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RESUMEN 

El estrés crónico induce atrofia dendrítica y disminuye el tono inhibitorio en la corteza 

auditiva primaria (A1) de rata, lo cual se correlaciona con un deterioro en la atención 

auditiva. Las neuronas GABAergicas predominantes en A1 son las neuronas positivas para 

parvalbumina (PV+), estas cumplen un importante rol en la sincronización entre A1 y la 

corteza frontal. En el hipocampo y la corteza prefrontal, las neuronas GABAérgicas-PV+ 

son susceptibles al estrés crónico. Por otro lado, en A1 este tipo de neuronas son 

susceptibles al envejecimiento, lo cual está correlacionado con un deterioro en el 

procesamiento auditivo. Todas estas evidencias sustentan la pregunta de investigación de 

esta tesis: ¿el estrés crónico afecta a las neuronas PV+ en A1?.  Así, el objetivo de esta tesis 

fue determinar si el número de neuronas PV+ en A1 se reduce en ratas expuestas a un estrés 

crónico impredecible (CUS). El CUS se aplicó a ratas machos Sprague-Dawley adultos por 

14 días y luego se determinó el número de las celulas PV+ en las diferentes capas de la 

corteza auditiva. Se observó una disminución significativa en la densidad de células que 

expresan PV en las capas V y VI de ratas que fueron expuestas al CUS. No hubo cambios 

en la densidad de células que expresan PV en las capas II, III y IV. Estos cambios sugieren 

una susceptibilidad específica por capas al estrés crónico. Las capas V y VI dan origen al 

sistema eferente cortico olivococlear en el sistema auditivo, que se cree tiene un rol 

fundamental en la atención auditiva. Su deterioro a causa del estrés crónico, podría 

explicarse en parte por la deficiencia funcional de las neuronas PV+ con la consiguiente 

pérdida del balance inhibitorio / excitatorio requerido para el normal funcionamiento 

cerebral. 
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SUMMARY 

 

It has been shown that chronic stress induces dendritic atrophy and decreases the inhibitory 

tone at the rat primary auditory cortex (A1), as result auditory attention is impaired. The 

GABAergic neurons predominant in A1 are the positive neurons for parvalbumin (PV +), 

these neurons have a key role in the A1 and frontal cortex synchronization. In the 

hippocampus and prefrontal cortex, GABAergic-PV+ neurons are susceptible to chronic 

stress. On the other hand, this type of neuron in A1 are susceptible to aging, which is 

correlated with impairments in the auditory processing. Taken together, these evidences 

support the question of this thesis: ¿Does chronic stress affect the density of PV + cells at 

A1?. Thus, the objective was to determine whether chronically unpredictable stress (CUS) 

affects the number of PV + neurons in A1. Male Sprague-Dawley rats were subjected to 

CUS for 14 days and density of PV + cells were determined in the different layers of the 

A1. Rats exposed to CUS had significant lower density of cells expressing PV in layers V 

and VI of the A1. CUS did not affect the density of PV + cells in layers II, III and IV. 

Layers V and VI give rise to the olivocochlear cortical efferent system in the auditory 

system, this system has a key role in auditory attention. These results suggest that less 

density of PV + cells induced by chronic stress could to affect the inhibitory / excitatory 

balance in A, which it is required for normal auditory attention. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1. Respuestas fisiológicas al estrés 

El estrés es una reacción biológica compleja y común en todos los organismos, la 

cual permite la adaptación a las demandas del medio ambiente y el restablecimiento de la 

homeostasis (Selye, H, 1936, 1956). La exposición a una demanda del medioambiente 

(estresor) activa al sistema simpático-adrenérgico-noradrenérgico (SAN) y el sistema 

límbico-hipotalámico-pituitario-adrenal (L-HPA) (Ströhle y Holsboer, 2003). El eje L-HPA 

se activa cuando un organismo se enfrenta a un ambiente que es asimilado como aversivo, 

iniciándose con la activación del núcleo paraventricular (NPV) en el tálamo, que estimula 

la síntesis y liberación del factor liberador de corticotropina (CRF) hacia la hipófisis 

anterior o adenohipófisis, donde estimula la liberación de la hormona adrenocorticotropa 

(ACTH) hacia la circulación sistémica (Smith y Vale, 2006). La ACTH estimula la síntesis 

y secreción de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) desde la médula adrenal y 

glucocorticoides (CG) (cortisol en humanos) o corticosterona (ratas y ratones) (Ulrich Lai y 

Herman 2009), desde la corteza de las glándulas suprarrenales (Herman et al., 2003; Smith 

y Vale, 2006). Las catecolaminas aumentan la frecuencia cardíaca contribuyendo a 

movilizar la glucosa hacia los músculos estriados para desarrollar las respuestas de lucha y 

escape, mientras que los glucocorticoides activan la glucogenólisis hepática y el 

metabolismo neuronal (Herman et al., 2003), uniéndose en el cerebro a sus receptores 

(glucocorticoides y mineralcorticoides) localizados en áreas límbicas, como la amígdala, la 

corteza prefrontal y el hipocampo (Ströhle y Holsboer, 2003). 
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El estrés puede ser clasificado en dos tipos: el estrés positivo (eustrés) y negativo 

(distrés o estrés crónico). El primero se caracteriza por ser generado a través de un estresor 

que se percibe como leve, controlable y breve, y se generan respuestas adaptativas  (Tafet y 

Bernardini, 2003). Mientras que el estrés crónico, implica un alto costo energético para el 

organismo, debido a que es más fuerte, incontrolable y duradero generando respuestas 

desadaptativas (Tafet y Bernardini, 2003). Cuando este último se hace presente, puede 

ocasionar consecuencias negativas en la salud, siendo uno de los principales factores de 

riesgo para desarrollar trastornos neurosiquiátricos como la depresión (Tafet et al. 2004). 

