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PREAMBULO






En las postrimerias del siglo pasado, se constatd una vez mdas que las alteraciones
causadas por estrés y ansiedad en la sociedad moderna, se encuentran entre los problemas de
salud mas comunes. Segun la Organizacion Mundial de Salud (OMS), al menos el 25% de los
adultos sufrird alguna forma de trastornos por ansiedad en algin momento de su vida (Gordon
y Hen, 2004; Anackery cols., 2010), siendo las mujeres mas susceptibles a este tipo de trastornos
(Olff y cols., 2007).

Dada la importancia y el elevado coste econdmico y social de dichos trastornos, muchos
investigadores han dirigido sus esfuerzos a estudiar los mecanismos desencadenantes de la
ansiedad y la depresidn que provocan la aparicidn del estrés, desarrollando modelos animales
de esta patologia, ya que tanto el hombre como muchos animales responden de forma similar
ante situaciones estresantes.

Teniendo en cuenta lo anterior, y en esa linea de pensamiento, nuestro trabajo se orienta
a profundizar en los efectos que provoca el estrés, fundamentalmente si aparece en las primeras
etapas de la vida, cuando puede modular el impacto psicolégico inducido por experiencias
aversivas posteriores (Cordero y cols., 2003), jugando un papel muy importante en la
etiopatogenia de algunos trastornos comportamentales (Edwards y Burnham, 2001; Maccari y
cols., 2003; Van den Hove y cols., 2005; Pittenger y Duman 2008).

En humanos se ha descrito la existencia de una alta incidencia de anomalias
comportamentales, y una mayor vulnerabilidad a sufrir afecciones psiquiatricas, en nifos
nacidos de madres que, durante el embarazo estuvieron sometidas a eventos estresantes, tales
como conflictos familiares, conflictos armados o la muerte del esposo (Chen y cols., 2010).

En el momento actual, se conocen bien los efectos a largo plazo de las experiencias
aversivas precoces en la repuesta al estrés y a los procesos alostaticos en los humanos. El estrés
prenatal afecta al aprendizaje, a la memoria y a la toma de decisiones, siendo responsable
directo de la etiologia de variadas psicopatologias y un factor de riesgo importante para el
desarrollo de trastornos mentales (Pittenger y Duman, 2008; Alleva y Francia, 2009). Sin
embargo, se desconoce por qué algunos individuos son mds susceptibles a desarrollar
enfermedades en respuesta al estrés, mientras que otros parecen ser mas resistentes y se
recuperan rapidamente. La posibilidad de identificar precozmente los factores de riesgo y cémo
revertir los efectos del estrés abriria una variedad de estrategias de intervencidn que, en ultima
instancia, podria evitar consecuencias patoldgicas a largo plazo.

La hipdtesis de nuestro trabajo se basa en que, tratamientos que actuan sobre los niveles
de serotonina, 5-hidroxi triptamina (5-HT), consiguen revertir los efectos del estrés precoz. La

5-HT es un neurotransmisor central que juega un importante papel como estabilizador de la



actividad nerviosa, mediando los efectos del ambiente y especificamente del estrés (Jeffrey
Newport y cols., 2001).

Tendremos en cuenta un factor fundamental, el género. Se sabe que los hombres y
mujeres presentan diferente respuesta al estrés y a los farmacos, aunque se desconoce la razén
de este hecho. Una forma plausible de estudiarlo, evitando los obvios dilemas éticos de la
experimentacién en humanos, es utilizando un modelo animal como la rata Wistar, en el que
tras someter a ratas gestantes al estrés en la Ultima semana de gestacion, estudiamos sus crias,
machos y hembras, tratadas con Sertralina (SERT).

Por todo lo anterior, pensamos que los resultados del presente trabajo podran servir para
comprender mejor los fundamentos de los tratamientos que actian sobre los niveles de 5-HT,
gue modifican las alteraciones comportamentales inducidas por el estrés precoz, evaluando las

diferencias entre sexos.



I. INTRODUCCION
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1.1. Generalidades sobre estrés

“Estrés” es un término que deriva del latin stringere, y que significa apretar, atar o
provocar tension. El concepto de estrés es relativamente antiguo, habiendo sido planteado ya
desde el siglo XVII, y se utilizd frecuentemente para expresar la privacidon o las experiencias
adversas que padecian las personas (Gonzalez y Escobar, 2002). Ya en el siglo XVIII, el concepto
deja de referirse a las consecuencias emocionales del individuo y pasa a entenderse como el
factor desencadenante de tales reacciones. Afios mas tarde, el fisidlogo Walter Cannon (1935)
introdujo por primera vez el término estrés en Medicina. El propone la respuesta de estrés
como la “adaptacién del organismo para hacer frente a las emergencias”. Ante éstas, el
organismo sufriria una reaccidn inespecifica y generalizada, un estado de alarma, que le
permitiria “pelear o huir”. Cannon demostrd que, con tal activacion, el organismo podria hacer
frente a la emergencia y recuperar el estado de equilibrio fundamental (Cannon, 1935). Por otro
lado, el endocrindlogo Hans Selye (1936) describio las caracteristicas generales de la respuesta
al estrés, definiendo el estrés como un “sindrome general de adaptacidon”, como una respuesta
no especifica del organismo ante una demanda impuesta, un desequilibrio al que se debe hacer
frente (Pacak y cols., 1998).

Actualmente, el término estrés se utiliza para aludir a cualquier condicién interna o
externa que perturbe el equilibrio dindmico del organismo u homeostasis (Leonard, 2005; Esch
y Stefano, 2010). Estas perturbaciones, los estresores, pueden ser cualquier estimulo, externo o
interno (fisico, quimico, acustico, somdtico, social, etc.), pero puede ser también el resultado de

la anticipacion mental acerca de lo que puede ocurrir o de algo que ya ocurrid.

1.2. Sustrato neural de la respuesta al estrés

El cerebro es el érgano donde comienza el estrés y el mas afectado por este evento
(McEwen, 2008); determina qué es estresante y las respuestas fisioldgicas y comportamentales

a desarrollar frente a cada estresor presentado.
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1.2.1. Sistemas de respuesta al estrés

Los aspectos centrales del sistema de respuesta al estrés implican percepcion (depende
de la atencidn), procesamiento (respuestas innatas o dependientes de sucesos previos) y
transduccion de esa informacion en respuestas neurohormonales, neurobioldgicas vy
comportamentales (que pueden ser o no las adecuadas) (Vermetten y Bremner, 2002).

Iz

Para Selye (1986) (in Pacak y cols., 1998), el estrés seria “un estado del organismo
manifestado por un sindrome inespecifico”, haciendo énfasis en que se produce la misma
respuesta tras la exposicién a cualquier estresor. Numerosos estudios posteriores han
demostrado lo contrario, la existencia de diferentes respuestas neuroendocrinas por exposicion
a diferentes estresores. Pacak y su equipo presentan una propuesta alternativa de
“especificidad primitiva” en la respuesta de estrés - es decir, cada tipo de estrés tendria una
“firma” neuroquimica - con mecanismos centrales y periféricos cuantitativos vy, quiza,
cualitativos distintos (Pacak y cols., 1998). Estas alteraciones ocurririan, no de forma aislada,
sino en concordancia con los cambios fisioldgicos, comportamentales y con las experiencias
vividas por cada individuo.

Hoy en dia, se conoce la existencia de una intima comunicacién entre los sistemas
fisioldgicos, nervioso, endocrino e inmune (Furay y cols., 2008; McEwen, 2008), con lo cual, la
respuesta al estrés origina una serie de modificaciones coordinadas a nivel cardiovascular,
metabdlico, inmunoldgico, neuroendocrino, sensorial, motor y cognitivo (Sapolsky y cols., 2000;
Cohen y Zohar, 2004; Gordon y Hen, 2004; Samuelsson y cols., 2004; Furay y cols., 2008). Tales
modificaciones permiten que el organismo se adapte a condiciones fisicas, psicolégicas o
sociales de naturaleza multiple. De forma colateral, durante la respuesta del estrés, se inhiben
procesos fisiolégicos que no son esenciales para la supervivencia a corto plazo, como la
digestidn, la reproduccién y el crecimiento (Sapolsky y cols., 2000; McEwen, 2008), por lo que
cuando la respuesta de estrés excede ciertos limites en intensidad y/o duracidn, las alteraciones
inicialmente benéficas, pueden originar, por si mismas, estados patoldgicos o exacerbar estados

marbidos latentes o preexistentes (Fumagalli y cols., 2007).
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1.2.2 Circuitos implicados
Todas las modalidades sensoriales implicadas en la respuesta al estrés se procesan en el
Sistema Nervioso Central a través de dos vias:

e Una via directa y rdpida, cuyas respuestas reflejas y estereotipadas se llevan a cabo en
la médula espinal y en el tallo cerebral (respuestas neurovegetativas al estrés) o en el
hipotadlamo (respuestas neurohumorales).

e Una segunda via, en la que la informacién sensorial es dirigida mediante multiples
proyecciones hacia areas especificas de la corteza cerebral (visual primaria, auditiva,
somatosensorial, etc.), que se encargan, por medio de sus conexiones con el sistema limbico de
modular la informacién de la activacidon del cuerpo y de la planificacion conductual. Es
precisamente este proceso evaluativo el que le da el caricter adaptativo y plastico al estrés

(Sapolsky, 2003).

1.2.3. Estructuras Cerebrales implicadas en la respuesta al estrés

1.2.3.1. En el Sistema Limbico

La actividad del eje hipotdlamo-hipdfisis (eHHA) es regulada por aferencias del sistema
limbico cortical, como la corteza prefrontal (PFC), el hipocampo, la amigdala y los nucleos
septales (Sapolsky y cols., 2000; Furay y cols., 2008; McEwen, 2008). Esas regiones del sistema
nervioso son las encargadas de llevar a cabo los procesos intermediarios de evaluacion cognitiva
y emocional entre el estresor y la respuesta del organismo, por lo que todas esas estructuras
reciben aferencias sensoriales directas o indirectas, y activan, a su vez, varios de los
mecanismos efectores de la respuesta al estrés, como los relacionados con el sistema nervioso
auténomo, el sistema motor somatico y el eHHA (Sotres-Bayon y cols., 2006; Phelps y LeDoux,
2005).

La PFC corresponde al area anterior no motora del I6bulo frontal. Su drea medial (mPFC)
estd criticamente involucrada en funciones integradoras superiores, tales como el trabajo de
memoria, la atencién selectiva, el control visceromotor y la toma de decisiones (Vertes, 2006;
Goncalves y cols., 2009). Este area mantiene conexiones con el sistema limbico, con el nucleo
dorsomedial del tdlamo y con otras zonas corticales, y recibe una densa entrada

serotoninérgica, derivada principalmente del ndcleo dorsal del rafe (NDR) (Amat y cols., 2005;
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Amat y cols., 2008). Sin embargo, la PFC, ademas de recibir, tiene como caracteristica Unica
(entre las areas corticales) el hecho de enviar también proyecciones directas a grupos de células
colinérgicas y monoaminérgicas en el tronco encefalico, incluyendo el NDR (Vertes, 2006). En su
area medial se puede ejercer un control sobre los sistemas monoaminérgicos, mediante
proyecciones descendentes de la PFC hacia el NDR (Robbins, 2005; Gongalves y cols., 2009). Con
esto, la mPFC tiene la capacidad de integrar las informaciones sensitivas, externas o internas, y
elegir las opciones o las estrategias comportamentales, dando al animal la posibilidad de elegir

el comportamiento adaptativo adecuado (Robbins, 2005; Holmes y Wellman, 2009; Maier y

Watkins, 2010).

Figura 1: Corte sagital del cerebro de la rata. Se muestran algunas estructuras neurales implicadas
en la respuesta de estrés. Abreviaturas: BNST: nicleo del lecho de la estria terminal; Hipp: hipocampo;
LC: locus coeruleus; mPFC: area medial de la corteza prefrontal; NDR: nucleo dorsal de rafe; N.
accumbens: nucleo accumbens; N. tracto Solitario: nicleo del tracto solitario; Pitui: glandula Pituitaria;
PVN: neuronas hipotaldamicas periventriculares; Septum: nucleos septales; SGP: sustancia gris

periacueductal; VTA: drea tegmental ventral.
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También el area septal lateral (Figura 1), recibe proyecciones inhibitorias que utilizan la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) como neurotransmisor, lo cual permite, bajo
situaciones de estrés, respuestas conductuales de enfrentamiento al estresor (Gonzdlez y
Escobar, 2002).

A su vez, el hipocampo es una estructura llave reguladora de la funciéon de la PFC,
funcionando cooperativamente, como sucede en la regulaciéon de la memoria (Swaab vy cols.,
2005; Pittenger y Duman, 2008). El hipocampo constituye una importante fuente de modulacidn
negativa de la hormona CRH, en el que la regién CA3 del giro dentado tiene un papel
fundamental en la memoria secuencial (McEwen, 2008) e, interviniendo en algunos aspectos del
aprendizaje (Sanders y cols., 2003), juega un papel muy importante en el condicionamiento del
miedo.

Sin embargo, la amigdala, otra estructura limbica muy rica en receptores de
glucocorticoides (GRs), es la principal estructura en la generacion de memorias emocionales
(Sapolsky, 2003), estando fuertemente implicada en la persistencia y recurrencia de los
recuerdos relacionados con eventos traumaticos (Swaab y cols., 2005; Castro y cols., 2010). La
activacion de los GRs en la amigdala, potencia la respuesta al estrés (Goldstein y cols., 1996;
LeDoux, 1998), lo que sugiere la importancia de esta estructura en la asociacion entre el
estimulo aversivo y las respuestas (comportamentales, neuroendocrinas y corticales) inherentes
al estrés psicolégico (Gonzélez y Escobar, 2002; Sapolsky, 2003; Phelps y LeDoux, 2005).

Otra estructura importante que interviene mediando los efectos del estrés en el estriado
ventral es el ndcleo accumbens (N. accumbens). El N. accumbens tiene un papel central en los
mecanismos de recompensa natural, estando relacionado con los sintomas de anhedonia
presentes en pacientes depresivos (Pittenger y Duman, 2008). El estrés activa las proyecciones
dopaminérgicas hacia el N. accumbens desde el area tegmental ventral (VTA); esta activacion
puede contribuir en la mediacién de la respuesta homeostatica al estrés o en el aprendizaje

adaptativo relacionado con el estrés (Nestler y Carlezon, 2006).

1.2.3.2. Estructuras extra-limbicas
En el tronco cerebral, hay estructuras extra-limbicas también importantes en la

modulacién de la respuesta al estrés, como el locus coeruleus (LC), los nucleos del rafe (NR), la
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sustancia gris periacueductal (SGP) y el nucleo del tracto solitario (Figura 1), donde se establece
la red de conexiones con las otras estructuras cerebrales (Ropper y Brown, 2005; Girotti y cols.,
2006).

La SGP es una estructura situada alrededor del cuarto ventriculo, considerada como una
region clave del circuito cerebral involucrado en la coordinacion de la respuesta defensiva y
aversiva ante el miedo y el estrés. Su importancia se debe a su elevada densidad de receptores
de aminoacidos excitatorios (glutamato, aspartato) y neurotransmisores como la 5-HT, cuya
actividad e interaccién es muy importante en la modulacion de los comportamientos defensivos
(Moraes y cols., 2008).

Ante varios estimulos potencialmente amenazantes, se activan también las neuronas del
LC (Valentino y Van Bockstaele, 2008), iniciandose un sistema de retroalimentacion positivo
entre este nucleo y las regiones prosencefalicas que modulan la sintesis y secrecidon de CRH, lo
qgue conlleva al incremento en las respuestas conductuales al estresor (Gonzalez y Escobar,
2002; Swaab vy cols., 2005; Maier y Watkins, 2010), reconociéndose su importancia en el
mantenimiento del estado de alerta y en los procesos de atencidn.

A su vez, localizados en la linea media del mesencéfalo, los NR, deben su importancia al
hecho de que es una region del cerebro que proyecta a todas, o casi todas las regiones
mediadoras del comportamiento, liberando 5-HT en alteraciones comportamentales y ante
una situacion de estrés (Robbins, 2005; Holmes y Wellman, 2009; Maier y Watkins, 2010). Asi,
por ejemplo, la neuronas serotoninérgicas ubicadas en los NR envian fibras nerviosas a
estructuras del sistema limbico y a la SGP, llevando al animal a alejarse de la fuente aversiva
(Graeff, 2004). Aunque no se ha descrito todavia la relacién de las variadas conexiones con sus
diferentes funciones, el mecanismo de retroalimentacién desde la PFC hacia el NDR, sugiere,
ademas, un papel fundamental de esta regidn en el control cognitivo del estrés (Amat y cols.,

2008).

1.2.4. Neuroquimica del estrés
Siempre que la homeostasis sea amenazada, el mantenimiento del estado de equilibrio

del organismo se realiza mediante el Sistema Nervioso Auténomo (SNA), que actua a través del
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eje eHHA y el eje Simpatoadrenomedular (eSA) (Samuelsson y cols., 2004).

Asi, una vez que el organismo se pone en contacto con el estresor, se desencadena la
respuesta aguda al estrés (Figura 2) (Walker y cols., 2001; de Kloet, 2003; Swaab y cols., 2005;
Aisa y cols., 2008; Lai y Huang, 2011), proporcionando al organismo una reaccidén que permite
minimizar sus efectos (coping strategies), activando las respuestas periféricas, tales como
aumento de la respiracién, frecuencia cardiaca y presion arterial, y asignando los recursos
fisiolégicos para promover el comportamiento defensivo mas adecuado (Beck y Luine, 2010;

Maier y Watkins, 2010; Raio y Phelps, 2015).
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Figura 2: Esquema de la respuesta aguda al estrés. La respuesta por estrés agudo se caracteriza por
la excitacion de las neuronas hipotalamicas periventriculares (PVN), que estimulan la secrecién de la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de arginina vasopresina (AVP), que, a su vez, estimulan la
secrecién de ACTH por el Iébulo anterior de la hipdfisis. También la ACTH estimula la liberacién de
corticoesteroides -glucocorticoides (GCs) y algunos mineralocorticoides (MCs)- por la corteza suprarrenal.
También, el eSA se activa y mediante la secrecidon de catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) por la
médula adrenal, se induce una respuesta simpatica. Finalmente, los GCs actlan directamente sobre la
hipofisis y sobre neuronas del hipotalamo, ejerciendo una retroalimentacién negativa sobre su secrecion,

volviéndose al nivel inicial de corticoides al frenarse la secrecién de CRH y de ACTH.
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1.2.4.1. Glucocorticoides y sus Receptores

Con la respuesta aguda al estrés, aumenta mucho la secrecién de GCs por la glandula
suprarrenal, lo que proporciona un beneficio inmediato para el animal (Meaney y cols., 1991;
McEwen, 2008; Swaab y cols., 2005). Los GCs actuan sobre muchos érganos y en varias areas
cerebrales, uniéndose a dos tipos de receptores nucleares, los receptores de
mineralocorticoides (MRs) y los GRs, que actlan como reguladores transcripcionales (Swaab y
cols., 2005). Los GRs y MRs no solamente son diana de los GCs, sino que también ejercen un
efecto inhibitorio sobre el eHHA, constituyendo el principal sistema de retroalimentacion
negativa (Liberzon y cols., 1997; de Kloet, 2003; Pittenger y Duman, 2008).

En el cerebro, las regiones limbicas poseen la mayor cantidad de GRs y MRs (Furay y cols.,
2008), en el hipocampo (Swaab y cols., 2005; McEwen, 2008), la amigdala (LeDoux, 1998; Furay
y cols., 2008) y la PFC (Sotres-Bayon y cols., 2006). Los MRs estdn concentrados mas
intensamente en el hipocampo y en el area septal, mientras que los GRs estdn extensamente
distribuidos en todo el cerebro, aunque predominan en el hipotdlamo y en la hip&fisis (Edwards
y Burnham, 2001).

Los MRs tienen alta afinidad por los GCs (Anacker y cols., 2010), e incluso en condiciones
basales, mas del 70% de los MRs de las zonas limbicas estan ocupados por la hormona
enddgena (de Kloet, 2003), mientras que los GRs sdlo estan significativamente ocupados en
situaciones de estrés o durante el pico circadiano de secrecién de esteroides (Sapolsky, 2003;
Furay y cols., 2008). Por su parte, los GRs son los responsables de los efectos adversos e
incontrolados del estrés crdnico sobre el metabolismo, sobre la supervivencia neuronal
(Anacker y cols., 2010) y sobre funciones cognitivas, estando involucrados principalmente en la
consolidacion de la memoria (Gonzalez y Escobar, 2002; ter Horst y cols., 2012). No obstante,
desde hace poco tiempo se ha asignado a ambos tipos receptores un importante papel en la
regulacion de las emociones (Zhou y cols., 2010).

Con lo anterior, se puede afirmar que la respuesta al estrés depende de la funcionalidad
de los GRs y MRs en el cerebro. Pero las acciones de los GCs no dependen sdlo de eso, ya que en
sus efectos estan implicadas interacciones con otros sistemas neuroquimicos, como el

neuropeptidico y el monoaminérgico (Edwards y Burnham, 2001).
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1.2.4.2. Neuropéptidos

En el control de la respuesta al estrés, los corticoides actian coordinadamente con las
catecolaminas y con otros importantes neurotransmisores que participan en la supervivencia
neuronal y en la modulacién de la conducta (Vermetten y Bremner, 2002; McEwen, 2008; Beck
y Luine, 2010). Entre ellos, la colecistoquinina (Giardino y cols., 1999), las urocortinas (actuando
a través de los receptores de CRH-;) (de Kloet, 2003), los factores neurotréficos (BDNF), las
endorfinas y las encefalinas, las citocinas (McEwen, 2008), el neuropeptido Y (Vermetten y
Bremner, 2002), la angiotensina y la neurotensina (facilitadores de la liberacién de ACTH), los
péptidos opioides enddgenos, la vasopresina (regulando el eHHA, o junto con la oxitocina,
potenciando el efecto del CRH y regulando la respuesta al estrés) (Alonso y cols., 2004), y la
hormona liberadora de tirotropina (Chamas y cols., 2004). Se incluyen muchas otras hormonas
gue no intervienen a nivel cerebral, pero son fundamentales en la eficacia de la respuesta
auténoma (Ej: la somatostatina, prolactina o el glucagdn). Ademds, muchos neuropéptidos son
hormonas hipotaldmicas, por lo que pueden controlar directamente la secrecion de las
hormonas hipofisarias y funcionar tanto como hormonas, en el sistema porta hipotaldamo-
hipofisario, o como neurotrasmisores en el Sistema Nervioso Central (Vermetten y Bremner,

2002).

