyecté cada 24 horas dosis de 2
mg/kg presentaron desprendimiento de placenta y aborto en la tercera dosis, siendo
eutanasiadas. Hembras con dosis de 1.5 mg/kg cada 24 horas, abortaron al dia 19 de
gestacién, siendo eutanasiadas. Las hembras de dosis 1 mg/ kg cada 24 horas,
presentaron desprendimiento de placenta y mortinatos, siendo eutanasiadas. Finalmente,
las hembras que recibieron 1mg/kg cada 72 horas llegaron a término, con tamafios de
camada dentro del promedio para la especie, estas hembras fueron incorporadas al grupo
RU486. De esta manera, se determind la dosis y ritmo horario para el desarrollo del

experimento.

3.6. Pruebas conductuales:
3.6.1. Evaluacién de conducta materna

La conducta materna fue evaluada por medio de dos metodologias distintas. La primera
consistié en el andlisis de las conductas en la jaula, una prueba no invasiva. El segundo
método de evaluacion fue la prueba de recuperacion del nido que estimula a las madres a
realizar las principales conductas maternas, la cual es una prueba invasiva. (Chourbaiji et

al., 2011).

La conducta materna fue monitoreada mediante las cAmaras Vivotek modelo n°: 1P7134,
con las cuales, se realizaron grabaciones de 24 horas en el dia 2 post-parto. Para la
grabaciéon en la fase oscura se utilizaron luces LED rojas con una intensidad 10+1 LUX
este tipo de luces es ampliamente utilizada en este tipo de estudios, no describiéndose
alteraciones en las hembras (Melniczek and Ward, 1994; Bosch et al., 2007). Las distintas
conductas maternas se evaluaron en 7 sesiones de 60 minutos cada una. Las sesiones se
realizaron durante la fase de dia en las siguientes horas 08:00, 10:00, 12:00, 14:00, 16:00

y 18:00 y una hora en la fase oscura (20:00) (Bosch et al., 2007). Esta distribucion se
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escogié dado que son las horas en que la madre realiza con mayor frecuencia las
conductas de cuidado de los cachorros (Pisu et al., 2017).Siendo escogidas mas horas
durante el dia, dado que el cuidado de las crias en roedores muestra un ritmo circadiano
con una mayor cantidad de tiempo de cuidados durante la fase de luz (Hoshino et al.,
2006). Dentro de cada sesidén de observaciones, se completd una lista de verificacién de
actividades cada 4 minutos, 16 veces por hora. Siendo cada madre observada 112 veces
al dia (16 veces x 7 sesiones) (Bosch et al., 2007). Las conductas anotadas en la lista de
verificacion fueron las siguientes: Conductas auto-dirigidas: (1) Madre fuera del nido (2)
Madre comiendo (3) Madre bebiendo agua (4) Auto-acicalamiento. Cuidado pasivo: (5)
Tendida al lado del nido y (6) Madre en postura de manta (madre sobre los cachorros no
arqueada). Cuidado activo: (7) Postura de arqueamiento (madre se arquea sobre las
crias con las piernas extendidas). (8) Madre acicalando o lamiendo a los cachorros

(Bosch et al., 2007).

Ademas se agruparon las conductas en auto-dirigidas y dirigidas a los cachorros durante
el dia y la noche (Fernandez et al., 2014). Cuando las madres estuvieron en una postura
poco clara, las observaciones se tomaron segun el gasto energético asociado. Siendo las
conductas de arqgueamiento de mayor requerimiento energético que la posicion de manta

(Myers et al., 1989).

Adicionalmente, se evaluaron las principales conductas maternas con la prueba de
recuperacion del nido realizada los dias 3-4 post-parto. Esta prueba consiste en separar a
la madre del nido por no mas de 3 minutos para posteriormente dispersar la camada.
Luego la madre es devuelta a la caja y se evallan las siguientes conductas: Recuperacion

del nido: (1) Tiempo en recuperar el nido

Tiempo total en recuperar el nido

Tiempo en recuperar cada cria:
p p Tamaio de la camada
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(2) Porcentaje de cachorros recuperados exitosamente.