El estrés crónico deteriora el cerebro, por ejemplo, en el hipocampo el estrés crónico 

induce atrofia dendrítica en la región CA3 y deteriora la transmisión GABAérgica (Conrad 

y Wright, 2008; Holm et al., 2011). En la corteza prefrontal el estrés crónico disminuye la 

densidad de las espinas dendríticas y a su vez atrofia a las dendritas de neuronas 

piramidales de las capas II y III (Cook y Wellman, 2004; Radley et al., 2004; Liu y 

Aghajanian, 2008). Mientras que en la amígdala lateral el estrés crónico induce hipertrofia 

dendrítica de la neuronas estrellas, lo que se correlaciona con el aumento de la ansiedad que 

se presenta en animales de experimentación, cuando son sometidos a pruebas conductuales 

(Vyas et al., 2002, 2003). 

2. Efectos del estrés crónico en el sistema auditivo  

Los estudios sobre la neurobiología del estrés se han enfocado en el sistema límbico 

y la corteza prefrontal medial. Sin embargo, los efectos del estrés en el sistema límbico 

pueden extenderse a regiones no límbicas, afectando a sistemas sensoriales específicos 

(Dagnino-Subiabre, 2013). Ratas expuestas al estrés crónico presentan deterioro del 
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aprendizaje al miedo generado por estímulos auditivos y atrofia dendrítica en el colículo 

inferior (IC), principal núcleo del sistema auditivo (Dagnino-Subiabre et al., 2005, 2012). 

Además, el estrés crónico induce atrofia dendrítica en las neuronas magnocelulares del 

núcleo geniculado medial (MG, tálamo auditivo) y neuronas piramidales de las capas II / III 

y V / VI de la corteza auditiva primaria (Dagnino-Subiabre et al., 2009, Bose et al., 2010), 

lo cual se correlaciona con la disminución de la eficacia sináptica GABAérgica en la 

corteza auditiva y deterioro de la atención auditiva (Pérez et al., 2013). Un estudio reciente 

proporciona nueva evidencia que indica que el estrés crónico altera in vivo la actividad de 

los potenciales de campo locales en A1 de rata (Ma et al., 2017).  

3.  Neuronas GABAergicas PV + 

La parvalbúmina es una proteína similar a la albúmina que se une al calcio, esta 

proteína es parte de la familia hf-hand, las cuales parecen funcionar como reguladores 

fisiológicos en el control del exceso de Ca
+2

 citoplasmático (Dambolt, 2001). En el cerebro 

de rata, las neuronas que expresan parvalbumina (PV+) comprenden una población 

heterogénea de neuronas GABAérgicas (Celio 1986, 1990), principalmente en neuronas en 

candelabro y en cesta, y representan aproximadamente un 40% de las neuronas 

GABAérgicas (Xu et al., 2010). Las células en cesta tienen axones de largo alcance que se 

extienden horizontalmente, apuntando al perisoma y dendritas proximales de las células 

piramidales de diferentes minicolumnas (Lund y Lewis, 1993; DeFelipe, 1997). Las células 

en candelabro también proporcionan inhibición lateral, estableciendo conexiones sinápticas 

con los segmentos iniciales del axón de las células piramidales (Wang et al., 2000). Las 

neuronas PV+ se encuentran en todas las capas del neocórtex excepto la capa I, y son más 

numerosas en la región somatosensorial que en la corteza motora (van Brederode et al., 

1991). Las neuronas PV+ están implicadas en el periodo crítico relacionado con la 
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plasticidad cortical, específicamente a nivel somatosensorial, visual y auditiva (Hensch et 

al., 1998; Fagiolini y Hensch, 2000, Hensch, 2004, 2005, Fox y Wong, 2005; Yuste, 2005) 

y tienen un rol crítico en el procesamiento de la información cortical (Tallon-Baudry et al., 

1998; Bartos et al., 2017, Cardin et al., 2009, Sohal et al., 2009). La mayoría de las 

neuronas PV+ son de disparo rápido y controlan a nivel perisomático el disparo de 

potenciales de acción de las neuronas piramidales (Markram et al., 2004; Freund y Katona, 

2007; Kawaguchi y Kubota, 1997). Además, las neuronas GABAérgicas que expresan 

parvalbúmina dan lugar a la actividad oscilatoria gamma de los potenciales de campo 

locales (LFP), las cuales se asocian a funciones cognitivas (Bartos et al., 2007). En varias 

enfermedades neuropsiquiátricas, la función de las neuronas PV+ parece estar alterada, 

incluyendo la esquizofrenia y la depresión, una enfermedad relacionada con el estrés 

crónico (Marin, 2012). En el hipocampo, el estrés crónico disminuye la concentración de 

GABA y el número de neuronas GABAergicas PV+, esto sugiere que estas alteraciones 

podrían afectar la actividad oscilatoria de los LFP en ratas estresadas (Hu et al., 2010; 

Somogyi, 2005). En la corteza prefrontal medial, el estrés crónico reduce el número de 

neuronas GABAérgicas PV+ en el hemisferio derecho (Hu, 2010). Esta susceptibilidad de 

las neuronas GABAergicas PV+ estaría determinada por su particular sensibilidad al estrés 

oxidativo (Behrens et al., 2007).  

4.  Neuronas PV+ en la corteza auditiva 

En la corteza auditiva primaria las neuronas PV+ representan alrededor del 35% de 

las neuronas GABAérgicas (Ouellet et al., 2014) correspondiendo aproximadamente al 7% 

del número total de neuronas en A1 (McMullen et al., 1994). En modelos de roedor 

envejecido, se encontró una disminución en el número de neuronas GABAérgicas PV+ A1 

(Del Campo et al., 2012). 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En resumen, el estrés crónico puede inducir a una disminución en el número de 

neuronas PV+ en regiones del hipocampo y en la corteza prefrontal, y provocar déficit en la 

atención auditiva correlacionado con una disfunción en la actividad sináptica inhibitoria en 

la corteza auditiva. En consecuencia, estudiar los posibles efectos del estrés crónico sobre 

el sistema GABAérgico, en particular las neuronas PV+, es fundamental para comprender 

los mecanismos que subyacen al deterioro auditivo observado en modelos animales y en 

humanos. En este contexto se platea la siguiente pregunta de investigación: ¿Es posible que 

un estrés crónico impredecible pueda afectar el número de células PV+ en A1?. 