1.2.4.3. Monoaminas

Dentro del cerebro, también se activan en respuesta al estrés, varios sistemas de
monoaminas que inervan la corteza y, en particular el drea medial de la corteza prefrontal
(mPFC) (Goldstein y cols., 1996; Mangiavacchi y cols., 2001; Beck y Luine, 2010). Entre las
monoaminas mas importantes en esta respuesta estdn el Glutamato (representante de los
aminoacidos excitatorios) y el acido gama-aminobutirico (GABA) (prototipo de los aminoacidos
inhibitorios) (Vermetten y Bremner, 2002; Maier y Watkins, 2010).

También, la 5-HT y la dopamina desempefan un papel crucial en la actuacién del
organismo frente a una situacién de estrés (Goldstein y cols., 1996; Mangiavacchi y cols., 2001);
el estrés induce la activacion de los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico ascendentes
(Berendsen vy cols., 1996) y la consecuente liberacién de 5-HT y dopamina en estructuras

corticales y subcorticales limbicas (Beck y Luine, 2010), como la mPFC (Amat y cols., 2005).
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De forma particular, la 5-HT es un neurotransmisor central que juega un papel muy
importante como estabilizador de la actividad nerviosa. Influye en varias funciones cerebrales,
entre las que se destaca la regulacion del estatus emocional y la funcidon cognitiva (Jeffrey
Newport y cols., 2001). Ademads, parece estar implicada en las variaciones ontogénicas que
determinan la capacidad de fijacion de los GRs en el hipocampo y en la PFC, mediando los
efectos del ambiente. Dicho efecto es especifico para esas regiones cerebrales y para los GRs, ya
gue otras regiones no son afectadas por el ambiente y los MRs por su parte, no son afectados
por la 5-HT (Smythe y cols., 1994).

Por otro lado, la 5-HT juega un papel critico en la regulacion de las funciones auténomas,
muy dependientes del sistema serotoninérgico (Siepmann y cols., 2003), e incrementa
directamente la secrecidn de GCs en las glandulas suprarrenales (Gonzalez y Escobar, 2002),

potenciando los efectos de CRH y ACTH.

1.3. Consecuencias de la exposicion al estrés

1.3.1. Alteraciones fisiologicas y comportamentales

El estrés podria entenderse como una amenaza a la homeostasis, producida por
estimulos potencialmente dafiinos que, al ser detectados por el individuo, activan respuestas
especificas compensatorias en el organismo (Pacak y cols., 1998). Estas respuestas se
denominan alostdticas (Darnaudéry y Maccari, 2008) y, segun su significado, deben permitir al
organismo mantener la homeostasis, al “conseguir estabilidad a través de la alteracion”
(McEwen, 2008). Sin embargo, situaciones de estrés prolongadas o incontrolables, inducen una
pérdida de resistencia y una fase de extincién de los procesos destinados a mantener la
homeostasis (de Kloet, 2003; Gadek-Michalska y Bugajski, 2003; Leonard, 2005). Este hecho se
explica por un fallo en el fendmeno de adaptacién (Armario y cols., 2008), produciéndose un
fendmeno que se denomina “carga alostatica” (McEwen, 2008).

El mantenimiento de una condicién estresante puede conducir a enfermedades, por
incapacidad para poder superarla (Leonard, 2005), por no finalizar las respuestas al estrés
cuando estas ya no son necesarias (McEwen, 2008), o porque el organismo no se habitda al

estresor. Ejemplos de las consecuencias de la carga alostatica lo constituyen sintomas de tipo
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fisico (entre otros, la enfermedad coronaria, hipertension, diabetes tipo 2, arteriosclerosis,
obesidad, etc.) (Mueller, y Bale, 2006; Vanbesien-Mailliot y cols., 2007; von Kanel y cols., 2009;
Cox y cols., 2011), o sintomas psicoldgicos (trastornos por ansiedad, depresién, o el trastorno
por estrés postraumatico (TEPT), etc.)(Swaab y cols., 2005).

Lo que parece claro es que una historia previa de estrés, sea agudo (Belda y Armario,
2004) o croénico (Armario y cols. 2008), provoca importantes alteraciones fisioldgicas que
originan una respuesta aumentada de los ejes HHA y SA, causando importantes alteraciones
comportamentales vy fisioldgicas en respuesta a posteriores desafios (Van Dijken y cols., 1993;

Jaferi y Bhatnagar, 2006; Ostrander y cols., 2006).

1.3.2. Alteraciones cerebrales

El cerebro es también el dérgano diana del estrés, que se altera estructural vy
guimicamente en respuesta a éste. Una de las formas por las cuales las hormonas modulan la
funcién cerebral es alterando la reestructuracidon y la reorganizaciéon neuronal, provocando una
“reprogramacion” del cerebro por exposicidn al estrés, que puede ser transitoria o permanente
(McEwen, 2000; Rocher y cols., 2004; Czeh y cols., 2005; McEwen, 2008).

Los efectos del estrés en el cerebro pueden tener formas muy diferentes, dependiendo
de la region y de las vias implicadas. El hipocampo es una de las estructuras mas sensibles y
pldsticas del cerebro, que experimenta un sin nimero de alteraciones adaptativas en respuesta
al estrés agudo y crénico (Conrad, 2010). Como el hipocampo esta implicado en los procesos de
memoria y aprendizaje, si se mantiene la condicidén de estrés, suelen producirse desajustes en
las funciones cognitivas (Conrad y cols., 1999; Moita y cols., 2003; Sapolski, 2003; Conrad,
2010). A pesar de que estudios anteriores hayan atribuido los déficits encontrados en la
conducta a una muerte neuronal en el hipocampo, lo cierto es que el nimero de células
hipocampales se preserva en animales expuestos de forma prolongada a corticosteroides
(Malberg, 2004; Rocher y cols., 2004), aunque si se producen cambios en la neuroplasticidad
(Sapolsky y cols., 2000; Czeh y cols., 2005), y ciertos tipos de estrés agudo y muchos tipos de
estrés crdnico, suprimen la neurogénesis hipocampal (Pittenger y Duman, 2008). Asimismo, las
alteraciones en la formacion hipocampal pueden ser reversibles. De esta manera, con el cese

del estrés o la exposicidn a GCs, el proceso puede ser lentamente reversible, con formacion de
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nuevas neuronas (Conrad y cols., 1999; Sapolsky, 2003). Eso es fundamental en la proteccion del
hipocampo contra el dafio permanente, y permite que el animal readquiera sus competencias.

Las alteraciones en el hipocampo inducidas por estrés, no reflejan las alteraciones
adaptativas que ocurren simultdneamente en otras regiones del sistema limbico, donde
también se observan desajustes de plasticidad estructural, como en la mPFC (Banasr y cols.,
2007; Holmes y Wellman, 2009) y la amigdala (Drevets, 2000). Recientemente, en estudios
realizados con modelos animales, se sugiere que las neuronas de la PFC son muy sensibles al
estrés (Holmes y Wellman, 2009). En ratas, se ha demostrado que la exposicion a breves
periodos de estrés es suficiente para causar una remodelacidn estructural significativa en las
neuronas de la mPFC (Alonso y cols., 2004). El estrés crénico disminuye la complejidad
dendritica en la mPFC (Baran y cols., 2009), y hace que se reduzca la proliferacién glial y de las
células endoteliales (Alonso y cols., 2004; Banasr y cols., 2007). Como la glia proporciona
soporte metabdlico a las neuronas, una reduccién en su nimero puede tener impacto en la
funcién y morfologia de las células piramidales de la mPFC (Pittenger y Duman, 2008).

Por otro lado, el estrés crénico puede aumentar la plasticidad sindptica en la amigdala,
mejorar su funcidn y el aprendizaje amigdala-dependiente. El estrés prolongado no sdlo
aumenta la cantidad y complejidad de las espinas dendriticas en la amigdala (Vyas y cols., 2006),
sino que aumenta su conectividad sindptica (Conrad y cols., 1999; Drevets, 2000). Estas
alteraciones no revierten después de cesar el estrés crénico (Vyas y cols., 2004), un efecto
bastante distinto de la atrofia que se induce en el hipocampo y en la mPFC. Ambos procesos son
el resultado de una sobreactivacién de los circuitos neurales que controlan el miedo, la
ansiedad y la emocién. Los efectos del estrés en la amigdala pueden ser de larga duracion,
habiéndose descrito un incremento del tamafo de la amigdala en la edad adulta, en ratas

sometidas a estrés prenatal (Vyasy cols., 2006).

1.4. Susceptibilidad y sensibilidad al estrés

Se ha mencionado antes como el estrés altera su funcion inicial, de protectora a dafina y
es causante de trastornos y enfermedades. La duracion, intensidad y naturaleza del estresor son

elementos importantes, pero queda por dilucidar por qué algunos individuos reaccionan vy
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siguen manteniendo una salud perfecta, mientras que otros sufren y se colapsan bajo las

mismas condiciones adversas.

1.4.1. Factores genéticos y ambientales

La diversidad genética entre individuos origina su variabilidad en relacidn a la resistencia
o vulnerabilidad ante los acontecimientos ambientales, en diferentes momentos de la vida. El
ser mas o menos susceptible al estrés, viene determinado por la convergencia entre la
influencia genética y la influencia ambiental en un sustrato neuronal concreto.

El genoma codifica la base inicial del desarrollo del sistema nervioso, pero la experiencia y
la interaccion con el ambiente, determinan el acabado final, existiendo una “plasticidad” que lo
moldea y modifica (Meaney y cols., 1991; Weinstock, 1997; Maccari y cols., 2003; Amiel-Tison y
cols., 2004). Las experiencias precoces son muy determinantes en este contexto, modulando el
sistema nervioso y dejando sus marcas a lo largo de la vida (Sapolsky, 2003; Alleva y Francia,
2009). El resultado final delinea la sensibilidad y la respuesta del organismo al ambiente
(Vermetten y Bremner, 2002).

Asi, eventos similares pueden originar diferentes resultados, explicados por un fondo
genético distinto o por una interaccion con el ambiente distinta, y es esta interaccién la que
tiene un papel fundamental en cémo el individuo responde a las experiencias (Fumagalli y cols.,
2007). En este contexto, se puede concluir que el ambiente no causa necesariamente la
enfermedad, sino que es la respuesta que adopte el individuo ante el estresor lo que determina

el resultado final (Caspi y cols. 2003).

1.4.2. Experiencias precoces

Seguln se ha expresado anteriormente, las respuestas adaptativas al estrés ocurren por la
activacion de circuitos neuronales que estdn programados genéticamente, pero por su
sensibilidad, pueden ser modificados por la experiencia y por el ambiente. Si las experiencias
estresantes son precoces, las consecuencias parecen ser mas duraderas y profundas (Amiel-
Tison y cols., 2004; Swaab y cols., 2005; Ostrander y cols., 2006).

En este sentido, es bien conocida la hipétesis sobre la etiologia de la esquizofrenia, segln

la cual, deben existir alteraciones previas acontecidas durante el desarrollo (hipdtesis del
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desarrollo), como malnutricidn, infecciones virales o déficits genéticos para que se manifieste
este trastorno. Esta hipodtesis ha sido recientemente revisada, sugiriéndose que las agresiones
durante el neurodesarrollo no serian suficientes para que se manifieste la enfermedad, sino,
gue seria necesaria una combinaciéon de dichas agresiones, con una exposicion del sujeto al
estrés cuando es joven (Choy y cols., 2009). Rosen y Schulkin (1998) habian verificado que la
exposicion precoz a estimulos aversivos establecia y sensibilizaba especificamente los circuitos
neurales del miedo, que serian reactivados en el adulto por situaciones inductoras de miedo. De
hecho, las experiencias adversas precoces provocan modificaciones en el sistema nervioso que
persisten a lo largo de la vida (Aisa y cols., 2008), y constituyen las experiencias con mayor peso
en lo que respecta a la predisposicién futura para la reactividad (manera de como el individuo
reaccionara a nuevas situaciones) (McEwen, 2008), en la vulnerabilidad para la psicopatologia
(Aisa y cols., 2008; Choy y cols., 2009), en la susceptibilidad a sufrir depresién, ansiedad,
anhedonia (Leventopoulos y cols., 2009) o déficits cognitivos en la edad adulta (Fumagalli y
cols., 2007; Alleva y Francia, 2009).

En ese sentido, es interesante apuntar que si un factor de estrés precoz vuelve durante la
vida adulta, puede que se exacerben y precipiten episodios de depresidn, esquizofrenia y del
trastorno por estrés postraumatico (Barros y cols., 2006; Fumagalli y cols., 2007). Todo ello
sugiere que el estrés precoz puede alterar el umbral de vulnerabilidad de los sistemas
cerebrales, determinando una especie de sensibilizacidn a estresores subsiguientes, y que esta
sensibilizacidn es necesaria para que se manifiesten algunas enfermedades (Nadal y Armario,
2010).

Todos los sistemas neuronales son susceptibles de sufrir modificaciones por entradas
aferentes durante el desarrollo. De acuerdo con el momento del desarrollo, el evento adverso
puede interferir en la maduracién de un fenotipo celular especifico o en un circuito cerebral
concreto. Por ejemplo: el perfil de neuronas y astrocitos en el cerebro adulto de un animal que
durante su desarrollo haya sufrido privaciones, sera el resultado del efecto de las sustancias
asociadas al estrés recibidas a través de la placenta, del efecto del cuidado maternal recibido
durante el periodo perinatal y de todas las circunstancias que ocurren durante la infancia,

pubertad y juventud. Con este supuesto, se han disefiado varios modelos animales para
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predecir la susceptibilidad al estrés inducidas por el estrés precoz: Modelo de “estrés prenata
(Day vy cols., 1998; Fumagalli y cols., 2007; Clinton y cols., 2008), de “privacién de la madre”

III

(Aisa y cols., 2008), de “manipulacién precoz del animal” (Pryce y cols., 2005), o “del ambiente

enriquecido precoz” (Cheny cols., 2010).

1.4.3. Estrés prenatal

El estrés prenatal (PS- siglas del inglés Prenatal stress) es un sindrome comportamental
gue padecen las crias de madres expuestas a estrés durante la gestacion. El feto en desarrollo
es particularmente vulnerable a las agresiones o condiciones adversas experimentadas por la
madre gestante y por sus reacciones frente a ellas. En respuesta al estrés, el feto puede sufrir
adaptaciones o modificaciones, cuyos efectos pueden persistir hasta que se convierta en adulto,
o incluso hasta las generaciones siguientes (Meaney y cols., 1991; Weinstock, 1997; Maccari y
cols., 2003; Amiel-Tison y cols., 2004; Alleva y Francia, 2009). La plasticidad de los sistemas
fisiolégicos fetales puede alterar su funcionalidad, influyendo en la maduracién de
componentes del sistema nervioso (Barros y cols., 2006; Aisa y cols., 2008; Fumagalli y cols.,
2007; Popa y cols., 2008; Choy y cols., 2009), con efectos profundos y persistentes en las
funciones cerebrales.

El modelo de PS en la rata fue desarrollado por Thompson (Thompson, 1957), y pretendia
dilucidar los mecanismos subyacentes a las alteraciones fisicas y comportamentales profundas.
Posteriormente, han surgido otros modelos de PS parecidos al suyo, usando diferentes periodos
y tipos de estresores durante la gestacion (Peters, 1986; Hayashi y cols., 1998; Samuelsson y
cols., 2004; Koenig y cols., 2005; Louvart y cols., 2009; Wilson y cols., 2013).

El PS es un modelo animal extensamente usado hoy en dia, y muy relevante para todos
los trabajos que intentan dilucidar los efectos de la exposicién temprana a ambientes adversos,
sobre la vulnerabilidad de los individuos a desarrollar desdrdenes neurofisioldgicos. En
humanos, se describen las experiencias traumaticas precoces, entre ellas el PS, como un factor
gue potencia el riesgo de enfermedades (Vanbesien-Mailliot y cols., 2007), alteraciones del
desarrollo (Mueller y Bale, 2006), trastornos comportamentales o el desarrollo de diversas
psicopatologias (Fagundes y cols., 2013). En los animales, el PS influye profundamente sobre el

neurodesarrollo y puede predisponer a presentar dificultades de adaptacion en la vida posnatal
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(Barbazanges y cols., 1996; Darnaudéry y Maccari, 2008). Este tipo de experiencia aversiva
aplicada a ratas, induce anormalidades en las crias desde la vida temprana, hasta la edad
madura (Maccari y cols., 2003; Bhatnagar y cols., 2005; Son y cols., 2006; Wilson y cols., 2013).
En el cerebro, el PS puede afectar el proceso de pérdida de arborizaciéon dendritica y
sindptica, que ocurre normalmente desde la pubertad hasta el adulto (Barros y cols., 2006),
induce una disminucidn en los niveles de 5-HT en el cerebro de las crias jovenes (Hayashi y cols.,
1998) y afecta negativamente la proliferacién celular en el hipocampo (Malberg, 2004,

Samuelsson y cols., 2004).

1.5. Factores que permiten revertir los efectos del estrés

1.5.1 Factores ambientales

Experiencias positivas tempranas en la vida tendran efectos opuestos a los observados en
animales estresados (Meaney y cols., 1991; Leonard, 2005; Alleva y Francia, 2009). Las
experiencias positivas pueden reflejar respuestas adaptativas a situaciones de estrés
posteriores. En este sentido, se ha descrito que incluso breves periodos de manipulacién en las
primeras semanas de vida, se asocian con marcadas reducciones en las respuestas frente a
estimulos aversivos en la edad adulta (Meaney y cols., 1991). También el aprendizaje, un
ambiente enriquecido e incluso el ejercicio fisico (Sapolsky, 2003), colaboran en mantener la

salud de las neuronas hipocampales y permiten restablecer comportamientos basales.

1.5.2. Tratamiento farmacolégico

También se pueden revertir los efectos nocivos del estrés, manipulando en la vida
temprana los receptores de 5-HT o mediante tratamiento farmacoldégico (Maeng vy cols., 2008;
McEwen, 2008; Ulloa y cols., 2010). Aunqgue en el periodo precoz se recuperen los receptores
de 5-HT, en el adulto ya no se produce dicha mejoria. Sin embargo, se ha descrito que, en el
adulto el tratamiento crénico con farmacos serotoninérgicos, que activan los receptores 5-HT,
tiene eficacia terapéutica en el tratamiento de varios trastornos psicopatoldgicos (Maier y

Watkins, 2005).
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1.5.2.1. Inhibidores selectivos de la recaptacion de la Serotonina

Se han asociado diversas situaciones patoldgicas con niveles bajos de 5-HT, como
patologias depresivas, trastornos alimentarios, ansiedad, esquizofrenia, epilepsia o
drogodependencias (Yamada y cols., 1999; Kim y cols., 2002; Zazpe y cols., 2007; Bilge y cols.,
2008). Los inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT (ISRSs) son actualmente los
farmacos de eleccion para el tratamiento de la mayoria de trastornos depresivos (Jones vy
Blackburn, 2002), de ansiedad (Matar y cols., 2006), de personalidad y trastornos por panico
(zanoveliy cols., 2007).

Los ISRSs ejercen su efecto antidepresivos inhibiendo la recaptacion de la 5-HT en el
espacio intersindptico (Manfridi y cols., 1992; Bilge y cols., 2008). Son muy efectivos v,
comparados con los antidepresivos triciclicos, tienen la misma eficacia clinica, aunque son mas
selectivos (Siepmann y cols., 2003) y presentan menos efectos colaterales, dada su poca
afinidad por los transportadores de noradrenalina, muscarinicos, de histamina y de dopamina

(Jones y Blackburn, 2002).

1.5.2.2. Sertralina

La SERT pertenece a la clase de antidepresivos -ISRSs- arriba descrita. Este derivado
naftalenamino [1S, 4S-N-methyl-4-(3,4-dichlorophenyl)-1,2,3,4-tetrahydro-1-naphthylamine]
(Koey cols., 1983), es un potente inhibidor de recaptacién de 5-HT (Manfridi y cols., 1992).

La SERT es un farmaco altamente efectivo en el alivio de la depresién, de la ansiedad
(Giardino vy cols., 1999; Siepman y cols., 2003), del TEPT (Matar y cols., 2006), del trastorno
obsesivo compulsivo, en los ataques de panico (Zanoveli y cols., 2007) y en la fobia social. Este
farmaco no presenta afinidad por la mayoria de los receptores de los neurotransmisores, no

afecta la funcidn psicomotriz y es bien tolerado (Kimy cols., 2002).

1.5.2.3. Efectos de los ISRSs bloqueando los efectos del estrés

Las neuronas serotoninérgicas se localizan fundamentalmente en los NR, siendo estas
neuronas los blancos de las drogas antidepresivas, como las ISRSs (Leventopoulos y cols., 2009).

El sistema serotoninérgico es muy complejo, como lo evidencia la gran diversidad de

subtipos de receptores sobre los cuales actla este neurotransmisor (al menos 14 subtipos
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distintos) y la variedad de funciones reguladas por cada uno de ellos (Hensler, 2003). Mientras
los receptores presinapticos de 5-HT (autorreceptores somatodendriticos) se encuentran en los
NR, los receptores de 5-HT postsindpticos abundan en el sistema Limbico (Leventopoulos y cols.,
2009).

Los ISRSs actian atenuando las secuelas de la exposicidn al estrés. Aunque se conoce que
los ISRSs actuan principalmente al unirse a los transportadores de 5-HT, algunos ISRSs actian
sobre otras monoaminas neuroactivas, inhibiendo parcialmente la recaptacion de
norepinefrina, de dopamina, o disminuyendo la actividad de las neuronas liberadoras de CRH
(Matar ycols., 2006).

Junto a las alteraciones celulares y moleculares inducidas por el tratamiento crénico con
ISRSs, estdn los efectos beneficiosos, como los efectos neuroprotectores y neurotréficos de la 5-
HT (Manijiy cols., 2001; Hajsan y cols., 2005; Pittenger y Duman, 2008), bloqueando los efectos
dafiinos del estrés sobre las neuronas. La 5-HT incrementa los niveles de factores neurotroéficos,
particularmente el BDNF, que ha sido propuesto como elemento critico en la accidn de estos
antidepresivos en el hipocampo.