Cachorros recuperados

Porcentaje de cachorros recuperados: — x 100
Tamafo de la camada

(3) latencia al primer contacto (tiempo que demora en olfatear uno de sus cachorros) (4)
conductas auto-dirigidas (acicalamiento) y Construccion del nido: (5) Calidad de

recuperacion del nido otorgando una puntuacién segun lo descrito en la Tabla 1:

Puntuacion Definicién
0 No recupera el nido
1 Recupera en otro lugar o no recuperé todos los cachorros
2 Recupera el nido en el mismo lugar

Tabla 1: Descripcion de puntuacion en prueba de recuperacion del nido. Fuente: Elaboracion propia.

La prueba duré 10 minutos, si al finalizar el tiempo los cachorros que no se reagruparon,
manualmente fueron devueltos al nido con el fin de evitar segregacioén por parte de la

madre (Aguggia et al., 2013).

3.6.2. Actividad Locomotora: Prueba de Campo Abierto

Para evaluar la actividad locomotora se realiz6 la prueba de campo abierto, realizada en
una sala con sonido y temperatura controlada (21 + 1 °C). Cada rata se coloc6 en el
centro de una caja de acrilico negro (70 x 70 x 40 cm). La iluminacién en el centro de la
caja se fij6 en 300 + 10 lux (medidor digital de Lux, modelo # LX-1010B, Weafo Instrument

Co., Shanghai, China). La conducta se analizé por 5 minutos durante los cuales se midio

21



el total de distancia recorrida y la velocidad promedio (Dagnino-Subiabre et al., 2012) a

través del programa AnyMaze (Stoelting Co., lllinois, EE.UU.).

3.6.3. Conducta ansiosa: Laberinto en Cruz Elevado

La conducta ansiosa fue evaluada con la prueba de laberinto en cruz elevado la cual
consiste en dos brazos abiertos (60 cms de largo x 15 cms de ancho) y dos brazos
cerrados (60 cms de largo x 15 cms de ancho x 30 cms de alto) ubicados de forma
opuesta uno de otro y una plataforma central (15 x 15 cms). El laberinto se encuentra
elevado a 100 cm sobre el piso, la iluminacidon se establecié en 300 + 10 lux en los brazos
abiertos y 210 lux + 10 en brazos cerrados. La prueba tuvo una duracion de 5 minutos en
donde se registro el nimero de entradas a los brazos abiertos y cerrados, el nimero total
de entradas y la relacién entre las entradas al brazo abierto y las entradas totales

(Dagnino-Subiabre et al., 2012) calculada de la siguiente forma:

Numero de entradas a los brazos abiertos 100

Razén de entradas a los brazos abiertos: — - X
Numero de entradas totales (abiertos y cerrados)

La entrada del animal a cada uno de los brazos se contabilizé cuando éste ingresaba con
sus cuatro extremidades (Dagnino-Subiabre et al., 2012). Los datos obtenidos fueron

analizados con el programa ANY-maze.

3.6.4. Conductatipo depresiva:
3.6.4.1. Estimacion de Anhedonia
La medicion de la preferencia natural de los animales por los fluidos dulces, tales como
soluciones de sacarina, se utiliz6 para determinar la anhedonia (Pucilowski et al., 1993).
Se les otorg6 a las ratas en evaluacion la posibilidad de elegir entre dos botellas, una que
contenia agua normal, y otra con agua con sacarina al 0.02 %. Estas botellas se dejaron a
su disposicion durante 12 horas, entre las 20:00 y 8:00. La preferencia de sacarina fue
calculada de la siguiente forma (Larsen et al., 2010).
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Ingesta total solucion de sacarina

Porcentaje de preferencia de consumo de sacarina = x 100

Ingesta total de liquido (agua y sacarina)

