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RESUMEN

El estrés se define como una respuesta sistémica desencadenada por una amenaza real o
percibida que aumenta la probabilidad de supervivencia de un organismo, donde la efectividad de
la respuesta se evalta con las consecuencias de la misma. Esta respuesta tiene gran importancia
evolutiva para los mamiferos ya que les ha permitido responder ante situaciones que perciben
como amenazantes. Por otro lado, cuando la exposicion a estrés es corta (minutos a horas) se
denomina aguda y durante periodos mas largos de exposicion a estrés (dias, semanas y afios), se
le denomina cronica. Estos tipos de exposicién, tanto aguda como crdnica tienen deficiencias con
respecto a su definicién, es decir, existe una gran cantidad de definiciones que varian en la

cantidad de tiempo de exposicion.

La presente investigacion se centra en estrés cronico y pretende contribuir a su
conceptualizacion, especificamente con respecto al tiempo de exposicién, de manera que se
pueda establecer una ventana temporal donde se tenga nocion de los efectos inducidos por el
tiempo de exposicion a estrés. Se ocupo el paradigma de estrés cronico impredecible durante
diferentes ventanas temporales de exposicion (5, 10, 14 y 21 dias), para construir una curva
tiempo-efecto que nos permita identificar el momento en el que el estrés modifica
significativamente la conducta y el momento donde los cambios conductuales llegan a el punto

méaximo deseado para la investigacion con este modelo.

Los resultados de la presente investigacion sugieren que existe una ventana temporal corta
donde inician los efectos estresantes y tipo depresivos en el modelo y aungue no se sugiere una
ventana final, si identificamos que las alteraciones cognitivas no se producen en las ventanas mas
largas de exposicion, lo que sugiere que las ventanas mas largas no necesariamente empeoran la
condicion de estrés. En este sentido, la ventana de 10 dias de exposicion a estrés, es la que
muestra de manera mas completa los efectos que busca este modelo. Esta informacion es
importante para comenzar a estandarizar los paradigmas de estrés cronico con respecto a la
temporalidad de exposicion, de manera que no sobrepasemos esta linea temporal y el modelo esté

induciendo otro tipo de cambios asociados a otras patologias. Ademas, aun quedan multiples



cuestiones en este modelo, por lo que se propone explorar ain mas estos paradigmas para afadir
informacion que sea de utilidad para su posterior aplicacion.
INTRODUCCION

El estrés se define como una respuesta sistémica desencadenada por una amenaza real o
percibida que aumenta la probabilidad de supervivencia de un organismo, donde la efectividad de
la respuesta se evalia con las consecuencias de la misma. La respuesta de estrés regula la
actividad del sistema por medio de la activacién del eje simpato-adreno-medular (SAM) y del eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) que desencadena una cascada de procesos que finalizan con
la liberacion de cortisol/corticosterona y de adrenalina, noradrenalina y vasopresina (Gotlip, et
al., 2008; Smeets, 2010).

Dentro de la investigacion en el tema de estrés, existen diferentes paradigmas para su
estudio, uno de ellos es el que se denomina estrés cronico y se refiere a tiempos prolongados de
exposicion a estrés (dias, meses a afos) (Joéls & Baram, 2009). La metodologia asociada a este
paradigma tiene problemas relacionados con la definicion en términos de la temporalidad de
exposicién y por tanto con la aplicacion.

Aunque los efectos conductuales y cognitivos del estrés cronico han recibido mucho
interés en los ultimos afios (Willner, 2017), la mayoria de la investigacién varia debido a que no
existe un consenso con respecto a ¢cuanto tiempo es suficiente y necesario para que este modelo
funcione adecuadamente?, pocos investigadores evallan los diferentes tiempos de exposicion
para clarificar la definicién que toman de estrés crénico y por tanto modificar los paradigmas que
actualmente aplican.

Por ello, la presente propuesta sugiere que la investigacion de los tiempos de exposicion a
estrés puede servir como una herramienta que permita una mejor comprension y evaluacion de
los efectos inducidos por estrés cronico en modelos animales, ademas busca proponer un cambio
en la metodologia de aplicacion de estrés crénico impredecible incluyendo una ventana especifica

de aplicacion.



1 ANTECEDENTES
1.1 HISTORIA Y CONCEPTUALIZACION DEL ESTRES

El estrés es una respuesta que ha acompafado a la vida desde tiempos muy antiguos, sin
embargo, a pesar de que propiamente surge como concepto en la década de los 50°s del siglo
pasado, ha sido dificil de definir (Willner, 2017). Esto debido a la amplia gama de aspectos que
involucra esta respuesta (p.j. fisioldgicos, psicologicos, etc.). Sin embargo, existen diferentes
propuestas (fisioldgicas, psicoldgicas. cognitivas y conductuales) para poder definir este
concepto.

La historia de éste término inicia con Claude Bernard que en 1859 explic6 como las
células y tejidos de organismos pluricelulares, podian ser protegidas por lo que actualmente
conocemos como estrés, esto es, que las células realizaban una serie de cambios en su medio
interno para minimizar los cambios alrededor de un estado determinado biol6gicamente,
promoviendo un estado estable (Fink, 2010). Cincuenta afios después, Walter Cannon, sugirid el
término homeostasis (del griego homoios, o similar, y stasis, o posicién) y lo definié como la
operacion coordinada de procesos fisioldgicos que mantienen la mayoria de los estados estables
del organismo (Cannon, 1932; Fink, 2010). Propiamente ni Bernard ni Cannon definieron el
término estrés, pero sus contribuciones permitieron la construccion de este concepto. Siguiendo
con la historia del término estrés, aunque el concepto el proviene de la ingenieria, y se refiere a
las fuerzas que se enfocan en una estructura y causan un estado de deformacion (tension)
(Hermans et al., 2014), el concepto clasico que se utilizé durante mucho tiempo en las ciencias de
la salud, lo propuso Hans Selye (conocido como el padre del estrés), donde €l define al estrés
como “la respuesta no especifica del cuerpo ante cualquier demanda” (Selye, 1936). Selye llegé a
este término por medio de su practica médica donde observaba que sus pacientes tenian una
variedad de sintomas “no especificos” producto de una respuesta comun a una experiencia
estresante. Estas observaciones en conjunto con otros experimentos de laboratorio le permitieron
proponer el término de “sindrome de adaptacion general”, que se definia como la descarga del
sistema nervioso simpatico que le permitia al organismo pelear o huir ante una situacion que lo
amenazara (Fink, 2010). Fue asi como Selye plantd en la mira de la investigacion éste fenomeno.

A partir de este punto existen muchas propuestas de diferentes autores, que han tratado de

definir el concepto de estrés, incluyendo o eliminando diversos aspectos, en este sentido,

8



Chrousos & Gold (1992) retoman lo dicho por Cannon, Bernard y por supuesto Selye, definiendo
el estrés como el estado de desarmonia o amenaza de la homeostasis, donde la respuesta
adaptativa puede ser especifica o puede ser generalizada y no especifica. Un poco més adelante,
McEwen (2000a), define al estrés como la amenaza real o percibida hacia la integridad
fisioldgica o psicologica de un individuo que resulta en respuestas fisioldgicas y/o conductuales.
Por otro lado, algunas disciplinas como la biomedicina, al estudiar esta respuesta, comienzan
también a proponer su definicion de estrés, y lo definen como las situaciones en que los
glucocorticoides y las catecolaminas estan elevados por un evento de demanda del sistema
(Levine, 2005).

Otra propuesta de definicion es la de Kim, Diamond, Haven & Blvd (2002), donde
sugieren tres componentes en la definicion de estrés. El primero indica que el estrés requiere
excitabilidad o arousal, que se puede medir operacionalmente usando electroencefalografia,
actividad motora y neuroquimica (adrenalina y glucocorticoides). Segundo indica que la
experiencia debe ser percibida como aversiva y tercero indica que debe haber una falta de control
(i.e. predictibilidad), este ultimo elemento determina la magnitud de la experiencia y la
susceptibilidad de un individuo para desarrollar secuelas fisioldgicas y conductuales.

Recientemente el término, “Alostasis” (que ya habia sido planteado por Selye, Sterling y
Ever en 1980 como heterostasis) (Fink, 2010), ha sido retomado en la literatura del estrés y se
refiere al mantenimiento de la estabilidad a través del cambio, siendo entonces, un proceso
fundamental a través del cual los organismos activamente se ajustan a los eventos. La alostasis
distingue entre los sistemas que son esenciales para la vida (homeostasis) y aquellos que
mantienen estos sistemas en balance (alostasis) (McEwen and Wingfield, 2003; McEwen,
2000b). Siguiendo esta idea, McEwen & Wingfield (2003) plantean otra modificacion en la
definicion, esta vez considerando el término alostasis. La nueva conceptualizacién que toman
ellos es que el estrés describe los eventos que amenazan a un individuo (incluyendo los eventos
que se relacionan con un ciclo de vida normal) y que provocan respuestas alostaticas de tipo
fisioldgicas o psicoldgicas.

Las definiciones aqui mencionadas se han centrado en aspectos especificos de la respuesta
de estrés (p.j. los niveles hormonales, amenaza a la homeostasis, procesos de regulacién
alostaticos, etc.), por lo tanto, actualmente existen muchas definiciones que, si bien no son

erradas, no involucran el panorama completo.



Para esta investigacion, se definid al estrés como una respuesta sistémica desencadenada
por una amenaza real o percibida que aumenta la probabilidad de supervivencia de un organismo
y donde la efectividad de la respuesta se evallia con las consecuencias de la misma. Esta
definicion toma en cuenta que no solo el sistema nervioso central puede desencadenar la
respuesta de estrés. tambiéen el sistema nervioso periférico y el sistema inmune(lo cual le da la
caracteristica de ser sistémica); segundo cuando se habla de la percepcion de una amenaza, se
esta teniendo en cuenta la interpretacion y/o el reconocimiento del estimulo que potencialmente
puede desencadenar la respuesta; tercero, al hablar de un aumento en la probabilidad de
supervivencia me refiero a que por si sola, la respuesta de estrés no siempre serd adaptativa y
junto con el cuarto punto “se evalua con las consecuencias de la misma” el valor adaptativo o no
adaptativo se dard cuando la respuesta haya tenido éxito o no en el contexto del organismo.
Ademas, se definira estresor como cualquier estimulo que amenaza o es percibido como

amenazante y que desencadena la respuesta de estrés en el organismo.

1.1.2 ESTRES, ALGUNOS CONCEPTOS ASOCIADOS.

Muchos autores proponen que no todas las reacciones al estrés son iguales, debido a las
diferencias en la vulnerabilidad del organismo, la reaccion emocional que tenga frente a la
situacion estresante y la habilidad que tengan de enfrentar esos estresores (Fink, 2016).

Autores como Levi (1971) distinguen entre estrés “positivo” y “negativo”, donde la
situacion que desencadenaba la respuesta le proporcionaba dichas connotaciones. Quinones et al.
(2015) caracterizan la respuesta de estrés positivo cuando el individuo percibe al estresor como
un desafio, sin embargo, cuando percibe al estresor como una amenaza, se desencadenan
respuestas de estrés negativo.

Sin embargo, en 1974 Selye introduce los términos de “eustrés” y “distrés” para distinguir
entre respuestas de estrés iniciadas por emociones negativas y aquellas iniciadas por emociones
positivas. Ademas, Berk (2001) retoma el termino eustrés propuesto por Selye y lo define como
“un fenomeno positivo que disminuye los efectos bioldgicos del distrés”. Sin embargo, aclara que
no todos los efectos positivos contrarrestan los efectos “clasicos” o negativos del estrés.

Dentro de la evidencia que sustenta estos dos términos, Aschbacher (2013), sugiere que
bajo ciertas circunstancias la exposicion a estrés (eustrés), puede tener el potencial de mejorar el
desempefio del organismo. Por ejemplo, Berk (2001) reporta que existen cambios inducidos por

el eustrés y que estos son de ayuda en contextos clinicos para modular aspectos especificos y
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optimizar respuestas inmunologicas en la prevencién o disminuyendo los sintomas de la
enfermedad. Ademas, afiade que las conductas complementarias que generan eustrés como el
gjercicio, dieta y la interaccion social apropiada modulan pardmetros biologicos a traves de la
modificacion de la carga alostatica. Sin embargo, se debe tener mucho cuidado con estos
conceptos, debido a que en muchas ocasiones son entendidos como diferentes tipos de respuestas
de estrés, y no es asi, la respuesta de estrés es la misma en ambas condiciones, mas bien se deben
considerar los términos eustrés y distrés como las consecuencias del estrés, es decir, si la
respuesta fue efectiva en el contexto del organismo, sera eustrés y si no, se considerara distrés.
Por ultimo, aunque el término estrés, histéricamente lleva una connotacion negativa, debemos
considerar su importancia para procesos como la sobrevivencia y adaptacion en situaciones
donde se ve amenazado el individuo, su descendencia, su territorio o la especie entera (Sanchez-
Castillo et al., 2014).

1.2 LA ACTIVACION DEL EJE SIMPATO-ADRENO-MEDULAR Y EL EJE
HIPOTALAMO-PITUITARIA-ADRENAL Y SU RESPUESTA AL ESTRES

La respuesta fisioldgica de estrés involucra un eficiente y altamente conservado conjunto
de sistemas que responden para mantener la integridad fisiologica del organismo, incluso en las
circunstancias mas demandantes (Ulrich-Lai & Herman, 2009).

Existen dos sistemas fisioldgicos relacionados con la respuesta de estrés, el primero es el
eje simpato-adreno-medular (SAM) que de manera general se encarga de las respuestas agudas y
de corto plazo, mientras el segundo es el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) gue se encarga
de las respuestas cronicas y de largo plazo (Gotlip, et al., 2008).