Los efectos de los antidepresivos en la neurogénesis hipocampal parecen ser, en parte,
modulados por otras areas cerebrales como la amigdala (Castro y cols., 2010), que a su vez es

una de las dianas de los ISRSs.

1.6. Determinacion de los efectos del estrés

1.6.1. Pruebas comportamentales

1.6.1.1. El reflejo auditivo de sobresalto y sus modulaciones como modelo experimental

Cuando se produce un estimulo auditivo intenso e inesperado, se desencadena una
reaccién de alarma generalizada en el organismo: el Reflejo Auditivo de Sobresalto (RAS). En los
mamiferos, esta reaccion se manifiesta como una respuesta refleja de amplios grupos
musculares estriados, fundamentalmente de los segmentos proximales de las extremidades
superiores y se acompana de una reaccion del sistema nervioso auténomo (Koch, 1999). El

reflejo de sobresalto es la respuesta mas rapida a un estimulo amenazante (Li y cols., 2009).
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La respuesta refleja de sobresalto puede ser modificada cuantitativa o cualitativamente
por diversas condiciones naturales o experimentales, lo que refleja la capacidad del organismo
para ajustar su respuesta a determinadas circunstancias internas o externas (Davis, 1980; Koch,
1999; Lehmann, 2000). La respuesta del RAS es variable entre especies, por sus diferencias
genéticas y de sexo (Koch, 1999). Dentro de cada especie, las caracteristicas del RAS son muy
similares en todos los individuos sanos vy, por ello, la medicién de su latencia e intensidad se ha
convertido en una prueba muy usada para evaluar el estado del sistema auditivo, pero también,
para evaluar el estado de normofuncionalidad del sistema nervioso, torndndose como una
herramienta valida para la investigacion de mecanismos cerebrales relacionados con la
plasticidad comportamental y la gestion de estados emocionales en varias especies (Grillon,
2002; Geyer, 2006, Geyer y cols., 2001; Hoenig y cols. 2005).

Con la habituacion, hay un descenso de la amplitud de respuesta debida a la repeticion
del estimulo, igual que sucede en la inhibicidn prepulso, PPl (del término anglosajon “pre-pulse
inhibition”), paradigma en el que la respuesta de sobresalto ante un estimulo queda reducida o
casi abolida, cuando ese sonido es precedido por otro estimulo sensorial de baja intensidad
(Brauer y cols., 2009). Por otro lado, se puede intensificar la magnitud del RAS y de sus
modulaciones, por sensibilizacién, asociando al estimulo sensorial un estimulo aversivo (Li y
cols., 2009).

El éxito de la evaluacién del RAS en la rata como herramienta para realizar estudios
comportamentales se debe a su facilidad de medicién, por su simplicidad, al basarse en la
simple deteccién de un movimiento en respuesta a un estimulo sonoro, por su plasticidad, por
el nimero de modificaciones o modulaciones que se pueden inducir: la habituacién, la
sensibilizacidn, la inhibicién prepulso y la potenciacidon por miedo (Braff y Geyer, 1990; Geyer,
2006; Ishii y cols., 2010). Pero una de las grandes caracteristicas del RAS, es que la plasticidad
ocurre de igual forma entre las diferentes especies, desde roedores hasta humanos (Braff y
cols., 2001; Swerdlow y cols., 2001), convirtiendo el paradigma de evaluacién del RAS en un

candidato ideal para la investigacion traslacional en Neurociencias.
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1.6.1.2. Prueba del campo abierto

Desde hace algunos afos, se usa la prueba del campo abierto (CA) como una prueba
basica de mediciéon de la ansiedad, que consiste en colocar al animal en un ambiente
desconocido, del cual no puede escapar y observar su conducta (Walsh y Cummins, 1976; Pruty
Belzung, 2003). Este procedimiento implica la confrontacién forzada de la rata a una situacion
gue es naturalmente adversa para los roedores (la rata es un animal nocturno que vive y se
protege en madrigueras), como estar en un espacio abierto desconocido y expuesto a luz
intensa (Palanza, 2001; Prut y Belzung, 2003). La simplicidad y economia de la prueba,
combinada con la apreciacion etoldgica de su validez y su estandarizacién entre especies y

condiciones de trabajo, hacen que resulte un procedimiento de laboratorio muy valido.

1.6.1.3. Prueba de condicionamiento de evitacion activa

También la prueba de condicionamiento de evitacidn activa (EA), por choques escapables,
ha demostrado ser una herramienta muy atil para la investigaciéon de los procesos
comportamentales y mecanismos neurobiolégicos del aprendizaje emotivo (Sanders y cols.,
2003; Cain y cols., 2010). Recientemente, se ha comenzado a utilizar la prueba de evitacion
bidireccional en estudios que analizan los efectos del estrés en modelos animales de depresién
(conocido como learned helplessness), al someter a los sujetos a choques inescapables (IS)
previos a los choques escapables (Santos y cols., 2006). Segun lo descrito en la bibliografia, la
exposicion previa a choques sin posibilidad de escape, los IS, interfiere con las subsecuentes
tareas de aprendizaje operantes (Leuner y cols., 2004; Zazpe y cols., 2007), por lo que las
respuestas adquiridas de evitacién, pueden tornarse inadaptadas y desarrollarse déficits en la

conducta de escape y el desamparo (Mangiavacchi y cols., 2001; Santos y cols., 2006).

1.6.1.4. Prueba de respuesta emocional condicionada

La prueba de Condicionamiento Emocional (CER) es una prueba también ampliamente
usada para estudiar los efectos del estrés.

En el paradigma del CER, se induce una situacién de estrés de la cual el animal no puede

escapar y los estimulos se asocian con dolor (como choques no controlables u otros eventos
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desagradables), que adquieren propiedades emocionales aversivas. Asi, la rata exhibe una
respuesta emocional condicionada, al someterla a un ambiente hostil (el EC) (Cordero y cols.,
2003; Sanders y cols., 2003; Ishii y cols., 2010). La prueba CER mide la respuesta emocional
condicionada, si se ha desarrollado, inhibido, o retardado, y, lo que es mds importante, mide la
capacidad de cada animal para suprimirla o extinguirla. La extincién del miedo ocurre con la
repeticion de exposicion al estimulo condicionado en ausencia del estimulo traumatico, y asi la
capacidad de inducir miedo se reduce gradualmente hasta que estd ausente cualquier
manifestaciéon emotiva (Gordon y Hen, 2004; Pittenger y Duman, 2008). Se emplea esta prueba
para caracterizar los comportamientos depresivos (Vermetten y Bremner, 2002; El Yacoubi y
cols., 2003), el trastorno por estrés postraumatico (Blundell y cols., 2011) y trastornos de

ansiedad (Ishii y cols., 2010) inducidos por el estrés.

1.6.1.5. Pruebas fisiologicas

Ademds de cambios conductuales, la respuesta de estrés induce una serie de
modificaciones fisioldgicas a nivel neuroendocrino, pero también hematoldgico, cardiovascular,
metabdlico e inmunoldgico (Meaney vy cols., 1991; Sapolsky y cols., 2000; Gordon y Hen, 2004,
Cohen y Zohar, 2004; Mueller y Bale, 2006; Furay y cols., 2008; McEwen, 2008). Asi, los
parametros utilizados para identificar los efectos del estrés, se relacionan con sus diferentes
fases de respuesta, que debe ser mayor en la fase aguda, pero que deberdan volver a sus valores
normales finalizada la condicién que la provocé (von Kanel y cols., 2009; Bierhaus y cols., 2006;

Dhabhar vy cols., 2007).
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2.1. Hipotesis experimental

Las experiencias por las que pasa un organismo en los primeros momentos de su vida,
tienen efectos profundos y persistentes en sus funciones cerebrales (Cordero y cols., 2003;
Fumagalli y cols., 2007; Alleva y Francia, 2009). En esa linea, el estrés prenatal provoca
alteraciones en el comportamiento emocional (Van den Hove y cols., 2005), en los procesos de
atencion, e induce cambios fisioldgicos importantes, tanto en animales como en los seres
humanos (Barbazanges y cols., 1996; Hayashi y cols., 1998; Son y cols., 2006; Mueller y Bale,
2006), lo que puede representar un factor de riesgo en el desarrollo posterior de determinadas
psicopatologias. Los hijos de madres que han sufrido estrés durante la gestacidn, presentan
alteraciones sensoriomotoras y trastornos comportamentales que responden, de forma

general, positivamente a tratamientos farmacolégicos.

Entre la amplia variedad de farmacos utilizados para paliar estos trastornos, se
encuentran los tratamientos que directa o indirectamente intervienen en el metabolismo de la
5-HT (Manfridi y cols., 1992). En este grupo, la SERT es uno de los farmacos mas seguros y
eficaces para el tratamiento de la ansiedad y de los trastornos causados por el estrés,
presentando pocos efectos secundarios (Jones y Blackburn, 2002; Siepman y cols., 2003; Matar

y cols., 2006; Skaer y cols., 2009).

En el presente trabajo nos hemos propuesto determinar si la administracién de SERT
revierte los efectos del estrés prenatal sobre los procesos conductuales y fisioldgicos en los

animales experimentales.

La hipétesis del trabajo se sustenta en que, analizando las respuestas conductuales,
fisiolégicas y atencionales de las ratas frente a ambientes ansiogénicos, podremos evaluar
objetivamente los efectos del tratamiento crénico con SERT sobre las afectaciones que induce el

estrés prenatal.
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2.2. Objetivos

El objetivo general del trabajo es evaluar el papel del estrés prenatal en la rata como
elemento determinante de la susceptibilidad a padecer alteraciones neuropsicoldgicas en la
edad adulta, y valorar los efectos del tratamiento crénico con Sertralina sobre los cambios

producidos por el estrés prenatal en machos y hembras.
2.2.1. Objetivos especificos

1. Evaluar si el procedimiento de estrés por restriccion es un modelo eficaz en la

induccién de estrés en ratas adultas.

2. Determinar los efectos de la administracion de Sertralina intraperitoneal en ratas

adultas sometidas a estrés por restriccién.

3. Caracterizar los efectos inducidos por estrés prenatal en la conducta emocional y en

la atencidn en ratas adultas.

4. Evaluar los efectos de la administracién crdnica de Sertralina en ratas sometidas y no

sometidas a estrés prenatal.

5. Analizar los efectos metabdlicos vy fisioldgicos del estrés prenatal y de la Sertralina en

ratas adultas.
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2.3. Diseino Experimental

Para alcanzar el objetivo 1, “Evaluar si el procedimiento de estrés por restriccion es un
modelo eficaz en la induccidn de estrés en ratas adultas”, sometemos a ratas jévenes de ambos
sexos a un protocolo de estrés postnatal por restriccién, valorando los posibles cambios en el
reflejo auditivo de sobresalto y en su inhibicién por un estimulo previo antes y después del
proceso de estrés, teniendo como control un grupo de animales similares en edad, no

sometidos a estrés.

Para alcanzar el objetivo 2, “Determinar los efectos de la administracion de Sertralina
intraperitoneal en ratas adultas sometidas a estrés por restriccion” administramos SERT durante
8 dias consecutivos, a los animales sometidos a estrés por restriccion. Posteriormente,

evaluamos posibles cambios en el RAS/PPI y los cambios fisioldgicos inducidos.

Para alcanzar el objetivo 3, “Caracterizar los efectos inducidos por estrés prenatal en la
conducta emocional y en la atencion en ratas adultas”, comparamos animales de ambos sexos

gue hayan sido sometidos a estrés prenatal con sus controles. Nos planteamos:

a. caracterizar las alteraciones en el comportamiento emocional (evaluado mediante
el RAS; prueba de campo abierto y la prueba del CER).
b. caracterizar deficiencias en la atencién (evaluado mediante la PPI) y en el

aprendizaje en un contexto aversivo (mediante la prueba de EA)

Para alcanzar el objetivo 4, “Evaluar los efectos de la administracion cronica de
Sertralina en ratas sometidas y no sometidas a estrés prenatal”, nos planteamos evaluar si la
administraciéon crénica de un farmaco antidepresivo (SERT) en la rata joven, va a ejercer efecto
sobre los cambios inducidos por estrés prenatal durante el desarrollo hasta la fase adulta.
Pretendemos determinar si el tratamiento modifica, previene o revierte los efectos negativos

del estrés prenatal sobre la conducta

Para alcanzar el objetivo 5, “Analizar los efectos metabdlicos y fisioldgicos del estrés

prenatal y de la Sertralina en ratas adultas”, al finalizar el estudio in vivo, nos planteamos:
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a. Medir los niveles de ACTH en respuesta al estrés.
b. Estudiar las alteraciones sanguineas (hematoldgicas, bioquimicas e

inmunoldgicas) en respuesta al estrés.

Para la consecucion de los objetivos 1y 2 realizaremos un estudio preliminar, usando
ratas jovenes de ambos sexos, al que llamaremos grupo piloto (A). Tras el andlisis de los
resultados, aplicaremos los protocolos validados en ratas gestantes, y estudiaremos sus crias,

creando para ello un grupo al que llamaremos grupo estrés prenatal (B).

Para alcanzar los objetivos 3, 4 y 5, dividimos el estudio del grupo estrés prenatal (B)
en tres abordajes experimentales distintos, donde serdn explorados los efectos del estrés
prenatal y de la SERT, mediante pruebas de evaluaciéon de la conducta emocional y de
determinacién de parametros fisioldgicos. Como control para determinar los efectos del estrés
prenatal, se usan ratas descendientes de madres no sometidas a estrés durante la gestacién,
gue seran mantenidas en condiciones estdndar de alojamiento. Las Figuras 3 y 4 muestran el
esquema del disefo experimental empleado en nuestro estudio. Se indican los dias de duraciéon
de cada prueba y la toma de muestras para la realizacidn del resto de los estudios llevados a

cabo.

En el esquema, se representan las publicaciones resultantes de los diferentes

abordajes experimentales, denominadas ANEXOS |, II, Il y IV respectivamente.
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A. Grupo piloto
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Experimento 2 Experimento 3
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Figura 3. Disefio experimental para el grupo piloto. Esquema resumen de los pasos seguidos en este
estudio para alcanzar los objetivos planteados para el grupo piloto.

Experimento 1: el dia antes de iniciar el protocolo de induccion de estrés por restriccion (RS, dia 0), todos
los animales son sometidos a la primera prueba comportamental (RAS/PPI 1), en la cual se obtienen los
valores basales; el dia después del final de RS, se realiza una segunda prueba conductual a todos los
animales (RAS/PPI 2). Experimento 2: los animales, tanto los controles como los previamente estresados
de ambos sexos, se subdividen en 6 subgrupos segun el tratamiento aplicado: los animales sometidos a 8
dias de inyeccidn intraperitoneal (i.p.) (Trat. intraperitoneal) con vehiculo (Control + Veh, RS + Veh) o
SERT (SERT: 5 mg/kg/dia) (Control + SERT; RS + SERT); y los animales no inyectados (Control, RS). En el
primer dia del experimento 2, una hora después del protocolo i.p. todos los animales se someten a la
tercera prueba comportamental (RAS/PPI 3). El dltimo dia, una hora después del procedimiento de
inyeccién i.p., todos los animales se someten a la cuarta prueba comportamental (RAS/PPI 4).
Experimento 3: todos los animales, excepto los sometidos a restriccion + inyeccion i.p., se someten a una
sesion de estrés por inmovilizacién (IMO) y, tras 10 minutos de reposo, se anestesian, y se extrae sangre
por puncion cardiaca para la comparacién con un grupo de animales controles no sometidos a ninguna
prueba, Unicamente se exponen a una extraccion sanguinea (No-IMO). Para la determinacion de las
diferentes fases del ciclo estral en las hembras, realizamos una citologia vaginal siempre que se mide el

RAS/PPI.
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B. Grupo estrés prenatal
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Figura 4: Disefio experimental empleado para el grupo de estrés prenatal. Esquema resumen de los
pasos seguidos en este estudio para alcanzar los objetivos planteados para el grupo de estrés prenatal.
El protocolo de estrés prenatal (PS), con estrés por restriccion de la madre, comienza el dia 15 de
gestacion hasta el parto (G15-G21). Se dejan las crias con sus madres, sin sufrir ninguna perturbacion
hasta el dia posnatal P21. A partir de esta edad, todos los animales se pesan semanalmente hasta el final
del experimento. En el primer estudio, se realiza una primera evaluacion del RAS a las crias de ambos
sexos de 30 dias de edad sometidas a estrés prenatal y a sus controles (RAS 1). Desde el dia posnatal P30
hasta el dia posnatal P90, las ratas jovenes reciben SERT (5mg/Kg/dia) o no en el agua de bebida
(Tratamiento con SERT-oral), tras lo cual se repite la evaluacion del RAS (RAS 2). Se someten las ratas a la
Prueba de campo abierto (CA) durante 3 dias. Pasados 7 dias, se eutanizan las ratas y se realiza un
analisis sanguineo. En un segundo protocolo experimental, tras el estrés prenatal, las ratas jovenes
reciben SERT desde el dia posnatal P30 hasta el final del experimento (dia posnatal P115). A los 88 dias
(P88), los animales se someten a una Prueba de choques inescapables (IS) con una duracién de 3 dias, la
cual es seguida por la Prueba de choques escapables (EA), con una duracién de 10 dias. El tercer

protocolo experimental, finalmente, tras el estrés prenatal, las ratas jévenes reciben SERT desde el dia
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,

posnatal P30 hasta el final del experimento (dia posnatal P120). Tras 2 meses de tratamiento
farmacoldgico, se evalta la PPI (P90) y se someten los animales a la prueba del CER, con una duracién de
7 dias, en la cual, los animales son expuestos a choques inescapables (IS); la administracién del farmaco
se mantiene durante las pruebas conductuales, lo que se asume como una administracién crénica del
farmaco durante 3 meses. Todos los animales son sometidos a una sesién de estrés por inmovilizacién
(IMO) y, tras 10 minutos de reposo, se anestesian y se extrae sangre por puncién cardiaca para comparar
los valores fisioldgicos y celulares con los obtenidos en un grupo de controles no sometidos a choques

inescapables (No-IS).
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3.1. Animales de experimentacion

En este estudio, se emplean ratas albinas, Rattus norvegicus, de la cepa Wistar,
obtenidas en el Servicio de Experimentacidon Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca. Las
ratas fueron tratadas de acuerdo con las normas nacionales e internacionales vigentes (RD
53/2013) y en todo momento se aplicaron las directrices Europeas (2010/63/EU) para la

proteccién de animales de experimentacion y otros fines cientificos.

Las ratas controles y experimentales fueron sometidas a las mismas condiciones durante
todo el estudio, evitando asi posibles fuentes de variacidon externas. Durante el desarrollo del
estudio, todos los animales se mantuvieron en un ambiente de temperatura constante (212 C),

con ciclo luz/oscuridad de 12 c/u y con acceso libre a la comida y al agua.

3.1.1. Grupo Piloto (A)

Como se describe en el ANEXO [, se usaron ratas jévenes de ambos sexos, con 9-10
semanas de edad y unos 200-300 g de peso (hembras y machos respectivamente), a las que se
ha estudiado durante 1 mes. Ademas, se emplea un grupo de animales que se mantienen sin

interferencias y sirven como controles del procedimiento (No-IMO).

3.1.1.1. Grupos Experimentales:
Los animales se han dividido en 6 grupos de ambos sexos.

- Animales control (grupo Control)

- Animales control tratados con Sertralina i.p. durante 8 dias (grupo Control+ SERT)

- Animales control tratados con solucidn salina i.p. durante 8 dias (grupo Control+ Veh)

- Animales sometidos a sesiones de estrés por restriccion durante una semana (grupo RS)

- Animales sometidos a sesiones de estrés por restriccion durante una semana y tratados con
Sertralina i.p. durante 8 dias (grupo RS+ SERT)

- Animales sometidos a sesiones de estrés por restricciéon durante una semana y tratados con

solucion salina i.p. durante 8 dias (grupo RS+ Veh)
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3.1.2. Grupo estrés prenatal (B)

Como se describe en los ANEXOS 11, Il y IV, se usaron ratas adultas: hembras nuliparas
(A), machos reproductores (B) y sus crias. Una vez fecundadas y gestantes, las hembras se
separan de los machos y se mantienen cada una en su caja, asigndndose aleatoriamente cada

hembra a una de las dos condiciones experimentales, estrés prenatal o no estrés.

3.1.2.1. Grupos Experimentales:
Se estudiaron un total de 85 crias, 40 hembras y 45 machos distribuidos en 4 Grupos

Experimentales.

- Animales no sometidos a estrés prenatal y que no reciben Sertralina (Control).
- Animales no sometidos a estrés prenatal y que reciben Sertralina (Control-SERT).
- Animales sometidos a estrés prenatal que no reciben Sertralina (PS).

- Animales sometidos a estrés prenatal que reciben Sertralina (PS-SERT).

3.2. Induccion de estrés

3.2.1. Protocolo de Estrés por restriccion

La movilidad de las ratas se restringe colocandolas en cilindros de metacrilato
transparente (7-8 cm de didmetro y de 13 a 14 cm de longitud) durante 45 minutos,
exponiéndolas simultdneamente a una luz (ldmpara con una bombilla halégena de 80 W de
intensidad). La longitud del cilindro se ajusta al tamafo corporal de la rata, teniendo cuidado de
no dafiar al animal.

Las sesiones se hacen en una habitacidn silenciosa, y el protocolo se repite 3 veces al dia
durante 7 dias, exclusivamente durante la fase de iluminacién del ciclo luz-oscuridad, separadas

por un periodo de recuperacion de tres horas.

3.2.2. Protocolo de Estrés Prenatal
En el ultimo tercio de la gestacidon (G15-G21), se repite el protocolo de restriccién con

hembras gestantes. La movilidad de las ratas se restringe colocandolas en los mismos cilindros
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de metacrilato descritos anteriormente durante 45 minutos, exponiéndolas simultdneamente a
la misma luz intensa, 3 veces al dia (ANEXO II, ANEXO Il y ANEXO IV). En estas condiciones, la
rata se encuentra totalmente inmovilizada; sélo se permite un ligero movimiento de la cabeza y

de las extremidades anteriores (Figura 5).

Figura 5: Método de restriccion de movimientos e
iluminaciéon. Se muestran tres ratas hembras gestantes
durante el proceso de induccién de estrés.