3.6.4.2. Evaluaciéon de conducta de desesperanza

El paradigma para evaluar la conducta de desesperanza es el de Nado Forzado,
ampliamente utilizado para estudiar la respuesta a los antidepresivos (Porsolt et al.,
1977). En esta prueba la conducta de inmovilidad se asocia al sintoma de desesperanza,
caracteristico de la depresion en humanos (Porsolt et al., 1977). En este caso se decidio
utilizar una variacion del paradigma clasico y aplicar la prueba en una sesion de 5
minutos. Lo anterior debido a que se describe que en la prueba clasica que consta de dos
sesiones, las ratas aprenden a enfrentarse a la prueba, lo que se denomina
desesperanza aprendida (Craft et al., 2010; Fernandez et al., 2014), pudiendo enmascarar
los resultados. La prueba consistid6 en colocar a las ratas en un recipiente de plastico
transparente (25 cm de diametro, 46 cm de profundidad) que contiene 30 cm de agua
(25+1.0 °C), las ratas no deben tocar el fondo del recipiente con su cola. La prueba dur6 5
minutos de los cuales se analizé con el programa AnyMaze, cuantificando el tiempo de las
distintas conductas: nado (swimming), escalada (climbing) e inmovilidad (floating),
contabilizando como inmovilidad solo los movimientos necesario para mantenerse

flotando (Craft et al., 2010; Fernandez et al., 2014).

3.7. Medicién de niveles de Corticosterona

Para determinar la funcionalidad del eje HPA luego de la administracion de RU 486 y de la
aplicacion del protocolo de estrés por 7 dias, se midieron los niveles de corticosterona
basales y posterior a un estrés agudo. El procedimiento se realizé en dos dias, en el
primero se les extrajo a partir de la vena caudal 1ml de sangre recolectada en tubos
heparinizados como condicién previa a la estimulacion. Al dia siguiente fueron sometidas
a un estrés agudo que consistié en colocarlas durante 60 segundos en un recipiente de

plastico transparente (25 cm de didmetro, 46 cm de profundidad) que contiene 30 cm de
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agua a 19°C. Después los animales se mantuvieron en una caja calefaccionada durante
10 min., para luego ser transportados a otra habitacion. Se anestesiaron con isoflurano e
inmediatamente fueron eutanasiados luego de obtenidas las muestras de sangre. Las
extracciones se realizaron durante la mafiana a la misma hora, debido a la secrecion
circadiana de la hormona corticosterona. Las muestras de sangre obtenidas fueron
centrifugadas a 10.000 rpm (Modelo MiniSpin Plus; Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
por 20 minutos para obtener plasma (Perez et al., 2013). Los niveles de CORT fueron
cuantificados con un kit de inmunoensayo enzimatico (CorticosteroneBioAssay™,
Catalogo C7903-30) adquirido de US Biological (Swampscott, MA), dichos valores son
expresado en ng/ml. Los valores de densidad éptica se midieron a 450 nm utilizando un
lector de microplacas (Modelo Anthos 2010 Lector de Microplacas, Biochrom Ltd, Reino

Unido) Los niveles de CORT obtenidos son expresados en ng/ml.

3.8. Andlisis Estadistico:

Se realiz6 la prueba de Shapiro- Wilk y una prueba de homogeneidad de varianza para
evaluar los datos obtenidos con el fin de aplicar las pruebas correspondientes para cada
uno de los paradigmas. Las pruebas de campo abierto, laberinto en cruz elevado y nado
forzado presentaron una distribucion normal, por esta razén los datos se analizaron con
ANOVA de 1 via y el test a posteriori de Tukey. Para el caso de las pruebas de conducta
materna, recuperacion del nido, anhedonia y cuantificacion de CORT se utiliz6 estadistica
no paramétrica. En especifico para la evaluacion de la conducta materna en la jaula se
utiliz6 ANOVA de dos vias y para la recuperacion del nido se uso el test de Kruskal-Wallis.
Los andlisis a posteriori para determinar las diferencias entre los grupos experimentales
se realizaron con las pruebas de Bonferroni y Dunn. Se utiliz6 el software GraphPad

Prism 7 para realizar los analisis descritos, los datos se presentardn como promedios y el
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error estdndar de la media (SEM). El nivel de probabilidad menor o igual a 0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.

4. Resultados

4.1. Conducta materna
El estrés gestacional y la aplicacién del RU486 no afecté en las conductas auto-dirigidas
de las madres (F (175 -3,528; p=0,0085), sin embargo, entre las 14:00- 15:00 horas, se
observo una diferencia significativa entre los grupos vehiculo +EG y RU 486 (F (175
-14,77; p=<0,001). La interaccion entre el tiempo y los diferentes grupos no presento

diferencias significativas (F 4,175 = 1,391; p= 0,1170) (Fig.2A).