En respuesta a un estimulo que se percibe como amenazante, el eje SAM se activa (ver
Figura 1) rapidamente por medio del Sistema Nervioso Simpéatico (SNS) (rama del Sistema
Nervioso Auténomo (SNA)) (Smeets, 2010), por medio de las neuronas preganglionares
simpaticas en la zona toracolumbar de la columna celular intermediolateral que activan los
organos que inervan (p.j. del sistema cardiovascular y de las visceras abdominales), ademas de
activar las células cromafin de la médula adrenal, lo que incrementa los niveles de adrenalina y
noradrenalina (Ulrich-Lai & Herman, 2009), mientras se inhibe la respuesta del Sistema Nervioso
Parasimpatico (SNP) (también rama del SNA) (Smeets, 2010). Ademas, es importante destacar
que la excitacion del SNS disminuye rapidamente (debido a la activacion de los nucleos

preganglionares parasimpaticos ubicados en la zona craneo-sacra de la médula espinal que
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activan nucleos postganglionares ubicados cerca o en los érganos inervados y que generalmente
se oponen a las respuestas del SNS) dando como resultado respuestas de corta duracion (Figura
2) (Ulrich-Lai & Herman, 2009). EI SNS inicia la respuesta en érganos como corazon, arterias y
piel (sudoracion en las palmas de las manos y pies), ademas de dilatar la pupila, aumentar la tasa
cardiaca, el flujo sanguineo y la captura de oxigeno en pulmones (Smeets, 2010), todo esto con
ayuda de la adrenalina y noradrenalina que es liberada por la médula adrenal (Bitsika et al.,
2014). La adrenalina y la noradrenalina liberada mediante esta activacion no pueden pasar la
barrera hemato-encefalica (BHE) y por lo tanto no puede afectar al cerebro directamente. Sin
embargo, pueden estimular el nervio vago que activara el locus coeruleus y los nucleos del tracto
solitario, que resultard en un aumento de noradrenalina en el cerebro (de Kloet et al., 2005).

Por otro lado, el eje HPA, en comparacion con el SAM, responde de manera mas lenta a
los estimulos que son percibidos como amenaza, y lo hace por medio de una cascada hormonal,
en lugar de una via nerviosa directa (Guyton & Hall, 2006). El eje HPA es el mayor sistema
enddcrino que se activa durante un evento estresante y su activacién produce como resultado, el
que un organismo pueda modular su conducta ante las demandas que ejerce el ambiente. Este eje
ejerce una influencia sobre una variedad de procesos fisioldégicos como la digestion, la respuesta
inmune, emociones, la metabolizacion de energia y la conducta sexual, ademas tiene importancia
evolutiva ya que se ha conservado a través de las especies (Du & Pang, 2015; O’Connor et al.,
2000).

La respuesta bioldgica desde este eje inicia cuando los sistemas sensoriales perciben un
evento y lo comparan con otras experiencias previas, si se percibe el estimulo o el evento como
estresante (Fink, 2016), entonces el cerebro activa el nucleo paraventricular del hipotalamo
(PVN) (Lupien et al., 2009), las neuronas de éste nucleo sintetizan y secretan a la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina (AVP) en la circulacién portal de la eminencia
medial; la CRH activa la hipofisis anterior que sintetiza hormona adrenocorticotropa (ACTH).
ACTH viaja a través del torrente sanguineo y estimula la corteza adrenal que secreta cortisol (en
humanos, monos y peces) y corticosterona (en roedores) al torrente sanguineo (Figura 1) (De
Kloet et al., 2005) Los glucocorticoides que empiezan a circular en sangre (que actdan a nivel
central y periférico) promueven la movilizacion de la energia almacenada y potencian numerosos
efectos simpaticos como la vasoconstriccion periférica. Ademas de que la corteza adrenal es
inervada directamente por el SNS que puede regular la liberacion de glucocorticoides (Ulrich-Lai
& Hermans, 2009).
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La liberacion de glucocorticoides producto del eje HPA, en conjunto con la respuesta del
SAM vy el glucagon liberado por el pancreas, son los principales responsables de la elevacion de
glucosa en sangre y el mantenimiento de la presion sanguinea durante el estrés, que permite al
organismo disponer de una mayor cantidad de energia para reaccionar frente al estimulo

percibido como amenazante (Smeets, 2010).
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Figura 1. Muestra la activacion del eje SAM (lado izquierdo) y eje HPA (lado derecho) durante
la respuesta de estrés. El eje SAM inicia su activacion por medio de neuronas de la rama
simpatica (circulos azules) que activan los 6rganos que inervan (p.j. visceras abdomindales y
corazén) ademas de producir estimulacion directa a la médula adrenal para liberar adrenalina y
noradrenalina. El eje HPA inicia su activacion en el ndcleo paraventricular del hipotalamo
(PVN) que permite la liberacion de hormona liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina

(AVP) a la eminencia medial para que viaje e impacte a la hip6fisis anterior, permitiendo que
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esta libere hormona adrenocorticétropa (ACTH) al torrente sanguineo, para que tenga efecto en

la corteza adrenal y segregue cortisol (tomada y modificada de Ulrich-Lai & Hermans, 2009).
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Figura 2 — Esquema que muestra las regiones de la médula espinal que forman la rama
simpética (SNS) y parasimpatica (SNP) del sistema nervioso autonomo (SNA). Durante la
respuesta de estrés el SAM por medio de la rama simpética excita la actividad de 6rganos como
los bronquios, corazén, estomago, médula suprarrenal, etc. Ademas de inhibir la actividad de la
rama parasimpatica. Sin embargo, la rama simpatica rapidamente vuelve a activarse

permitiendo la modulacion de la acividad de la rama simpética.

1.2.1 GLUCOCORTICOIDES
Los glucocorticoides (GCs) son hormonas derivadas del colesterol y son esenciales para la

vida, mostrando amplios efectos en multiples sistemas para regular funciones fisioldgicas que
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permiten el mantenimiento de los niveles basales o estados estables del organismo (Chrousos et
al., 2004). Su precursor es la 11-dehidro-corticoesterona y se sintetizan por la reductasa 1103-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD) tipo 1, ademaés son inactivados por la 11 f HSD tipo 2 en
células del rifién, colon y glandulas sudoriparas (Holmes & Seckl, 2006; Geerling and Loewy,
2009). Una funcién importante de los GCs es la regulacion del metabolismo de glucosa (por su
capacidad de incrementar la concentracion de glucosa en sangre toman su nombre) (Sapolsky et
al., 2000), ademés son esenciales para la regulacion del tono vascular, la funcion inmune y para
la funcién del sistema nervioso central (SNC), por lo que una disfuncion de este sistema tiene
significantes implicaciones clinicas (Kadmiel & Cidlowski, 2013). Otro aspecto importante de
los GCs es la regulacién circadiana que tienen, en varios organismos como en los humanos, los
picos de cortisol se dan en la fase diurna (activa) y decrementan hacia la fase nocturna (no activa)
(Doczy et al., 2009), por otro lado, en ratas se sabe que tienen su pico en el periodo nocturno y

decrementa en el periodo diurno (ver Figura 3) (Spiga et al., 2014).
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Figura 3 Grafica del ritmo circadiano que sigue el cortisol en ratas. Se muestra la medicion de
corticoesterona en el eje de las y y el tiempo en horas en el eje de las x. Las mediciones de
corticoesterona varian en el tiempo mostrando actividad circadiana, teniendo su pico maximo a
las 18:00 hrs aproximadamente (en el periodo nocturno) y decrementando hasta su nivel mas

bajo a las 9:00 hrs (en el periodo diurno) (tomado y modificado de Spiga et al., 2014).
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Debido a que la activacion del eje HPA termina con la produccion de cortisol o
corticosterona, estas hormonas se han utilizado como un indicador de la respuesta de estres
(O’Connor et al., 2000), sin embargo, la liberacion de glucocorticoides no solo ocurre con la
presencia de un estimulo fisico (acciébn moderatoria), también puede ocurrir de forma
anticipatoria a un evento adverso (Accion preparativa), esta liberacion es guiada por experiencia
previa (memoria), predisposiciones instintivas y/o la prediccion de la ocurrencia de un evento

amenazante (Doczy et al., 2009; Sapolsky et al., 2000).

1.2.2 RECEPTORES A MINERALOCORTICOIDES Y A GLUCOCORTICOIDES

A nivel SNC hay dos tipos de receptores que regulan la actividad genémica de los
glucocorticoides, estos son los receptores mineralocorticoides (MR) y los receptores a
glucocorticoides (GR) (De Kloet, 2013; Doczy et al., 2009). En ausencia de GCs, ambos MR y
GR se encuentran en el citoplasma como complejos heteroméricos inactivos. Cuando los GCs
atraviesan la bicapa de fosfolipidos de la membrana celular y se forma el complejo ligando-
receptor, los GR y los MR sufren cambios conformacionales y se transladan al ndcleo (Ricketson
et al., 2007). Ambos receptores reciben a la misma hormona (cortisol o corticoesterona), pero
tienen diferente afinidad y estan distribuidos de formas diferentes, lo cual contribuye a las
diferencias en su funcion bioldgica (Balsevich et al., 2017). En roedores los MR tienen mayor
afinidad que los GR, y se ocupan ampliamente durante la fase diurna, mientras que los GR se
saturan en respuesta al estrés o en el pico de GCs durante el ritmo circadiano (de Kloet et al.,
2005). Con respecto a la localizacion de estos receptores, los GR tienen una amplia distribucion a
nivel periférico, en tejidos y varios tipos de células y a nivel SNC se localizan tanto en neuronas
como en glia, con una alta concentracion en sistema limbico, hipocampo, amigdala PVN y en
neuronas monoaminérgicas ascendentes. En comparacion, los MR muestran menor distribucion
que los GR, sin embargo, también se expresan abundantemente en sistema limbico, hipocampo,
amigdala, septum y corteza prefrontal. Por otro lado, se cree que la activacion de los MR se
relaciona con el mantenimiento de los circuitos relacionados al estrés y con el inicio de la
respuesta aguda de estrés y los GR se activan solo cuando hay altas concentraciones de GCs, en
la respuesta tardia del estrés y en la finalizacion de la respuesta de estrés por medio de la
inhibicion del eje HPA (Balsevich et al., 2017; de Kloet et al., 2005; Herman et al., 2003; Van
Eekelen et al., 1988).
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1.2.3 REGULACION DE LA RESPUESTA DE ESTRES

La respuesta de estrés se regula por diferentes sistemas, aqui describiremos tres niveles
que involucran estructuras, receptores a glucocorticoides y niveles de glucosa en el cuerpo.
Existen multiples regiones cerebrales que median el control de la activacion del eje HPA. Dentro
de todas las regiones, se ha demostrado que el sistema limbico es responsable en gran parte de
estas respuestas. Las estructuras limbicas involucradas, incluyen al hipocampo, corteza prefrontal
y amigdala (Doczy et al., 2009; Balsevich et al., 2017; de Kloet et al., 2005).

Existe evidencia que indica que el hipocampo se relaciona con la inhibicién del eje HPA
(Jacobson & Sapolsky, 1991). La estimulacion del hipocampo decrementa la secrecion de GCs,
mientras que la lesion de este incrementa la liberacion de GCs (Dunn & Orr, 1984; Fendler et al.,
1960) e incrementa la expresion genética de CRH en PVN, lo que sugiere que el PVN es un
punto importante para la inhibicion hipocampal (Herman et al., 1995). Ademas, la estimulacion
hipocampal decrementa la tasa cardiaca, la presion sanguinea y la tasa respiratoria en ratas, y
aungue no tiene conexion directa con el tallo cerebral, el hipocampo se conecta con la Corteza
Prefrontal medial (CPFm), sugiriendo que también modula la funcién autdnoma por medio de la
PFCm (Ruit & Neafsey, 1990).

Al igual que el hipocampo, la corteza prefrontal (PFC) esta relacionada con la inhibicién
del eje HPA. La region de la PFCm se ha relacionado con la finalizacion de la respuesta del eje
HPA, debido a que regula la duracion de secrecion de GCs (Ulrich-Lai & Hermans, 2009). De
forma contraria, se ha reportado que la PFC infralimbica incrementa la presién sanguinea,
mientras que la lesion o inhibicién de esta area disminuye las respuestas cardiovasculares
(Resstel et al., 2006).

Por otro lado, la amigdala es una estructura compleja que modula las respuestas
autonomas y neuroendocrinas (Ulrich-Lai & Hermans, 2009). El nacleo central de la amigdala
(CeA) es el principalmente relacionado con la respuesta de estrés, y se le considera un nodo de
integracion de la respuesta de estrés, debido a la participacién que tiene en la modulacion de
respuestas autonomas y las conductas relacionadas al estrés (Davis, 1992). EI CeA se activa
cuando hay un evento aversivo y ante amenazas sistémicas, también modula el ritmo cardiaco
durante eventos aversivos de tipo psicolégico (Ulrich-Lai & Hermans, 2009), ademas su lesién

atenda la secrecion de GCs en ratas (Doczy et al., 2009).
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Otro sistema que regula la respuesta del eje HPA es el de los GCs. Los GCs acttan con
retroalimentacion negativa en la liberacion de ACTH y CRH a nivel de la pituitaria, asi como de
CRH en hipotélamo (ver Figura 4) (Lupien et al., 2009; Doczy et al., 2009).