Las madres Control permanecen durante todo el periodo de gestacién en su caja, sin
someterlas a manipulaciones perturbadoras. Después del parto, las madres permanecen con
sus crias durante el periodo de lactancia hasta el destete, sin sufrir ninguna alteracioén. A los 21
dias de edad, se separan las crias de la madre, se pesan, se clasifican segun el sexo y la camada,
y se distribuyen aleatoriamente de acuerdo a la condicion prenatal a que fueron sometidas y al

tratamiento postnatal que van a recibir posteriormente (con o sin tratamiento farmacoldgico).

3.2.3. Protocolo de Estrés por Inmovilizacion (IMO).

Los animales del estudio se someten a una sesién Unica de estrés justo antes de ser
sacrificados, y se comparan con un grupo de animales no sometidos a esta manipulacidon (No-
IMO). Se usan cilindros de metacrilato y ldmparas similares a las usadas en los protocolos
anteriores, pero la restriccion de movimientos es casi total (ANEXO [), manteniendo los

animales inmovilizados durante 30 minutos (adaptado de Koenigy cols., 2005).
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3.3. Tratamiento Farmacoldgico

3.3.1 Administracion de Sertralina al grupo Piloto
El farmaco, Sertralina (Besitran© Pfizer S.A. Madrid, Espaia), o la solucion salina
(cloruro sddico al 0,9%) se administra intraperitonealmente (i.p.), durante 8 dias, a dosis de 5

mg/kg/dia, diluido en un volumen de 1 ml de solucidn salina.

Figuras 6 y 7: Manipulacion de las ratas para la
inyeccion intraperitoneal. La rata para ser
inyectada, se envuelve a en un pafo con olor
familiar para su fijacion, intentando no
N\ provocarle ningun estrés adicional.

3.3.2. Administracion de Sertralina al grupo estrés prenatal

Durante dos (ANEXO Il) o tres meses (ANEXO Il y IV), las ratas son mantenidas en
grupos de 4 a 6 en cajas de policarbonato (45cm x 30cm x 20cm) administrandoles SERT por
via oral, diluida en el agua de la bebida. Cada 3 dias, se cambia el agua de los biberones y se
prepara nuevamente a la concentracion requerida, segin el peso de los animales. Usando
biberones graduados, calculamos el consumo diario de liquido y, de acuerdo al peso del
animal, ajustamos la cantidad del fadrmaco que afiadir al agua para administrar una dosis de 5
mg/kg/dia (de Magalhdes-Nunes, 2007). A los grupos controles, se les administra agua

filtrada.
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3.4. Pruebas Comportamentales

3.4.1. Medicion del reflejo auditivo de sobresalto y de la PPI
3.4.1.1. Equipo
Como se describe en el ANEXO Il y el ANEXO IV, la medicion del reflejo auditivo de
sobresalto (RAS) y de su Inhibicién por Estimulo Previo (PPI), se realizé6 empleando el sistema

SR-LAB (San Diego Instruments, San Diego, CA, USA) (Figura 8).

Figura 8. Equipo de medicion del
reflejo auditivo de sobresalto. El
equipo consta de varias cdmaras para
realizar multiples mediciones a la vez.

El sistema estd constituido por un cilindro acrilico transparente (8,2 cm de diametro)
donde se coloca el animal a evaluar. Este cilindro reposa sobre una plataforma de metacrilato,
acoplada a un acelerémetro piezoeléctrico que se encarga de detectar cualquier movimiento
gue se produzca en el cilindro. El estimulo sonoro se produce en un altavoz, colocado a 24 cm
sobre el cilindro. Todo ello se encuentra colocado dentro de una cdmara de aislamiento acustico
(38 x 40,5 x 58,5 cm) que posee ventilacion e iluminacién propia. El sistema se encuentra
acoplado a un ordenador personal, que posee una tarjeta de adquisicion de datos para
transformar la informacidn analdgica a digital; también, mediante el ordenador y empleando el
sistema informatico SR-LAB, se definen las caracteristicas de los estimulos acusticos. El sistema
informatico almacena las respuestas del animal y ademds, permite su visualizacién durante toda

la ejecucidn de la sesidn de estudio.
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3.4.1.2. Procedimiento

La rata se coloca en la cdmara de aislamiento vy, tras 5 minutos de aclimatacién, se
suceden los pulsos de estimulacién correspondientes a la prueba de medicién del reflejo,
alternando estimulos de baja intensidad (ruido blanco de 65, 70 y 80 dB SPL, respectivamente,
de 20 ms de duracion), que actian como prepulsos, seguidos de un ruido intenso de 115 dB de
20 ms que desencadena el RAS. El tiempo entre los estimulos sucesivos es de 30 segundos, con
un total de 64 estimulos. Durante toda la sesién, se mantiene un ruido de fondo de 40 dB SPL,
con el fin de evitar interferencias de ruidos externos y asegurarnos una igualdad de condiciones
experimentales.

La magnitud porcentual de la PPI se calcula para cada intensidad del prepulso segtn la

siguiente férmula:

(amplitud del RAS en ensayos sin estimulo previo)-(amplitud del RAS en

PPI = ensayos con estimulo previo) x 100

(amplitud del RAS en ensayos sin estimulo previo)

3.4.2. Prueba del Campo Abierto

3.4.2.1. Equipo

El campo utilizado es un area circular con 1,2 m de diametro, una pared acrilica de 50
cm de alto, descubierto y centralmente iluminado con una ldmpara de 80 W a una altura de 60
cm (Figura 9). El suelo del campo abierto estd dividido en 12 areas externas (pegadas a la pared)

y 7 dreas internas (hacia el centro).

3.4.2.2. Procedimiento

La prueba esta descrita en el ANEXO Il. Se realiza repetidamente tres dias consecutivos,
a la misma hora para cada animal (entre las 12:00 h y las 14:00 h). El hecho de que esta prueba
se realice en una superficie abierta, ancha e iluminada, hace que la rata desencadene una
respuesta exploratoria y exprese conductas especificas. El animal percibe el nuevo ambiente

como potencialmente peligroso, y el analisis de su respuesta sirve como el primer indicador de
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la emocionalidad incondicionada (Roth y Katz, 1979). Es posible conocer la actividad
exploratoria de cada animal contando el numero de veces que las diferentes dreas son
atravesadas, obteniendo la actividad locomotora en cada zona (Roth y Katz, 1979; Pivina y cols.,
2007), o sea, la actividad exploratoria total; la exploracion externa (outer crossing activity- OA);
la exploracidon interna (inner crossing activity- IA); y el cociente de la exploracion

interna/exploracion externa (IA/OA). Se mide también la actividad exploratoria vertical

(Rearings) en cualquiera de las zonas.

Figura 9: Vista panoramica del equipamiento
usado para realizar la prueba de campo abierto
(CA). La habitacién donde se realiza la prueba esta
semi oscura, siendo el centro del CA la zona mas
iluminada. Las divisiones estan dispuestas en
circulos concéntricos que el animal puede explorar
libremente. Las areas mas pegadas a la pared del
cilindro constituyen la zona de exploracién externa
(OA). Las areas internas constituyen la zona de
exploracién interna (IA).

3.4.3. Prueba de evitacidn activa tras choques inescapables

La prueba bidireccional es un paradigma basado en el aprendizaje asociativo por un
proceso de condicionamiento de Pavlov (Pinheiro y cols., 2007). La evitacion o el escape activo
son paradigmas de aprendizaje instrumental en el que los animales pueden controlar la
exposicion a los estimulos aversivos al realizar respuestas de escape, que constituyen

normalmente respuestas activas que permiten a los individuos mantenerse a salvo.

3.4.3.1 Equipo
Se utiliza la caja de Mower-Millar (Figura 10). Es una caja metalica (50 cm de largo por
25cm de fondo y 25cm de alto), con la pared anterior transparente, para poder observar la

actuacion del animal. El piso estd formado por barras electrizables, que permiten aplicar
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choques eléctricos y posee una barrera con una puerta (10x 10 cm), que divide la caja en dos

compartimientos iguales, donde normalmente se permite el paso libre del animal.

Figura 10: Caja de Mower-Miller. Sobre ella estd la unidad que
controla la intensidad, cantidad y duracion de choques y el
intervalo entre choques.

3.4.3.2. Procedimiento.

3.4.3.2.1 Choques Inescapables.

Como se describe en el ANEXO lll, la prueba se inicia con 2 sesiones de habituacion de 3
minutos de duracién durante 2 dias consecutivos, en los cuales, la rata se acostumbra a la caja
experimental. En esta prueba, se introduce la rata en el lado izquierdo del aparato y no se
permite el paso libre del animal hacia el lado derecho. Al tercer dia, se hace una sesion con la
misma duracion, pero tras un minuto de aclimatacion, se someten los animales a una secuencia
de 3 choques eléctricos inescapables (IS) de 0,35 mA, con una duracion de 5 segundos y con un
intervalo de 20 segundos entre choques. La rata se deja reposar otro minuto, se observa el
comportamiento y se retira devolviéndola a su caja.

En el dia de los choques, se contabiliza la respuesta motora a los choques: nimero e
intensidad de vocalizaciones y saltos (en la presencia de cada uno de los tres choques se evalla
la rata con: 0O, indica que no responde; 0,5, si la respuesta es poco intensa; 1, responde
intensamente; asi la puntuacion de cada animal en la prueba varia del 0 al 3). Se mide, ademas,

el porcentaje de tiempo que el animal permanece en estado de inmovilizacidn o freezing.
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3.4.3.2.2 Choques escapables.

La prueba de choques escapables comienza 4 dias tras los IS. Esta prueba se realiza en
sesiones diarias de 10 ensayos cada una durante 10 dias consecutivos, y se permite el paso libre
del animal, ya que la barrera estd abierta. En esta prueba las barras electrizables sirven de
estimulo incondicionado (El). El aparato para realizar la prueba esta dotado de un generador de
luz (de 3 W de intensidad) y es el encendido de la luz (durante 5 segundos) el que actua de
estimulo condicionado (EC), que sirve como sefial de aviso y antecede a la presentacién del El (3
segundos antes del choque). El animal debe asociar que, tras el encendido de la luz, se produce
la descarga eléctrica, la cual se puede evitar cruzando hacia el compartimento que no tiene luz.

Los parametros evaluados estan descritos en el ANEXO Ill. Resumidamente, en cada
sesion se contabiliza el nimero de veces que los animales adoptan cada uno de los siguientes
tres tipos de respuestas:

a) Respuesta de evitacion: es la respuesta adecuada para evitar sufrir el choque eléctrico.
Cambio de compartimento en presencia del estimulo condicionado (EC) (la luz) y antes
de la aparicién del estimulo incondicionado (El) (el choque eléctrico);

b) Respuesta de huida: es la respuesta adecuada para acortar la duracion del El. Se
considera respuesta de huida el cambio de compartimento en presencia del choque
eléctrico;

c) Respuesta nula: se da cuando el animal no es capaz en ningin momento de interrumpir
el EC, ni tampoco de interrumpir el El asociado con el EC. Cuando el animal no pasa a

través de la barrera y se queda en el compartimiento donde recibié el choque eléctrico.

3.4.3.2.3. Valoracion de cada tipo de respuesta.

El porcentaje de respuestas de evitacion permite evaluar la capacidad de aprendizaje y
retencién de memoria. Por condicionamiento pavloviano, la rata aprende a evitar y no sufrir el
choque eléctrico al asociar el El con el EC. Se considera que los animales estan condicionados
cuando son capaces de evitar el choque eléctrico por lo menos el 70% de las veces y durante
dos sesiones consecutivas.

El porcentaje de respuestas nulas permite evaluar el déficit de escape inducido por los

IS. Consideramos como actitud o conducta de desamparo, cuando los animales no logran
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escapar o huir, y responden de forma persistente con respuestas nulas a los choques. Se
considera que los animales presentan una respuesta conductual extrema si presentan el 100%

de respuestas nulas en 3 sesiones consecutivas de estudio.

3.4.3.2.4. Actividad locomotora y manifestaciones de emocionalidad

Se evalua la actividad motora y exploratoria del animal bajo la influencia de la situacion
experimental, midiendo la actividad locomotora antes del inicio de cada ensayo (AAE) y la
actividad entre ensayos (IEE), o sea, se contabiliza el nimero de veces que la rata cruza la
puerta sin que hubiera sido estimulada a hacerlo, antes y durante cada ensayo.

Como indicadores de integridad sensoriomotora y emotiva se contabilizan las
respuestas a los estimulos: El (choques), midiendo las vocalizaciones (suma del nimero e
intensidad de chillidos audibles durante las 10 sesiones) y saltos (n? e intensidad durante las 10
sesiones); y las respuestas a los estimulos EC: respuestas de orientacion a la luz (el animal
orienta la mirada a la luz sin moverse). Se contabiliza ademas el nimero de bolos fecales

(Archer, 1973; Katz y cols., 1981).

3.4.4. Prueba de respuesta emocional condicionada (CER)

3.4.4.1. Equipo

Para esta prueba se usa la misma caja de Mower-Miller, utilizada para el estudio de
condicionamiento de evitacion. En esta prueba, la puerta se mantiene cerrada durante todo el

experimento, y el animal apenas puede explorar el lado izquierdo de la caja.

3.4.4.2. Procedimiento

El procedimiento esta descrito en el ANEXO IV. Muy brevemente, la prueba se inicia con
2 sesiones de habituacion de 3 minutos de duracion durante 2 dias consecutivos, en los cuales
la rata se acostumbra a la caja experimental. Al tercer dia, se hace una sesidn con la misma
duracidn, sélo que, una vez colocada la rata en la cdmara experimental y, tras un minuto de
aclimatacién, se somete a una secuencia de 3 choques eléctricos de 0,35 mA (footshock), con

una duracidn de 5 segundos y con un intervalo de 20 segundos entre choques. Se deja reposar a
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la rata otro minuto, se observa el comportamiento y se la devuelve a su caja. Pasadas 24 horas,
los animales se re-exponen a la prueba una vez por dia y con una secuencia de 4 sesiones. Estas
sesiones ocurren sin choques y sin dar todavia acceso al lado derecho de la caja, y sirven para

introducir un recuerdo situacional del choque (Armario y cols., 2008).

3.4.4.3. Valoracion de la prueba.

Una vez expuestas las ratas a choques a los que no pueden escapar, se permite evaluar
el condicionamiento del miedo y su extinciéon. El condicionamiento del miedo se forma al
crearse un nexo entre el estimulo neutro (EC), que en este caso es el contexto (la caja), vy el
estimulo intenso, los choques eléctricos (EI) (Savonenko y cols., 1999). El “miedo” es
cuantificado como el porcentaje de tiempo invertido por la rata haciendo crouching o freezing
durante la duracidn de la prueba y se define en el ANEXO |V, como postura de defensa (DEF). La
extincion del miedo ocurre cuando, en la 42 sesidn tras los choques, la rata pasa menos del 10%
del tiempo total de prueba en una postura de defensa.

Durante los 7 dias de la prueba, se miden ademas el nimero de rearings (exploracion vertical) y

de groomings (movimientos de acicalamiento utilizando los miembros superiores o la lengua).

3.5. Estudios bioquimicos

3.5.1. Obtencidn del material bioldgico para estudios bioquimicos

Una vez terminado el estrés por IMO, dejamos la rata reposar 10 minutos en una caja
limpia (Maccari y cols.,, 2003), pasados los cuales se anestesia con una sobredosis de
pentobarbital sdédico (60 mg/kg de peso por via i.p.). Se realiza una puncién cardiaca (en el
ventriculo izquierdo) y se extrae sangre. En cada extraccién, se divide el volumen de sangre
obtenido en dos alicuotas, una de ellas se recoge en un tubo al vacio de 2 ml (venoject™) con
EDTA (K3) para la obtencién de sangre total y la otra en un vial eppendorf™ de 1,5 ml, sin
anticoagulante para obtener suero.
Las muestras se dejan una hora a temperatura ambiente, siendo después refrigeradas y
centrifugadas a 1000 x g a 42 C durante 20 minutos. El suero obtenido es decantado en viales

eppendorf™ y usado inmediatamente para analisis bioquimicos. Parte del plasma obtenido sirve
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para hacer los hemogramas y la otra parte se conservd a -809C para la posterior determinacion

de ACTH.

3.5.2. Bioquimica del suero y plasma sanguineo

Como se describe en los ANEXOS |y 1V, para los andlisis bioquimicos usamos el equipo
SPOTCHEM™ EZ device (QBC europe), con tiras de tm Il (Liver-1, ARKRAY®) para determinar las
proteinas totales, Albumina, Bilirrubina Total; y las enzimas citosdlicas, Glutamato-oxalacetato
transaminasa (GOT), glutamato-piruvato transaminase (GPT) y Lactato deshidrogenasa (LDH).

El hemograma se obtuvo mediante el equipo ADVIA 120 (Hematology System). Los
parametros hematoldgicos obtenidos fueron: numero de eritrocitos, concentracion de
hemoglobina, hemoglobina corpuscular media (MCH), hematocrito, nimero de plaquetas,

volumen plaquetario medio (MPV) y nimero y tipo de leucocitos.

3.5.3. Valoracién de los niveles de ACTH

El estudio se realizd en el laboratorio de Fisiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Lisboa. El procedimiento de radioinmunoensayo se llevd a cabo
segln las especificaciones del fabricante (kit ImmuChemm Double Antibody hACTH | RIA kit MP
Biomedicals).

En primer lugar, se reconstituyen los reactivos congelados Anti-ACTH en el agua
suministrada en el kit, se mezclan ligeramente y se dejan reposar durante 15 minutos a 4°C. Se
adicionan las soluciones en el orden indicado en el protocolo, pipeteando los reactivos
directamente de los viales. Se anade el agua diluyente, el hACTH estandar (para construir la
curva de calibraciéon por dilucion seriada), las muestras, el antisuero, los controles para ACTH y
finalmente el hACTH -?°I. Tras 30 segundos, se agita cada tubo en un agitador vértex hasta
obtener un color homogéneo, incubandose posteriormente a 42C durante 16 horas. Pasado el
tiempo de incubacidn y tras una centrifugacion (1000 x g durante 15 minutos a 62 C), se decanta

el sobrenadante y se evalua en el contador de radiacién gamma del laboratorio.
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3.6. Estudios estadisticos

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa SPSS (versién 15.0
para Windows; SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA). La descripcion y evaluacién de los datos se
efectué mediante el valor de la media * error estandar de la media (SEM), tanto para variables
continuas, como para frecuencias absolutas y relativas de variables categodricas. Los resultados
se compararon entre los diferentes grupos haciendo uso del médulo ANOVA, y en los casos
apropiados, se realizaron comparaciones multiples post-hoc y empleando el test t de Student
para variables independientes. En los estudios longitudinales, los resultados se compararon
entre los diferentes grupos haciendo uso del test de ANOVA mixto split-plot, con comparaciones
por pares Sheffé (andlisis inter-sujetos) y Bonferoni (andlisis intra-sujetos). Cuando fue
adecuado, se empled el test del “chi” cuadrado. El nivel de significacion estadistica aceptado fue

p< 0,05.
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4.1. Grupo piloto: animales jovenes sometidos a estrés por restriccion y
tratamiento posterior con Sertralina

4.1.1. Efecto del estrés por restriccion en animales jovenes tras completar el
protocolo de estrés.

Segun el disefio experimental descrito en la Figura 1 del ANEXO I, en el experimento 1
evaluamos el efecto del estrés por restriccién (RS) en animales adultos, estudiando las
modificaciones que se producen sobre el RAS y sus modulaciones. Se comparan los valores
del RAS y PPl un dia después de someter los animales al RS (RAS/PPI2) con los valores de RAS

y PPl un dia antes de iniciado el protocolo de estrés, i.e. con sus valores basales (RAS/PPI1).

4.1.1.1. Amplitud del RAS.

Cuando se analiza la amplitud del RAS un dia después de someter las ratas al protocolo
de estrés por restriccion (ANEXO |, Figura 2A), se observa una tendencia a un ligero
incremento en sus valores inducido por el RS, aunque las diferencias entre controles y animales
estresados no fueron significativas (F17.= 2.58, n.s.). El sexo del animal es un factor
determinante en la respuesta al RAS, existiendo diferencias significativas entre machos y
hembras en ambos grupos, F17.= 4,47, p< 0,001, donde los machos presentan mayores valores

de amplitud del RAS.
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ANEXO | - Figura 2. Resultados de la medicion del reflejo auditivo de sobresalto. A) Amplitud del RAS
(expresado en unidades arbitrarias) en animales de ambos sexos después de una semana de estrés por
restriccion (RS) y animales que no sufren estrés (Control). B) Porcentaje de cambio en las amplitudes del
RAS inducida por el estrés tanto en hembras como en machos, cuando se mide un dia después de
finalizado el protocolo de estrés por restriccion (cada animal es su propio control). N = 17 animales por
grupo y sexo. Cada columna representa las medias + error estandar de la media (SEM). ¥¥, p< 0,01,y ¥, p
< 0,05, indican las diferencias entre machos y hembras.

Cuando se evalud el cambio en porcentaje (%) de las amplitudes de la respuesta de
sobresalto auditivo en cada individuo (RAS2/ RAS1) x 100) — 100), el analisis confirmé que la
modulacion del RAS no resulta alterada significativamente por el estrés (F1,72 = 1,29, n.s.), a

pesar de que los machos control exhiban una tendencia de habituacién (Figura 2 B).

4.1.1.2. Analisis de la PPI.
Para evaluar la PPI, utilizamos diversos paradigmas experimentales, con estimulos
prepulso de 65, 70 y 80 dB SPL. La mayor inhibicién se consigue al emplear el prepulso de mayor
intensidad (datos no mostrados), por lo cual, para estudiar la PPl entre diferentes grupos,

elegimos el prepulso de 80 dB SPL.
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Con ese paradigma experimental, no se encontraron diferencias en los valores de la PPI
como efecto del estrés (ANEXO |, Figura 3A) en ambos sexos. En general, los machos presentan
valores de PPI significativamente mayores que las hembras (F1,74= 70,60, p <0,001).