 

1. HIPÓTESIS 

El estrés crónico impredecible disminuye el número de células PV+ en la corteza 

auditiva primaria de rata. 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general: 

Estudiar el efecto del estrés crónico sobre los sistemas sensoriales, en particular 

sobre el sistema inhibitorio en la corteza auditiva. 

2.2 Objetivos Específicos: 

1. Evaluar los marcadores fisiológicos y conductuales del CUS.  

2. Determinar el número de células PV+ en A1 de ratas control y expuestas a CUS. 

3. Correlacionar el número de células PV+ y los niveles de corticosterona.  
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III. METODOLOGÍA 

1. Bienestar animal  

Todos los experimentos y la manipulación de los animales se realizaron de acuerdo al 

protocolo ético establecido por el “National Institutes of Health” (USA) y aprobado por el 

comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaíso. 

2. Animales de experimentación 

Se utilizaron ratas machos Sprague-Dawley de 59 días y de aproximadamente 300 g al 

inicio de los experimentos, pertenecientes al Laboratorio de Neurobiología y Conducta del 

Instituto de Fisiología de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaíso. Estos 

animales fueron mantenidos en grupos de a tres en jaulas de acrílico transparente, bajo un 

ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (luz encendida a las 8 am). Las ratas 

tuvieron acceso ad libitum de agua y comida (ACWS, Nº catálogo: RMH 3000 LabDiet®, 

Santiago de Chile) en una habitación con temperatura y humedad controlada (20 ± 1 °C, 55 

%). Cada grupo experimental estuvo compuesto por 6 ratas, estos fueron pesados 

diariamente  con  una  balanza  digital  (modelo  WLC2/A1, Radwag, Polonia). 

3. Estrés crónico impredecible (CUS) 

Las ratas fueron sometidas a un protocolo de estrés crónico impredecible (Jacinto et 

al., 2013), que consiste en exponerlas diariamente por 14 días consecutivos a varios 

estresores aplicados en diferentes horas del día por una hora, que incluye: movimiento de 

rotación (ángulo y velocidad), corriente de aire frío (entre 18 y 20 ºC), restricción de 

movimiento y luz brillante.  

4. Diseño Experimental 

Las ratas fueron asignadas al azar formando los siguientes grupos experimentales: uno de 

ellos no fue sometido a ningún tipo de estrés (control) (n = 6) y el otro fue sujeto a un 
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protocolo de estrés crónico impredecible (CUS) (n = 6). El protocolo de estrés se aplicó 

desde el día postnatal (PND) 59 hasta día postnatal 72 (ver ANEXO, Figura 1). El día 73 

PN se aplicó la prueba de laberinto de campo abierto y laberinto de cruz elevado. El día 74 

PN se realizó la prueba de interacción social e ingesta de sacarina, y el día 75 PN la prueba 

de nado forzado. El día 76 los animales fueron eutanasiados bajo anestesia profunda usando 

isofluorano. Obtenidas las muestras de cerebro estas fueron procesadas y el día 84 PN se 

realizó el protocolo de inmunohistoquímica. 

5. Ganancia de peso  

Como marcador fisiológico del estrés se utilizó la medición de ganancia de peso de los 

animales a partir del día PN 59. Los animales se pesaron diariamente con una balanza 

(modelo WLC2/A1, Radwag, Polonia). 

6. Corticosterona plasmática 

Cada grupo experimental constó de 6 ratas. Primero se obtuvo una muestra basal de 60-

70 uL de sangre de la cola del animal y recolectada en tubos heparinizados. Una segunda 

muestra se obtuvo después de que cada animal fuera sometido a un estrés agudo por 

restricción de movimiento por 30 minutos para estimular el eje HPA. Finalmente, después 

de 60 minutos se obtuvo una tercera muestra. Las muestras fueron centrifugadas a 6.000 

rpm por 20 minutos a 4° C. El plasma fue congelado a -80° C y después analizado. La 

concentración de corticosterona se determinó con un Kit de inmunoensayo (Rat 

Corticosterone ELISA Kit, Catalog. #80554, Crystal Chem, USA). La densidad óptica fue 

medida a 450 nm usando un lector de microplaca (Tecan GENios, Männedorf, 

Switzerland).  
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7. Prueba de campo abierto 

Para medir la actividad locomotora y conductas similares a la ansiedad en los 

animales se utilizó el paradigma de prueba de campo abierto, que consiste en una caja de 

acrílico negro (70x70x40 cm), en la cual se ubica a la rata durante 5 minutos. La caja esta 

iluminada con 300 ± 20 lux (medidos con un luxómetro digital, modelo # LX-1010B, 

Weafo Instrument Co., Shanghai, China). Para medir los niveles de ansiedad, se cuantificó 

el tiempo en la periferia (s) de la caja, según este paradigma un mayor tiempo en la 

periferia indica mayores  niveles de ansiedad del animal. Para medir la actividad 

locomotora de las ratas se cuantificó la distancia recorrida (m), la velocidad media (m/s) y 

velocidad máxima (m/s) que presenten los animales. Estos últimos se utilizaron para 

verificar que los animales que fueron sometidos a estrés crónico no presentan alteración de 

la actividad locomotora, en comparación al grupo control. A través del análisis de la 

grabación de video realizada con el programa ANY-maze (Stoelting Co., IL, USA) se 

determinó la distancia recorrida (m), la velocidad promedio (m/s), velocidad máxima (m/s) 

y el tiempo en la periferia (s).  

8. Laberinto en cruz elevado 

Para medir conductas similares a la ansiedad se utilizo el paradigma de laberinto en 

cruz elevado, este laberinto está formado por dos brazos abiertos (60 cm de largo x 15 cm 

de ancho), dos brazos cerrados (60 cm de largo x 15 cm de ancho x 30 cm de alto) y una 

plataforma central (15 x 15 cm) elevada 100 cm sobre el nivel del suelo. La iluminación fue 

de 300 ± 10 luxs en los brazos abiertos y 210 ± 10 luxs en los brazos cerrados. Las ratas 

fueron depositadas individualmente en el centro del laberinto frente a un brazo abierto. La 

prueba duró 5 minutos. Para medir los niveles de ansiedad, se cuantifico el tiempo (s) y 

número de entradas al brazo abierto, según este paradigma un mayor tiempo y número de 
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entradas en el brazo abierto indica menores niveles de ansiedad del animal. También se 

registró el número de entradas a los brazos cerrados, el número total de entradas y se 

determino la relación entre las entradas al brazo abierto y las entradas totales ((número de 

entradas brazo abierto / número total de entradas) x 100).  Una relación mayor indica 

menores niveles de ansiedad. 