Coreza Frootal

Paataru
\oderowr

Corem
\dreral

Crhacocorncondes

Figura 4. Esquema de activacion y retroalimentacion negativa del eje HPA. La activacion del eje
HPA que se ha descrito previamente, finaliza con la liberacion de glucocorticoide. Los
glucocorticoides viajan y a través de la activacion de los receptores a glucocorticoides (GR
inhiben la liberacion de hormona adrenocorticotropa (ACTH) a nivel de la pituitaria. También
inhiben la liberacién de hormona liberadora de corticotropina (CRH) y arginina vasopresina
(AVP)a nivel del hipotalamo por medio de la activacion de los GR. (Tomada y modificada de
Lupien et al., 2009).
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La retroalimentacion negativa de los GCs se relaciona con mecanismos gendémicos (que
cambian las configuraciones del nlcleo de la célula) y no gendmicos (que no tienen efectos en el
nacleo de la célula). La retroalimentacion rapida (no genémica) ocurre después de minutos, y es
responsable de la rapida finalizacion de la activacion del PVN vy de la inhibicion de la liberacién
de ACTH. Se cree gque estd mediada por la activacion de los GR membranales en el hipotalamo y
en la pituitaria. Mientras que la retroalimentacion tardia (gendmica) ocurre en un periodo de
tiempo més largo, y estd mediada por GR nucleares en el PVN y en la pituitaria (Herman, 2010).

Existen otros mecanismos periféricos ajenos a los GCs por los cuales se regula la
respuesta del eje HPA, por ejemplo, el incremento en la cantidad de glucosa en el cuerpo. Esta
glucosa se utiliza para recuperar la cantidad de energia gastada durante el estrés; inhibe la
proliferacion de células T, asi controlando la respuesta inflamatoria; e inhibe otros sistemas
hormonales reduciendo el gasto de energia (Herman et al., 2003).

Por otro lado, cuando los sistemas de regulacion son rebasados, no son suficientes para
detener la respuesta de estrés o la inhiben de manera cronica, tendremos que la respuesta que en
un principio es necesaria para la supervivencia, se convierte en un factor de riesgo para padecer
diversos trastornos psiquiatricos. Como el trastorno de ansiedad generalizada, fobias, trastorno de
estrés postraumatico, depresion mayor, etc.. Sin embargo, factores como el proceso de desarrollo,
las diferencias individuales, las predisposiciones genéticas, las experiencias a lo largo de la vida,
la forma en que reaccionan al estrés y las consecuencias a largo plazo que puedan presentar,
pueden contribuir a la capacidad de la respuesta fisiologica y conductual para regular los factores
de estrés (McEwen, 2009).

Se ha propuesto que los cambios neuro-adaptativos que resultan de la estimulacion
exacerbada de una 0 mas vias que regulan al CRH durante la exposicién a estrés pueden iniciar o
predisponer al organismo a padecer trastornos como ansiedad y depresion (Carrasco & Van de
Kar, 2003).

1.3 PROTOCOLOS DE ESTRES

Los modelos animales son la herramienta bésica para entender la patofisiologia de los
trastornos y para el desarrollo de nuevos tratamientos (Kumar et al., 2013). Dentro de la
investigacion con estrés, de manera general podemos clasificar los protocolos de investigacion
animal en dos.

1.3.1 PROTOCOLOS DE ESTRES AGUDO

Los modelos animales para estrés agudo descritos por Kumar et al. (2013) pueden ser:
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1) Con estresores fisicos: choques eléctricos, nado forzado, inmovilizacion, privacion de
suefio, ruidos fuertes y conflicto social
2) Estresores psicologicos: aislamiento social, exposicién a objetos no familiares y
exposicion a orina de depredador
1.3.2 PROTOCOLOS DE ESTRES CRONICO
Los modelos animales de estrés cronico descritos por Kumar et al. (2013) pueden ser:
1) Con estresores cronicos: Esto incluye repeticion y alternacion de la exposicion a
estresores fisicos y psicologicos, previniendo la habituacion a los estresores.
2) Modelo de bulbotomia olfatoria: implica una destruccion bilateral de los bulbos olfatorios
(se sabe que causa alteraciones conductuales, bioquimicas y de cascadas celulares
similares a las que presentan pacientes con depresién mayor)
3) Modelo de traumatismo craneoencefalico: Se produce un choque en una parte del craneo
rompiendo o solo quebrando el hueso, se sabe que activa cascadas neuroinflamatorias, de

estrés oxidativo y dafio excitotoxico.

1.3.3 PROTOCOLO DE ESTRES CRONICO MEDIO (CMS)

Dentro de los paradigmas descritos en el apartado anterior, uno de los protocolos mas
utilizados con estresores cronicos es el estrés cronico medio (CMS) que ha sido llamado de
diferentes formas a lo largo del tiempo (CUS (estrés cronico impredecible), CUMS (estrés
cronico impredecible medio), CVS (estrés cronico variable), CUSB (bateria de estrés cronico
impredecible) etc.) sin diferir en la idea central de aplicacidén que es una exposicion continua (lo
que le da la caracteristica crénica) de micro estresores que son aleatorizados en el tiempo (lo que
le da la caracteristica de impredecible) (Willner, 2017). Este protocolo tiene sus inicios en la
década de los 80°s del siglo pasado con Katz y sus colaboradores quienes reportaron que los
animales sometidos a este modelo mostraban un decremento en el consumo de liquidos
débilmente azucarados, lo cual reflejaba un decremento en el impacto heddnico que tenia el
endulzante (Katz, 1982). Sin embargo, dada las normas éticas de 1986 en el manejo de animales
para procedimientos cientificos en el Reino Unido, se solicitd que se redujera la intensidad del
paradigma, eliminando choques intensos en las patas, inmersién forzada en agua sumamente fria
y privaciones prolongadas (mayores a 24 horas) de agua o comida (Willner, 2017). Después de
las modificaciones, se sugirio la aplicacion de microestresores y se le acufio el nombre de “estrées

cronico medio (CMS)”. La primera publicacion exponia a los roedores de 5-9 semanas y se
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reporté nuevamente el impacto hedonico del protocolo, ademas de que los antidepresivos
revertian estos cambios producidos por el CMS (Willner et al., 1987).

Posteriormente se plante6 como un modelo que producia un estado anhedo6nico en roedores y
se ha estudiado desde los 80"s como un modelo que puede mimetizar algunas caracteristicas de la
depresion mayor con validez predictiva (responsibidad selectiva a antidepresivos aplicados
cronicamente y no a la aplicacion aguda), aparente (comparado con la lista de sintomas del DSM-
V, como anhedonia, decremento en conducta motivada como sexual y agresiva, relativa pérdida
de peso, patrones de suefio alterados, etc.) y de constructo (similar a constructos psicoldgicos,
como la respuesta a eventos reforzantes) (Willner, 2017). Ademaés, Dziedzicka-Wasylewska
(1997) indic6 que lo Gnico que no puede mimetizar el modelo, son los sintomas humanos que
solo son accesibles por verbalizacion y la habilidad disminuida para pensar, concentrarse o para
tomar decisiones. Sin embargo, desde los afios 2000 este ultimo punto se ha comenzado a
explorar, y se ha reportado dafios cognitivos en pruebas que requieren habilidades espaciales y
memoria de reconocimiento (Cuadrado-Tejedor et al., 2011; Orsetti et al., 2007; Willner, 2017).
1.3.4 EFECTOS DEL ESTRES CRONICO

Muchos de los efectos que produce el CMS en los sistemas neuroquimicos, asi como a nivel
estructural en el cerebro de ratas y ratones, son muy similares a los que se describen en los
cerebros de pacientes con depresion mayor (Hill et al., 2012). También, existe evidencia que
indica que el estrés crdnico esta asociado con la depresion (Dumont & Provost, 1999; Hammen,
2005; Salavecz et al., 2014; Willner, 2017).

El factor critico para que el CMS funcione, recae en la activacion del eje HPA, la falla en los
sistemas de retroalimentacion negativa y la liberacion crénica de GCs para inducir un estado
anheddnico (Kvarta et al., 2015), sin embargo, también se ha reportado esta y otras conductas
tipo-depresivas en la ausencia de altos niveles de GCs (Remus et al., 2015).

Dentro de las estructuras que se ven comprometidas por la exposicion al CMS, el hipocampo
es una de ellas, debido a que sufre un deterioro en las células granulares, lo que lleva a la pérdida
de la capacidad de inhibicion del hipocampo en el eje HPA. Estos efectos incluyen una activacion
inicial de microglia que es caracteristica de una neuropatologia (Walker et al., 2013). También el
CMS decrementa la expresion de CREB (un factor de transcripcion nuclear), lo que decrementa
la expresion de BDNF y como consecuencia se encoge el arbol dendritico de las neuronas
hipocampales, hay pérdida de neuronas granulares y decrementa la neurogénesis lo cual explica

el decremento en el volumen hipocampal (Song et al., 2006; Bessa et al., 2009; Jayatissa et al.,
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2010), ademaés este cambio morfolégico se ha observado en pacientes que padecen depresion
mayor (Videbech & Ravnkilde, 2004; Campbell et al., 2004).

Otra de las areas afectadas por el CMS es la PFC, que al igual que hipocampo tiene un papel
importante en la retroalimentacion negativa que ejerce sobre el eje HPA (Ulrich-Lai & Herman,
2009). Dentro de los efectos que produce el CMS en la PFC es la atrofia de dendritas de células
piramidales, lo que decrementa los disparos de estas células (Guo et al., 2014) y decrementa la
expresion de BDNF y otras proteinas como sinapsina 1 y conexina 43 (Chen et al., 2016), junto
con perdida glial (Elsayed et al., 2012) y decremento en el volumen de la PFC (Bessa et al.,
2009).

Otra estructura que estd relacionada con la respuesta de estrés es la amigdala. Esta, a
diferencia de hipocampo y PFC, ejerce retroalimentacion positiva activando el eje HPA, y esta
activacion vuelve a activar amigdala, controlandose este sistema por hipocampo (Myers et al.,
2012). Lo que significa que el deterioro de la retroalimentacidn negativa gque ejerce el hipocampo
sobre el eje HPA, incrementaria la actividad de la amigdala; efecto que se ha observado en
protocolos de CMS (Delgado y Palacios et al., 2011), ademéas de incrementar la longitud y la
densidad dendritica (Qiao et al., 2016).

El incremento en la actividad de la amigdala por el CMS decrementa la actividad de las
celulas dopaminérgicas del sistema mesolimbico en el area ventral tegmental (VTA) (Chang &
Grace 2014). Por otro lado, no solamente la actividad de estructuras como hipocampo, corteza
prefrontal y amigdala se ven afectadas por el estrés cronico. También el sistema mesolimbico
dopaminérgico ha sido relacionado con los efectos del CMS. Dentro de sus afectaciones se le
atribuye el efecto anheddnico que se observa después del CMS, debido a que Di Chiara et al.
(1999), observaron un decremento en la liberacion de dopamina en el Nucleo Acumbens Shell en
respuesta a una recompensa, mientras que aumenta la liberacién de dopamina en la misma region
en respuesta a un estimulo aversivo, y un decremento en la expresion de receptores D2 en nucleo
acumbens (Dziedzicka-Wasylewska et al., 1997). El efecto del CMS es transmitido via palido
ventral a la habénula lateral (reconocida por mediar la respuesta a los estados emocionales
negativos por medio de las vias ascendentes dopaminérgicas y de 5HT), que conecta con el
nucleo tegmental dorsomedial, que conecta con VTA y finaliza con nucleo acumbens, lo que
explicaria la dificultad de detectar el efecto anheddnico causado por el CMS que otros cambios
gue emanan de otras estructuras (Proulx et al., 2014).
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1.4 TIEMPOS DE EXPOSICION A ESTRES
La investigacion basica en estrés trabaja con los paradigmas mencionados anteriormente,
por lo que la respuesta de estrés dependiendo de la temporalidad se hace importante, debido a que

de ella depende qué efectos vamos a observar y estudiar en nuestro modelo animal.

1.4.1 ESTRES AGUDO

El tiempo de exposicion a eventos adversos modifica la respuesta que presenta el sistema
ante el mismo. Cuando las amenazas no estan mucho tiempo presentes (es decir, el tiempo de
exposicion al estresor no rebasa un periodo de tiempo corto (minutos a horas)), se dice que la
respuesta de estrés es aguda (Dickerson & Kemeny, 2004). La respuesta aguda permite la
preparacion de los recursos disponibles (de tipo fisioldgicos y cognitivos) para enfrentar la
amenaza actual o amenazas inminentes (Sanchez-Castillo et al., 2014). En este sentido, algunas
de las respuestas que generan los organismos a causa del estrés, son:

1. Distribucion de energia en orden para mantener el funcionamiento de los

musculos y del sistema nervioso central (SNC).
Incremento de recursos atencionales dirigidos al estimulo estresor.
Incremento de ritmo respiratorio y cardiaco.
Redistribucion de la corriente sanguinea a través de los musculos y del SNC.
Modulacidn del sistema inmune.
Regulacion a la baja de la respuesta reproductiva sexual.

Pérdida del control intestinal.

O N o g B~ WD

Decremento del consumo de alimentos y el apetito.

Todas estas respuestas coordinadas interrumpen la operacion del sistema para aumentar la
probabilidad de supervivencia, ademas cuando la demanda termina o el estresor desaparece del
ambiente, la respuesta adaptativa es el retorno a la actividad basal del sistema (Sanchez-Castillo
et al., 2014; Hermans et al., 2014; Joéls & Baram, 2009; Vaessen et al., 2015).