Por otra parte, el andlisis de varianza teniendo en cuenta los factores grupo x sexo x dia,
indica que los valores de PPI se incrementaron significativamente en relacién a sus valores
basales (o sea, PPI 2 vs. PPl 1), F174= 24,06 p<0,001, sin que el estrés (F174=1,89) o el sexo (F1,74
=3,89) influyeran. El analisis post-hoc permite apreciar que la diferencia en los machos fue
significativa, independientemente del tratamiento de estrés y, en las hembras, la PPl aumenta

sélo en el grupo sometido a estrés por restriccion (ANEXO |, Figura 3B).
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ANEXO | - Figura 3. Porcentaje de inhibicién prepulso. (A) Porcentaje de inhibicién prepulso en animales
de ambo sexos después de una semana de estrés por restriccion (RS) y en animales sin estrés (Control).
(B) Medias (xSEM) de las diferencias en los valores de la PPl inducida por el estrés en animales de ambos
sexos, un dia después de finalizado (en relacién a los niveles basales). ¥¥¥, p < 0,01, indican las diferencias
entre machos y hembras; **, p < 0,01y *, p < 0,05, indican un aumento significativo en la PPL.
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4.1.1.3. Evaluacidn de las latencias del RAS y de su PPI.
Tanto la latencia de la respuesta de sobresalto auditivo como de su PPl no se alteran
significativamente con el estrés (F175= 2,17, y F175= 0,021, n.s.). No se aprecian diferencias por
efecto del RS, pero si se pudo demostrar una interaccion del grupo con el sexo (Fi,75= 6,5,

p=0,013), y las hembras muestran un valor de latencia de la PPI menor que los machos (ANEXO

I, Tabla 1).
Startle Latency
groups Females Males
Mean value Difference vs. basal Mean value Difference vs. basal
Control 311421 +0.271£ 2.6 35.3+1.8 -3.52+23
RS 30.5+2.3 -1.82 +3.3 36.7+ 1.8 +0.61+1.7
PPI Latency
groups Females Males
Mean value Difference vs. basal Mean value Difference vs. basal
Control 269+1.3¥% -0.25%1.6 287+1.3 -2.37+2.1
RS 28.6+2.1 +1.11+1.4 289+1.1 -195+2.2

ANEXO | — Tabla 1. Valores medios de latencia del RAS y su PPI. Se muestran los valores de las medias +
SEM tanto del RAS como de la PPl en animales de ambos sexos de los diferentes grupos experimentales
(N = 17-21 animales por grupo y sexo). ¥, p < 0,05, indica diferencias significativas entre machos y
hembras después del procedimiento experimental en los animales Control.

4.1.1.4. Estudio de la variacion del peso corporal pasados 7 dias.

El andlisis entre machos y hembras se realizd por separado. Todos los animales
incrementaron su peso a lo largo de la semana que duré la prueba (p <0,001, en ambos sexos).
El estrés por restriccion afecta a la ganancia de peso en ambos sexos, siendo la diferencia sélo
significativa en los machos (p<0,01); los machos estresados pesan menos (14,213,7 g) que sus

controles (ANEXO |, Figura 4).
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ANEXO | - Figura 4. Efecto del estrés por restriccion sobre del peso corporal. Valores de peso corporal
en animales hembras (A) y machos (B) sometidos o no a restriccién (RS y Control). Abreviaturas: PND 70 y
PND 78 dias postnatales 70 y 78, respectivamente; N = 17-21 animales por grupo y sexo. El peso se
expresa como el valor medio + SEM. aa, p < 0,01, indica el efecto del estrés por restriccion en los machos.

4.1.2. Efecto de la administracion de Sertralina intraperitoneal en ratas
previamente sometidas a estrés por restriccion.
Tal y como se describe en el disefio experimental, en el segundo experimento del

ANEXO | se administré SERT a los animales previamente sometidos a estrés por restriccion del
experimento anterior. El presente experimento permite evaluar los efectos de someter a
sesiones repetidas del RAS/PPI animales Control; animales sometidos a estrés por restriccidn
(RS) y animales sometidos al RS/o no y sometidos a tratamiento intraperitoneal con SERT (5
mg/kg/dia) o Salino (vehiculo), al comparar en cada grupo experimental los valores del RAS

al final de experimento (RAS/PPI4) con sus valores basales (RAS/PPI1).

4.1.2.1. Amplitud del RAS
Una vez finalizado el procedimiento experimental, la amplitud del RAS no muestra
valores significativamente diferentes entre los grupos de estudio (ANEXO I, Figura 5).
Dadas las grandes diferencias en los valores del RAS entre individuos, dentro de cada

grupo experimental, el andlisis se complementd evaluando el porcentaje (%) de alteracidén a

largo plazo (LTC) de la amplitud del RAS en cada individuo (RAS4/ RAS1) x 100) -100). Con este

analisis, se confirma que ni el grupo (Fs73 = 1,22) ni el sexo (F1,73 = 3,43) influyen en la amplitud
del RAS, pero si hay interaccion del sexo con el grupo (Fs7s = 2,93, p=0,02), afectando la

modulacién del RAS entre-sesiones. Cuando se separa el analisis por sexo, se aprecia un efecto
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del estrés por restriccion en los machos (ANEXO |, Figura 6B), efecto que se manifiesta en un
incremento porcentual en la amplitud del RAS de un 74,8 + 30,7 % en relacién a los controles
(p<0,05) y la SERT no lo revierte por completo. En las hembras, el procedimiento de inyeccion
del fdrmaco ha sido el Unico factor que modifica ligeramente la amplitud del RAS, efecto que es

revertido por la SERT (ANEXO I, Figura 6A).
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ANEXO | - Figura 5. Amplitud del reflejo auditivo de sobresalto en los diferentes grupos experimentales.
Valores medios de la amplitud del RAS (en unidades arbitrarias) en hembras (A) y machos (B)
previamente estresados por restriccion y no estresados, que fueron sometidos a 8 dias de inyecciones
intraperitoneales con vehiculo (RS + Veh; Control + Veh), SERT (5 mg/kg/dia) (RS + SERT Control + SERT), o
no inyectados (Control, RS). El peso corporal se usé como covariable. N= 8 animales por grupo y sexo
(valores medios + SEM). ¥ p < 0,05, indica diferencias significativas entre machos y hembras en todos los
grupos experimentales.
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ANEXO | - Figura 6. Estudio longitudinal de la amplitud del reflejo auditivo de sobresalto. Porcentaje de
los valores del cambio a largo plazo en la amplitud del RAS inducido por los paradigmas experimentales
en (A) hembras y (B) machos. Los valores de peso corporal se toman como covariable. N = 8 animales por
grupo y sexo. Medias = SEM.*; p < 0,05, indica una disminucidn significativa del reflejo de sobresalto; a, p
< 0,05, indica el efecto del estrés por restriccion en machos (RS vs. Control). ¥, p < 0,05, indica diferencias
significativas entre machos y hembras.

4.1.2.2. Analisis de la PPI

Una Unica inyeccidn i.p. de farmaco o de solucién salina no modifica los valores de la PPI,
pero las inyecciones i.p. repetitivas si modifican significativamente dichos valores en relacién a
los valores basales (grupo*sexo*dias) Fiss = 19,92, p< 0,001. Aunque no sea significativo el
efecto grupo (Fsss = 0,71, p=0,62), la PPl si se modifica en relacién a las dos variables
combinadas, grupo*sexo (Fsss = 7,2, p< 0,001).

En los grupos de animales que no reciben tratamiento i.p. (Control o RS), los valores de
PPI practicamente no se modifican en ambos sexos, mientras que en los animales inyectados
con suero salino (Control+ Veh y RS+ Veh) la PPl aumenta, independientemente de que los
animales hayan sido previamente estresados o no (efecto pinchazo) (ANEXO |, Figura 7). El
tratamiento con SERT revierte ligeramente este “efecto pinchazo” en los machos, y mas

notoriamente en las hembras.
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ANEXO | - Figura 7. Efecto de la inyeccidn intraperitoneal sobre el porcentaje de inhibicion prepulso.
Porcentaje de inhibicion prepulso en (A) hembras y (B) machos. Diferencia en los valores medios de la PPI
(x SEM) inducidos por los paradigmas experimentales en las hembras (C) y machos (D) para los 6 grupos
experimentales: previamente estresados o no y no inyectados (RS; Control); y previamente estresados o
no inyectados intraperitonealmente (i.p.) con SERT (5 mg/kg/dia) (RS + SERT Control + SERT), o vehiculo
(RS + Veh; Control + Veh) durante 8 dias. ¥¥¥, p <0,001, ¥¥, p< 0,01,y ¥, p<0,05, indican las diferencias
significativas entre machos y hembras; b, p < 0,05, indica el efecto de SERT en las hembras. **, p < 0,01,y
* p < 0,05, indican el aumento significativo de la PPl como efecto de la inyeccion i.p. con vehiculo en
ambos sexos.

4.1.2.3. Evaluacion de las latencias del RAS y de la PPI.

Los valores de las latencias de respuesta del RAS y de la PPI no varian con los diferentes
tratamientos, pero si se evidencia interaccidon entre los valores de latencia, grupo y sexo,
probablemente por la diferente respuesta de cada sexo a cada protocolo experimental y por las
diferencias entre sexos. En general, se observa que el procedimiento de inyeccion acorta la
latencia de respuesta. En los machos, este efecto alcanza significacién en los resultados de la
medicidn del RAS, acortandose significativamente la latencia de respuesta independientemente

del estrés anterior (p<0,05) (ANEXO I, Tabla 2).
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Startle Latency

Experimental groups Females Males
Mean values * s.e. Mean values * s.e.

Control 30.1+ 33 37.2+3.1
Control + Veh 26.8+3.2 ¥ 35.7+ 3.0*
Control + SERT 32.6+ 3.3 37.9+ 3.1
RS 295+3.1¥ 40.7+ 3.3
RS + Veh 31.0+ 4.5 34.6+ 3.0*
RS + SERT 33.7x 3.3 40.2+ 3.1

PPI Latency

Experimental groups Females Males
Mean values * s.e. Mean values * s.e.

Control 31.1+ 25 34.1+ 2.1
Control + Veh 267+ 2.1 284+ 2.1
Control + SERT 30.7+ 2.3 25.6+x23b
RS 272+ 2.1 ¥¥ 35.2 1.8
RS + Veh 247+ 3.2 ¥ 326 £3.2
RS + SERT 286+ 2.3 249 +2.1b

ANEXO | - Tabla 2. Efectos de la administracién i.p. de SERT sobre la latencia del RAS y de la PPl en
animales que sufren estrés por restriccion.

¥¥ p <001vy¥ p< 0,05 indican diferencias significativas entre machos y hembras después del
procedimiento experimental; b, p < 0,05, indica el efecto de la SERT en los machos vs. Control; *, p < 0,05,
indica la disminucidn significativa de la latencia del RAS por efecto de las inyecciones intraperitoneales
con vehiculo en los machos, en comparacion con los valores basales. Valores medios + SEM en los
diferentes grupos experimentales (N = 8 por grupo y sexo).

4.1.2.4. Evaluacion del peso corporal
Todos los animales de ambos sexos incrementan su peso de forma significativa durante
los 16 dias de duracion del experimento (p <0,001). El tratamiento i.p. con SERT o solucién
salina durante 8 dias no induce cambios significativos en el incremento del peso de los animales
de ambos sexos, aunque en los machos (estresados o no), el tratamiento con SERT induce una
ligera pérdida de peso (los machos CC+SERT y SS+SERT pesan respectivamente -8,4+3,2 y -8,3

13,1, en relacién a sus controles).

4.1.2.5. Andlisis de parametros fisioldgicos.
Un dia después de la ultima prueba comportamental, los animales de ambos sexos de

los diferentes grupos experimentales estudiados fueron expuestos a un nuevo factor
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estresante, el estrés por inmovilizacién (IMO). Se analizan diferentes parametros hematoldgicos

que se comparan entre los diferentes grupos de animales (No-IMO) (ANEXO I, experimento 3).

4.1.2.5.1. Analisis hematoldgico.

Los animales sometidos a estrés por IMO (sean Controles o RS) y no inyectados,
presentan un aumento en el hematocrito (%), en la concentracién de hemoglobina corpuscular
media (MCH) (pg) y en los factores de coagulacion (nimero de plaguetas y volumen
plaquetario), en comparacion con los animales No-IMO, sin que el nimero de eritrocitos se
haya cambiado (ANEXO |, Tabla 3). Sin embargo, los animales previamente sometidos a
inyecciones diarias (Control+ Vehiculo) no experimentaron alteraciones relativamente a los
animales No-IMO, diferenciandose de sus controles (Tabla 3), efecto que no fue revertido

completamente por el tratamiento con SERT.
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Erythrocytes Hemoglobin Hematocrit MCH Platelet MPV
Experimental groups (108 /u1) (g/d1) (%) (pe) (103 /u1) fL{pum?)
No-IMO 7.8+£0.1 149+03 40.4+0.7 19.6+0.2 914.1.5+60.4 7.9+0.2
Control 7803 157+03 ¥ A5.4+1.6%% ¥ 199 + 0.7 1036.3=62.8 10.9+0.3**
Females Restraint stress 7.9=03 166+04 440+ 1.6 20704 1411.2+71.1**a  11.0+0.5*
Control + Vehicle 74+02 ¥ 13.8= 0.6iii 37.9+0.9ii ¥ 17.8+0.6 **iii  771.6+£88.2 10.1+0.5*
Control + SERT 70= 0.5 152= 0.6 396+1.7 20.6=0.5bb 866.2+128.3 10.5+0.7*
F=1.3,ns F=11.3, p<0.001  F=64.0, p<0.001 F=12.9, p<0.001 _ F=10.4, p<0.001 F=5.5, p<0.001
No-IMO 8.2+0.2 154+0.2 40.7+0.5 187+01 908.5+61.1 7.7+01
Control 8.4+£0.2 17.2+£0.2 47 6+ 1.0%%* 19.7+03 927.3£62.8 10.8+£0.3%*
Males Restraint stress 7703 16.2+0.3 421+1.2 209+0.2%* 1254.8+£67.1%*a 11.4+£05**
Control + Vehicle 8.1+0.2 14.5+ 0.4iii 43.1+£2.0ii 17.9+03ii 707.6+108.2 96=+04
Control + SERT 8.1+0.4 14.6+ 051 38.5+ 1.5iii 20.4+0.5bb 728.2+124.3 12.3+0.6** bb
F=1.9, ns F=9.3, p<0.001 F=11.7, p<0.001 F=9.5, p<0.001 F=8.5, p<0.001 F=10.5, p<0.001

ANEXO | - Tabla 3. Efectos del estrés por inmovilizacion sobre parametros hematolégicos. Valores
plasmaticos obtenidos en animales de ambos sexos 10 minutos después de la exposicion al estrés por
inmovilizacion (IMO) (RS, Control+ vehiculo, Control+ SERT) o no expuestos a IMO (No-
IMO).Abreviaturas: MCH, concentracion de hemoglobina corpuscular media; MPV, volumen plaquetario
medio. ¥, p < 0,05, indica diferencias significativas entre machos y hembras; ***, p <0,001, **, p<0,01y
* p < 0,05, indican una diferencia significativa cuando se comparan con los valores de los animales No-
IMO; a, p < 0,05, indica un efecto del estrés por restriccidn (diferente de los controles); bb, p < 0,0, indica
un efecto de la SERT (diferente del vehiculo); iii, p < 0,001, ii, p < 0,01, yi, p <0,05, indican un efecto del
procedimiento intraperitoneal (diferente de los controles). Medias + SEM en los diferentes grupos
experimentales (N = 6 por grupo y sexo).

4.1.2.5.2. Bioquimica del suero

Como se muestra en la Tabla 4, la condicién de estrés agudo (IMO) aumenta los niveles
de casi todos los pardmetros metabdlicos estudiados en el suero de ambos sexos. Aun asi, las
proteinas albumina, bilirrubina y las enzimas LDH y GOT incrementaron significativamente en
los animales previamente estresados (ya sea como consecuencia de la restriccién o por efecto
de la inyeccion i.p. con vehiculo), en comparacion con los animales sin perturbaciones (Anexo |,
Tabla 4); el tratamiento con SERT contrarresta, en parte, esos efectos. No se observaron
diferencias con el sexo en los parametros estudiados, pero en los machos en particular, el RS

exacerbd los efectos del estrés por IMO, arriba descritos (Tabla 4).
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Experimental groups T-pro Alb T-bil GOT GPT LDH
g/dl g/dl me/dl /L /L /L
No-IMO 6.0+0.2 33+0.1 0.30:0.1 54.6+87 27.7+58 423.4+122
Control 62+0.1 35+0.1 0.60£0.1 107.9+£8.2%* 37.5:6.8 2589.2 £350%**
Females  Restraintstress  _ ., 38+0.1%F  05540.1 129.4+8.1+%* 292447 3579.74247%%*a
Control + Vehicle ¢, 55 3.8:0.0%% 043101 117.8+6.8%%* 229:43 33242 £230%**
Control+SERT ;3.9 32+401bb 042401 122.4 +8.1%* 18.4+4.8 1694.8+271b
F=6.1,p=0.001  F=8.4,p<0.001 F=l7,p=ns  F=18.4,p<0.001  F=2.9,ns F=18.8, p<0.001
No-IMO 62402 3.4:0.1 0.30+0.1 68.249.1 29.7.45.8 485.7+242
Control 6.2+01 3.4+01 0.360.0 1018485 34742 1614.9+263 *¥
Restraintstress ., 5 38+0.1a 070+01%a 1365+7.1%**a 312457 3081.7+237*%*a
Males
Control + Vehicle ¢ 5,4, 3.7£0.1 0.37:0.1 109.5+7.5% 37.2:6.0% 3314.2+ 260%**ji
Control + SERT 5540.1 3.4£0.0 0.28+0.1 106.4 8.0 18.5¢48 b 1564.84272bb

F=3.2, p=0.02 F=3.4,p=0.02  F=4.7,p=0.003 F=8.2, p<0.001 F=4.2,p=0.006 F=12.5, p<0.001

ANEXO | - Tabla 4. Parametros séricos analizados en los diferentes grupos de estudio. ***p < 0,001, ** p
< 0,01y * p < 0,05, indican una diferencia significativa en comparacién con los animales No-IMO; a p <
0,05, indica el efecto del estrés por restriccion (diferente de los controles); bb, p < 0,01y b, p < 0,05,
indican el efecto de SERT (diferente de Control + vehiculo); ii, p < 0,01, indica el efecto del procedimiento
intraperitoneal (diferente de los controles); ¥, p < 0,05, indica diferencias significativas entre machos y
hembras. Valores medios + S.E. (N = 6 por grupo y sexo). Abreviaturas: T-Pro, proteina total; Alb,
albumina; T-bil, bilirrubina total; GOT, Glutamato-oxalacetato transaminasa; GPT, Glutamato-piruvato-
transaminasa; LDH, lactato deshidrogenasa.

4.1.2.5.3. Andlisis del leucograma

Como se muestra en la Tabla 5 del ANEXO [, la IMO no afecté el perfil de leucocitos en los
animales Control. Sin embargo, en animales que experimentaron un factor estresante previo, se
observd leucopenia en ambos sexos. Esta modificacion fue mds evidente en los animales
sometidos al procedimiento de inyeccidn diaria, efecto que no fue revertido por la SERT. En
ambos sexos el numero total de linfocitos fue significativamente menor en los animales
inyectados i.p. que en los controles (Tabla 5). En las otras células leucocitarias analizadas
(granulocitos, basdfilos y eosindfilos) no se encontraron diferencias por efecto de los

tratamientos (datos no mostrados). Por otra parte, no se encontraron diferencias dependientes
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del sexo en ningun otro pardmetro estudiado, aunque el RS afecta mas los machos que a las

hembras.

Experimental Groups Leukocytes Neutrophils Lymphocytes Monocytes
(103 1) (10%/ 1) (103/ i) (103 1)
No-IMO 48+04 0.9+ 0.1 3.5+04 0.08 + 0.01
Control 5.2+ 0.4 0.8+0.1 4.0+0.3 0.07 £ 0.01
Females oo iraint stress 3.2+0.7 0.4+0.1 27+05 0.04 £ 0.01
Control + Vehicle 1.5 = 0. 4% **jjj 0.4 = 0.4%%jj 0.9 £ 0.7**iii 0.03 £ 0.01%ii
Control + SERT 1.1 + Q.7 **iii 0.4+ 0.3% 0.5 + 0.5%*iii 0.05+ 0.01%*
F=13.2, p<0.001 F=7.2, p<0.001 F=11.5 p<0.001 F=5.6, p=0.001
No-IMO 5.9+ 0.5 0.9+ 0.1 3.9+ 0.2 0.09+ 0.01
Control 58+ 05 0.9+0.1 47+03 0.10+ 0.01
Males Restraint stress 3.5+ 0.6%a 0.6+0.1 27+04 0.03 + 0.01*aa
Control + Vehicle 2.6+ 0.5**iii 0.7+ 0.1 1.8 + 0.8%iii 0.05+0.01i
Control + SERT 1.7 + 0.6%**iiji 0.4+0.1 0.6 + 0.6**iii 0.06 + 0.01%ii

F=11.3, p<0.001

F=2.9, p=0.031

F=9.4, p<0.001

F=7.6, p<0.001

ANEXO | - Tabla 5. Efectos del estrés inducido por inmovilizacién sobre la formula leucocitaria en los
animales de estudio. Medias + SEM en los diferentes grupos experimentales (N = 6 por grupo). ***p <
0,001, ** p< 0,01y * p<0,05, indican una diferencia significativa en comparaciéon con los animales No-
IMO; aa, p < 0,01, a, p < 0,05, indica el efecto del estrés por restriccion en los machos (diferente de los
Control); iii, p <0,001, ii, p<0,01yi, p<0,05, indican el efecto del procedimiento intraperitoneal
(diferente de los Control).

4.2. Animales adultos sometidos a estrés prenatal y tratados con
Sertralina durante adolescencia

4.2.1. Efecto del estrés prenatal sobre el peso corporal durante la infancia
Las ratas recién nacidas (P1) hembras que sufrieron estrés prenatal presentan un menor
peso corporal con relacién a las que no sufrieron PS (p<0,01). En los machos, no hay diferencias
entre el peso de los animales expuestos al PS y sus controles. Las diferencias ponderales

desaparecen al destete, pero a los 28 dias de edad (P28) el efecto se revierte, y las hembras que
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sufrieron PS, exhiben un mayor peso que sus controles (63,5+ 2,46 vs 57,9+ 2,24). (ANEXO II,

Tabla 1).
Females Males
Control Prenatal stress Control Prenatal stress
P1 64 +1.1 594 1598 6.7+ 13 6.2+ 1.6
P21 408+ 24 3898+ 21 3965+ 2.2 432 £ 2.7
P2s 7B+ 29 G484+ 3274 682+ 25 662+ 28

ANEXO II- Tabla 1. Efectos del estrés prenatal sobre los valores de peso corporal.