9. Prueba de Interacción social 

Para medir la motivación de las ratas para relacionarse con sus pares se realizó la 

prueba de interacción social. Las ratas fueron colocadas en un campo abierto (70x70x40 

cm) con una caja perforada (25x15cm) situada en una zona de interacción durante 2.5 

minutos y se medió el tiempo que paso el animal en la zona de interacción mediante 

registro en video y utilizando el software Any-Maze (Stoelting Co., Illinois, EE.UU.). 

Posteriormente, otra rata Sprague-Dawley macho se colocó por 15 minutos dentro de la 

caja perforada y se evaluó el tiempo que la rata experimental pasó interactuando 

socialmente con la rata nueva en la zona de interacción (Francis et al., 2015). En cada 

experimento se midió el tiempo promedio de interacción.  

10.  Ingesta de sacarina 

Para medir la conducta de anhedonia en los animales se utilizó la prueba de ingesta de 

sacarina, que consiste en dejar a las ratas con la posibilidad de elegir entre dos botellas, una 

que contiene agua normal, y otra que contiene sacarina al 0,02%. Las botellas estuvieron 

disponibles 12 horas. La ingesta de sacarina se mide como la cantidad consumida en 

gramos por 100 g del peso animal. La preferencia por la sacarina se calcula como la razón 

entre el consumo de sacarina y el consumo total (sacarina + agua) (Larsen et al, 2010).  
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11. Nado forzado 

Para medir conductas similares a la depresión se utilizó la prueba de nado forzado que 

consiste en dejar individualmente a la rata en un recipiente de plástico transparente (25 cm 

de diámetro, 46 cm de profundidad) que contiene 30 cm de agua (25ºC) durante un periodo 

de 5 min. Su comportamiento fue grabado mediante un registro en video utilizando el 

software Any-Maze (Stoelting Co., Illinois). Se evaluó la conducta de flote, escalada y 

nado. En este paradigma se interpreta que los animales con menor tiempo de escalada y 

nado, y mayor flote tienen una menor conducta de lucha y escape, que se relaciona a 

conductas similares a la depresión. 

12.  Inmunohistoquímica de PV+  

Para la extracción de los cerebros, los animales fueron anestesiados con isofluorano 

(Lab Baxter, USA), una vez bajo anestesia profunda fueron perfundidos de forma 

intracardiaca con 60 mL de suero fisiológico, NaCl 0.9% p/v frío, seguido por 180 mL de 

paraformaldehido (PFA) al 4% en solución tampón fosfato salino (PBS) 1X pH 7.4. 

Luego de la extracción, los cerebros se mantuvieron durante dos días en PFA al 4%, 

posteriormente fueron criopreservados durante 72 horas en sacarosa al 30%. Utilizando un 

criostato (Kedee KD-2950, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental Equipment Co. Ltd, 

Zhejiang, China) se realizaron cortes coronales de 50 μm de grosor a -20°C. Se 

recolectaron 6 secciones entre las coordenadas estereotáxicas −3.24 and −6.84 mm respecto 

al punto Bregma (Paxinos y Watson, 1997). Luego de esto las secciones fueron 

almacenadas a -20°C en solución anticongelante hasta el momento de su uso. Los cortes 

fueron incubados con un anticuerpo primario: anti-PV-19 monoclonal hecho en ratón 

(Sigma#P3088, 1:6000) disuelto en una solución compuesta por Tritón X-100 0.4% y azida 

de sodio 0.02% por 72 h a 4°C. Previamente se bloqueó la peroxidasa endógena, con una 
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solución de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 0.3% y se realizó un bloqueo con suero de 

albumina bovina (BSA) al 2%, ambos disueltos en PBS 1x. Luego los cortes fueron lavados 

5 veces por 2 minutos en PBS 1x e incubados con el anticuerpo secundario pan-específico 

biotinilado anti mouse/anti-rabbit/anti-goat IgG (H+L) (1:600; Vector Laboratories, USA) 

durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras ser lavados 4 veces por dos minutos con PBS 

1x, fueron incubados en Avidina–Biotina (1:600, ABC kit; Vector Laboratories, USA) por 

una hora. La inmunoreactividad de PV  se visualizó revelando las secciones con una 

solución DAB–H2O2 (Kit DAB, Vector Laboratories, USA) por tres minutos. Finalmente, 

las secciones fueron deshidratadas con alcohol al 75, 90 y 95 %, para luego ser montadas 

con Entellan (Merck). Las observaciones fueron capturadas con un microscopio Nikon 

(Nikon Eclipse 50i, Japón) equipado con una cámara fotográfica digital (Nikon, CMOS, 

Ville, NY, USA). 

13. Cuantificación de células PV+ 

 

Las imágenes se obtuvieron con una cámara fotográfica digital integrada al 

microscopio Nikon (objetivo 4X) y el programa Micrometric SE Premium 4. Para 

cuantificar la densidad de neuronas GABAergicas PV+ en las secciones se utilizó el 

programa ImageJ 1.48 (NIH, Maryland, USA), se minimizó la resolución de la imagen a 8 

bits y finalmente se identificó y cuantificó las células inmunoreactivas en la región 

correspondiente a la corteza auditiva primaria (ver ANEXO, Figura 2). Además, se 

cuantificó la densidad en las diferentes capas de A1: Capa I (0-175 um), capa II y III (175-

500 um), capa IV (500-700 um) y capas V-VI (700-1200 um) (ver ANEXO, Figura 3). 