Siguiendo la idea anterior, la respuesta de estrés es caracterizada por la secrecion de
mediadores de estrés que son un repertorio de sefiales moleculares que se disparan con
especificidad espacial y temporal durante la respuesta de estrés. Estos mediadores pueden ser los
glucocorticoides y catecolaminas (como noradrenalina, dopamina y serotonina), que permiten la
respuesta de adaptacion al estresor, es decir los recursos que se emplean se usan para modificar el

estado base del sistema y que mediante los cambios (como aumento de arousal o0 aumento de tasa

23



cardiaca) el organismo genera una conducta que le permita adaptarse a la demanda. Sin embargo,
cuando esta respuesta permanece en el tiempo (e.i, la respuesta sigue activa a pesar de que el
estresor ya no esté presente), deja al sistema incapaz de afrontar estresores de manera exitosa, 1o
que se denomina disfuncion asociada al estrés crénico (Joéls & Baram, 2009; Monteiro et al.,
2015).
1.4.2 ESTRES CRONICO

El estrés cronico (exposiciones largas de tiempo desde dias, semanas a afios) provoca
cambios sostenidos y progresivos en la expresion de genes particulares (a través de los
corticoides y sus receptores glucocorticoides), ademas provoca alteraciones estructurales en
neuronas (por ejemplo, en estructuras como el hipocampo y amigdala), puede inducir
disfunciones inmunes y un incremento en los patrones de disparo neuronal en el cerebro por
ejemplo en amigdala. Ademas, puede llevar a una desregulacion en el sistema y predisponer al
individuo a un amplio rango de psicopatologias como la ansiedad, depresion y demencia
(Contreras et al., 2013; Joéls & Baram, 2009; Monteiro et al., 2015; Vaessen et al., 2015; Wang
et al., 2015; Gonzalez-Rivera et al., 2016).

Actualmente se tienen muchos problemas al definir el estrés crénico, ya que algunos
autores como Miller, Chen y Zhou (2007), mencionan que se define como el estrés que persiste
durante un periodo prolongado de tiempo (sin especificar la temporalidad) y que el estrés puede
pasar de agudo a cronico, sin embargo, no se define como es que esto ocurre o cual es la ventana
temporal en la cual se basan para identificar estos cambios.

La Tabla 1 muestra una recopilacion de articulos de investigacion en el tema de estrés
cronico, se puede observar que las ventanas de duracién que utilizan sus protocolos difieren; se
aplican protocolos desde 10 dias, hasta 56 dias de exposicion. Esto puede resultar problematico
debido a que los resultados pueden variar dependiendo del tipo de estresor, la intensidad, la
predictibilidad del protocolo y por supuesto de la duracién de la exposicion a estrés. Estos
aspectos pueden estar detras de toda la gama de diferentes efectos producidos por el estres
(Stepanichev et al., 2016; Harpaz et al., 2013).
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Tabla 1

Tabla de revision de efectos de protocolos y tiempos

de exposicion al estrés cronico

impredecible.

Titulo Autor/ afio Sujetos Duracién Efectos

Unpredictable chronic mild  Farhan, M. et al, Wistar machos y 10 dias # Tasa de crecimiento

stress induced behavioral 2014 hembras adultas #! Consumo de alimento y agua

deficits: A comparative study M Actividad locomotora y erguimientos en campo abierto

in male and female rats il Latencia al movimiento en hembras en campo abierto

Chronic stress effects on  Lee & Goto, 2015 Sprague-Dawley 21 dias # Desempefio en memoria de trabajo

working memory: Association machos adultos " Transmision de DA y NA

with 1 Tirosina hidroxilasa en areas paralimbicas

prefrontal cortical tyrosine

hydroxylase

Impaired adrenal medullary  Santana, M. et al, C57/BL6 machos 3 21 dias 1 Peso y volumen glandula adrenal

function in a mouse model of 2015 meses de edad 1 NA y A dia 7

depression induced by 1 NA y A dia 21

unpredictable chronic stress i Enzimas, transportadores y complejos SNARE en dia 7
O Enzimas, transportadores y complejos SNARE en dia 21

Preventive and therapeutic  Radahmadi et al.,  Wistar macho adultos 21 dias M latencia a entrar al compartimento  oscuro

effect of treadmill running on 2015 ;1 Memoria a corto plazo

chronic stress-induced © Peso corporal

memory deficit in rats

Resveratrol exerts Lietal, 2016 Wistar macho adultos 28 dias # Consumo de sacarosa

antidepressant properties in il Inmovilidad en nado forzado

the chronic unpredictable mild M Cruces y acicalamiento en campo  abierto

stress model through the O Erguimientos en campo abierto

regulation of oxidative stress

and mTOR pathway in the rat

hippocampus and prefrontal

cortex

Attenuation of social  Riaz, M. et al. 2015 Sprague-Dawley 28y 35dfas 1 Peso corporal

interaction-associated machos adultos O Preferencia de sacarosa

ultrasonic vocalizations and & Latencia a buscar alimento

spatial  working  memory 1% Vocalizaciones de anticipacion (anhedonia)

performance in rats exposed to M Desempefio de memoria espacial en laberinto radial

unpredictable chronic stress

Chronic  mild stress in  Gross & Pinhasov  Sabra 2 meses de edad 30 dias M Preferencia  de  sacarina semana 2 y 3

submissive  mice: Marked 2016 O Preferencia de  sacarina  semama 4 y 5

polydipsia and social # Locomocion en campo abierto

avoidance without hedonic O Desempefio en laberinto elevado

deficit in  the  sucrose

preference test

BDNF and COX-2 participate ~ Wang, J. et al.,2015 Sprague-Dawley 35 dias #1 Corticosterona

in anti-depressivemechanisms machos adultos 1s BDNF en hipocampo y Cx frontal

of catalpol in rats undergoing 1e COX2, mMRNA y PGE2 en hipocampo y Cx frontal

chronic  unpredictable mild

stress

Does Chronic Unpredictable  Chaby, et al., 2015 Sprague-Dawley 40 dias 0 Aprendizaje espacial

Stress during Adolescence machos adultos &1 Retencion espacial

Affect Spatial Cognition in 1 Incorporacion de informacion espacial

Adulthood? i Latencia a encontrar plataforma en laberinto acuético de

Morris

An efficient chronic  Monteiro, S. et al., C57BL/6 machos 56 dias 0 Peso corporal

unpredictable stress protocol 2015 O Peso del timo

to induce  stress-related 1le Peso glandula adrenal

responses in C57BL/6 mice

1 Corticosterona

e Tiempo en brazos cerrados en laberinto elevado

O Distancia en campo abierto
O Erguimientos en campo abierto
1 Inmovilidad en nado forzado
i Inmovilidad en suspension de cola

# Memoria espacial en laberinto acuédtico de Morris
i Timocitos y células linfoides

Nota: s Indica un decremento de la conducta/proceso/funcion. i Indica un aumento en la
conducta/proceso/funcion. e Indica que no hay cambios en la conducta/proceso/funcion. DA —
Dopamina, NA- noradrenalina, BDNF- Factor neurotrofico derivado del cerebro, Cx- corteza,
COX-ciclooxigenasa, PGE-Prostaglandina
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cuando se investiga la respuesta de estrés, nos topamos con mdultiples panoramas que no
son muy claros, desde la misma concepcion de estrés, hasta la conceptualizacion de sus efectos,
protocolos y tiempos de exposicion. Actualmente la investigacion en estrés ha ido creciendo,
particularmente en estrés crénico ha aumentado el nimero de articulos publicados, laboratorios y
paises que trabajan este tema. Este crecimiento ha buscado describir las bases bioldgicas de los
efectos conductuales del estrés cronico, sin embargo, las nuevas investigaciones parten de las
bases que se han planteado anteriormente, y se siguen arrastrando conceptos y protocolos que
tienen un sustento débil, es decir, se retoman las dificultades de conceptualizar al estrés cronico y
sus tiempos de exposicion. Particularmente los tiempos de exposicion se han definido haciendo
uso de palabras como “breve exposicion” o “exposiciones prolongadas”, y si bien esto nos da una
idea general, no nos indica en términos reales cuanto dura la exposicion a estrés. Este fallo en la
conceptualizacién ha dejado un agujero abierto a la interpretacion y como consecuencia no
tenemos claridad cuando se construye o aplica un protocolo de estrés, en este caso centrandome
en el estrés crénico. Por ejemplo, la investigacion en este tema presenta paradigmas de
exposicion que van desde los 10 y hasta mas de 56 dias de estrés en modelos animales, sin
justificar la temporalidad que aplican en su protocolo, y los que, si la justifican sus citas regresan
hasta antes de los afios 90 donde el protocolo recién se estaba construyendo y puliéndose.
Entonces, tenemos investigacion muy reciente con metodologia muy antigua que se construyo sin

la exploracion y estandarizacion adecuada.

JUSTIFICACION

Los modelos de CMS no estan libres de limitaciones. Uno de sus principales problemas
que no se ha atendido, es la exposicion a estrés prolongada que puede atravesar las barreras de las
normas éticas en modelos animales (De Felipe et al., 1989). Otra de las limitaciones méas grandes
del CMS es la dificultad de replicar resultados. Esto se cree que surge de dificultades objetivas
para repetir procedimientos fiables durante un largo periodo. Esto crea grandes variaciones en
datos producidos por diferentes laboratorios que siguen el mismo protocolo (Yin et al., 2016).

Esto sugiere que hace falta una estandarizacién mas rigurosa del procedimiento y debido a
las diferentes metodologias que se utilizan en estrés crénico, buscamos plantear un protocolo
basado en evidencia empirica buscando rangos temporales mucho mas acotados que los que

actualmente tenemos. Por lo que es necesario explorar los tiempos de exposicion para clarificar
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los efectos que provoca mayor o menor tiempo de exposicion a estrés, por medio de una curva
tiempo-efecto y aportar datos que permitan mejorar los aspectos para el estudio del estrés.

Por otro lado, existen dificultades que se enmarcan dentro del contexto social; la
poblacién que esta expuesta a diferentes condiciones estresantes (p.j. laborales, familiares,
economicas, etc.) provoca constantes respuestas de estrés con las que su sistema debe lidiar y
como es esperado en algunos casos esta exposicion continua desencadena alguna patologia. Por
ello es necesario tratar de definir en qué punto esa exposicion continua podria estar afectando al
individuo y una primera aproximacion se puede dar desde la investigacion basica. En este
sentido, es importante identificar el punto en el que se comienzan a presentar las alteraciones por

estrés y prevenir estos cambios. Bajo estos argumentos, comenzamos esta investigacion.

OBJETIVO
¢ Identificar en qué ventana temporal los cambios conductuales generados por la exposicion
a CMS se relacionan con los efectos esperados por este modelo.
HIPOTESIS
e Los cambios conductuales que ejerce la ventana de 5 dias de exposicion a CMS mimetiza
de una manera mas efectiva los modelos de CMS.
e Los cambios conductuales que ejerce la ventana de 10 dias de exposicién a CMS
mimetiza de una manera mas efectiva los modelos de CMS.
e Los cambios conductuales que ejerce la ventana de 14 dias de exposicion a CMS
mimetiza de una manera mas efectiva los modelos de CMS.
e Los cambios conductuales que ejerce la ventana de 21 dias de exposicion a CMS
mimetiza de una manera mas efectiva los modelos de CMS.

METODO

1. Sujetos

Ochenta y cuatro ratas Wistar macho provenientes del bioterio de la Facultad de Psicologia de
la U.N.A.M. Con una edad de 3 meses al inicio del experimento, con un peso aproximado de
250-300 grs al inicio del experimento. En condiciones estandar de laboratorio, agua ad libitum y
alimento controlado rat chow, con ciclo de luz oscuridad (12:12), en cajas comunales (4-5 sujetos

por caja). El trato, asi como los procedimientos aqui mencionados se hicieron bajo los estandares
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de la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

2. Bateria de estrés cronico impredecible

Se aplicé una bateria de estrés crénico impredecible (CMS), que ha sido estandarizada para su
uso en el laboratorio de Neuropsicofarmacologia y Estimacion Temporal de la U.N.A.M.
(Rosemberg-Garcia, et al., 2013; Ruiz-Garcia, et al., 2013; Sanchez-Castillo, et al., 2015). Consta
de 10 dias de exposicion a diversos estresores de manera aleatoria (ver Tabla 2). Los estresores
consisten en 20 minutos de restrictor de movimiento, 3 horas de cama mojada, 12 horas de luz
prendida durante la noche, 3 horas de cama inclinada, 5 minutos de inmersion en agua friaa 16°C
y 12 horas de privacién de agua de noche. Las ratas control (no expuestas al paradigma de estrés)
fueron almacenadas en cajas diferentes, sin contacto con los animales estresados.

La CMS se extendera en cuatro ventanas de duracion, 5, 10 (Rosemberg-Garcia, et al., 2013;
Ruiz-Garcia, et al., 2013; Sanchez-Castillo, et al., 2015)., 14 (Campos et al., 2013) y 21 (Lee &
Goto, 2015) dias para cada grupo respectivamente.

Tabla 2

Descripcion de la Bateria de estrés cronico impredecible CMS

Dia Paradigma

Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
Cama mojada 3 h (12:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
Cama mojada 3 h (12:00h); Privacion de agua noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)

Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

© 00 N o o B~ W N e
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Nota: Protocolo estandarizado en el laboratorio de Neuropsicofarmacologia y Estimacién
Temporal, Facultad de Psicologia UNAM. (Rosemberg-Garcia, et al., 2013; Ruiz-Garcia, et al.,
2013; Sanchez-Castillo, et al., 2015).

Las modificaciones de la bateria para las distintas ventanas temporales se realizaron de la

siguiente forma:
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En el caso de la ventana de 5 dias de exposicion (CMS 5), se redujo el nimero de dias, pero
se mantuvo el mismo namero de estresores, tipo, aplicacion y se semialeatorizé (con la regla de
que estresores del mismo tipo, no se repitieran en dias consecutivos) (ver Tabla 3).

Tabla 3

Descripcion de la bateria de CMS de 5 dias de exposicion

Dia CMS 5

Cama mojada 3 h (12:00h); Privacién de agua noche 12h (20:00h)
Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

i A W N =

Nota: Protocolo CMS modificado para su aplicacion durante 5 dias.
En el caso de la ventana de exposicion de 10 dias (CMS 10), se mantuvo el disefio
estandarizado en el laboratorio (ver Tabla 4).
Tabla 4

Descripcion de la bateria de CMS de 10 dias de exposicién

=4
2

CMS 10

Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
Cama mojada 3 h (12:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
Cama mojada 3 h (12:00h); Privacién de agua noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
10 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

O 0 N O U1 A WIN BB

Nota: Protocolo estandarizado en el laboratorio de Neuropsicofarmacologia y Estimacion
Temporal, Facultad de Psicologia UNAM. (Rosemberg-Garcia, et al., 2013; Ruiz-Garcia, et al.,
2013; Sanchez-Castillo, et al., 2015).