Peso corporal de los animales antes del inicio del tratamiento farmacoldgico: al nacer (P1), en el destete
(P21) y a los 28 dias de edad (P28) (N= 18-20 animales por grupo y sexo). aa, p < 0,01, y a, p < 0,05,
indican un efecto del estrés prenatal (Medias + SEM).

4.2.2. Efectos del estrés prenatal y de Sertralina sobre el peso corporal desde la
adolescencia hasta la edad adulta
Durante la fase de adolescencia y una vez iniciado el tratamiento con SERT, es evidente
la ganancia de peso con la edad (p < 0,001), y la gran diferencia en la tasa de crecimiento entre
machos y hembras (p < 0,001). Analizando las diferencias de peso en conjunto, se aprecia que -
mientras al inicio de esta fase no se encuentren diferencias por efecto del estrés precoz ni del
farmaco- a los 90 dias de edad y tras 2 meses de tratamiento con SERT, el peso en los animales
tratados disminuye, siendo significativo el efecto en los machos (ANEXO I, Figura 1 B). En las
hembras, se pone de manifiesto ademas un efecto del estrés precoz, afectando a la ganancia
del peso; las hembras PS ganan mas peso que sus controles y la SERT lo revierte (ANEXO II,

Figura 1 A).
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ANEXO II- Figura 1. Efectos del estrés prenatal y del tratamiento con SERT sobre el aumento de peso
corporal. Valores medios (+ SEM) del peso de los animales desde la adolescencia hasta la edad adulta. (A)
hembras; (B) machos. (N= 9-11 animales por grupo y sexo). a, p < 0,05, indica el efecto del estrés
prenatal; b, p < 0,05, indica un efecto de la SERT en los animales control

4.2.3. Evaluacion de la amplitud del RAS y de su habituacion

En general, se observa un incremento significativo de amplitudes del RAS en todos los
animales desde la edad P30 hasta P90 (F177 =312,3), p<0,001. El incremento no depende del
grupo experimental (Fs77=2,06), aunque, como cabria esperar, si depende del sexo (F177 =69,6),
p<0,001.

Mientras que a los 30 dias de edad auln no se encuentran diferencias entre machos y
hembras, éstas se manifiestan en el dia P90. En los machos, la amplitud de respuesta al RAS es
significativamente superior en todos los grupos experimentales (p<0,01). El estrés prenatal no
influye sobre este parametro a la edad P30 (Fs77 = 2,06, p=0,113), pero a los 90 dias de edad, ya
se comienzan a apreciar ligeras diferencias entre los grupos control y estresado, presentando
las ratas estresadas de ambos sexos mayores valores del RAS, independientemente de si éstas
recibian o no SERT, pero sin significacién estadistica (Fs77 = 2,67, p=0,058) (ANEXO I, Figura2).
Los resultados indican que el tratamiento con el fdrmaco SERT no induce cambios en el RAS.

Cuando se analiza la habituacién a la respuesta de sobresalto intra-sesion (analisis de la
diferencia entre el primero y el ultimo bloque, expresada en porcentaje), se observan
diferencias entre los diferentes grupos experimentales. El estrés prenatal disminuye la

habituacion en las hembras (p = 0,034) (ANEXO I, Figura 3), manteniéndose la respuesta de
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sobresalto a lo largo de la sesién. Este efecto se revierte por la SERT. Los machos expuestos a
PS no manifiestan esta modificacion en la habituacién, por lo que se diferencian

significativamente de las hembras de su grupo (p = 0,03).
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ANEXO II- Figura 2. Efecto del estrés y de la Sertralina sobre la amplitud del RAS. Valores de RAS
expresado en unidades arbitrarias en los dias posnatales P30 y P90 en los animales de ambos sexos
sometidos o no al estrés prenatal (PS y CONTROL), y sometidos o no a estrés prenatal y tratados con
SERT (Control-SERT y PS-SERT) (5 mg/kg/dia). Medias + SEM (en el P30, N = 18-20 animales por grupo y
sexo; en el P90, N = 9-11 por grupo y sexo). ¥, p < 0,05, indica un efecto de sexo en todos los grupos
experimentales.
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ANEXO II- Figura 3. Efecto del estrés prenatal y del tratamiento con Sertralina sobre la habituacién del
RAS. Valores de habituacion del RAS expresados en % en las hembras (A) y machos (B) en el dia posnatal
P90. a, p < 0,05, indica el efecto del estrés prenatal; ¥, p < 0,05, indica un efecto del sexo. Medias + SEM
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4.2.4. Latencia del RAS

El estrés prenatal incrementa ligeramente la latencia de respuesta del RAS (ANEXO II,
Figura 4), lo que provoca que las hembras que sufren PS muestren respuestas mds lentas en
relacion a sus controles (p=0,046), efecto que la SERT no modifica.

También encontramos diferencias en la latencia de respuesta del RAS entre machos y
hembras en todos los grupos, excepto el grupo de animales que sufren PS, siendo los machos
los que presentan mayores valores de latencia del RAS (son los mas lentos en responder) que las
hembras (p < 0, 001). Por otra parte, se observa una fuerte correlacidon entre la amplitud del
RAS vy su latencia (r=0,74, p<0,001), lo que implica que los animales mas lentos en responder,

son también los que responden con mayor intensidad.
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ANEXO II- Figura 4. Latencia del RAS en los diferentes grupos experimentales.
Valores de latencia del RAS en la edad de P30 y P90 en hembras (A) y machos (B). Medias + SEM. a, p < 0,05 indica

el efecto del estrés prenatal en las hembras; ¥, p < 0,05, indica el efecto del sexo en todos los grupos excepto los
animales PS

4.2.5. Prueba de Campo Abierto

4.2.5.1. Actividad exploratoria total

La actividad exploratoria total se evalud, sumando la actividad exploratoria externa
(OA), con la actividad exploratoria interna (lA) y la exploracién en vertical (rearing). Existe una
alteracion significativa de la actividad total con la exposicion repetida a la prueba (en los 3 dias
consecutivos) (F2,49 = 4,94, p=0,009), sin influencia del grupo o del sexo. La actividad exploratoria

total no se encuentra significativamente alterada entre los diferentes grupos experimentales
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(Fs49 = 1,74, p=0,84), pero se presentan diferencias entre los dos sexos (Fi4 =11,1
p=0,002); las hembras son, en general, mas activas que los machos, siendo la diferencia
significativa entre los animales control y los sometidos a estrés prenatal. En los animales

tratados con SERT, las diferencias entre machos y hembras no resultaron significativas.

4.2.5.2 Actividad exploratoria externa (OA)

No se aprecian diferencias en la actividad exploratoria externa entre los grupos, aunque
los animales estresados de ambos sexos presentan una ligera disminucion de la actividad en
relacion a sus controles (PS vs. CONTROL: -12,15+ 6,8 numero de cruces en las hembras; y -
14,38 + 7,2 en los machos) (ANEXO II, Figura 5A). Ratas machos y hembras sometidas a estrés
prenatal manifiestan un comportamiento exploratorio diferente (p=0,02); los machos que
sufren PS exploran significativamente menos la zona exterior del CA que las hembras del mismo

grupo (ANEXO I, Figura 5B).

4.2.5.3. Actividad exploratoria interna (lA)

No se aprecian diferencias entre controles y animales sometidos a estrés prenatal (Fs49 =

0,26, p=0,81) en la IA, pero si un efecto marginal del sexo, (p=0,058) debido a los diferentes

valores entre machos y hembras estresados; los machos sometidos a PS exploran

significativamente menos el interior del CA que las hembras del mismo grupo (-5,73 + 1,9 cruces

totales, p= 0,045). Las diferencias son significativas los dos primeros dias (p= 0,019 y p= 0,049

respectivamente) (ANEXO II, Figura 5C). La administracion de SERT modula este parametro de

forma diferente en machos y hembras, disminuyendo la capacidad de exploracion interna en las

hembras controles (Control-SERT: 3,78+ 2,3 vs. Control: 7,89 + 1,9) y estresadas (PS-SERT: 5,33

+2,3 vs. PS: 7,16 * 2,0). En los machos, la SERT no afecta la actividad exploratoria interna y

parece ser que es el PS el factor que afecta dicha actividad (ANEXO I, Figura 5D).
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ANEXO IlI- Figura 5. Efectos del estrés prenatal y del tratamiento con SERT en la prueba de campo
abierto. Valores de actividad exploratoria horizontal donde se muestra el nimero de cruces externos_A'y
B) y de cruces internos (C y D) observados, durante las sesiones de 3 minutos en 3 dias consecutivos.
Medias + SEM (N = 9 por grupo y sexo). ¥, p < 0,05, indica un efecto del sexo en los animales PS. *, p <
0,05, y **, p < 0,01, indica un aumento significativo en el nimero de cruces externos e internos en las
hembras Control.

4.2.5.4. Actividad exploratoria vertical (rearings)

No se aprecian grandes diferencias en la actividad exploratoria vertical entre los grupos
de estudio (p=0,63), siendo de nuevo el sexo el Unico factor influyente (p=0,035), especialmente
en los animales del grupo PS, donde los machos muestran valores significativamente menores

de rearings que las hembras (-4,1 + 1,1 p=0,01) (ANEXO I, Figura 6).
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ANEXO II- Figura 6. Efectos del estrés prenatal y del tratamiento con SERT en el nimero de rearings en
la prueba de campo abierto. Se muestran el nimero de rearings total (A) y en cada uno de los tres dias
de la prueba (B) en los diferentes grupos experimentales (medias + SEM). ¥, p < 0,05, indica un efecto del
sexo en los animales PS. *, p < 0,05, indica una disminucion significativa en el nimero de rearings desde
el dia 1 al dia 2 de prueba, en las hembras PS-SERT.

4.2.5.5. Cociente IA/OA

Calculado el cociente entre la actividad exploratoria interna y la actividad exploratoria
externa (IA/OA), globalmente los 3 dias de estudio en el CA y de forma individual cada dia, se
aprecia que los machos sometidos al estrés prenatal muestran sefiales de ansiedad,
presentando dificultades para explorar el centro del Campo desde el primero dia (ANEXO I,

Figura 7), efecto que la SERT revierte.
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ANEXO II- Figura 7. Relacion entre la actividad exploratoria interna y externa (IA/OA) el primer dia en
el campo abierto a, p < 0,05, indica un efecto del estrés prenatal en los machos; ¥, p < 0,05, indica

diferencias por efecto del sexo.

4.2.6. Estudio del leucograma

La férmula leucocitaria se modifica por el estrés gestacional, aunque no lo hace en

funcion del sexo (ANEXO IlI, Tabla 2). El ana

isis cuantitativo del recuento de leucocitos indicé

una pronunciada leucopenia en animales previamente estresados. El tratamiento con SERT no

afecté a la féormula leucocitaria en los animales del grupo control, pero en los animales

estresados, revirtio los valores leucocitarios a niveles normales.

Group Leukocytes Neutrophils Lymphocytes Monocytes Basophils

(10%/ 1) (10%/ 1) (10%/ 1) (10%/ 1) (109 1)

Control 5.45+0.6 0.86+0.1 4.34+0.3 0.09+0.01 0.01+0.001

Control-SERT 4,78+ 0.7 1.16%x0.2 3.53+x0.6 0.07 £ 0.02 0.02 + 0.003
PS 1.85+0.522 bb 0.63+0.1 0.93+0.4%2b 0.06+0.01 0.003 +0.002°

PS-SERT 4.43*0.6 1.00+0.2 3.22+0.6 0.07 £ 0.02 0.01+0.003
F=16.3, p<0.001 F=1.9, p=0.14 F=18.3,p<0.001  F=0.8,p=0.49 F=7.2,p<0.01

ANEXO II- Tabla 2. Valores de varios parametros plasmaticos en los grupos experimentales. Indicadores
plasmaticos obtenidos en la sangre arterial en animales de ambos sexos en el dia P98. Medias + SEM (N=
6 por grupo). a, p < 0,05y aa, p < 0,001, indican un efecto del estrés prenatal; b, p < 0,05y bb, p < 0,001,

indica el efecto de SERT.
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4.3. Evaluacion de la Conducta tras someter a los animales de ambos
sexos a estrés prenatal y tratarlos con Sertralina, después de una sesion

de choques inescapables

4.3.1. Choques Inescapables (IS)

4.3.1. 1. Reacciones a los choques

La cuantificacidon de la sensibilidad de los animales estudiados a los choques inescapables
(IS) a los 88 dias de edad (P88), muestra diferencias en funcion del grupo y del sexo en cuanto a
las respuestas de saltos (saltos involuntarios), vocalizaciones (chillidos) y el porcentaje de
tiempo de permanencia en freezing.

Como se aprecia en la Figura 1 (ANEXO lll), el nimero e intensidad de las vocalizaciones
resulta afectado por el estrés prenatal en ambos sexos - los animales estresados chillan menos
y con menor intensidad en respuesta a los choques eléctricos que sus controles- y estas
diferencias son significativas entre las hembras no tratadas (PS vs. Control: -1,51 + 0,53, p=
0,036). Por otra parte, la administracién de SERT revierte el efecto del estrés sobre estos
parametros (numero e intensidad de los chillidos).

En relacidn a los saltos, existen diferencias en cuanto al género; en los machos, una vez
mas, el estrés prenatal afecta la respuesta a los IS disminuyéndola (-0,75+ 0,47, n.s.) y la SERT lo
revierte. Por el contrario, en las hembras, la administracidn del antidepresivo es el Unico factor
gue modifica la conducta de salto, disminuyendo su nimero e intensidad en reaccién a cada
choque (ANEXO llI, Figura 1). Las hembras controles que no tomaron el fdrmaco muestran una
conducta de salto mds aumentada que los machos (Control: +1,42 + 0,47, p=0,004; PS: +1,74 +

0,46, p<0,001).
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ANEXO IllI- Figura 1. Efectos del estrés prenatal y del tratamiento con Sertralina sobre las reacciones a
los choques inescapables. Numero e intensidad total de vocalizaciones y de saltos en los animales de los
diferentes grupos experimentales de ambos sexos (0 indica que no responde; 3 indica que responde con
intensidad méxima a los 3 footschoks). a, p < 0,05, indica el efecto del estrés prenatal; b, p < 0,05, indica
el efecto de SERT; ¥¥, p < 0,01; ¥¥¥, p < 0,001, indican un efecto del sexo en animales no tratados. Cada

barra representa la suma de la intensidad de respuesta por presentacién de los 3 choques, expresada en
medias+ SEM.

Analizando el tiempo en el cual los animales permanecen en estado de freezing durante
la sesion de choques, se aprecia un efecto importante de la SERT, que induce una disminucidn
de ese pardmetro en ambos sexos. Puede observarse también un efecto del PS actuando de
forma opuesta, tanto en machos como en hembras. En los machos que sufren PS el tiempo que
permanecen en estado de freezing disminuye, mientras que en las hembras sometidas a PS

aumenta (ANEXO Ill, Figura 2).
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ANEXO llI- Figura 2. Efectos del estrés prenatal y del tratamiento con Sertralina sobre el tiempo que las
ratas permanecen en estado de freezing durante la sesidon de choques inescapables. aa, p < 0,01, indica
un efecto del estrés prenatal en los machos; bb, p < 0,01; b, p < 0,05, indican un efecto de la SERT; aab, p
< 0,01, indican diferencias entre los animales PS-SERT y los controles. ¥¥, p < 0,01, indica un efecto del

sexo en los animales no tratados (Medias + SEM).

4.3.2. Choques Escapables

4.3.2.1. Respuesta de evitacion

Al someter los animales a IS, detectamos diferencias grandes en funcién del sexo y del
grupo en cuanto a las respuestas de evitacion. En los machos, un bajo porcentaje de animales
logrd superar los criterios de condicionamiento propuestos en las pruebas estandarizadas (el
22% de los machos PS; 14% de los machos Control; 16% de los machos PS-SERT y 16% de los
machos Control-SERT).

Entre los grupos de hembras, encontramos grandes diferencias en la capacidad de
evitacion (p =0,001): las hembras estresadas tuvieron la mayor tasa de éxito y no parece que la
exposicion previa a los IS produzca ninguna afectacion (el 87,5% de las hembras PS cumplieron
los criterios de condicionamiento propuestos frente al 44,4% de hembras controles); también,
el fdrmaco parece revertir el efecto de los IS en las hembras controles, ya que el 66,6% de las
hembras Control-SERT logré evitar los choques; en las hembras estresadas y tratadas (PS-SERT)
apenas el 16% aprende a evitar los choques. Se constata, ademads, un adelantamiento de las

hembras PS en el tiempo necesario para que se condicionen (ANEXO llI, Figura 3B).
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El efecto del sexo en la capacidad de evitacién, arriba apreciado, es debido a la
proporcidon superior de ratas hembras que cumplen los criterios de condicionamiento en
relacion a los machos. Cuando se analizan las diferencias entre sexo para cada grupo, las
pruebas post-hoc sefialan un niumero superior de respuestas de evitacidén en las hembras que en
los machos, especificamente en los grupos PS (+ 22,6 + 3,9%, p < 0,01) y Control-SERT (+ 28,8 +
4,6%, p<0,01).
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ANEXO llI- Figura 3. Respuestas de evitacidn entre sexos y grupos.

Valores de evitacidon en sesiones diarias en hembras (A) y machos (B) y (C) comparacion entre machos y
hembras en cada uno de los grupos experimentales (cada barra representa la suma de las respuestas de
evitacion en las diez sesiones diarias). N = 8 por grupo y sexo. a, p < 0,05, y aa, p < 0,01, indican un efecto
del estrés prenatal; b, p < 0,05, y bb, p < 0,01, indican un efecto de la SERT; ¥¥, p < 0,01; indica un efecto
del sexo (Medias + SEM).
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4.3.2. 2. Respuesta de escape

El andlisis del porcentaje de respuestas de huida permite demostrar marcadas
diferencias entre los grupos estudiados, F349 = 23,2 p < 0, 001. Como se aprecia en la Figura 4,
ANEXO IlI, la SERT induce un aumento del niumero de respuestas de huida, en ambos sexos.
Entre los machos, la diferencia es significativa cuando se comparan los animales tratados con
SERT y los no tratados, los machos que tomaron SERT presentan una conducta de huida
persistentemente superior a la que exhiben los que no tomaron el farmaco (p<0,001). También,
se diferencian las hembras que tomaron SERT de las que no la tomaron, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa para las hembras estresadas (p<0,001). En ambos sexos, los
animales PS-SERT mantienen un nivel de respuestas de huida elevado (entre los 55,3 + 9,6% y
los 90 * 9,1%), desde la primera hasta la Ultima sesidn, siendo ésta la respuesta predominante

en este grupo.
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ANEXO IllI- Figura 4. Comparacion de las respuestas de escape entre los diferentes grupos

experimentales. Valores de las respuesta de escape expresado en % a lo largo de las sesiones diarias en
las hembras (A) y machos (B), en cada grupo experimental. aa, p < 0,01 y aaa, p < 0,001, indican el efecto
del estrés prenatal; b, p < 0,05, bb, p < 0,01 y bbb, p < 0,001, indican el efecto de la SERT (valores medios
+ SEM).
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4.3.2.3. Déficit de escape

El analisis del porcentaje de respuestas nulas es un indicador del desamparo que pueda
padecer un animal; los animales que presentan déficit en la respuesta de escape, no evitando ni
huyendo de los choques muestran una actitud de desamparo y viceversa. En la Figura 5, ANEXO
I, se puede observar el efecto de la SERT en ambos sexos a lo largo de las sesiones de estudio.
Los animales tratados con SERT (Control-SERT y PS-SERT) presentan desde la primera sesiéon
muy pocas respuestas nulas (ANEXO Ill, Figura 5A y 5B). En ambos sexos, la SERT actua
ayudando a que los animales escapen de los choques, independientemente de la condicién de
estrés anterior.

Los animales no tratados (Control y PS), inician la prueba de aprendizaje sin conseguir
alcanzar las respuestas adecuadas, pero, con el seguimiento de las sesiones, mientras las
hembras sustituyen las respuestas nulas por respuestas de evitacién o de huida, los machos no
tratados (estresados o no) siguen presentando el déficit de escape y no responden. En ambos
grupos de animales no tratados con el antidepresivo, los machos presentan significativamente
mas respuestas nulas que las hembras (+19,6 + 6,6%, p=0,005, en los animales Control; y + 19,7
1 6,4%, p =0,003, en los animales PS).

Evaluado el porcentaje de animales que presentan 100% de respuestas nulas en 3
sesiones consecutivas de estudio (como indicador de respuesta conductual extrema),
comprobamos que los machos expuestos al PS fueron el Unico grupo que presentd tal conducta

(30% de los machos PS, datos no mostrados).
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ANEXO Il - Figura 5. Efectos de la SERT sobre la conducta de escape. Valores de escape en los animales
estudiados, hembras (A) y machos (B) en cada grupo experimental; y (C) comparacién entre machos y
hembras en cada uno de los grupos experimentales (cada barra representa la suma de las respuestas
nulas en las diez sesiones diarias). n = 8por grupo y sexo. b, p < 0,05y bb, p < 0,01, indican un efecto de la
SERT. ¥, p < 0,05, indica un efecto del sexo en los animales no tratados (Medias + SEM).

4.3.2.4. Actividad locomotora durante los intervalos entre ensayos

Al medir la actividad locomotora antes del inicio de cada ensayo (AAE) y la actividad
entre ensayos (IEE) se verifica que la AAE no esta influida por el grupo o sexo de los animales,
cosa que si sucede en la IEE, observidndose la influencia del grupo (p=0,009) y del sexo

(p=0,015). Analizando cada uno de los grupos, se apreciaron diferencias en ambos sexos entre
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los valores estimados para la actividad IEE por efecto de la SERT, disminuyéndola
especificamente en los animales sometidos a estrés prenatal (ANEXO Ill, Figura 6).

Las hembras, sin embargo, también mostraron diferencias por efecto del estrés
prenatal, siendo las hembras PS mas activas que sus controles (p=0,04). Esta mayor actividad
estd correlacionada con el porcentaje de evitaciones obtenido (r=0,91*), o sea, las ratas mas
activas durante la prueba, al ir pasando de un compartimento al otro, por ensayo y error, van
aprendiendo a asociar los estimulos. Por contraste, la IEE estd negativamente relacionado con el
déficit de escape (r=-0,6%*).