Las conductas agrupadas como conductas maternas pasivas en las madres de los
diferentes grupos no presentaron diferencias significativas (F (4175 -2,317; p=0,059)
tampoco hubo diferencias significativas atribuidas al factor tiempo (F 175 =0,8246;

p=0,5523) ni un efecto de interaccion entre ambos (F 4175y = 0,7537; p= 0,7896) (Fig. 2B).

Con respecto a la conducta activa materna evaluada durante el post-parto temprano no
se observo ninguna diferencia significativa entre los grupos (F (175 -0,2272; p=0,9229).
Asimismo, durante las horas en que se evaluaron estas conductas (08:00, 10:00, 12:00,
14:00, 16:00 y 18:00) (F 175 =3,222; p=0,005) ni tampoco al analizar la interaccion entre

los diferentes grupos y el tiempo (F 24175y =1,096; p= 0,3529) (Fig.2C).

El lamido de los cachorros por sus madres fue mayor en el grupo vehiculo en
comparacion con los grupos RU486, RU486+EG y control. De la misma forma, el grupo
vehiculo+EG tuvo un mayor nimero de eventos de lamido que los grupos RU486+EG y
control. Ademas, el grupo RU486+EG también presentd mayor nimero de eventos que el
grupo RU486 (F 1175 -7,548; p<0,001). Estas diferencias entre grupos se observaron

solamente entre las 8:00-9:00 horas (F 175 =3,387; p=0,0035). La interaccion entre los
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diferentes grupos y el tiempo presentdé una diferencia significativa (F 24175y =2,381,;

p=0,0007) (Fig.2D).
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Figura 2: Conducta materna durante el dia y la noche. A) Conductas auto-dirigidas B) Cuidado

pasivo de las crias C) Cuidado activo de las crias D) Madre acicalando o lamiendo a los cachorros.

Los datos estan representados como media + SEM. * p<0,05.
Para determinar el efecto durante el dia y la noche de las conductas evaluadas, estas se
agruparon en conductas dirigidas a las crias y auto-dirigidas. Siendo las conductas auto-
dirigidas significativamente menores que las conductas dirigidas a las crias durante el dia
en todos los grupos (F (150 =266; p=0,0001). Adicionalmente, se observo que el estrés
gestacional aplicado en el ultimo tercio de gestacion y la aplicacion de RU486 disminuy6

significativamente las conductas dirigidas a la cria durante el dia (F 450 =7,685;

p<0,0001).

Las mediciones realizadas entre las 20:00- 21:00 horas no fueron significativamente

diferentes entre las conductas auto-dirigidas y las conductas dirigidas a las crias (F (1,42
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=0,07629; p=0,7837). Asimismo, no se observaron diferencias entre los grupos en ambas

situaciones (F 42 =0,5668; p=0,6881).
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Figura 3: Conductas maternas agrupadas. A) Conductas realizadas durante el dia. B)
Conductas realizadas durante la noche. Los datos estan representados como media + SEM. Las
distintas letras en el grafico indican diferencias significativas entre los grupos.

Adicionalmente, se realizé la prueba de recuperacion del nido para evaluar la conducta
materna en una situacion diferente. El tiempo de recuperacion del nido aumentd con la
administracion de RU 486 (Control: 21,56 + 5,054 segundos; Vehiculo: 20,03 + 3,08

segundos; Vehiculo+EG: 21,05 + 4,091 segundos; RU486: 41,68 + 1,651 segundos;
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RU486+EG: 25,03 = 4,083 segundos; p=0,006) (Fig.4A). Asimismo, el porcentaje de
cachorros recuperados exitosamente, el grupo RU486 (35,19 + 12,56 %) tuvo un menor
porcentaje que los grupos Control (100 £ 0 %) y Vehiculo (100 + 0 %) p= 0,0007. Los
grupos Vehiculo+EG (92,86 + 4,927 %) y RU486+EG (97,78 + 1,533 %) no presentaron

diferencias significativas entre si (Fig. 4B).