En el caso de la ventana de exposicion de 14 dias (CMS 14) y 21 dias (CMS 21) se modifico
el protocolo CMS prolongando el nimero de dias para alcanzar la ventana temporal objetivo. Se
evitd exponer a los animales al mismo estresor en dias consecutivos para evitar habituacion

durante la exposicion (ver Tabla 5y Tabla 6).
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Tabla 5
Descripcion de la bateria de CMS de 14 dias de exposicion

Dia CcMS 14
1 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
2 Cama mojada 3 h (12:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
3 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
4 Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
5 Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
6 Cama mojada 3 h (12:00h); Privacién de agua noche 12h (20:00h)
7 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
8 Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
9 Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
10 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
11 Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
12 Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
13 Cama mojada 3 h (12:00h); Privacién de agua noche 12h (20:00h)
14 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
Nota: Protocolo CMS modificado para su aplicacién durante 14 dias.
Tabla 6
Descripcion de la bateria de CMS de 21 dias de exposicion
Dia cMS 21
1 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
2 Cama mojada 3 h (12:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
3 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
4 Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
5 Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
6 Cama mojada 3 h (12:00h); Privacion de agua noche 12h (20:00h)
7 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
8 Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
9 Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
10 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
11 Cama mojada 3 h (12:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
12 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
13 Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
14 Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
15 Cama mojada 3 h (12:00h); Privacidn de agua noche 12h (20:00h)
16 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
17 Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00)
18 Agua Fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)
19 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)
20 Cama mojada 3 h (12:00h); Privacidn de agua noche 12h (20:00h)

21 Restrictor 20 min (9:00 h; 14:00 h; 19:00 h)

Nota: Protocolo CMS modificado para su aplicacién durante 21 dias.
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De manera general, los grupos se conformaron de forma aleatoria y se identificaron de la
siguiente forma:
e CMS5 (n=10)
e CMS 10 (n=9)
e CMS 14 (n=10)
e CMS 21 (n=9)

3. Pruebas Conductuales

e Laberinto de Barnés (LB)
Las caracteristicas del laberinto son:

e 95 cm (diametro).

e 70 cm (elevacion desde suelo).

e 16 agujeros de 4cm (didmetro), con un espacio de 4cm entre agujero.

Esta prueba permite estudiar el aprendizaje y la memoria espacial, asi como otras tareas mas
complejas en ratas y ratones (Pompl, 1999). Consiste en un laberinto donde se utiliza luz como
estimulo aversivo. El refuerzo que recibe el animal es escapar de este estimulo. Se coloca debajo
de un solo agujero, el agujero de escape, este se utiliza para escapar de los estimulos aversivos,
también se coloca debajo de los deméas agujeros cajones falsos en los que parece posible
introducirse, pero cuyo espacio disponible es en realidad tan pequefio que impide que el animal
se pueda esconder (Figura 5).

Consta de 4 fases:

1. Habituacion a la plataforma (Llevar al animal al agujero de escape y dejarle permanecer
durante 2 min.)

2. Entrenamiento (4 ensayos de 3 min cada uno con un intervalo entre ensayos de 15
minutos)

3. Segunda sesion de entrenamiento (4 ensayos de 3 min cada uno con intervalo entre
ensayos de 15 minutos)

4. Fase de evaluacion (4 ensayos 3 min cada uno con intervalo entre ensayos de 15 minutos;
12hrs. o 24hrs. después; se registra latencia de escape y frecuencia de errores)
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- ORIFICIO ESCAPE
- ORIFICIO NO ESCAPE

Figura 5. Laberinto de Barnés. Esquema de la plataforma del laberinto, con orificios de escape y
no escape. Se registra la frecuencia de errores y la latencia al escape.

e Campo Abierto (CA)
Las caracteristicas de esta prueba son:

e Arenade 100 cm x 100 cm x 50 cm; largo x ancho x altura

Prueba de conducta libre que evalla aspectos locomotores, de exploracién y de ansiedad
(Sestakova et al., 2013). Es una caja de policarbonato de color negro, dividida en 16 cuadrantes
equidistantes (4x4) (Figura 6).
Se hacen mediciones durante 5 min en una sola sesién. Se coloca al sujeto en el centro del campo
(zona central) y se graba la sesidn para su analisis posterior. El registro conductual se hace en
bins de 30 segundos y se mide:

e Cruces Periferia (frecuencia)

e Cruces centro (frecuencia)

e Inmovilidad (frecuencia y tiempo)

e Congelamiento (frecuencia y tiempo)
e Acicalamiento (frecuencia y tiempo)
e Erguimiento (frecuencia)
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Figura 6. Campo abierto- se muestra la cuadricula y las zonas (central o periférica) por las que
la rata puede pasar. Se registran cruces, inmovilidad, congelamiento, acicalamiento y
erguimiento del animal. Estas conductas tienen su interpretacion para la evauacion de
locomocion general y ansiedad.

¢ Reconocimiento de Objetos Novedosos (RdO)
Las caracteristicas de la prueba y los objetos que se utilizan son:

e Arena de campo abierto (Figura 6)
e Dos cubos de madera (6 cm x 6 cm X 6 cm, largo x ancho x altura) pintados con
pintura acrilica roja.

e Unataza de porcelana color naranja (8.5 cm x 7.5 cm, diametro x altura).
Esta tarea permite evaluar la memoria de reconocimiento de las ratas y estd conformada por
cuatro sesiones (Cohen & Stackman., 2015). La primera sesion es de habituacion en la caja sin
objetos para prevenir neofobia; se coloca al sujeto en el centro de la caja y se le permite la
exploracién. En la segunda y tercera sesion se le permite al sujeto la exploracion de dos objetos
idénticos (cubos de madera de 6 cm x 6 c¢cm color rojo) ubicados de forma equidistante en
esquinas opuestas de la caja. La cuarta, y ultima, sesion consiste en la exposicion del sujeto a uno
de los objetos conocidos (cubo rojo de madera) y otro distinto. Las sesiones se realizaron cada 24
horas, cada una de ellas con duracién de 5 minutos. Los objetos se colocaron en esquinas
contrarias a 25 cm de distancia de las paredes de la arena de campo abierto contrabalanceando la

posicion en cada una de las evaluaciones conductuales e intrasujetos, se adhirieron a la caja para
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evitar que los sujetos las movieran (Figura 7). Se grabaron las sesiones para su posterior analisis.
Se toma en cuenta el tiempo que permanece explorando cada uno de los objetos (objeto familiar y
novedoso) en la sesion cuatro. Se considera como exploracion que la nariz se encuentre a una
distancia >1cm del objeto o tocando el mismo. Con las medidas registradas en la sesion cuatro de
esta tarea se obtiene un indice de Discriminacion que se obtiene a partir de la siguiente formula:
(ON - OF) / (ON + OF), donde: ON corresponde al tiempo que exploran el objeto novedoso y

OF corresponde al tiempo que pasan explorando el objeto familiar.

Figura 7. Reconocimiento de Objetos Novedosos
Esquema de la posicion de los objetos en la tarea de Reconocimiento de Objetos Novedosos.

Se registra el tiempo de exploracion en cada objeto. Lado izquierdo representa sesion 2 'y 3.
Lado derecho representa sesion 4 (Prueba)

e Laberinto Cero Elevado (LC)
Las caracteristicas de esta prueba son:

e 120 cm (didmetro).
e 64 cm (elevacion desde suelo).

Es una modificacion del laberinto en cruz elevado y es una prueba que mide ansiedad en los
animales (Sestakova et al., 2013). Consta de una plataforma circular elevada con dos partes
cerradas (por paredes laterales) y otras dos abiertas (sin paredes laterales) (Figura 8). Para iniciar,
se coloca al sujeto en un brazo cerrado y se graba la sesion para su posterior analisis.

Se mide durante 5 minutos la permanencia de la rata en cada area (cerrada o abierta), asi como la

frecuencia de entradas a un area diferente del laberinto y la conducta de evaluacion de riesgo.
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E BRAZO ABIERTO
[ erazocerrano

Figura 8. Laberinto Cero Elevado — Muestra las areas abiertas (Brazo abierto) y las areas
cerradas (Brazo cerrado). Se registran los cruces a brazo abierto y a brazo cerrado; el tiempo
de permanencia en cada brazo y la evaluacion de riesgo.

e Prueba de preferencia de Sacarina (PdS)

Prueba que mide el consumo y preferencia de soluciones dulces altamente palatables y el
decremento de esta conducta se interpreta como conductas tipo-depresivas en los roedores
(Wilner, 2017; Willner et al., 1987). Su aplicacion se realiza durante 5 dias consecutivos
(Figura 9):

1. Dia 1 - Linea base de consumo de agua duracion 24 horas, se coloca a las 18:00 horas
(Botella con 250 ml de agua)

2. Dia 2 - Se retira la botella con agua del dia 1 a las 18:00 horas y se realiza la linea base
de consumo de sacarina con duracién de 24 horas, se coloca a las 18:00 horas (en cuanto
se retira la botella de agua; 250 ml de agua con sacarina (3 gr/L))

3. Dia 3 — Se retira la botella de agua con sacarina del dia 2 a las 18:00 horas y se espera 1
hora para poder colocar a las 19:00 horas dos botellas con agua (250 ml cada una) y se

retiran a las 20:00 horas para comenzar un periodo de privacién de agua de 24 horas.
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4. Dia 4 — Continta la privacion de agua hasta las 20:00 horas. En cuanto termina la
privacion de agua se coloca una botella con agua y una de agua con sacarina (250 mi
cada una a las 20:00 horas)

5. Dia5 — Se realiza la primera medicion a las 12 horas (8:00 horas), se cambian de lado las

botellas de cada rata y se hace una segunda medicion a las 24 horas (20:00 horas)

250 ml. Agua 250 ml Agua

230 ml. Agua+
Sacatina 250 ml. _-‘l.gua]
Dia 1 Linea base de agua Dia 2 Linea base de sacarina Dia 3 Dos botellas con agua

Dia 4 Privacion de agua Dia 5 Test Medicion de
consumo alas 12 v 24 hrs

Figura 9 — Procedimiento de Preferencia de Sacarina. Se registra la linea base de consumo de
agua y de sacarina durante el dia 1 y 2. El dia 3 se presentan dos botellas con agua para
habituar al roedor a la presencia de dos botellas en su casa hogar. El dia 4 inicia la privacion de
agua para aumentar la motivacion al consumo durante la prueba. El dia 5 inicia la prueba de
preferencia y se miden los consumos de ambas botellas una vez en la mafiana y otra en la noche.
Después de la primera medicion se invierten las botellas para evitar un consumo sesgado a la
ubicacion de la botella.

Disefio Experimental

Los sujetos permanecieron durante 5 dias en el bioterio para que se habituaran al nuevo ambiente
de vivienda y para tomar la linea base de peso. Posteriormente fueron manipulados durante 5
minutos cada uno durante 5 dias antes del inicio del experimento y se comenzo con la restriccion
de alimento (1hr/dia), monitoreando el peso para no disminuir mas alla del 85% de su linea base.
Esto con el motivo de asegurar que las ratas pudieran introducirse en los tubos de restriccion de
movimiento en los grupos de exposicion a estrés (CMS) y en los grupos control (CTRL) para

mantener las mismas condiciones. Después, los sujetos fueron asignados aleatoriamente a 1
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grupo y dependiendo del grupo, se comenzo la exposicién a CMS o se dejaron reposar en su caja
comunal si pertenecian al grupo control.
Se aleatoriz6 el orden en que se presentaron las pruebas conductuales (Tabla 7) para evitar un

efecto de orden en los resultados.

Tabla 7
CMS 5 CMS 10 CMS 14 CMmS 21
Orden CTRL5 CTRL10 CTRL 14 CTRL21
1 LC PdS CA LB
2 LB CA RdO PdS
3 CA RdO PdS LC
4 RdO LB LC CA
5 PdS LC LB RdO

Nota: Aleatorizacion de pruebas conductuales para cada grupo. CMS 5 (estrés 5 dias); CMS 10
(estrés 10 dias); CMS 14 (estrés 14 dias); CMS 21 (estrés 21 dias); CTRL 5 (control con reposo
de 5 dias); CTRL 10 (control con reposo de 10 dias); CTRL 14 (control con reposo de 14 dias);
CTRL 21 (control con reposo de 21 dias); LC (laberinto cero); LB (laberinto de barnés); CA
(campo abierto); RdO (reconocimiento de objetos novedosos); PdS (preferencia de sacarina).

La evaluacién conductual inici6 24 hrs. después de que finalizara la exposicion a CMS o se
cumpliera el tiempo de reposo (en el caso de los grupos control) (Tabla 8 y Tabla 9).
Tabla 8

Dia 123 45678 910 1112 13 14 15 16 17 18 19
Condicion CMS Evaluacién Conductual

Dia 12345678910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Condicién _ Evaluacién Conductual

Dia 123 45678910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
condicion NGV Evaluacién Conductual

-Dl'a 123 45678910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

CMS 5

Condicion Evaluacién Conductual

Nota: Representacion de exposicion a CMS en dias en color amarillo, naranja, verde y azul. La
barra gris representa el tiempo en dias de la evaluacion conductual.
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Tabla 9

Dia 123 45678 910 1112 13 14 15 16 17 18 19
Condicidén Reposo Evaluacién Conductual

CTRL5

CTRL10 Dia 123 45678 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Condicidén Reposo Evaluacién Conductual

CTRL14 Dia 123 45678 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Condicidn Reposo Evaluacién Conductual

Dia 123 45678 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

CTRL21 o -
Condicion | Reposo | Evaluacién Conductual

Nota: Representacion de tiempo de reposo de los grupos control dependiendo de la temporalidad
asignada en franja amarilla, naranja, verde y azul. La barra gris representa el tiempo en dias de
la evaluacion conductual.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo el software Sigma Plot version 12.0 para realizar todos los analisis estadisticos.