Adicionalmente, como control se cuantificó la densidad de PV+ en la corteza  visual 

primaria de las ratas control y CUS. 
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14. Análisis estadístico 

Para llevar a cabo el análisis entre los grupos experimentales (control y estrés) en 

relación a la actividad locomotora, ansiedad, interacción social, ingesta de sacarina, 

escalada, flote, densidad de neuronas PV+ y niveles de corticosterona se utilizó el t- test no 

pareado y la prueba Mann-Whitney. La ganancia de peso se analizó utilizando ANOVA de 

dos vías y mediciones repetidas. Además, para este último parámetro se utilizó un test post-

hoc de Bonferroni. Se utilizó el coeficiente de Spearman para evaluar la asociación entre la 

densidad de neuronas PV+ y la concentración de corticosterona. Los resultados serán 

graficados en el software GraphPad Prism 6.0. Los datos serán presentados como 

promedios con el respectivo error estándar medio (SEM). Los niveles de probabilidad 

menores o igual a 0.05 serán considerados estadísticamente significativos. 
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IV. RESULTADOS 

1. Efecto del CUS en los marcadores fisiológicos del estrés 

1.1 Efecto del CUS en la ganancia de Peso 

Como se observa en la Fig. 1a, al finalizar el estrés crónico impredecible existe una 

diferencia significativa entre los grupos estresados y no estresados (F (1, 70) = 98,04; p < 

0,0001). Además, hubo interacción entre días y grupos experimentales (F (13, 70) = 8,004; 

p < 0,0001). 

Al analizar el efecto del estrés crónico impredecible, se observa una disminución 

significativa de la ganancia de peso del grupo estresado (Control = 50,83 ± 4,167 g, 

Estresados = 12,66 ± 3,853 g; p < 0,001) (Fig. 1 a partir del día 9 (DPN 68) (Control = 8,0 

± 4,662 g, Estrados = 30,83 ± 4,028 g; p < 0,0001) (Figura 1a). 

(a)  

D í a s

G
a

n
a

n
c

ia
 d

e
 p

e
s

o
 (

g
)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4

- 2 0

0

2 0

4 0

6 0

C o n t r o l

C U S

* *
* * *

* * *
* * * *

* * * *
* * * *

 
 

 



22 
 

(b) 

G
a

n
a

c
ia

 d
e

 p
e

s
o

 (
g

)

0

2 0

4 0

6 0

* * C o n t r o l

C U S

 

Figura 1: Efecto del CUS en la ganancia de peso de ratas. a) Ganancia de peso (g) diaria 

durante el estrés, desde el DPN 59 al DPN 73. b) Ganancia de peso promedio (g) de los 

grupos al finalizar el estrés, DPN 73. Todos los datos están representados como Media ± 

SEM (n = 6); (*) representa diferencias significativas entre Control y CUS. 

1.2 Efecto del CUS en los niveles plasmáticos de corticosterona  

Como se observa en la Fig. 2, al finalizar el estrés crónico impredecible existe una 

diferencia significativa entre los grupos estresados y no estresados (F (2, 12) = 62,02; p < 

0,0001). Además, hubo interacción entre el tiempo y grupos experimentales (F (2, 12) = 

5,841; p = 0,0169). 

Además, se observa que el grupo estresado presenta mayores niveles plasmáticos de 

corticosterona que el grupo control al finalizar el protocolo de estrés crónico impredecible, 

cuando son expuestos a un estrés agudo por restricción de movimiento (Control = 169,5 ± 

18,08 g, Estresados = 253,5 ± 23,24 g; p = 0,0082) (Figura 2).  
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Figura 2: Niveles plasmáticos de corticosterona en ratas después de 14 días de CUS. Las 

muestras fueron colectadas en tres ocasiones, en 0 minutos (estado basal), después de la 

exposición a un estrés por restricción de movimiento de duración de 30 minutos y 60 

minutos después de terminado el estrés por restricción de movimiento. Todos los datos 

están representados como Media ± SEM; (**) representa diferencias significativas entre 

Control y CUS. 

2. Efecto del CUS sobre pruebas conductuales 

2.1 Actividad locomotora en Campo Abierto 

Como se observa en la Fig. 3a, no existen diferencias por efecto del CUS en la 

velocidad promedio analizada en la prueba de campo abierto de los grupos (Control= 

0,0435 ± 0,005457 m/s; CUS= 0,02967 ± 0,007614 m/s; p= 0,1385).  

Al analizar la velocidad máxima (Ver Fig. 3b) de los grupos en la prueba de campo 

abierto, tampoco se observa diferencias entre el grupo control y CUS (Control= 0,357 ± 

0,06138 m/s; CUS= 0,3332 ± 0,0655 m/s; p= 0,8182). 
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Figura 3: Efecto del CUS en la actividad locomotora en la prueba de campo abierto.    a) 

Velocidad promedio (m/s). b) Velocidad máxima (m/s). c) Distancia Total Recorrida (m). 

Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 

Finalmente, al igual que en los demás parámetros para analizar la actividad 

locomotora de los animales, no se evidenció diferencia entre los el grupo control y CUS 

respecto a la distancia total recorrida durante la prueba (Ver Fig. 3c). (Control= 12,95 ± 

1,64 m; CUS= 12,95 ± 2,694 m; p= 0,5887). 

2.2 Conductas tipo ansiosas en el Campo Abierto 

En la Fig. 4, se observa que el CUS disminuye significativamente el tiempo de 

permanencia en el centro del campo abierto (Control= 102,1 ± 20,09 s; CUS= 35,88 ± 

13,75 s, p= 0,0152). 
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Figura 4: Efecto del estrés crónico impredecible sobre las conductas tipo ansiosas en el en 

el Campo Abierto. Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 
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2.3 Conductas tipo ansiosas en Laberinto Elevado en Cruz 

En la Fig. 5a, se observa que el estrés crónico no reduce el tiempo de permanencia 

en el brazo abierto del laberinto elevado en cruz (Control= 66,52 ± 13,28 s; CUS= 89,22 ± 

7,501 s; p= 0,2403). No existen diferencias entre los grupos CUS y control (Control= 40,55 