La latencia al primer contacto aument6 con la administracion de RU 486 (Control: 7,58 +
0,9862 segundos; Vehiculo: 31 + 9,41 segundos; Vehiculo+EG: 41,71 + 18,04 segundos;
RU486: 72,48 + 18,04 segundos; RU486+EG: 20,38 + 2,652 segundos; p=0,0012)

(Fig.4C).

El tiempo que las ratas madres, durante la prueba, realizaban conductas auto-dirigidas
antes de recuperar el nido, fueron evaluadas con el porcentaje de acicalamiento. El
tiempo total de estas conductas no presentd diferencias significativas entre los grupos
(Control: 17,58 + 2,162 segundos; Vehiculo: 18,33 + 6,029 segundos; Vehiculo+EG:8,7 +
3,964 segundos; RU486: 26,3 + 12,77 segundos; RU486+EG: 3,914 + 1,199 segundos;
p=0,0317) Sin embargo, a pesar del valor de p, el test a posteriori no indicé diferencias

entre los grupos (Fig.4D).

La aplicacion de RU 486 en las ratas madres alter6 también la calidad del nido
recuperado, siendo de menor puntuacion que el resto de los grupos, encontrandose
diferencias entre los grupos Control, Vehiculo y RU486+ EG (Control: 1,8 + 0,138;
Vehiculo: 1,857 + 0,1429; Vehiculo+EG:1,6 + 0,169; RU486: 0,4 + 0,169; RU486+EG: 1,8

+ 0,138; p=0,001) (Fig.4E)
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Figura 4: Conductas maternas en la prueba de recuperacion del nido. A) Tiempo en recuperar
el nido corregido por el tamafio de la camada. B) Porcentaje de cachorros recuperados exitosamente.
C) Latencia al primer contacto. D) Porcentaje de tiempo de conductas autodirigidas. E) Puntuacién de
calidad del nido recuperado. Los datos estan representados como media + SEM. Las distintas letras
en el grafico indican diferencias significativas entre los grupos.
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4.2. Actividad locomotora en la prueba de campo abierto
El estrés gestacional y la aplicacibn de RU486 no alteraron la distancia recorrida en la
prueba de campo abierto (F 435 = 0,4977; p=0,8596) (Fig. 5A). Tampoco se observo un

efecto en la velocidad media F (435 = 0,9186; p=0,4641) (Fig. 5B).
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Figura 5 Actividad locomotora en la prueba de campo abierto A) Distancia recorrida. B) velocidad
media. Los datos estan representados como media + SEM. Las distintas letras en el grafico indican
diferencias significativas entre los grupos.

4.3. Conductas similares a la ansiedad: Laberinto en Cruz Elevado

Con respecto a las conductas similares a la ansiedad de las ratas en el laberinto en
cruz elevado, no se observo diferencias significativas producto del estrés gestacional
ni de la administracion de RU 486, en ninguno de los parametros evaluados en esta
prueba: tiempo en el brazo abierto (Fu35 =0,694; p = 0,6012) (Fig. 6A), nimero de
entradas al brazo abierto (F,35 = 0,5917; p = 0,6709) (Fig. 6B) ni en la razén entre las

entradas al brazo abierto y las entradas totales (p=0,0857) (Fig. 6C).
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en el grafico indican diferencias significativas entre los grupos.
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4.4. Conducta similar a la depresién.
4.4.1. Preferencia en laingesta de sacarina:

La preferencia en la ingesta de sacarina fue cuantificada mediante el porcentaje de
preferencia, esta no presentd diferencias significativas entre los grupos experimentales
(Control: 69,53 + 11,63 %; Vehiculo: 61,57 £ 9,734 %; Vehiculo+EG:80,89 + 3,242 %j;

RU486: 56 + 9,212 %; RU486+EG: 69,78 +7,002 %:; p=0,2173) (Fig.7).
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Figura 7: Preferencia en la ingesta de sacarina. Los datos estan representados como media *
SEM. Las distintas letras en el grafico indican diferencias significativas entre los grupos.