Se utilizo la prueba T de Student para la comparacion entre los grupos Al y A2. Para la
comparacion entre los demas grupos y pruebas se utilizd la prueba ANOVA de una via (con
tiempo de exposicion a estrés en dias como factor y con 5 niveles que corresponden a No estrées
(CTRL), CMS 5, CMS 10, CMS 14 y CMS 21) y de obtener resultados significativos se procedio
a analizar con el post hoc prueba de Tukey. En el caso de que los datos no pasaran la prueba de
normalidad o de homogeneidad de la varianza, se procedio a utilizar la prueba Kruskal Wallis de
una via y de ser significativos se procedié a analizar con el post hoc método de Dunn. El valor

establecido para rechazar la hipétesis nula es que alfa sea menor que 0.05.

RESULTADOS
I.  Construccion de la ventana de exposicién de 5 dias

Se trabajé previamente con un grupo de ratas Wistar macho (N=11) dividas aleatoriamente en
dos grupos Al (n=5) y A2 (n=6) y se semialeatorizd la presentacion de los estresores por dia
(evitando la presentacion del mismo estresor de manera consecutiva) (ver Anexo 2) durante 10
dias para evaluar si habia diferencias entre grupos. Ademas, las pruebas conductuales fueron
contrabalanceadas entre grupos. El anlisis con prueba T de Student, indicé que no habia
diferencias estadisticamente significativas en las pruebas de Laberinto en cero elevado, tiempo de
permanencia en brazo abierto entre A1 y A2 (t[9] = 0.172, p > 0.05); Cruces a brazo abierto
entre Al y A2 (t[9]= -0.309 , p > 0.05); Evaluacion de riesgo entre Al y A2 (t[9] = 0.928, p
>0.05) y Campo Abierto, tiempo de permanencia en centro entre Al y A2 (t[9] =1.144 , p >0.05)

y cruces totales entre A1y A2 (t[9] =0.248 , p >0.05) (datos no mostrados), lo cual nos indico
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que la presentacion de los estresores de forma aleatoria no modificaba los efectos inducidos por

el CMS y con esta logica se construyd la ventana de 5 dias de exposicion.

Il.  Formacién del grupo control general (CTRL)

Se utiliz6 un grupo control por cada ventana de exposicidn con la intencion de esclarecer si la
edad al momento de la evaluacion o si el orden de las pruebas tenia un efecto en la conducta de
los sujetos.

Los grupos se formaron aleatoriamente y se identificaron de la siguiente forma:

e CTRLS5 (n=9)
e CTRL 10 (n=9)
e CTRL 14 (n=8)
e CTRL 21 (n=9)
Posteriormente se compararon los resultados entre grupos control. El andlisis estadistico no

arrojo diferencias significativas en las conductas de todas las pruebas entre los grupos control
(ver Anexo 1), excepto por la frecuencia de acicalamiento en campo abierto (H[3]=16.818, p <
0.05) donde el andlisis a posteriori con el método de Dunn indic6 que las diferencias se
encontraban entre CTRL 10 vs CTRL 14 (p < 0.05) y CTRL 10 y CTRL 21 (p < 0.05). Debido a
que la conducta de acicalamiento mostraba diferencias entre grupos control, no se tomé en cuenta
para la comparacién con los grupos experimentales (de exposicion a estrés), sin embargo, dado
que las deméas conductas no presentaron diferencias estadisticamente significativas, esto nos
indico que la edad y el orden de las pruebas conductuales no son variables que modifiquen los
resultados de la evaluacién. Por lo tanto, como los grupos control no eran diferentes entre si, se
hizo un muestreo aleatorio estratificado donde se tomaron los datos de 3 ratas de cada grupo
control y se form6 un grupo control general (CTRL) que constdé de 12 ratas que por sus
caracteristicas (incluia sujetos de todas las edades y con diferente orden de aplicacion de las
pruebas) fueron las que se compararon contra cada ventana de exposicién de estrés.

I11.  Comparacion control general y grupos de exposicion a CMS

¢ Resultados Campo Abierto

Total de cruces, tiempo de permanencia en el centro y frecuencia de erguimiento
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Con respecto al total de cruces en el campo, el analisis de Kruskal Wallis de una via (tiempo de
exposicién) indicd que no existen diferencias significativas entre los grupos (H[4,45]=2.341, p >
0.05) (Panel 1; Figura 1A). También indicé que hay diferencias entre grupos en el tiempo de
permanencia en el centro (H[4,45] =20.389, p < 0.05), y el analisis a posteriori con el método de
Dunn indic6 que esas diferencias eran significativas entre CMS 5y CMS 21 (p < 0.05), CMS 5y
CMS 14 (p < 0.05) y CTRL vs CMS 21 (p < 0.05). Para la conducta de erguimiento el ANOVA
de una via (tiempo de exposicién) indicé diferencias significativas entre los grupos (F[4,45]=
4.654, p < 0.05), posteriormente la prueba post-hoc Tukey sefialé que las diferencias existian
entre CMS 14 vs CMS 21 (p < 0.05), CMS 5 vs CMS 21 (p < 0.05), CMS 10 vs CMS 21 (P <
0.05) y CTRL vs CMS 21 (P < 0.05) (Panel 1; Figura 1C).
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Panel 1 —Evaluacion de motricidad general y de conductas tipo-ansiedad en campo abierto.
Total de cruces (Figura 1A); Tiempo de permanencia en el centro del campo (Figura 1B);
Frecuencia de erguimiento (Figura 1C). Los grupos de estres se identificaron de la siguiente

manera: CMS 5 (5 dias de exposicion a CMS), CMS 10 (10 dias de exposicion a CMS), CMS 14
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(14 dias de exposicion a CMS) y CMS 21 (21 dias de exposicion a CMS), mientras que el grupo
control se identifico con CTRL. La significancia se marcé de la siguiente forma: * (P=<0.05);
** (P=<0.01) y *** (P=<0.001). Los puntos negros en cada barra representan a cada sujeto y

en conjunto muestran de manera visual la varianza de los datos.

Tabla 10
EVALUACION CONDUCTA PRUEBA POST-HOC Comparaciones significativas
Cruces totales KRUSKAL-WALLIS
UNA VIA
. CMS 5 CMS 21
Permanencia en KRUSKAL-WALLIS METODO DE

centro UNA ViA DUNN CMS 5 CMS 14
CA CTRL CMS 21
CMS 5
. ANOVA DE UNA PRUEBA DE CMS 10
Erguimiento ViA TUKEY CMS 21 CMS 14

CTRL

Nota: Resumen de las comparaciones estadisticas en Campo Abierto para las conductas: cruces
totales, permanencia en centro y erguimiento.

Inmovilidad (frecuencia y duracién), Congelamiento (frecuencia y duracién) vy
Acicalamiento (frecuencia y duracion).
En el caso de la frecuencia de inmovilidad el analisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo de
exposicion) indico diferencias significativas entre los grupos (H[4,45]=22.958, p < 0.05), el
analisis post-hoc con el método de Dunn indicé que las diferencias se encontraban entre CMS 10
vs CMS 14 (p < 0.05), CMS 10 vs CTRL (p < 0.05), CMS 10 vs CMS 5 (p < 0.05) (Panel 2;
Figura 2A) y para la duracion de la inmovilidad el anlisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo
de exposicién) indico diferencias significativas entre los grupos (H[4,45]=15.044, p < 0.05),
posteriormente el analisis post-hoc con el método de Dunn indicé diferencias entre CMS 10 vs
CMS 14 (p < 0.05) (Panel 2; Figura 2B). Con respecto al congelamiento, el analisis con Kruskal-
Waliis de una via (tiempo de exposicion) indico que habia diferencias significativas entre los
grupos en frecuencia de congelamiento (H[4,45]=10.045, p > 0.05), sin embargo, el andlisis a
posteriori con el método de Dunn indic6 que las diferencias no eran significativas entre CMS 10
y CTRL (p > 0.05) (Panel 2; Figura 2C), tampoco hubo diferencias significativas en la duracién
del congelamiento (H[4,45]=8.288, p > 0.05) (Panel 2; Figura 2D).
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Panel 2 — Evaluacion de conductas tipo-ansiedad por diferentes ventanas de exposicion a CMS
en campo abierto. Frecuencia de inmovilidad (Figura 2A); Tiempo de inmovilidad (Figura 2B)
Frecuencia de Congelamiento (Figura 2C); Tiempo de congelamiento (Figura 2D). La
significancia se marcé de la siguiente forma: * (P=<0.05); ** (P=<0.01) y *** (P=<0.001).
Los puntos negros en cada barra representan a cada sujeto y en conjunto muestran de manera

visual la varianza de los datos.
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Tabla 11

EVALUACION CONDUCTA PRUEBA POST-HOC Comparaciones significativas

F iad KRUSKAL-WALLIS METODO DE cMS 14
recuencia de -
inmovilidad UNA VIA DUNN M5 10 CMS 5

CTRL
Duracioén de KRUSKAL-WALLIS METODO DE
CA inmovilidad UNA VIA DUNN M5 10 CMS 14

Frecuencia de KRUSKAL-WALLIS METODO DE

congelamiento UNA ViA DUNN
Duracién de KRUSKAL-WALLIS

congelamiento UNA ViA

Nota: Resumen de las comparaciones estadisticas en Campo Abierto para las conductas:

inmovilidad (frecuencia y duracién) y congelamiento (frecuencia y duracion).

e Resultados Laberinto en Cero Elevado

Permanencia en brazo Abierto, Cruce a Brazo Abierto y Evaluacion de Riesgo

El ANOVA de una via (tiempo de exposicion) indicé que habia diferencias entre los grupos en la
permanencia en el brazo abierto (F[4,45]= 14.578, p < 0.05), posteriormente el analisis post-hoc
con la prueba de Tukey indico que las diferencias se encontraban entre CMS 14 vs CMS 5 (p <
0.05), CMS 14 vs CMS 21 (p < 0.05), CMS 14 vs CMS 10 (p < 0.05), CMS 14 vs CTRL (p <
0.05), CTRL vs CMS 5 (p < 0.05) y CMS 10 vs CMS 5 (p < 0.05) (Panel 3; Figura 3A). Por
ultimo, el ANOVA de una via (tiempo de exposicion) indicdé que no habia diferencias
significativas entre los grupos en la frecuencia de evaluacién de riesgo (F[4,45]= 1.608, p > 0.05)
(Panel 3; Figura 3B).
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Panel 3 — Evaluacién de conductas tipo- ansiedad en laberinto en cero elevado. Permanencia en
Brazo Abierto (Figura 3A) y Frecuencia de Evaluacién de Riesgo (Figura 3C). La significancia
se marco de la siguiente forma: * (P=<0.05); ** (P=<0.01) y *** (P=<0.001). Los puntos
negros en cada barra representan a cada sujeto y en conjunto muestran de manera visual la
varianza de los datos.
Tabla 12

EVALUACION CONDUCTA PRUEBA POST-HOC Comparaciones significativas

CMS 5

CMS 10
CMS 14

Permanencia en ANOVA DE UNA CMS 21
. p TUKEY
brazo abierto VIA CTRL

CMS 10
CTRL

LC
CMS 5

Evaluacion de ANOVA DE UNA
riesgo VIA

Nota: Resumen de las comparaciones estadisticas en Laberinto Cero Elevado para las conductas
permanencia en brazo abierto y evaluacién de riesgo.
e Resultados Laberinto de Barnés

Errores Totales y Latencia al Escape

El analisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo de exposicion) indicé que habia diferencias
significativas en el total de errores (H[4,45]= 10.286, p < 0.05), posteriormente el anélisis con el
método de Dunn indico que la diferencia se encontraba en la comparacion entre CTRL y CMS 10
(p < 0.05) (Panel 4; Figura 4A), ademas, el analisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo de
exposicion) mostré diferencias significativas en la latencia al escape (H[4,45]= 15.450, p < 0.05),

posteriormente se analizé con el método de Dunn, y nos indicé diferencia significativa en la
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comparacion entre CMS 10 vs CTRL (p < 0.05) (Panel 4; Figura 4B). Posteriormente se hizo un
andlisis de errores y latencia al escape por ensayo, el andlisis con Kruskal-Wallis de una via
(tiempo de exposicion) reveld que no habia diferencias significativas entre los errores de cada
grupo en el primer ensayo (H[4,45]= 7.373, p > 0.05), el segundo (H[4,45]= 8.605, p > 0.05),
tercero (H[4,45]= 5.621, p > 0.05) ni el cuarto ensayo (H[4,45]= 7.599, p > 0.05) (Panel 4;
Figura 4C). Pero para la latencia al escape, el anélisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo de
exposicion) indico diferencias solamente en el primer ensayo (H[4,45]= 13.796, p < 0.05) y el
analisis post hoc con el método de Dunn reveld que la diferencia existia entre el grupo CTRL vs
CMS 10 (p < 0.05), para el resto de los ensayos el analisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo
de exposicion) no mostro diferencias significativas (para el segundo (H[4,45]= 9.093, p > 0.05),
el tercero (H[4,45]= 6.546, p > 0.05) ni el cuarto ensayo (H[4,45]= 6.878, p > 0.05) (Panel 4;
Figura 4D).
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Panel 4 — Evaluacion de memoria espacial en laberinto de barnés. Errores Totales (Figura 4A),

Latencia al Escape (Figura 4B), Total de errores por ensayo (Figura 4C) y Latencia al escape

por ensayo (Figura 4D). La significancia se marco de la siguiente forma: * (P=<0.05); **

(P=<0.01) y *** (P=<0.001). Los puntos negros en cada barra representan a cada sujeto y en

conjunto muestran de manera visual la varianza de los datos.