± 5,53; CUS= 48,58 ± 2,934; p= 0,3723) en la razón del número de entradas al brazo 

abierto con respecto al total de entradas al laberinto (Fig. 5b). 
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Figura 5: Efecto del estrés crónico impredecible sobre las conductas tipo ansiosas en el 

laberinto elevado en cruz: a) Tiempo en el brazo abierto (s). b) Razón Nº entradas al brazo 

abierto, respecto al nº total de entradas. Los datos están representados como Media ± SEM 

(n = 6). 
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2.4 Conductas similares a la depresión en la prueba de nado forzado 

En la Fig. 6a se observa que el estrés crónico impredecible disminuye 

significativamente el tiempo en la conducta de escalada (Control= 156,1 ± 13,57 s; CUS= 

88,08 ± 3,804 s; p= 0,0061). Además, se observa que el grupo CUS tiene mayor tiempo de 

flote que el grupo control (Fig. 6b) (Control= 128,3 ± 15,08 s; CUS= 188,1 ± 2,739 s; p= 

0,0061).   
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Figura 6: Efecto del estrés crónico impredecible sobre las conductas similares a la 

depresión en la prueba de nado forzado: a) Tiempo en conducta de escalada (s). b) Tiempo 

en conducta de flote (s). Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 
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2.5 Conductas similares a la depresión en la prueba de interacción social y consumo 

de sacarina 

En la Fig. 7a se observa que el grupo estresado presenta significativamente un 

menor tiempo de interacción social que el control (Control= 399,3 ± 35,21 s; CUS= 66,3 ± 

35,59 s; p= 0,0043). Además, no  se observa diferencias significativas en la preferencia de 

sacarina entre el grupo control y CUS (Fig. 7b) (Control= 85,34 ± 2,05 %; CUS= 72,41 ± 

10,43 %; p= 0,0173).   
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Figura 7a: Efecto del estrés crónico impredecible sobre la conducta de interacción social. 

Tiempo que el animal permanece interactuando. Los datos están representados como Media 

± SEM (n = 6). 
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Figura 7b: Efecto del estrés crónico impredecible sobre la preferencia por sacarina. Los 

datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 
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3.  Efecto del CUS sobre la densidad de neuronas PV+ 

En la figura 8a y 8b se observa una disminución significativa en la densidad de neuronas 

positivas para parvalbumina en A1 en el grupo CUS (Control = 85,7 ± 2,196 número de 

células/mm
2
; CUS = 68,42 ± 1,176 número de células/mm

2
; p <  0,0001). 
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Figura 8: Efecto del CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la 

corteza auditiva primaria. a) Densidad de las neuronas PV+ en A1. b) Imagen 

representativa de la inmunohistoquímica de PV+ para el grupo control y CUS. Los datos 

están representados como Media ± SEM (n = 6). 

Como se observa en la Fig. 9a y 9b no existen diferencias significativas por efecto 

del CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la capa 2/3 de A1 

(Control = 82,49 ± 3,765 número de células/mm
2
; CUS = 80,64 ± 2,053 número de 

células/mm
2
; p = 0,6707). 
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Figura 9: Efecto del CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la 

capa II/III de la corteza auditiva primaria. a) Densidad de las neuronas PV+ en la capa II/III 

de A1. b) Imagen representativa de la inmunohistoquímica de PV+ en la capa II/III para el 

grupo control y CUS. Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 

En la figura 10a y 10b se observa que no existe diferencia significativa entre el 

grupo control y CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la capa 4 

de A1 (Control = 100,8 ± 4,778 número de células/mm
2
; CUS = 92 ± 2,308 número de 

células/mm
2
; p = 0,0908). 
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Figura 10: Efecto del CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la 

capa IV de la corteza auditiva primaria. a) Densidad de las neuronas PV+ en la capa IV de 

A1. b) Imagen representativa de la inmunohistoquímica de PV+ en la capa IV para el grupo 

control y CUS. Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 

En la capa 5 de A1 (Fig. 11a y 11b) se observa que existe diferencia significativa 

entre el grupo control y CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina 

(Control = 116,3 ± 3,137 número de células/mm
2
; CUS = 74,97 ± 2,325 número de 

células/mm
2
; p < 0,0001).  

Finalmente en la figura 12a y 12b se observa que existe diferencia significativa 

entre el grupo control y CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la 

capa 6 de A1 (Control = 64,3 ± 2,602 número de células/mm
2
; CUS = 49,6 ± 2,295 número 

de células/mm
2
; p = 0,0005).  
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Figura 11: Efecto del CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la 

capa V de la corteza auditiva primaria. a) Densidad de las neuronas PV+ en la capa V de 

A1. b) Imagen representativa de la inmunohistoquímica de PV+ en la capa V para el grupo 

control y CUS. Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 
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Figura 12: Efecto del CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la 

capa VI de A1. a) Densidad de las neuronas PV+ en la capa VI de A1. b) Imagen 
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representativa de la inmunohistoquímica de PV+ en la capa VI para el grupo control y 

CUS. Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 
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Figura 13: Efecto del CUS en la densidad de neuronas positivas para parvalbumina en la 

corteza visual primaria. Densidad de las neuronas PV+ en las diferentes capas de la corteza 

visual. Los datos están representados como Media ± SEM (n = 6). 

En las diferentes capas de la corteza visual primaria no se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos control y CUS (Fig. 13) (Control = 112,3 ± 4,647, número de 

células/mm
2
; CUS = 118,8 ± 3,314, número de células/mm

2
; p = 0,4082). 