4.4.2. Pruebade nado forzado:

En la prueba de nado forzado, se observé que la administracion de RU486 produjo un
aumento significativo del tiempo de inmovilidad en comparaciéon con los grupos Control,
Vehiculo y Vehiculo + EG. Con respecto al grupo RU 486 + EG present6 mayor tiempo de
inmovilidad con respecto a los grupos Control y Vehiculo. En el caso del grupo Vehiculo+
EG se encontraron diferencias significativas con el grupo Control (F (435 =23,87; p =
<0,0001) (Fig. 8A). Por el contrario, el tiempo de escalada no presenté diferencias
significativas entre los grupos (F 35 =1,585; p = 0,2) (Fig. 8B). En el caso del tiempo de
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nado el grupo RU486 + EG fue el grupo con menor tiempo respecto al grupo Vehiculo (F

@35 =2,496; p = 0,0626) (Fig. 8C).
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Figura 8: Prueba de nado forzado: A) Tiempo de inmovilidad B) Tiempo de escalada C) Tiempo de nado. Los
datos estan representados como media + SEM. Las distintas letras en el grafico indican diferencias significativas
entre los grupos.
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4.5. Medicion de niveles de Corticosterona
Se realizaron dos mediciones de CORT, antes y después de la estimulacion del eje HPA.
Los niveles obtenidos en ambos tiempos fueron estadisticamente significativos (F 115 =
66,83; p=<0,0001). En la condicion después de la estimulacion el grupo RU486 tuvo

niveles de CORT mayores que el grupo Vehiculo (F 115 = 2,363; p=0,0127) (Fig. 9).
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Fig.9: Niveles de CORT sérica antes y después de la estimulacion del eje HPA. El *
indica diferencias significativas.

5. Discusion

5.1. Efectos de la administracién de RU486 y estrés gestacional en la conducta
materna de ratas.

La conducta materna evaluada en la misma jaula tuvo diferencias significativas en dos
conductas, autoacicalamiento y lamido a las crias en un solo rango de hora. Sin embargo,
las conductas activas y pasivas no mostraron diferencias significativas entre los grupos.
Las diferencias encontradas en la conducta de autoacicalamiento, dadas por la mayor
frecuencia de eventos del grupo RU486, nos podria indicar como las hembras de ese
grupo pasan menos tiempo en el cuidado de sus crias. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que los resultados significativos estan solo en un rango de hora, pudiendo ser

también explicados por la posibilidad de que esas ratas madres hayan concentrado esa
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conducta durante esa hora de forma aleatoria. Para el caso de los resultados encontrados
en la conducta de lamido, esto pueden deberse a que durante los primeros dias de
lactancia las hembras tienen una frecuencia de lamido variable segun las necesidades de

cada cria (Melniczek and Ward, 1994).

Para poder visualizar de mejor manera el efecto de la administracion de RU486 y del
estrés gestacional, las conductas maternas fueron agrupadas y se analiz6 la sumatoria de
las conductas autodirigidas y dirigidas a la cria durante el dia y la noche. Encontrdndose
diferencias significativas entre las conductas, siendo mayor las conductas dirigidas a las
crias que las autodirigidas, esto era algo esperado dado que las conductas maternas son
actividades motivantes en las hembras lactantes (Stern and Keer, 1999; Pereira and
Ferreira, 2006; Pereira and Morrell, 2011). Esto se pudo ver durante la fase de dia, ya que
las conductas maternas tiene regulacion circadiana, siendo mas frecuentes durante esta

fase (Hoshino et al., 2006) y no asi en la fase nocturna (Fernandez et al., 2014).

El estrés gestacional redujo las conductas dirigidas a las crias durante la fase de dia,
efecto ya descrito por la literatura (Patin et al.,, 2002; Smith et al., 2004; Bosch et al.,
2007). Esto se explicaria porque los niveles de CORT aumentan durante la gestacion y se

mantienen altos.