46



Tabla 13

EVALUACION CONDUCTA PRUEBA POST-HOC Comparaciones significativas

KRUSKAL-WALLIS  METODO DE

Errores UNA ViA DUNN CMS 10 CTRL
. KRUSKAL-WALLIS METODO DE

Latencia al escape UNA ViA DUNN CMS 10 CTRL

LB Errores KRUSKAL-WALLIS
(primer ensayo) UNA VIA

Latencia al escape  KRUSKAL-WALLIS METODO DE

(primer ensayo) UNA VIA DUNN CMS 10 CTRL

Nota: Resumen de las comparaciones estadisticas en Laberinto de Barnés para las mediciones:

Errores, Latencia al escape y Latencia al escape (primer ensayo).

¢ Resultados Reconocimiento de Objetos Novedosos

indice de Discriminacion

El analisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo de exposicion) indicé que habia diferencias

significativas en el indice de discriminacion (H[4,45]= 11.108, p < 0.05), posteriormente el

analisis post-hoc con el método de Dunn indicé que no habia diferencias significativas en la
comparacion entre CMS 5 vs CMS 10 (p > 0.05) (Panel 5; Figura 5A)
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Panel 5 — Evaluacion de memoria de reconocimiento en reconocimiento de objetos novedosos.

indice de Discriminacion (Figura 5A). La significancia se marcé de la siguiente forma: *

(P=<0.05); ** (P=<0.01) y *** (P=<0.001). Los puntos negros en cada barra representan a

cada sujeto y en conjunto muestran de manera visual la varianza de los datos.
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Tabla 14

Comparaciones

EVALUACION Conducta PRUEBA POST-HOC o
significativas
RdO indice de KRUSKAL-WALLIS METODO DE
discriminacion UNA ViA DUNN

Nota: Resumen de las comparaciones estadisticas en Reconocimiento de Objetos novedosos para
el indice de discriminacion.

e Resultados Preferencia de Sacarina
Indice de Preferencia y Consumo Total de Sacarina
El analisis con Kruskal-Wallis de una via (tiempo de exposicién) indico que habia diferencias
significativas en el indice de preferencia (H[4,45]= 18.771, p < 0.05), posteriormente el analisis
post-hoc con el método de Dunn indicd que las diferencias estaban en la comparacion entre
CTRL vs CMS 5 (p < 0.05), CTRL vs CMS 10 (p < 0.05), CTRL vs CMS 14 (p < 0.05) y CTRL
vs CMS 21 (p < 0.05) (Panel 6; Figura 6A). Por otro lado, el analisis con Kruskal-Wallis de una
via (tiempo de exposicion) indicé que habia diferencias significativas en el consumo total de
sacarina (H[4,45]= 31.136, p > 0.05), el analisis post-hoc con el método de Dunn mostro que las
diferencias se encontraban en las comparaciones entre CTRL vs CMS 110 (p < 0.05), CTRL vs
CMS 14 (p <0.05) y CTRL vs CMS 21 (p < 0.05) (Panel 6; Figura 6B).
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Panel 6 — Evaluacion de conductas tipo-depresion en preferencia de sacarina. Indice de
Preferencia (Figura 6A) y Consumo Total de Sacarina (Figura 6B). La significancia se marco de
la siguiente forma: * (P=<0.05); ** (P=<0.01) y *** (P=<0.001). Los puntos negros en cada
barra representan a cada sujeto y en conjunto muestran de manera visual la varianza de los

datos.
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Tabla 15

EVALUACION Conducta PRUEBA POST-HOC  Comparaciones significativas
CMS 5
indice de KRUSKAL-WALLIS  METODO DE CTRL CMS 10
preferencia UNA VIA DUNN CMS 14
PdS CMS 21
» ) CMS 10
Consumo totalde  KRUSKAL-WALLIS METODO DE
sacarina UNA VIA DUNN CTRL CMS 14
CMS 21

Nota: Resumen de las comparaciones estadisticas en Preferencia de Sacarina para el indice de

preferencia y consumo total de sacarina.

La Tabla 16 resume los efectos conductuales tipo-ansiedad, tipo-depresion y cognitivos

observados por las ventanas de exposicion a CMS.

Tabla 16
Evaluacion Prueba CMS5 CMS10 CMS14 CMS21
Ansiedad CA NO S| NO S|
LC S NO NO NO
Depresion PdS S| S| S| S|
Cognitivo LB NO Sl NO NO
RdO NO NO NO NO

Nota - Resumen de los efectos conductuales observados en cada ventana de exposicion a CMS.
Sl (indica que en la prueba se observaron cambios conductuales que se relacionan con
conductas tipo). NO (indica que en la prueba no se observaron cambios conductuales que se
relacionan con conductas tipo). CMS 5 (estrés 5 dias); CMS 10 (estrés 10 dias); CMS 14 (estrés
14 dias); CMS 21 (estrés 21 dias) LC (laberinto cero); LB (laberinto de barnés); CA (campo

abierto); RdO (reconocimiento de objetos novedosos); PdS (preferencia de sacarina).

DISCUSION

En la presente investigacion, la ventana de 5 dias de exposicion a estrés demostrd causar en los
sujetos conductas tipo-ansiedad en la prueba de laberinto en cero elevado. Por otro lado, los
grupos expuestos a 10, 14 y 21 dias de CMS desarrollaron conductas tipo-depresion, reveladas
por un decremento en el consumo de sacarina y un decremento en el indice de preferencia de
sacarina, ademas, solo los grupos de 10 y 21 dias de exposicidbn mostraron conductas tipo
ansiedad en la prueba de CA. Sin embargo, solamente la ventana de 10 dias mostro alteraciones
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en LB que evalla aspectos cognitivos (memoria espacial). Esto sugiere que la ventana 10 dias de
CMS se posicionaria como el tiempo suficiente para establecer las conductas tipo-ansiedad, tipo-
depresion y las alteraciones cognitivas, lo cual se interpreta como la ventana de exposicion a
estrés que mejor refleja los efectos buscados en este protocolo. Estos datos proporcionan valiosa
informacidn para la investigacion con estrés cronico impredecible. A pesar de que se ha reportado
que las consecuencias del estrés pueden variar por el tiempo de exposicion (Stepanichev et al.,
2016; Willner et al., 2017) bajo nuestro conocimiento este es el primer estudio que forma una
curva tiempo-efecto que se centra en los cambios conductuales (de tipo-ansiedad, tipo-depresion
y cognitivos) del organismo para validar los efectos buscados en este modelo.

La locomocidon (a veces denominada actividad horizontal), es un aspecto que se evalta en los
paradigmas de CMS ya que segin Willner (2017) su disminucion es un aspecto que se observa en
pacientes con depresién mayor y que se busca mimetizar en este modelo. Se ha propuesto que la
locomocion esta mediada por aspectos como la exploracion (Pare, 1964) o el estado emocional
negativo de las ratas (miedo) (Ader, 1965), aunque actualmente la mas aceptada es la
exploracion, estas interpretaciones aln estdn validandose (Ramos & Mordéme, 1998). En
nuestros datos de campo abierto, el nimero total de cruces no mostrd ser diferente entre los
grupos, coincidiendo con lo reportado por Pechlivanova et al. (2012) y Vieira (2017) donde la
locomocion no se vio afectada por el CVS, por otro lado, nuestros datos no coinciden con los
reportados por Farhan et al. (2014) o los de Li et al. (2016) donde encuentran que las ratas
expuestas al CUS decrementan su movilidad en el campo abierto y tampoco coinciden con lo
reportado por Stepanichev et al. (2016) donde reporta que la exposicion a CUMS incrementa la
movilidad en el campo abierto. Sin embargo, a pesar de que nuestro modelo no logré mimetizar
este aspecto observado en pacientes con depresion mayor, esto nos permite descartar que algunos
de los efectos observados en las demas pruebas sean explicados por alteraciones motoras en los
sujetos.

El tiempo permanencia en el centro del campo abierto se ha utilizado como indicador de ansiedad
en los roedores debido a que espontaneamente prefieren permanecer y caminar en la periferia del
campo (actividad denominada tigmotaxis) a permanecer y caminar en el centro (Prut et al., 2003),
tipicamente la exposicion a CMS reduce el tiempo que pasan los animales en el centro del campo
en comparacion con el control (Gonzalez-Rivera et al., 2016; Guo et al., 2009; Prut et al., 2003),
lo cual coincide con la ventana de exposicion de 21 dias (y no con las de 5, 10 y 14 dias), debido

a que disminuye el tiempo que permanecen en el centro.
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Otra conducta que se evalua en el campo abierto es el erguimiento (muchas veces denominado
actividad vertical) y esta conducta esté relacionada con la exploracién del animal en su entorno
(Ramos & Mordeme, 1998). El erguimiento se ve cominmente disminuido por la exposicion a
estrés cronico (Li et al., 2016; Farhan et al., 2014; Fan et al., 2011; Pechlivanova et al., 2012;
Fracchia et al., 1992) y en nuestros datos esto mismo se reflejé Gnicamente el grupo de 21 dias
mostrando una reduccién significativa en comparacion con el grupo control y los demas grupos
de exposicion.

Otra de las conductas que se miden en los modelos de CMS es el congelamiento, sin embargo, en
muchas ocasiones se ha definido como la inmovilidad del animal en el entorno y debido a que
congelamiento e inmovilidad estan relacionados con el sistema motivacional del miedo, se han
interpretado como la misma conducta. Sin embargo, Blanchard et al. (2001), report6 distintos
tipos de congelamiento en roedores dependiendo de la proximidad del estresor e indica que uno
de ellos (lo que consideramos como inmovilidad), se presenta ante estresores que no estan
presentes pero que pueden presentarse y que conductualmente involucra aproximacion y una
postura de exploracion del potencial peligro, de manera que evalla el riesgo de la situacién. El
otro tipo de congelamiento segun Blanchard et al. (2001) se presenta ante estresores presentes y a
distancias muy cortas del sujeto e involucra un cese total de movimiento (exceptuando el que se
requiere para la respiracion). A pesar de que ambas son conductas mediadas por los sistemas
motivacionales de miedo (Sestakova et al., 2013), tienen distinta importancia evolutiva debido a
que se despliegan en contextos diferentes y por ello, en esta investigacion distinguimos entre
inmovilidad y congelamiento en los sujetos.

En nuestros resultados solamente el grupo de 10 dias de exposicion a estrés muestra un
incremento significativo en la frecuencia de inmovilidad en el campo abierto en comparacién con
el grupo control, lo que sugiere que la exposicién a 10 dias de CMS provoca conductas de miedo
en los sujetos y que se relacionan con ansiedad, sin embargo, cuando aumentamos el tiempo de
exposicion a estrés, esta conducta disminuye quizd porque la continuidad en la exposicion
prepara al sistema a situaciones posteriores y no presenta miedo ante esta situacion novedosa.
Este dato nos indica que no solamente la ventana de 21 dias muestra conductas tipo ansiedad,
sino que también desde esta temporalidad de exposicion estamos produciendo un estado ansioso
en los sujetos y esto se vuelve un aspecto importante a mimetizar para el modelo debido a que se
ha observado altos niveles de ansiedad en pacientes con depresion mayor (Willner et al., 2017).

Por otro lado, la conducta de congelamiento en frecuencia y duracién no es significativamente
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diferente entre los grupos probablemente porque segin Blancard et al. (2001) ningun estresor esta
presente fisicamente y esto no permite el despliegue de esta conducta.

En cuanto al laberinto cero elevado, la permanencia en brazo abierto como el nimero de entradas
a este brazo se han relacionado con conductas tipo-ansiedad, donde el decremento en el tiempo
de permanencia es interpretado como mayor ansiedad (Sestakova et al., 2013). Ademas, se puede
medir la evaluacion de riesgo, aunque la interpretacion de esta conducta es controversial, por
ejemplo, Rodgers & Dalvi (1997) reportan que su aumento indica menor ansiedad en el animal,
mientras que Sestakova et al. (2013) lo relacionan con sistemas motivacionales de miedo,
interpretando su aumento como indice de ansiedad. Nuestra investigacion interpretd esta
conducta como lo hace Sestakova et al. (2013), debido a que actualmente es la explicacion méas
aceptada. En nuestros datos, solamente el grupo de exposicién de 5 dias muestra un decremento
en la permanencia en brazo abierto como en el cruce a brazo abierto, lo que indicaria mayores
niveles de ansiedad, sin embargo, esta interpretacion no es congruente con lo observado en
campo abierto, lo que podria indicar que debido a que este grupo fue evaluado en un principio
con LC, pudo haber mostrado conductas tipo-ansiedad y que con el tiempo de evaluacion se fue
recuperando, indicando que la proximidad de la evaluacion con exposiciones breves de estrés
pueden ser un factor que modifique la evaluacién. Por otro lado, la ventana de 14 dias incrementa
su tiempo de permanencia en brazo abierto comparado contra el control, lo cual es un dato que no
esperabamos. Esto podria indicar que esta ventana de exposicién especificamente puede caer en
un periodo donde el sistema trate de ajustarse a los cambios que se venian dando por la
exposicion a estrés crénico. Por ultimo, este periodo de ajuste podria no continuar si el organismo
continta siendo expuesto a estrés, debido a que la ventana de 21 dias parece que mantiene el
estado ansioso mostrado en CA y se observa disminucion en el tiempo que pasa en el brazo
abierto, aunque no alcanza diferencias estadisticamente significativas. Con respecto a la
evaluacion de riesgo, la frecuencia de esta conducta no presenta diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, lo que es muy similar a nuestra medicion del congelamiento en
CA. Este dato refuerza nuestra idea de que la exposicion a este modelo, no logra aumentar la
frecuencia de estas respuestas y que con la exposicion continua a estrés los sujetos pueden dejan
de mostrar miedo, aungue se requiere investigar mas a fondo este aspecto.