En la figura Fig. 14a se observa que no existe correlación entre los niveles de 

corticosterona plasmática y la densidad de neuronas PV+ tanto para control y CUS   (r = -

0,3 p=0,3417; r=0,6 p=0,2083). En la figura Fig. 14b se observa que en el grupo control se 

correlaciono significativamente los niveles de corticosterona con la densidad de PV+ (r=-

0,9; p=0,0417), en el caso del grupo CUS no existe correlación entre los niveles de 
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corticosterona plasmática y la densidad de neuronas PV+ (r= -0,4 p= 0,3750). No se 

encontró correlaciones significativas en las otras capas de A1 (no se muestran las figuras) 

4. Correlación entre densidad de neuronas PV+ y los niveles de corticosterona 

plasmática. 
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Figura 14: Correlación entre los niveles de corticosterona plasmática y la densidad de PV 

en grupos control y CUS. a) Correlación entre los niveles de corticosterona plasmática y la 

densidad de PV+ en A1. b) Correlación entre los niveles de corticosterona plasmática y la 

densidad de PV+ en la capa II/III de A1. Los datos están representados como Media ± 

SEM. 
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V. DISCUSIÓN 

1. Respuesta exacerbada del eje HPA en el estrés crónico impredecible 

Tal como ha sido demostrado en investigaciones anteriores utilizando similares 

paradigmas de estrés (Willner, 1997; Castro et al., 2012; Larsen et al., 2010; Sandi et al., 

2008; Jacinto et al, 2013), en esta tesis se encontró que el CUS disminuyó 

significativamente la ganancia de peso. Además, se comprobó que el estrés crónico 

aumentó significativamente los niveles de corticosterona plasmática, después de la 

exposición a un estrés agudo, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Jacinto et 

al, 2013 y Pérez et al, 2013. Este resultado sugiere que las ratas que fueron expuestas al 

estrés crónico tuvieron una respuesta más exacerbada de su eje HPA frente a un nuevo 

estresor agudo, comparado con los animales controles.  

La disminución de la ganancia de peso en los animales estresados estaría 

determinada por dos factores. El primero, provocado por el aumento de la corticosterona 

plasmática, se debe a la alteración de los mecanismos de retroalimentación negativa. Es 

conocido que varios procesos metabólicos son mediados por los glucorticoides, estos 

aumentan la glucogenólisis hepática y el metabolismo neuronal (Herman et al., 2003), lo 

que podría relacionarse con la disminución de la ganancia de peso. El segundo mecanismo 

está dado por un aumento en la liberación de glutamato en áreas límbicas de animales 

expuestos a estrés crónico (Bagley & Moghaddam, 1997; Reznikov et al., 2007). Esto 

incrementaría la demanda energética proporcionada por el catabolismo lipídico, con la 

consiguiente disminución en la ganancia de peso. Con lo expuesto anteriormente, se 

demuestra que el protocolo de estrés crónico impredecible utilizado en esta investigación 

fue efectivo sobre los marcadores fisiológicos del estrés. 
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2. Actividad locomotora en animales expuestos a estrés crónico impredecible 

No existieron diferencias significativas entre los animales de los grupos control y 

estrés en la velocidad media, ni velocidad máxima, ni tampoco en la distancia total 

recorrida durante el desarrollo de la prueba de campo abierto. Lo anterior demuestra que el 

protocolo de estrés utilizado no afectó la actividad locomotora de los animales, esto indica 

que los cambios observados a nivel del comportamiento, no pudieron ser atribuidos a un 

daño locomotor en los individuos.  

3. Conductas similares a la ansiedad en animales expuestos a CUS  

En la prueba de campo abierto, se observa que el grupo estrés permanece 

significativamente menos tiempo en el centro en comparación con el grupo control, similar 

al resultado obtenido por Jacinto et al, 2013 y Peˆgo et al, 2008 con un protocolo de estrés 

similar. Estos resultados indican que el estrés crónico indujo el fenotipo similar a la 

ansiedad en las ratas estresadas para esta prueba.  

En el laberinto elevado en cruz no existen diferencias significativas en el tiempo de 

permanencia en el brazo abierto y  razón del N° de entradas al brazo abierto/ número total 

de entradas entre el grupo control y CUS, indicando que para esta prueba, el estrés no 

indujo un fenotipo similar a la ansiedad.  

4. Conductas similares a la depresión observadas en animales expuestos a CUS  

En la prueba de nado forzado, el grupo estrés presentó significativamente menor 

tiempo en conducta de escalada y mayor tiempo de flote, respecto del grupo control. En la 

prueba de nado forzado, la conducta de flote es una medida del comportamiento que refleja 

la falta de persistencia en la conducta dirigida al escape (Lucki, 1997, Cryan et al, 2002), 

que se interpreta como una conducta de tipo depresiva que puede reducirse mediante 
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tratamiento antidepresivo (Porsolt et al., 1978). En consideración, se demostró que el CUS 

produjo conductas tipo depresivas en la prueba de nado forzado.  

Por otro lado, la prueba de interacción social en ratas permite modelar las 

alteraciones sociales persistentes que acompañan a la depresión en humanos (Berton et al., 

2006; Tsankova et al., 2006; Krishnan et al., 2007). En este sentido, el CUS provocó una 

disminución significativa en el tiempo de interacción social respecto del grupo control, 

demostrando que este protocolo de estrés indujo conductas tipo depresivas.  

Finalmente, la prueba del consumo de sacarina permite medir el comportamiento 

anhedónico, en donde una baja preferencia de consumo, está asociado con uno de los 

principales síntomas depresivos. En este estudio, no se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos control y estrés en la prueba de preferencia por sacarina. 

Posiblemente, esto se debe a que el protocolo de estrés utilizado tuvo una duración de  14 

días, y según un estudio no publicado de nuestro laboratorio, la conducta anhedónica en 

esta prueba aparece en la cuarta semana de estrés.  

5. Influencia del  CUS en la densidad de células PV+ 

 

El principal hallazgo en este estudio fue que el estrés crónico provocó una 

disminución del número de células PV+ en la corteza auditiva primaria de ratas. Esta 

disminución solo se encontró en las capas V y VI, lo que indica una susceptibilidad 

específica por capa en la expresión de PV. Estos datos apoyan la noción de que el estrés 

crónico lleva a una disminución en la neurotransmisión inhibitoria en la corteza auditiva 

primaria (Pérez et al, 2013). 

La reducción de células PV+ podría explicarse por la expresión de la proteína PV 

bajo los niveles de inmunodetección (Czéh et al., 2005). En ese sentido, estudios han 
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demostrado que las neuronas pierden su capacidad de expresar PV en condiciones de estrés 

crónico (Wang y Fawcett, 2012; Filipović et al., 2013; Zlatković et al. 2014).  