La administracion de RU 486 en los grupos con y sin estrés gestacional también
presentaron menores eventos de cuidado materno (conductas pasivas, activas y lamido).
En este sentido, se ha descrito una conexion del receptor de glucocorticoides con el
desarrollo de conductas maternas (Wang et al.,, 1995). Esto se puede ver en los
resultados de la prueba de recuperacion del nido. Una prueba mas invasiva que la
evaluacion en la jaula, en donde la hembra no es perturbada, siendo esta conducta mas
robusta (Chourbaji et al., 2011). Esto explicaria porque los grupos estrés no presentan

diferencias significativas en la prueba de recuperacion del nido. No obstante, la
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administracién de RU486 deteriora la conducta materna en esta prueba, ya que hembras
que recibieron el farmaco presentaron mayores tiempos en recuperar el nido, menor
porcentaje de cachorros recuperados y un puntaje menor en la calidad del nido. La
evaluacion de la latencia al primer contacto si bien no es significativa, muestra una
tendencia en donde el grupo RU486 tienen mayores tiempos. Los resultados obtenido son
concordantes con estudios en donde se relaciond la funcion del RG con las conductas

maternas obtenidas de la prueba de recuperacion del nido (Chourbaji et al., 2011)

La conexion entre los niveles de CORT y la conducta materna podrian deberse al alza
descrita de CORT al momento del parto (Neumann et al., 1998; Douglas et al., 2003;
Brunton et al., 2008). Este aumento de glucocorticoides previo al parto prepara a la
hembra para el parto y para la lactancia, mediante el aumento de los niveles de oxitocina
(Tops et al., 2012). La oxitocina es la principal hormona reguladora de las conductas
maternas. Se ha visto que la disminucion en la liberacion de CORT, genera una
disminucién en la liberacién de oxitocina (Neumann et al., 1998). Esto podria explicar que
la alteracion de la conducta materna fuera mas potente en el grupo en que se
antagonizaron los receptores de glucocorticoides, al afectar de forma indirecta la conducta
via oxitocina. Este posible mecanismo de afeccién la conducta materna a través de la
relacion CORT-oxitocina-conducta materna es un &rea interesante a evaluar en futuros

estudios.

5.2. Efectos de la administracion de RU486 y estrés gestacional en la actividad
locomotoray en conductas similares a la ansiedad

En la prueba de campo abierto no se encontraron diferencias significativas en los analisis
de la actividad locomotora, podemos concluir que ni el estrés ni administracion de

vehiculo y RU486 deteriord la actividad locomotora (Lonstein, 2005; Perez et al., 2013).
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Respecto a las medidas similares a la ansiedad no se vieron diferencias entre los grupos,
esto se podria explicar ya que las hembras que mantienen contacto con sus crias durante
la lactancia (hecho que estuvo presente en todos los grupos experimentales) presentan
una disminucién en las pruebas que miden conductas similares a la ansiedad (Lonstein,
2007). Esto ultimo podria haberse visto en caso de tener un grupo de hembras virgenes,
sin embargo, todas las hembras tuvieron contacto con sus crias durante la lactancia y las
evaluaciones fueron posteriores al destete. De esta forma es posible decir que el estrés
gestacional y la administracion de RU486 durante la gestacion no afectan las conductas

similares a la ansiedad.

5.3. Efectos de la administracion de RU486 y estrés gestacional en la conducta
similar a la depresion.

Dentro de las conductas similares a la depresion se midié la anhedonia mediante la
prueba de preferencia de consumo de sacarina. Los resultados no indican diferencias
significativas entre los grupos. Un posible factor que podria estar explicando estos
resultados se relaciona al uso de sacarina y no sacarosa en la prueba realizada. Esto
debido a que aunque la sacarina ha sido una herramienta Uutil en el estudio de la
anhedonia por su sabor dulce, es un sustituto pobre del azlcar para las ratas, por su bajo
aporte calérico (Kurt, 2015). Siendo, mucho mas atractiva las soluciones con sacarosa
(Katz, 1982; Harris et al., 1997; Sclafani et al., 1998; Strekalova et al., 2004). La ausencia
de resultados significativos entre los grupos control y vehiculo versus los grupos que
recibieron el protocolo de estrés, no es algo nuevo (Katz, 1982). Se sugiere que la
reduccion en la ingesta de solucion con sacarina es secundaria en lugar de primaria en su
manifestacion (Matthews et al., 1995). Debido a su bajo aporte calérico y nutritivo, siendo
poco atractiva (Harris et al., 1997). Adicionalmente, pueden existir diferencias en las

pruebas que miden las conductas similares a la depresion, como las encontradas en esta
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tesis. Ya que en la prueba de nado forzado las hembras del grupo RU486 y RU 486 + EG
tuvieron mayores tiempos de inmovilidad y RU486 + EG menor tiempo en la conducta de
nado. Esta diferencia en ambas pruebas no invalida lo encontrado, puesto que no es
imperativo encontrar ambos sintomas en un cuadro depresivo (Strekalova et al., 2004;

Fernandez et al., 2014).