Una vez mas, se demuestran diferencias en la actividad motora entre machos y hembras
sometidos a PS (p=0,007). Las hembras sometidas a PS hacen mas cruces que los machos del
mismo grupo (+47,1 + 16,8).

Aungue existe una correlaciéon positiva entre la actividad motora demostrada en el CA
(Actividad exploratoria total) y la IEE en esta prueba (r= 0,36**), esta correlacién no se

mantiene entre la Actividad exploratoria total y la AAE (r=0,14).
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ANEXO Ill - Figura 6. Actividad inter-ensayo de los animales de ambos sexos en cada grupo

experimental. a, p < 0,05 indica un efecto del estrés prenatal; ab, p < 0,05, indica las diferencias entre los
machos PS-SERT y Control; bb, p < 0,01, indica el efecto de la SERT; ¥¥, p < 0,01, indican un efecto del
sexo en los animales estresados (PS). Cada barra representa la suma de cruces inter-ensayos durante las
diez sesiones de choques escapables (Medias + SEM).
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4.3.2.5. Andlisis de la emotividad

En cada exposicidon a la caja de choques se contabiliza el nimero de bolos fecales para
cada animal, encontrando una diferencia significativa en los mismos entre animales tratados y
no tratados de ambos sexos (p < 0,001) (ANEXO Ill, Figura 7). El nimero de bolos fecales, cuyo
analisis permite evaluar la ansiedad, estda correlacionado con el indice de huidas que caracterizd
a este grupo animal (r=0,69**).

No existen diferencias en la manifestacion de las reacciones a los choques (saltos y
vocalizaciones) entre grupos, y tampoco hay diferencias segun el sexo. Como seria de esperar,
el nimero e intensidad de los saltos en respuesta a los choques disminuye gradualmente desde
la 12 hasta la Ultima sesion (datos no mostrados). Lo que es mas sorprendente es que esta
disminucion ocurre igual en los animales que no logran aprender y no evitan los choques, no
estando este parametro correlacionado con el aprendizaje (r=-0,24).

Como cabria esperar, mientras los animales van asociando el EC (luz) con el El
(choques), van dejando de mirar la luz y van actuando, siendo la disminucion de respuestas de
orientacién a la luz significativa, Fs441= 54,3, p < 0,001 y correlacionada con las respuestas de
evitacion ( r=-0,31*). Pero esta disminucion es dependiente del tratamiento con SERT, Fy7,441
=2,67 p<0,001. Una vez mas, hay diferencias entre los animales tratados con SERT y los no
tratados en ambos sexos (p < 0,001), los animales tratados presentan mds veces las respuestas
de orientacién al EC (ANEXO Il - Figura 7).

En ambos sexos, los animales estresados y tratados con SERT no logran evitar los
choques (apenas huyen cuando se aplican). Esto no puede explicarse porque no aprendan o no
entiendan el significado de los estimulos que los preceden, ya que miran constantemente la luz
y se ponen en la puerta esperando el choque (datos no mostrados), estando estos parametros
positivamente correlacionados (respuestas de huida y Luz, r= 0,6**). El nimero de defecaciones
estd positivamente correlacionado con el nimero de respuestas a los estimulos, como la
orientacién hacia la luz (r=0,62**) y las vocalizaciones audibles (r=0,32*), y esta negativamente

correlacionado con la actividad motora durante los ensayos (IEE, r=0,38**; AEE, r=0,26%).
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ANEXO Il - Figura 7. Analisis del nimero de defecaciones. Se evalluan los efectos del estrés prenatal y
del tratamiento con SERT (5 mg/kg/dia) en las medidas de emocionalidad en los animales de ambos
sexos, cuando se exponen repetidamente a la caja de choques previamente emparejada con choques
inescapables. Cada barra representa la suma de los bolos (A) y las respuestas de orientacion a la luz (B)
en las diez sesiones diarias (valores de media + SEM). bb, p < 0,01 y b, p < 0,05, indican un efecto de la
SERT.

4.4. Evaluacion de los efectos del estrés prenatal y del tratamiento con
Sertralina tras someter a condiciones de re-estrés a los animales adultos
de ambos sexos

4.4.1. Evaluacion de la inhibicion prepulso y su latencia

En el dia posnatal 90 (P90), cuando se mide la PPI, verificamos que no hay diferencias ni
en los valores de inhibicién de prepulso ni en la latencia de la PPl entre los grupos
experimentales (ANEXO IV — Figura 2). El sexo del animal si afecta los valores de PPl y su
latencia; los machos presentan valores de PPl superiores a las hembras (p<0,01) y su latencia es

mayor en los grupos de animales no tratados. La SERT anula este dimorfismo sexual.
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ANEXO IV — Figura 2. Comparacion entre los valores de PPl y su latencia en los diferentes grupos
experimentales. (A) Valores de la PPl y (B) de la latencia de la PPI (estimulos 80dB), en el dia posnatal P90
en los animales de ambos sexos, anteriormente estresados por estrés prenatal o no (PS y Control) y
tratados con SERT (5 mg/kg/dia) o no (PS-SERT y Control de-SERT). N = 8 animales por grupo y sexo
(Medias £ SEM). ¥¥, p < 0,01, indica un efecto del sexo en los animales no tratados.

4.4.2. Cambios en la respuesta condicional emotiva (Prueba del CER)

4.4.2.1. Postura de miedo o defensa (DEF)

El andlisis del porcentaje del tiempo utilizado por cada animal en cada una de las
posturas asociadas a conductas defensivas o de miedo (freezing y crouching respectivamente),
muestra una correlacion muy fuerte entre ellas en todos los momentos de la prueba (antes de
los choques r=0,6, p<0,001; en el dia de los choques r=0,844, p<0,001; y después de los
choques r=0,52 p<0,001), por lo cual, preferimos analizarlas en conjunto y llamar a este nuevo
parametro postura defensiva (DEF).

Se aprecian fuertes diferencias en la adopcion de posturas defensivas en cada momento
segln el género; en los animales Control no existe dimorfismo sexual ni antes ni después de los
IS, pero en los animales PS, las diferencias entre sexos son evidentes antes y en el dia de IS,
estando los machos mds tiempo inmdviles y alertas que las hembras (+3,90 + 1,6, p=0,03),
diferencias que dejan de observarse tras los IS. Al contrario, los animales tratados con SERT de
ambos sexos no se diferencian antes de los IS, pero tras este proceso, muestran grandes

diferencias en el condicionamiento del miedo y su extincion.
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4.4.2.1.1. Habituacion al contexto de estudio
La primera vez que se introduce a las ratas en la caja experimental, antes de los choques,
el acto no tiene todavia valor aversivo, los animales demuestran poco comportamiento
defensivo (dia-1y dia-2), y el porcentaje de tiempo DEF fue comparable para todos los animales
(ANEXO 1V, Figura 3). Hay diferencias entre los sexos en los animales PS; los machos PS pasan

mas tiempo inmdviles y alertas que las hembras (p=0,03).

4.4.2.1.2. Sesién de Choques

Durante la sesién de choques, se asocian los choques (El) con el contexto (EC), y el
miedo a la caja (tiempo DEF) aumenté significativamente cuando se compara con el periodo de
habituacion (p < 0,001). La SERT disminuye la respuesta defensiva a los choques en ambos sexos

(p<0,01).

4.4.2.1.3 Condicionamiento del miedo

Cuando se vuelven a colocar en la caja asociada a los choques eléctricos, los animales de
todos los grupos experimentales, de ambos sexos, aumentd el comportamiento de DEF (Fy49 =
65,6, p<0,001).

Para explorar el efecto del farmaco y del estrés en la adquisiciéon de la respuesta
condicionada de miedo para cada sexo, se analizaron por separado los dias 1y 2 post-choque.
Tras un dia de la administracion de los choques, al re-exponer las ratas a la caja, apreciamos
grandes diferencias en el comportamiento DEF entre los animales de los diferentes grupos
experimentales (p<0,001) y entre los sexos (p=0,034). En ambos sexos, los animales tratados
con SERT presentan un fuerte condicionamiento contextual al miedo (ANEXO 1V, Figura 3). En
estos animales, el miedo a la caja estd exponencialmente aumentado, independientemente de
gue hayan sido o no estresados durante el desarrollo prenatal (p<0,001).

Cuando analizamos el dia 2 post-choque, observamos diferencias entre machos y
hembras que toman SERT (P<0.01); las hembras tratadas con el antidepresivo empiezan a
extinguir el comportamiento de miedo y disminuyen el comportamiento DEF (ANEXO |V, Figura

3). Por otra parte, en los animales no tratados, la DEF no cambia o sigue aumentando.
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ANEXO IV- Figura 3. Efectos del estrés y de la Sertralina sobre la respuesta defensiva.

Efectos del estrés prenatal y del tratamiento con SERT (5 mg/kg/dia) en la respuesta defensiva (DEF)
(expresada en porcentaje) durante la prueba del CER en cada una de sus fases: de habituacion (dado por
la medias + SEM de los dias 1 y 2 antes de los choques), de emparejamiento de los choques con el
contexto (dia de los choques) y de adquisicién del miedo condicionado (dia 1 y 2 después de los choques),
en las hembras (A) y los machos (B). bb, p < 0,01, indica las diferencias significativas por efecto de la SERT;
¥, p < 0,05, y ¥¥, p < 0,01, indican las diferencias entre sexos; **, p < 0,01, indica el cambio significativo
cuando comparado con la sesidn de choques (Medias + SEM).

4.4.2.1.4 Extincion del miedo.

Analizando el tiempo del comportamiento DEF el ultimo dia de prueba (42 sesidn post-
Choques), observamos que no se aprecia efecto del grupo, ni del sexo. Pero, si comparamos
dentro de cada grupo el porcentaje de animales que presentan extincion (menos del 10% del
tiempo DEF en la 42 sesidn post IS), se observan diferencias entre grupos y sexos (ANEXO 1V,
Figura 4). En general, el fairmaco induce una mejoria en la extincién del miedo condicionado (X2
= 7,99, p=0,046), con la uUnica excepcidon de los machos PS, en los cuales la SERT no ejerce
efecto. En las hembras, el farmaco SERT es el Unico factor que modula la extincién del miedo

(p=0,014); en los machos, también interviene el estrés prenatal, encontrando machos
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estresados que tienen dificultades para extinguir el miedo en comparacién con los controles (X?

=7,9, p=0,046), efecto que la SERT no revierte.

Percentage of animals that managed to extinguish fear from the context

X PS-SERT
Females
HPS
B Control-SERT
Control
Males

ANEXO IV- Figura 4. Efectos del estrés y de la Sertralina sobre el porcentaje de animales que logran
extinguir el miedo._Cada barra representa el porcentaje de animales que exhiben menos del 10% del
tiempo defensivo en la 42 sesidn después de los IS en cada grupo experimental. a, p < 0.05, indica las
diferencias como efecto del estrés prenatal; b, p < 0.05, indica diferencias significativas como efecto de
SERT.

4.4.2.2. Exploracion vertical (rearings)

Antes de los choques no hay diferencias en el nimero de rearings entre los grupos
experimentales, en ambos sexos (ANEXO IV,Figura 5).

Como se puede apreciar en la Figura 5 (ANEXO 1V,) La exposicién de los animales a los IS
indujo una disminucién general en el nimero de rearings en todos los grupos, Fsse = 55.1, p <
0.001, con influencia diferencial entre los dos sexos (F1, 490 = 17,41, p < 0.001) En la mayoria de
los animales la tendencia a la disminucidon del ndmero de rearings se invierte, mientras
disminuye el miedo de la caja (existe una correlacion entre la actividad exploratoria y el tiempo
DEF, r=- 0,41**), sin embargo, en los animales expuestos al PS esto no pasa (Figura 6 A y B,ANEXO.IV).

Como consecuencia, después de expuestos a los IS, las diferencias entre grupos fueron
evidenciadas, en ambos sexos. Los anadlisis Post-hoc muestran el efecto del estrés prenatal
afectando a la actividad exploratoria- después de expuestos a IS, los animales PS de ambos

sexos muestran significativamente menos rearings que los controles (p < 0.05). En las hembras
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PS, el tratamiento con SERT invierte los efectos de los choques, en los machos PS eso no
sucedid (Figura 5y 6).

Por otra parte, se demuestra un fuerte efecto del sexo sobre la conducta de rearing, las
hembras presentan mayor actividad de exploracion vertical que los machos. Estas diferencias
son significativas en el grupo Control y se evidencian antes de los IS (p=0,031) y después de los
IS (p=0,04); y en los animales estresados y tratados con SERT, el dimorfismo sexual es

evidenciado tras los IS (p=0,041), consecuencia de la falta de respuesta al farmaco en los

machos PS.
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ANEXO IV- Figura 5. Efectos de la aplicacion de choques inescapables (antes y después) sobre la
conducta de rearing en los grupos de estudio. Nimero de rearings (media = SEM). Comparacidn entre las
hembras (A) y machos (B) de los diferentes grupos experimentales. Antes de IS: cada columna representa
la media + SEM en las dos sesiones antes de los IS; Después de IS: cada columna representa la media +
SEM en las cuatro sesiones después de los IS.  a, p < 0,05, indica las diferencias como efecto del estrés
prenatal; y b, p < 0,05, indica las diferencias como efecto de SERT en las hembras; ¥, p < 0,05, y ¥¥, p <
0,01, indican las diferencias entre sexos; **, p < 0,01, y *, p < 0,05, indican la disminucidn significativa en
el nimero de rearings por efecto de los IS en todos los grupos experimentales.

88



TESIS DOCTORAL- Inés Pereira de Figueiredo

12 12
@ A- Females b B- Males
£
- 10 10
& b I % O— Control
o g il . © -Control-SERT
£ B S b I —=-Ps
] -7 1 _@-pS.
gL 5 . SO ; 1 ] & -PS-SERT b
kS T o I
g 4 % 1.7 4
€ I
=
= 2 aa 2

a
0 0
day 1 day 2 day 3 day 4 dayl day2 day3 day4

ANEXO IV- Figura 6. Efectos que induce la aplicacion de choques inescapables sobre la conducta de
rearing en los grupos de estudios. Efectos de los choques inescapables (IS) en el nimero de rearings
(media £ SEM) en las hembras (A) y machos (B) de los diferentes grupos experimentales. aa, p < 0,01, a,
p < 0,05, indican las diferencias como efecto de estrés prenatal; y b, p < 0,05, indica las diferencias como
efecto de la SERT.

4.4.2.4. Conducta de acicalamiento (grooming)

Los IS influyen en el nimero de groomings, p = 0, 024. Al comparar los efectos de los
choques en los diferentes grupos de animales estudiados, se aprecia una reduccién en este tipo
de comportamiento solamente en los machos PS (p = 0, 012) (datos no mostrados). Una vez
mas, el ndmero de menor groomings demuestra que los machos PS adoptaron un

comportamiento mas pasivo que sus controles.

4.4.3. Evaluacion de parametros fisiologicos

4.4.3.1 Andlisis del peso corporal

En el dia posnatal 120 (P120), los tratamientos aplicados inducen diferencias en el peso
corporal entre los animales de ambos sexos. La aplicacién de IS tiene un efecto ligero en la
ganancia de peso (Tabla 1), sin que la SERT lo revierta. En los machos, las diferencias son
significativas entre los grupos, observando que la SERT induce una pérdida de peso en
comparacion con los animales No-IS, independientemente de la condicion de estrés anterior (p

<0, 05) (Tabla 1).
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Females Males
Groups
No-IS 244.8+ 4.5 390.2 + 10.6
Control 227.1+ 4.4 358.2+11.5
Control-SERT 226.3+4.8 340.6x 10.2 ¢
PS 242.9+ 4.4 357.5+9.3
PS-SERT 224.1+ 5.2 335.5+ 9.6 cc

ANEXO IV- Tabla 1. Comparacion de los valores de peso corporal entre los diferentes grupos
experimentales y animales que no sufren choques inescapables. Valores de peso corporal al dia posnatal
120 en los animales de ambos sexos de todos los grupos experimentales (Control, Control-SERT, PS y PS-
SERT) comparados con un grupo de animales no perturbados (No-IS). Valores de las medias + SEM. (N =7
por grupo y sexo). cc, p < 0,01y ¢, p< 0,05 indican el efecto de la SERT en los machos (diferente de los
No-IS).

4.4.3.2. Niveles plasmaticos de ACTH en respuesta al estrés.

Los niveles de ACTH en respuesta al estrés por IMO fueron modulados por los diferentes
procedimientos a que los animales fueron sometidos (p = 0,001). En general, los niveles
plasmaticos de ACTH, después del periodo de recuperacidn, fueron menores en los animales, de
ambos sexos, sometidos a los IS que en los animales No-IS (Figura 7). En las hembras, el PS
incrementd el efecto de los IS, y las diferencias alcanzaron significacion cuando se comparan
con las hembras no perturbadas (PS y PS-SERT vs. No-IS, p < 0,05), un efecto que la SERT no

revierte. En los machos, la toma de SERT redujo significativamente los niveles de la hormona

ACTH (p < 0,05) (ANEXO.IV,Figura 7).
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ANEXO IV- Figura 5. Niveles plasmaticos de ACTH. Niveles plasmaticos de ACTH (pg/ul) obtenidos en la
sangre arterial en las hembras (A) y machos (B) de todos los grupos experimentales, 10 minutos después
de la exposicidn al estrés por IMO en comparacion con un grupo de animales no perturbados (No-IS).
Valores medios + SEM (N = 7 por grupo y sexo). ¢, p < 0,05, indica las diferencias significativas en
comparacién con los No-IS; ¥, p < 0,05 indica diferencias significativas entre machos y hembras.

4.4.3.3 Efectos de estrés en los parametros hematolégicos

Tras el estrés por IMO, los valores hematolégicos obtenidos diez minutos después de la
prueba muestran valores mayores que los valores los observados en condiciones basales en los
animales No-IS (Tabla 2). Comparativamente, los animales previamente sometidos a los IS (PS o
Controles), muestran alteraciones en los pardmetros hematolégicos en comparacién con los
animales No-IS (p<0.05) de ambos sexos. En estos animales, los valores plasmaticos de
hemoglobina, MCH y VPM, fueron significativamente mds bajos que en los animales No-IS.

Por otra parte y de manera importante, el tratamiento con SERT revirtio las alteraciones
sobre los pardmetros hematolégicos causados por los factores estresantes previos y, los
animales tratados con el fdrmaco mostraron una recuperacion de los indicadores hematoldgicos
estudiados equiparable a los animales No-IS.

Se encontré ademas una fuerte leucopenia en los animales prenatalmente estresados de

ambos sexos (Tabla 2), un efecto invertido por la administracion con SERT.
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Leukocytes Erythrocytes Hemoglobin Hematocrit MCH MPV
Groups (103 /u1) (108 /1) (g/dI) (%) (pg) fL{um?3)
3.3-87 5.5-9.3 10.6-15.6 32.7-44.8 15.8-19.9 5.4-9.2
Basalvalues
No-IS 49+0.6 79+0.2 16.0+0.3 449+ 1.0 19.8+0.2 10.6+0.2
Control 3.4+06 8.1+0.3 146+0.5 41.5+ 1.7 18.3+0.7 ¢ 8.8+ 0.4c
Females PS 14+0.5aa 7.8+0.2 14303 44,0+ 1.1 18.5+ 0.4 cc 7.5% 0.3 ccc
Control- SERT 5.3+ 0.3 7.9+02 16.0£0.5 43.9+1.7 20.2+0.4 bb 11.3+0.4bb
PS- SERT 4.1+ 0.5bb 8.0+05 16.1+05b 45.2+1.7 202+04b 10.6 £ 0.5 bbb
F=8.2, p<0.001 F=0.1,ns _ F=4.2, p=0.006 F=0.95, ns F=7.9,p<0.001  F=22.5,p<0.001
No-IS 5.8+0.3 85+0.2¥ 17.1+03¥ 47.8+1.0¥ 19.9+0.2 11.0+0.3
Control 3.1+03¢c 8.1+01 151+05¢ 42517 18.1+ 0.4 cc 7.4% 0.4 ¥ ccc
Males PS 1.9+05a 86=x03¥ 153+03¥cc 445+1.0 17.9+0.2 ccc 8.2+ 0.3 ccc
Control-SERT 4.2:£0.3b 83103 16.6+£0.5 46.7+1.7 20.0+0.4b 10.6+ 0.4 bbb
PS- SERT 4.7+0.5bb 85103 164+ 0.4 44.4+1.5 19.7+ 0.4 bb 10.7 £ 0.4 bbb
F=7.8, p<0.001 F=0.5, ns  F=6.3, p<0.001 F=2.3, p=0.04 F=12.5,p<0.001  F=22.9, p<0.001

ANEXO IV- Tabla 2. Efectos de la Sertralina sobre parametros hematoldgicos en los diferentes grupos de
estudio. Los valores de los parametros hematoldgicos se obtienen en sangre arterial 10 minutos después
de terminada la exposicidn al estrés por IMO en los animales de ambos sexos que fueron expuestos a
choques inescapables (IS) o no expuestos a choques inescapables (No-IS). Valores medios + SEM en los
diferentes grupos experimentales (N = 7 por grupo y sexo). Abreviaturas: MCH, concentracién de
hemoglobina corpuscular media; MPV, volumen plaquetario medio. aa, p < 0,01, indica el efecto del
estrés prenatal (diferente del grupo control); bb, p < 0,01 y b, < 0,05 indican el efecto de SERT (diferente
del grupo control); ccc, p < 0,001, cc, p< 0,01 y c, p < 0,05, indican las diferencias significativas en
comparacién con el grupo No-IS; ¥, p < 0,05 indica las diferencias significativas entre machos y hembras.
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5.1. Consideraciones metodoldgicas

5.1.1. Eleccién del animal de experimentacién.

En este estudio, elegimos como animal de experimentacién ratas de la cepa Wistar
(Rattus norvegicus), ya que hemos realizado estudios previos en nuestro laboratorio sobre la
administracion crénica con otros fdrmacos en estas ratas, y disponemos de una amplia base de
datos sobre resultados de evaluacién de la PPl en esta misma cepa (Castellano y cols., 2009).
Ademads, la cepa Wistar es uno de los animales mds utilizados en otros laboratorios para
estudios conductuales (Lehmann y cols., 2000; Hauser y cols., 2006; Leventopoulos y cols.,
2009). Otras ventajas, como el bajo coste y la gran facilidad de manejo, hacen que la rata albina

sea el animal experimental idéneo para este trabajo.