El factor causal de la disminución de la expresión de PV, podría ser la desregulación 

del sistema redox, que conduce al estrés oxidativo. La sobreproducción de superóxido se ha 

observado en ratas con aislamiento social (Schiavone et al., 2009), llevando a una 

disminución en GAD-67, la principal enzima que sintetiza GABA en el cerebro. 

Adicionalmente, se ha demostrado que el aumento de superóxido conduce a cambios en la 

expresión de PV en un modelo de esquizofrenia y a una disminución de PV en neuronas de 

disparo rápido en ratones envejecidos (Behrens et al., 2007; Dugan et al., 2009).  

Se ha sugerido que PGC1α, un coactivador transcripcional importante en la 

regulación del metabolismo celular, está involucrado en la expresión de PV en la corteza 

cerebral. Los ratones knock-out para PGC1α muestran una expresión reducida de PV en 

células GABAérgicas, llevando a una disminución de la neurotransmisión inhibitoria 

(Lucas et al., 2010). Dado que PGC1α también participa en la neuroprotección contra el 

estrés oxidativo, su disminución podría generar una menor expresión de PV en neuronas 

GABAérgicas.  

Otro posible mecanismo que podría explicar la disminución de PV, se relaciona con 

la inhibición perisomática que estas neuronas proporcionan a las células piramidales. La 

activación continua de receptores de glucocorticoides no genómicos en células piramidales 

durante el estrés crónico, puede contribuir al aumento sostenido de Ca
+2

 en la transmisión 

GABAérgica pudiendo causar lesiones a la red de neuronas PV + (Hu et al., 2010, Karst et 

al., 2005). A su vez, la red inhibitoria afecta el ritmo de las oscilaciones de los LFP, lo que 

conduce a déficits cognitivos que son comunes en los trastornos psiquiátricos relacionados 

con el estrés (Marin, 2012). 
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Es importante destacar que el efecto del estrés crónico sobre las neuronas PV 

observado en este estudio y lo descrito en modelos de envejecimiento, coinciden en la 

disminución de PV+, pero difieren en su localización en la corteza auditiva. En condiciones 

de estrés crónico, la disminución ocurrió en las capas más profundas (V y VI) de la corteza 

auditiva, mientras que ratas envejecidas muestran una disminución de PV+ en las capas 

más superficiales (I a IV) (Caspary et al., 2008, Del Campo et al., 2012).  

A nivel clínico, estudios de Resonancia Magnética Funcional, Resonancia 

Magnética por Espectroscopía y Magnetoencefalografía en pacientes con depresión mayor, 

una enfermedad neuropsiquiátrica relacionada con el estrés crónico, han demostrado un 

deterioro en el procesamiento a nivel de la corteza auditiva primaria (Michael et al., 2004, 

Tollkötter et al., 2006). Considerando que en este estudio se utilizó un estrés crónico 

impredecible como modelo de comportamientos tipo depresivos, la disfunción auditiva 

observada en modelos animales y en humanos, podría atribuirse a una susceptibilidad de las 

neuronas PV+ al estrés crónico.  

El estrés crónico induce atrofia dendrítica y disminuye el tono inhibitorio en A1 de 

ratas, lo cual está correlacionado con el deterioro de la atención auditiva (Pérez et al., 

2013). En ese sentido, la susceptibilidad al estrés crónico de las neuronas PV+ en la capa V 

y VI, podría estar alterando el sistema eferente córtico-coclear, originado en la capa V y VI 

de la corteza auditiva, el cual proyecta eferentes a los colículos inferiores y al complejo 

olivar superior, conectándose a través del sistema olivococlear con el órgano receptor 

auditivo (Terreros, et al 2013). El funcionamiento del sistema eferente auditivo ha sido 

relacionado con alteraciones en el comportamiento, tales como el déficit atencional. La 

atención juega un rol fundamental en la selección de estímulos sensoriales, a través de un 

mecanismo que involucra al sistema eferente olivococlear medial (OCM) (Kauramäki et al., 
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2012). Si bien actualmente no existe una fuerte evidencia que permita relacionar el déficit 

atencional con déficit de la percepción auditiva, la literatura científica lo ha relacionado 

íntimamente con desórdenes de procesamiento auditivo (Freyaldenhoven et al., 2005). En 

este sentido, el deterioro en la atención auditiva por estrés crónico, podría ser explicado en 

parte por una alteración del sistema eferente cortico olivococlear, producto de la disfunción 

de la trasmisión GABAergica, específicamente de las neuronas PV+ de las capas V y VI de 

la corteza de A1.    

Con respecto a la correlación entre el nivel de corticosterona plasmática y la 

densidad de PV+, se encontró asociación en las capas 2/3 de A1 en animales control. Allí 

se observa una disminución de PV+ al aumentar los niveles de corticosterona. Sin embargo, 

no se encontró esta relación en animales estresados ni en las otras capas, sugiriendo que los 

efectos del aumento de corticosterona sobre la densidad de PV+ en A1 no son lineales y 

que existen  otros factores determinantes. 

VI. CONCLUSIONES 

El estrés crónico impredecible, aplicado durante dos semanas en ratas adultas, 

produjo una disminución de las células positivas para parvalbumina en la corteza  auditiva 

primaria. Adicionalmente, el estrés generó un aumento en los niveles de corticosterona y 

disminución de la ganancia de peso. En el comportamiento produjo conductas similares a la 

depresión.     

Estos resultados nos confirman que el cerebro es altamente sensible a los efectos del 

estrés crónico impredecible, particularmente el sistema inhibitorio de la corteza auditiva 

primaria, caracterizado por una alteración del balance excitación/inhibición. Los efectos de 

este desbalance podrían explicar el deterioro en la atención auditiva observada en modelos 

animales y la alteración en el procesamiento auditivo en pacientes con depresión.  
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VIII. ANEXOS 

 

Figura 15: Diseño experimental que se utilizará para los grupos experimentales.  

 
 

Figura 16: Microfotografía de una sección de cerebro mostrando neuronas GABAergicas 

PV+ y área magnificada de la corteza auditiva primaria (A1). 

 

Figura 17: Microfotografía de una sección de cerebro que muestra neuronas GABAergicas 

PV+ y las diferentes capas de la corteza auditiva primaria (A1) 
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