Respecto a los mayores tiempos de inmovilidad en ambos grupos podrian estar
explicados por una afectacion de procesos motivacionales, visto también en la conducta
materna en donde los mismos grupos disminuyeron sus comportamientos. Asimismo,
ambos sintomas como el aumento de la inmovilidad y la conducta materna disminuida
son clasicas en la caracterizacion de la depresién postparto descrita en ratas (Smith et al.,

2004; Fernandez et al., 2014).

En base a lo discutido seria recomendable como trabajo complementario posterior realizar
otras pruebas que midan conductas del tipo depresivas y poder correlacionarlas. Una
propuesta es realizar la prueba de interaccion social que permite evaluar la motivacion, lo
cual complementaria los resultados obtenidos. El tener un conjunto de pruebas podria
permitir agrupar a los animales segun su fenotipo, lo cual aportaria a entender mejor el

fendmeno.

5.4. Efectos de la administracién de RU486 y estrés gestacional en la activacion
del eje HPA.

La administracién del antagonista de los receptores de glucocorticoides generaria un
desequilibrio entre los receptores de mineralocorticoides y glucocorticoides, produciendo
que los receptores de mineralocorticoides tengan un rol mas importante en la regulacion

de CORT, en donde estarian involucrados circuitos extrahipotalamicos (Dalm et al., 2019).
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Esto explicaria porque el grupo RU486 tiene mayores niveles de CORT posterior a la

estimulacion del eje HPA.

El bloqueo de los receptores de glucocorticoides durante la gestacion, dado por la
administracién de RU486, evitaria el peak de glucocorticoides previos al parto. Se conoce
que este aumento de glucocorticoides estimula la secrecidon de oxitocina hormona
fundamental para el desarrollo de la conducta materna (Neumann et al., 1998; Douglas et
al., 2003; Brunton et al., 2008). Por lo tanto, si ocurre una disminucién del efecto de los
glucocorticoides previo al parto no existirian los niveles necesarios de oxitocina para el
desarrollo de las distintas conductas maternas durante la gestacion, lo cual podria estar

explicando lo observado en esta investigacion.

Adicionalmente, para la produccion de leche se requiere un aumento en la movilizaciéon de
glucosa, esto estaria conducido por los glucocorticoides, por lo tanto, éstos son
necesarios durante la lactancia para mantenerla (Brunton et al.,, 2008). El reflejo de
succion de los cachorros genera una estimulacion del eje HPA para mantener los niveles

de glucocorticoides necesarios estimulandolo (Casey and Plaut, 2007).

El blogueo de receptores de glucocorticoides genera desequilibrio entre los receptores de
mineralocorticoides y glucocorticoides involucrando circuitos extrahipotalamicos (Dalm et
al., 2019). Lo anterior, estaria ocurriendo en hembras del grupo RU486 durante la
lactancia, este mecanismo generaria un aumento de la CORT, alterando el eje HPA, el
cual se mantendria durante la lactancia produciendo conductas similares a la depresion
en el periodo post destete y una respuesta con mayores niveles de CORT, posterior a la

estimulacion del eje HPA (Fig.10).
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Si un antagonista de los receptores de glucocorticoides como RU486 esta generando lo

descrito, un experimento futuro seria intentar rescatar el fenotipo con la aplicacién de un

agonista del receptor durante la gestacion en hembras expuestas a estrés gestacional.

Finalmente, la administracion del RU486 durante la gestacion estaria permitiendo o

facilitando el desarrollo de conductas similares a la depresién en ratas hembra. Siendo

este estudio un aporte para el entendimiento del desarrollo de este cuadro prevalente en

Chile y el mundo Incorporando un factor adicional al estudio de la depresién postparto

poco explorado, esto podria abrir lineas de investigacién, como, por ejemplo, el efecto de
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