5.1.2. Eleccidn del tipo de estrés empleado.

Hoy en dia se sabe que la eleccién del tipo de estrés, su duracién e intensidad, y otros
factores como la edad o el género de los sujetos sometidos a estrés tienen efectos
marcadamente distintos.

Hemos elegido el “Modelo de estrés por restriccion” por ser un paradigma de estrés
muy sencillo y practico por sus caracteristicas (no requiere una respuesta fisica ni causa dolor)
(Bowman vy cols., 2009), es éticamente bien aceptado como modelo de estrés prenatal y es el
paradigma de estrés mas extensamente usado en los estudios con ratas gestantes (en
particular por el grupo de Stefania Maccari, desde hace 20 afios).

Elegimos un protocolo de restriccidon de 7 dias de duracién, inducido en periodos de 45
minutos y 3 veces al dia, por ser el protocolo utilizado rutinariamente en los trabajos que
investigan los efectos del estrés prenatal en la conducta (Maccari y Morley-Fletcher, 2007). Este
modelo ha sido empleado también en ratas adultas no gestantes (Bowman vy cols., 2009), y
parece ser lo suficiente potente para inducir las alteraciones observadas con paradigmas de
restriccion mads prolongados (hasta 21 dias). La premisa ampliamente aceptada de que la rata
sufre fotofobia, fue la razdn por la cual también usamos una luz sobre la rata, a una altura de 30

cm (Archer, 1973).
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5.1.2.1 Protocolo de estrés prenatal

En los humanos, la exposicién al estrés en edades muy tempranas, es un factor que
potencia la susceptibilidad de desarrollar psicopatologias en la vida futura (Fumagalli y cols.,
2007; Gunnar y Quevedo, 2007). Sin embargo, en la rata, hasta las dos primeras semanas de
vida, las crias no responden, o responden de forma muy débil al estrés; la respuesta
adrenocortical es marcadamente reducida al nacer, la concentraciéon de corticosterona (el GC
mas abundante en la rata) cae dramaticamente a 1-3 pug/100 ml. Este periodo de inactividad se
conoce como “periodo de no respuesta al estrés” (Sapolsky y cols., 2000).

El periodo prenatal es diferente; las ratas gestantes estresadas en la ultima semana de
gestacion responden fuertemente al estrés, y presentan elevados niveles de GCs (Barbazanges y
cols., 1996; Lemaire y cols., 2000), lo que influye en el desarrollo de las crias. Ademas, en la
rata, el feto a partir del dia 13 de vida prenatal segrega su GC especifico en respuesta a una
gran variedad de estresores (Patin y cols., 2002), y los receptores de glucocorticoides se
expresan ya en el hipocampo, hipotdlamo e hipdfisis (Matthews, 2000; Edwards y Burnham,
2001). Todo ello indica que, en roedores, hay una ventana de susceptibilidad al estrés durante la
ultima semana de gestacion (Kofman, 2002), motivo por el cual elegimos ese periodo para
someter las ratas gestantes al protocolo de estrés utilizado. A pesar de que los primeros
trabajos que emplearon el modelo de PS sugirieran un efecto directo del PS sobre una
psicopatologia especifica, hoy en dia se explora el hecho de que mas que un efecto directo, el
PS puede originar una susceptibilidad general a desarrollar psicopatologias y alteraciones
psicosomaticas en la edad adulta (Lemaire y cols., 2000; Darnaudéry y Maccari, 2008; Clinton y

cols., 2008; Leventopoulos y cols., 2009; Cherian y cols., 2009).

5.1.3. Eleccion del tipo y duracion de la administracién del farmaco

En el grupo Piloto se empled la inyeccidon intraperitoneal para administrar la SERT. Este
tipo de via de administracién es muy usada en investigacién animal, especialmente en
tratamientos con drogas sistémicas por su facilidad de administracion. Pensamos que seria

adecuada la administracidon diaria durante 8 dias, ya que el perfil farmacolégico de la SERT
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permite la dosificacidn diaria, y los niveles de la droga en plasma se equilibran en 1 semana
(Shelton, 1994).

La primera y ultima administracion de la droga se hace una hora antes de la evaluacién
conductual (RAS y PPI), ya que se pretende observar los efectos del farmaco en el momento de
su maxima actividad, lo que segin Sokolowski y Sieden (1999) y Nowakowska y cols. (2000)
sucede 60 min después de la administracién del ISRS.

En el grupo Estrés Prenatal, la administracién de farmaco se realiz6 por via oral,
utilizando el agua de bebida como vehiculo. Se eligié la via oral ya que representa la forma
menos cruenta de administracidn farmacoldgica en administraciones prolongadas y en estudios
conductuales. También, porque es el método que se asemeja mas a la realidad clinica, y
proporciona niveles plasmaticos adecuados y mantenidos del farmaco (Murdoch y Mc Tavish,
1992). El hecho de ser la via de administracion menos estresante, tiene importancia afadida en

nuestro estudio.

5.1.4. Eleccidn de las pruebas comportamentales

La seleccion y empleo de las pruebas de evaluacidn de la conducta fué de considerable
interés en nuestro trabajo, donde valoramos la interaccion entre el estrés precoz y la exposicion
a estresores intensos en la edad adulta (Prut and Belzung, 2003; Louvart y cols., 2009) y su
reversion por la administracion de SERT.

Por una parte, valoramos los efectos del PS en condiciones basales, para lo cual usamos la
medicion del RAS y sus modulaciones, asi como la prueba de CA. Por otra parte, sometimos los
animales a eventos aversivos, una vez evidenciada la relacidon entre el estrés y alteraciones
psicopatoldgicas como ansiedad, TEPT o depresion (Swaab y cols., 2005; Pinheiro y cols., 2007
Cirulli y cols., 2009). Los eventos aversivos se basaron en la exposicion de los animales a
condiciones estresantes (situaciones de amenaza potencial o real) (Palanza, 2001; Vermetten y
Bremner, 2002; Schweizer y cols., 2009), para poder evaluar si existe correlaciéon con
alteraciones psicopatoldgicas y otras variaciones en parametros fisioldgicos. El uso de
diferentes pruebas conductuales nos permitié obtener un mayor volumen de informacion en el
momento de medir las respuestas comportamentales que reflejan mecanismos tan complejos

como la reactividad emocional y la vulnerabilidad al estrés.
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5.2. Discusion de los Resultados

5.2.1. Grupo piloto

Empezamos nuestro estudio con un experimento piloto que pretende demostrar la
hipdtesis de trabajo segun la cual, el estrés por restriccion altera a los animales, evaluando los
efectos del mismo en ratas jévenes de ambos sexos.

El experimento piloto confirma que 7 dias de estrés por restriccidon, son suficientes para
inducir cambios en el comportamiento de los animales, y también, en algunos parametros
fisiolégicos. Nuestros datos indican que el parametro sexo es un factor significativamente
predisponente en cuanto a la sensibilidad de los animales frente al estrés por restriccion,
demostrandose que los machos son mas sensibles que las hembras a las secuelas provocadas
por el paradigma de estrés empleado en este trabajo.

El procedimiento de inyectar repetidas veces a las ratas con vehiculo, fue suficiente para
alterar la capacidad sensoriomotora de los animales, y afecté ademds, parametros metabdlicos
y hematoldgicos en los animales de ambos sexos. La administracion i.p. de SERT durante 8 dias
(sub-crénica) revertié la mayoria de los efectos de los factores estresantes, pero sin embargo,
fue incapaz de normalizar la desregulacién del sistema inmune inducida por el estrés. Por otro
lado, la eficacia del farmaco en la estabilizacién de los pardametros comportamentales ha

dependido en gran medida del sexo del animal, siendo mds eficaz en las hembras (ANEXO ).

5.2.1.1. Efectos sobre la modulacién del RAS y su PPI

Diez dias después de finalizar el procedimiento de estrés por restriccion, los machos RS
exhibieron un aumento en la amplitud del sobresalto en comparacién con los valores basales, lo
gue significa que, al contrario de lo que sucede con los animales controles, no se habituaron a
los sobresaltos inducidos por sonidos inesperados (ANEXO 1).

Nuestros datos muestran que a los 90 dias de edad la PPl permanecié estable en todos
animales, con la excepcién de los animales que recibieron inyecciones repetidas con salino, en
las cuales siguié aumentando (ANEXO 1). El incremento de los valores de la PPl después de
someter a las ratas a inyecciones diarias, estd directamente relacionado con dicho

procedimiento, lo cual, podria inducir una modulacién en los mecanismos de atencién y
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vigilancia del animal, como consecuencia de su exposicion a dicha condicion adversa (Ishii y
cols., 2010). Este efecto fue revertido por la administracion de SERT, de forma mas eficiente en
las hembras (ANEXO I).

En los estudios del RAS, se puso de manifiesto una disminucion significativa tanto de la
latencia como de la PPI, debido Unicamente al procedimiento de inyeccién (ANEXO I). La
disminucion de los valores de latencia para RAS y PPI sugiere que los animales se tornan mas
reactivos y mas alertas ante un estimulo auditivo y tal vez, hasta mas temerosos (Tang y cols.,
2011). La reversién en la disminucion de los valores de latencia causada por la SERT, podria
interpretarse como un efecto positivo del fdrmaco sobre la reactividad del animal, que resulta
alterada como consecuencia de su exposicion a un procedimiento traumatico. Es de interés
mencionar que el farmaco actlda de la manera antes sefalada sélo en las hembras y no en los

machos.

5.2.1.2. Cambios en los parametros fisioldgicos con los diferentes paradigmas de
estrés

En nuestro estudio, verificamos que el estrés por IMO induce una respuesta de estrés
agudo (Bierhaus y cols., 2006; von Kanel y cols., 2009), con un aumento significativo en los
valores del hematocrito, de plaquetas; del peso de hemoglobina en cada eritrocito (del MCH) vy
del volumen plaquetario (MPV) (Patterson y cols., 1995; Ozdemir y cols., 2004). En los animales
previamente sometidos a inyecciones repetidas, los cambios en los valores hematoldgicos
fueron mas bien moderados (ANEXO 1), efecto que la SERT revierte, restableciendo la respuesta
normal de estrés.

Por otra parte, nuestros datos muestran la reversidon que induce la SERT sobre el fuerte
aumento de las enzimas GOT y LDH en los animales sometidos a condiciones de estrés-re-
estrés, lo que demuestra que el fdrmaco entre otros efectos, también juega un papel
importante en la preservacion de la integridad tisular, lo cual es un resultado de gran
importancia (ANEXO 1).

Constatamos ademas, que la condicidén de someter a los animales a estrés repetido (por
restriccion o por inyecciones) provoca leucopenia. Esta disminucion de leucocitos posterior a

episodios de estrés, ha sido confirmada en varias especies (Steplewski y Vogel, 1986; Dhabhar,
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2014), produciéndose una recuperacion lenta y completa una vez finalizado el factor estresante
(Dhabhar, 2007). Tras el estrés, nosotros no encontramos cambios en los animales expuestos a
estrés por IMO, en comparacion con los animales no perturbados (ANEXO [); sin embargo, los
animales que fueron expuestos a condiciones estresantes antes del estrés agudo por IMO (sea
inyecciones repetidas o restriccién), mostraron una caida persistente en el recuento total de
leucocitos. En este caso, el tratamiento previo con SERT durante 8 dias no fue suficiente para

normalizar la inmunosupresién inducida por el estrés.

5.2.2. Grupo estrés prenatal

Las principales conclusiones de los estudios publicados en los ANEXOs II, Il y IV indican
que el estrés por restriccion aplicado a las ratas gestantes durante la Ultima semana de
gestacion produce alteraciones fisioldgicas y comportamentales en las crias, que persisten en la
edad adulta. Hay diferencias notables en los efectos del estrés prenatal y en la respuesta al

tratamiento con SERT en funcion del sexo.

5.2.2.1. Los efectos del estrés prenatal y de la SERT fueron mas evidentes tras someter
los animales a los choques inescapables

Cuando se evallan los efectos del estrés prenatal en condiciones basales, no se
detectan grandes alteraciones en los parametros comportamentales - en la amplitud del RAS,
en la conducta en el CA (ANEXO II) o en la PPI (ANEXO IV)-, aunque si se demuestran algunos
cambios fisioldgicos (los animales sometidos a PS presentan leucopenia y las hembras con PS
presentan problemas en la ganancia de peso corporal desde el nacimiento).

Seria de esperar que las crias de madres estresadas tuviesen respuestas de sobresalto
incrementadas, déficits en la PPl y cambios en la prueba del CA. Aunque en los machos
estresados se detectan algunos comportamientos de ansiedad (en la prueba del CA exhiben
menos entradas centrales y mayor relacién de EI/EE), y las hembras presentan la habituacidn
del RAS afectada, los efectos no fueron muy visibles. Sin embargo, cuando los animales se
enfrentaron a una situacion estresante (los choques Inescapables), los efectos del PS se

pusieron de manifiesto.
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Hay referencias que afirman que las alteraciones por estrés durante el neurodesarrollo
pueden no ser suficientes para que se manifieste su efecto (White y Birkle, 2001; Kjaer y cols.,
2010), siendo necesaria una combinacion de los mismos, con una exposicion del animal al estrés
en la edad juvenil o adulta (Barros y cols., 2006; Darnaudéry y Maccari, 2008; Louvart y cols.
2009; Nadal y Armario, 2010; Choy vy cols., 2009). Nuestro trabajo corrobora dicha hipétesis,
que el procedimiento traumatico (los IS) en las ratas jévenes que sufrieron estrés prenatal, pone
de manifiesto las alteraciones inducidas durante el desarrollo fetal.

Los animales estresados durante el desarrollo fueron los mas vulnerables al estrés
durante la edad adulta, y demostraron cambios de comportamiento exploratorio, peor
adaptacion ante un ambiente adverso con una mayor pasividad y dificultades en la extincién del
miedo, menor reaccién a los choques, desamparo en los machos, etc. También, se presentaron
cambios fisioldgicos, como leucopenia, cambios metabdlicos y alteraciones en la respuesta
somatica y endocrina al estrés, lo que estd de acuerdo con lo descrito por numerosos autores
(Belda y Armario., 2004; Mueller y Bale, 2006; Fumagalliy cols., 2007; Merlot y cols., 2008).

En relacién al efecto de la SERT, en nuestro estudio, la administracion de SERT no altera
la emotividad o la ansiedad demostrada en condiciones basales, pero si mejora la capacidad
cognitiva y psicomotora en los efectos que se observan tras someter las ratas a los IS. Estos
resultados sugieren la importancia del sistema serotoninérgico en la mediacién del efecto del
estrés precoz, revirtiendo muchos de los efectos de los IS en el comportamiento y en las

alteraciones fisioldgicas subsiguientes, aunque con algunas diferencias dependientes del sexo.

5.2.2.2. Los efectos del estrés prenatal dependen del sexo del animal

Desde el nacimiento, se ponen de manifiesto las diferencias entre sexos en los efectos
del estrés sobre el desarrollo fetal. Mientras que en los machos, el PS no influye sobre el
crecimiento, en las hembras, el estrés sobre las madres afectd a la ganancia del peso desde el
nacimiento hasta la edad adulta. Las hembras PS desarrollaron un tipo de “crecimiento
compensatorio” (catch-up growth), un sindrome con conocida implicacion en la salud en

humanos debido a que aumenta el riesgo de obesidad y los trastornos metabdlicos ( ).
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En la prueba del CA, pudimos apreciar que, de forma general, las hembras se mostraron
mads activas en comparacion con los machos, siendo el dimorfismo todavia mds evidente entre
los animales PS, debido a la baja actividad demostrada entre los machos de este grupo.

Con la exposicion a los IS, se demostraron todavia mas las diferencias entre sexos en los
efectos del PS; los machos sometidos a PS fueron los mds susceptibles a desarrollar el
comportamiento de desamparo (LH) ( ), ademas de ser el Unico grupo en el cual
encontramos animales que presentaron una respuesta conductual extrema (mas de 3 sesiones
consecutivas mostrando respuestas nulas). Al contrario de lo que pasd con los machos, las
hembras sometidas al PS no parecen tener afectada la capacidad de aprender en un ambiente
hostil. Es mas, las hembras PS fueron las mas capaces de aprender a evitar los choques, tras
haber sido sometidas a choques inescapables, diferenciandose de sus controles.

También, la respuesta adrenocortical al estrés en los machos y hembras sometidos al
estrés prenatal es distinta; mientras que en los machos los niveles plasmaticos de ACTH no se
modifican significativamente, si lo hacen en las hembras PS tras los IS, existiendo por tanto, una

sensibilidad de respuesta endocrina al estrés diferente entre los dos sexos (ANEXO V).

5.2.2.3. Tras un evento traumatico en la edad adulta (IS), los efectos de la SERT en los
parametros comportamentales dependen del sexo del animal

En ratas, la exposicion crénica a una dosis baja de SERT (5 mg/kg/dia) desde la
adolescencia hasta la edad adulta no afecté al comportamiento locomotor, ni a la ansiedad en
la prueba del CA, y tampoco influyd en la coordinacion psicomotora de las ratas, antes de los IS
(ANEXO 11). Este tratamiento fue seguro y efectivo para revertir algunos de los efectos nocivos
del PS. Sin embargo, tras someter las ratas a un evento traumatico, los IS, se pone de manifiesto
gue la eficacia de la SERT no ha sido total, manifestandose algunas diferencias en funcién del
Sexo.

De forma resumida (descrito mds ampliamente en el ANEXO Ill), podemos afirmar que
el fendmeno del “Desamparo aprendido” (LH) inducido por los IS fue sensible al tratamiento
cronico con SERT (ANEXO I11). La administracion de SERT ayudd a los animales de ambos sexos a

escapar de los choques, y resulté fundamental para revertir la anhedonia demostrada en los
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machos, lo que esta de acuerdo con lo descrito previamente para este tipo de antidepresivos
(Maier y Watkins, 2005; Zazpe y cols., 2007; Bilge y cols., 2008). Sin embargo, la SERT sdlo fue
eficaz para restituir los déficits de aprendizaje inducidos por los IS en las hembras no
estresadas, sin ejercer ningun efecto sobre los machos.

Las diferencias de efectividad de la SERT en funciéon del sexo, pueden apreciarse
también en el proceso de extinciéon del miedo y en la recuperacién de la actividad exploratoria
tras los IS. En las hembras, la SERT resultd ser eficaz para revertir los efectos del PS sobre la
extincion del miedo, y en la recuperacidn de la actividad exploratoria, efecto que no se ejerce
sobre los machos (ANEXO 1V). Sorprendentemente, tras someter las ratas machos a los IS, el
tratamiento con SERT, ademds de no revertir los efectos de la experiencia traumatica,
aparentemente les incrementd la ansiedad. La administracion de SERT durante 3 meses afecté
la ganancia de peso en los machos (los machos Control-SERT y PS-SERT presentan un menor
peso con relacidon a los machos no tratados) e incrementd la recuperacion de los niveles de
ACTH a sus valores basales, posiblemente por volverse la respuesta endocrina mas reactiva

(Liberzony cols., 1997).

5.2.2.4. Los efectos de la SERT en la respuesta hematoldgica al re-estrés no dependen
del sexo del animal

Contrariamente a los efectos duales en los pardmetros comportamentales vy
neuroendocrinos, la administracion cronica de SERT en ambos sexos resultd efectiva sobre las
alteraciones hematoldgicas, normalizando los valores alterados (hematocrito, hemoglobina
corpuscular media y el volumen plaquetario) inducidos por los IS y la inmunosupresion

encontrada como efecto del estrés prenatal (ANEXO V).

Finalmente, no quisiéramos concluir la redaccidn de este trabajo sin mencionar, por un
lado, la utilidad del modelo experimental y de las pruebas propuesta en el presente estudio, asi
como la trascendencia de nuestros resultados (expuestos a continuacion en las Conclusiones),
que podrian sentar las bases para pensar en extrapolar hallazgos experimentales hacia la esfera
clinica, tanto en el campo diagnéstico como en el terapéutico, especificamente en el area
farmacolégica, para contribuir a la deteccion, el seguimiento y el tratamiento de afecciones

neuropsicolégicas en el humano.
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De forma general, nuestro trabajo corrobora y amplia conclusiones anteriores sobre los

efectos del estrés y la respuesta a farmacos antidepresivos. Sin embargo, y de una forma

sorprendente, registramos grandes diferencias entre machos y hembras en la susceptibilidad a

diferentes tipos de estrés y en respuesta al tratamiento con SERT. Este aspecto es fundamental

a la hora de interpretar los efectos que tiene el estrés y las formas de revertirlo.
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Primera

El estrés por restriccion afecta mas a los machos que a las hembras,
ralentizando el crecimiento, alterando la habituacidén a largo plazo de la respuesta
auditiva de sobresalto e incrementando les los cambios fisiolégicos inducidos por el

estrés por inmovilizacién.

Segunda

Las inyecciones repetidas, independientemente de la sustancia administrada,
disminuyen la latencia del RAS y aumentan su PPl y también provocan cambios
fisiolégicos en ambos sexos, lo cual debe tenerse en cuenta en los estudios

farmacoldgicos que utilicen esa via de administracion.

Tercera
La administracion sub-crdnica de Sertralina revierte las graves alteraciones que

causa el estrés sobre los niveles plasmaticos de GOT y LDH.

Cuarta
El estrés provoca leucopenia en animales de ambos sexos, mas pronunciada en
animales que han sufrido episodios previos de estrés que revierte con la administracion

cronica de Sertralina.
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Quinta
El estrés por restriccién aplicado a las ratas gestantes durante la Ultima semana
de gestacién produce alteraciones fisioldgicas y comportamentales en sus crias que

persisten con la edad.

Sexta
El estrés prenatal aumenta significativamente la susceptibilidad de los animales
a sufrir cambios comportamentales y fisioldgicos cuando se enfrentan nuevamente a

situaciones estresantes.

Séptima
Hay diferencias notables en los efectos del estrés prenatal y en la respuesta al

tratamiento con Sertralina en funcion del sexo del animal.

Octava
La administraciéon de Sertralina no altera la emotividad o la ansiedad
demostrada en las pruebas de comportamiento, pero si revierte muchos de los efectos

deletéreos causados por el estrés, siendo dicha reversion mas efectiva en hembras.
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