Dentro de las pruebas de evaluacion cognitiva, el laberinto de Barnes se utiliza para poner a
prueba la memoria de referencia espacial de los roedores (Barnes, 1979). Esta tarea esta

relacionada a la funcion hipocampal y aprovecha la tendencia de los animales a escapar de
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ambientes aversivos (Akirav, Sandi & Richter-Levin, 2001), ademas se ha observado que el
estrés cronico altera el desempefio de los roedores en tareas de dominios espaciales (Hutchinson
et al., 2012) y para evaluar este desempefio, tipicamente se miden el total de errores y la latencia
al escape (Sharma et al., 2010). En nuestros resultados, solamente el grupo de CMS 10 mostro
diferencias estadisticamente significativas comparado con el grupo control en el numero total de
errores, ademas, en la latencia al escape, nuevamente el CMS 10 mostr6 un aumento en el tiempo
que tardaban los roedores en resolver la prueba, lo cual es un marcador de alteracion en la
memoria de referencia espacial (Rosenfeld & Ferguson, 2014), ademas cuando se hizo un analisis
por ensayo para identificar la latencia primaria (que se refiere a la latencia al escape solamente en
el primer ensayo) (Harrison et al., 2006), encontramos diferencias significativas solo en esta
latencia en el grupo de 10 dias de exposicién a estrés, lo que indica que existen alteraciones en el
aprendizaje relacionado a la memoria espacial (Rosenfeld & Ferguson, 2014), debido a que los
sujetos en ese grupo, fueron mas lentos en la recuperacion de la informacién para resolver el
primer ensayo, sin embargo, dado que en los otros ensayos no encontramos diferencias
significativas, esto nos indica que esta primer recuperacién de la informacion una vez que
resolvian la tarea facilitaba en los siguientes ensayos la resolucion de la misma.

Por otro lado, dentro de las evaluaciones cognitivas, el reconocimiento de objetos novedosos es
una tarea que permite evaluar memoria no espacial en roedores, este proceso se ha relacionado
con la funcion hipocampal, ademés aprovecha la tendencia natural de los roedores a explorar
objetos novedosos no amenazantes (Cohen & Stackman, 2015). Tipicamente lo que se reporta en
esta tarea, es el indice de discriminacion, donde valores positivos sugieren preferencia por el
objeto novedoso, mientras valores negativos indican preferencia por el objeto familiar y un valor
de cero indica que no existe preferencia por ningin objeto. Existen reportes que indican que ratas
estresadas cronicamente no reconocen el objeto novedoso en tareas que implican memoria de
reconocimiento (Orsetti et al., 2007). Nuestros datos no muestran diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, lo que sugiere que las alteraciones cognitivas de memoria espacial
presentadas por el grupo CMS 10 no necesariamente se ven acompafiadas de alteraciones en
memoria de reconocimiento aunque ambas se han relacionado con el funcionamiento
hipocampal. Esto nos permite plantear la pregunta de si los efectos de esta bateria estan
centrandose en zonas especificas de algunas estructuras y que si dependiendo del tiempo de
exposicion se pueden agravar estos dafios, por ello es necesario continuar la investigacion con

esta ventana de exposicion para evaluar desde la morfologia hasta la expresion de factores como
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el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) a nivel hipocampal, debido a que el
decremento del volumen con el decremento en el BDNF se ha asociado con alteraciones
cognitivas como consecuencia de la exposicién a CMS (Czeh et al., 2001). Por otro lado, como
ninguna de las ventanas superiores a 10 dias mostrd alteraciones en memoria espacial y no
espacial, sugerimos que puede haber una recuperacion de la funcion con el paso del tiempo,
habituacion a los estresores, a la condicion estresante o debido a que estas evaluaciones son
agudas. Estos aspectos podrian clarificarse con evaluaciones de los niveles de cortisol y con
evaluaciones conductuales a largo plazo.

La dltima evaluacion de este trabajo fue con la prueba de preferencia de sacarina, dado que la
anhedonia se considera un fenémeno cardinal de los trastornos depresivos, el déficit heddnico es
considerado como una caracteristica primordial que se debe establecer en los modelos de CMS y
qgue normalmente se evalla con prueba de consumo de sacarina (Carvelani et al., 2017). En
nuestros datos todos los grupos de exposicion a estrés mostraron cambios significativos en la
preferencia de sacarina comparados con el grupo control y los grupos de 10, 14 y 21 dias de
exposicion mostraron un decremento significativo en el consumo total de sacarina. Tanto la
preferencia como el decremento en el consumo de sacarina se han reportado constantemente en la
literatura y son fundamentales para indicar que el modelo esta funcionando, de hecho, autores
como Guo et al. (2009) y Grippo et al. (2005) reportan que el consumo de un liquido débilmente
azucarado se ve disminuido desde la primera semana de exposicién a CMS, lo que se relaciona
con nuestros datos ya que observamos cambios en la preferencia de scarina, asi como un
decremento en el consumo total de scarina desde los 5 dias, aunque comienza a ser
estadisticamente significativo desde la ventana de 10 dias y que, con el paso de los dias de
exposicion a estrés, este fendmeno se va estableciendo méas claramente. Este aspecto resulta ser
muy importante, porque en la literatura normalmente los efectos causados por los paradigmas de
estrés cronico se validan solamente con la prueba de preferencia de sacarina, dejando de lado los
demas aspectos que se deben mimetizar para tener un alcance mayor de efectividad de mimetizar
la depresion mayor. En este sentido, estos datos sugieren que si bien, la mimetizacion del aspecto
anhedonico es crucial, este no debe ser suficiente para establecer la funcionalidad de un modelo,
se deben agregar los aspectos de ansiedad y alteraciones cognitivas para mejorar el alcance

explicativo que nos ofrecen estos modelos.
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CONCLUSION

La presente investigacion evaluo conductualmente a varios grupos expuestos a estrés en
diferentes ventanas temporales. Los resultados indican que los efectos esperados por el modelo
de CMS (conductas tipo ansiedad, tipo depresion y alteraciones cognitivas) se presentan desde
los 10 dias de exposicion y que varian despues de 14 dias de exposicion.

Estos resultados sugieren que la ventana de 10 dias de exposicién es la més efectiva para
mimetizar los aspectos buscados en los protocolos de CMS. Ademas, esta investigacion sugiere
que ventanas mas largas de exposicion no muestran efectos mas severos del estrés, ademas de
que con mayor temporalidad de exposicion parece haber incluso una recuperacion en los sujetos
expuestos, lo que va en contra de mucha de la metodologia aplicada actualmente en este modelo.
Surgen muchas dudas que deben clarificarse con respecto a la recuperacion de los sujetos
expuestos al CMS, la habituacion al estresor o a la condicion estresante, las evaluaciones a corto
y largo plazo, ademas de relacionarse con las respuestas hormonales, factores de crecimiento, la
reversion con farmacos (ej antidepresivos y antinflamatorios) y los cambios estructurales que
tipicamente se reportan en los pacientes con depresién mayor para poder esclarecer cuél es la
ventana de exposicion a estrés que resulta mas efectiva para mimetizar las caracteristicas de este

trastorno.
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ANEXO 1
Comparacién grupos control

¢ Resultados Campo Abierto
Tiempo de permanencia en el centro, total de cruces y frecuencia de erguimiento
Con respecto al total de cruces en el campo, el ANOVA de una via (tiempo de exposicion) indicé
que no existen diferencias significativas entre los grupos (F[3,31]=2.303, p > 0.05) (Panel 7;
Figura A), tampoco para el tiempo de permanencia en el centro (F[3,31]=1.805, p > 0.05) (Panel
7; Figura B), sin embargo, si hubo diferencias en la frecuencia de erguimiento (F[3,31]=3.232, p
< 0.05), pero estas diferencias no fueron significativas con el andlisis post-hoc prueba de Tukey
en la comparacion CTRL 5 vs CTRL14 (p > 0.05) (Panel 7; Figura C).
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Panel 7 - Evaluacion de motricidad general y de conductas tipo-ansiedad en campo abierto.
Total de cruces (Figura A); Tiempo de permanencia en el centro del campo (Figura B);
Frecuencia de erguimiento (Figura C). Los puntos negros en cada barra representan a cada

sujeto y en conjunto muestran de manera visual la varianza de los datos.
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Inmovilidad (frecuencia y duracién), Congelamiento (frecuencia y duracion) vy
Acicalamiento (frecuencia y duracion).

El ANOVA de una via (tiempo de exposicion) indicd que no existen diferencias significativas
entre los grupos en frecuencia de inmovilidad (F[3,31]=2.750, p > 0.05) (Panel 8; Figura A),
tiempo de inmovilidad (F[3,31]=1.587, p > 0.05) (Panel 8; Figura B), frecuencia de
congelamiento (F[3,31]=2.558, p > 0.05) (Panel 8; Figura C), tiempo de congelamiento
(F[3,31]=2.604, p > 0.05) (Panel 8; Figura D), frecuencia de acicalamiento (F[3,31]=2.171, p >
0.05) (Panel 8; Figura E) y tiempo de acicalamiento (F[3,31]=1.054, p > 0.05) (Panel 8; Figura
F).
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Panel 8 — Evaluacion de conductas tipo-ansiedad por diferentes ventanas de exposicion a CMS
en campo abierto. Frecuencia de inmovilidad (Figura A); Tiempo de inmovilidad (Figura B);
Frecuencia de Congelamiento (Figura C); Tiempo de congelamiento (Figura D); Frecuencia de
Acicalamiento (Figura E); Tiempo de Acicalamiento (Figura F). Los puntos negros en cada
barra representan a cada sujeto y en conjunto muestran de manera visual la varianza de los

datos.

e Resultados Laberinto en Cero Elevado
Permanencia en brazo Abierto, Cruce a Brazo Abierto y Evaluacion de Riesgo

67



El ANOVA de una via (tiempo de exposicion) mostréd diferencias significativas en permanencia
en brazo abierto (F[3,31]=2.952, p < 0.05) , sin embargo, el analisis post-hoc con la prueba de
Tukey mostré que la comparaciéon CTRL 21 vs CTRL 5 no era significativa (p > 0.05) (Panel 9;
Figura A), por otro lado, el ANOVA de una via (tiempo de exposicion) indicé que no habia
diferencias significativas en el cruce a brazo abierto (F[3,31]=2.380, p > 0.05) (Panel 9; Figura
B), ni en la evaluacion de riesgo (F[3,31]=2.339, p > 0.05) (Panel 9; Figura C).
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Panel 9 — Evaluacién de conductas tipo- ansiedad en laberinto en cero elevado. Permanencia en
Brazo Abierto (Figura A), Cruces a Brazo Abierto (Figura B) y Frecuencia de Evaluacion de
Riesgo (Figura C). Los puntos negros en cada barra representan a cada sujeto y en conjunto

muestran de manera visual la varianza de los datos.

e Resultados Laberinto de Barnés
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Errores Totales y Latencia al Escape

El ANOVA de una via (tiempo de exposicion) indicoé que no habia diferencias significativas en el
total de errores (F[3,31]=1.673, p > 0.05) (Panel 10; Figura A) ni en la latencia al escape
(F[3,31]=1.451, p > 0.05) (Panel 10; Figura B).
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Panel 10 — Evaluacién de memoria espacial en laberinto de barnés. Errores Totales (Figura A),
Latencia al Escape (Figura B). Los puntos negros en cada barra representan a cada sujeto y en

conjunto muestran de manera visual la varianza de los datos.

Resultados Reconocimiento de Objetos Novedosos

indice de Discriminacion y Frecuencia de interaccion con el Objeto Novedoso

El ANOVA de una via (tiempo de exposicién) indico que no habia diferencias significativas en el
indice de discriminacion (F[3,31]=1.108, p > 0.05) (Panel 11; Figura A).
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Panel 11 — Evaluacién de memoria de reconocimiento en reconocimiento de objetos novedosos.
indice de Discriminacion (Figura A). Los puntos negros en cada barra representan a cada sujeto

y en conjunto muestran de manera visual la varianza de los datos.

Resultados Preferencia de Sacarina

indice de Preferencia y Consumo Total de Sacarina

El ANOVA de una via (tiempo de exposicion) indicoé que no habia diferencias significativas en el
indice de preferencia (F[3,31]=1.464, p > 0.05) (Panel 12; Figura A) y el consumo total de
sacarina (F[3,31]=0.365, p > 0.05) (Panel 12; Figura B).
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Panel 12 — Evaluacion de conductas tipo-depresion en preferencia de sacarina. indice de
Preferencia (Figura 6A) y Consumo Total de Sacarina (Figura 6B). Los puntos negros en cada
barra representan a cada sujeto y en conjunto muestran de manera visual la varianza de los

datos.
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Anexo 2

CUSB semi-aleatorizado 1:

PROTOCOLO DE ESTRES

Paradigma

Cama mojada 3 h (12:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Agua fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Cama mojada 3 h (12:00h); Privacion de agua noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Agua fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)

Blo|o|~|o|a|s|wo|- (S
o

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00h)

CUSB semi-aleatorizado 2:

PROTOCOLO DE ESTRES

Paradigma

Agua fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Cama mojada 3 h (12:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Cama inclinada 3h (12:00h); Cama mojada noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Agua fria 16°C 5 min (13:00h); Luz prendida noche 12h (20:00h)

Restrictor 20 min. (9:00h; 14:00h; 19:00h)

Blo|o|~|o|a|s]wo|- (S
o

Cama mojada 3 h (12:00h); Privacion de agua noche 12h (20:00h)
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