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RESUMEN

Antecedentes: El estrés cronico o intenso modula el funcionamiento cognitivo. La respuesta
fisiologica y cognitiva a eventos estresantes depende en gran parte de la experiencia temprana.
El ruido ambiental es un importante generador de estrés en las sociedades modernas cuyos
efectos sobre la capacidad de aprendizaje han sido poco estudiados. Planteamiento: Sabemos
en la actualidad que diferentes modelos de estrés pueden tener efectos a corto y largo plazo
sobre las habilidades cognitivas, sin embargo estos modelos parecen estar alejados de
situaciones cominmente estresantes para el humano como seria el ruido ambiental, por lo que
nos propusimos evaluar los efectos del ruido ambiental ¥ la combinacién de éste estimulo con
otro modelo de estrés de diferente caracteristica y en otra etapa de la vida del sujeto, sobre las
habilidades cognitivas de ratas macho. Objetivo: Evaluar el efecto de la €xposicion cronica a
ruido ambiental sobre la capacidad de aprendizaje espacial y actividad exploratoria de ratas
macho prepuberes y los cambios producidos por la exposicion a un nuevo evento estresante en
la vida adulta. Materiales y Métodos: Un total de 84 ratas macho de 21 dias de edad fueron
divididas en 2 grupos y evaluadas en dos etapas experimentales. En una primera etapa (21-35
pn). la mitad de esas ratas fueron expuestas a ruido ambiental (n=42) y la mitad restante
permanecié en condiciones normales de bioterio (n=42). Al dia 36 de edad posnatal, un
subgrupo de animales de cada condicién (n=14) fue sometido a pruebas de aprendizaje espacial
(RAWM), actividad exploratoria (campo abierto) y niveles de corticosterona (inmunoensayo
enzimatico). En una segunda etapa, las ratas restantes fueron utilizadas para evaluar la respuesta
a un nuevo evento estresante en ia vida adulta. A la edad de 90 pn, un subgrupo de animales de
cada condicién inicial (Control y ruido ambiental) fue expuesto a estrés por amenaza de
depredacion (n=14) ynuevamente fue comparado su rendimiento en las pruebas de aprendizaje
espacial, actividad exploratoria y niveles de corticosterona. Resultados: La exposicion a ruido -
ambiental redujo el rendimiento de las ratas en la prueba de RAWM durante el cuarto dia de
evaluacion (latencia de escape: C-RA p<0.019: memoria de referencia p<0.021; memoria de
trabajo p<0.003). Los niveles de CORT se incrementaron en respuesta al RA (C-RA p<0.05) y
la ganancia de peso corporal se redujo durante los dias 28 pn p<00.18, Y 32 pn p<0.03 en el
grupo C con respecto al grupo RA. De igual forma, sc observé un deterioro en el rendimiento
de las ratas al ser evaluadas después de la exposicion a amenaza de depredacién (latencia de
escape: CA-EAD p<0.031, CA- RA+EAD p<0.003, CA-ELRA p<0.031) e incremento
significativo en los niveles séricos de CORT del grupo RA+EAD y EAD con respecto al grupo
CA 'y ELRA p<0.05 Coneclusion: La exposicion a ruido ambiental resulté en potentes efectos
estresantes al ser aplicado a sujetos en desarrollo. Su efecto cognitivo fue especialmente notable
en la capacidad para re-aprender una tarea espacial y la exposicion a un nuevo evento estresante
potencio ese efecto.




ABSTRACT

Background: Chronic or acute stress modulates the cognitive functioning. The
physiological and cognitive responses to stressful events in large part depend of the
previous early experience. The environmental noise is an important stress generator in
modern societies, whose effects on the learning capacity have been little studied.
Approach: Nowadays we know now that different experimental models of stress may have
a short or long-term impact in the cognitive skills of exposed subjects. However; these
models are very distant from commonly stressful situations for the human communities, as
would be the environmental noise, so that we proposed to assess the effects on cognitive
abilities of chronic noise stress in weaned rats, and after a second exposure episode to acute
stress for predator menace, in the adulthood of male rats. Objective: Analyze the effects of
environmental noise stress on spatial learning ability and exploratory activity of
prepubescent male rats, and the performance for these assignments of another group of rats,
which were tested after exposure to a second intense acute stress in adulthood. Materials
and Methods: 84 male rats of 21 days age were divided into two groups and evaluated at
two experimental stages. In a first stage (21-35 pn), half of those rats were exposed to
environmental noise (n=42), and the other half remained in standard vivarium conditions
(n=42). At 36 postnatal days, a subgroup of 14 animals transferred from each condition
performed the RAWM spatial learning and exploratory activity tasks (open field), and their
serum corticosterone levels were quantified. In a second stage, the remaining rats were
exposed in adulthood to a second acute stressful event, in order to assess their capability for
spatial learning, exploratory behavior and corticosterone response. To this end, at 90 pn
days a subgroup of control, or environmental noise stressed animals was exposed to acute
stress by predator menace (n=14) and their performance score for the same parameters was
compared. Results: Exposute to environmental noise affected the rat’s latency time of
escape, p<0,019; reference memory p<0,021 and working memory p<0,003 in the RAWM
paradigm performance, at the fourth day of the re-learning spatial task. The CORT levels
arousal in response to noise p<0.05, and the corporal weight increasing was inhibited at 28
and 32 pn days in the stressed group of rats p<0.03. Also resulted a decreased performance
in the escape latency time p<0,031 of the adult rats, evaluated after exposure to predator
menace p<0,003, p<0,031), together with a significant increase in CORT serum levels of
the group exposed to two stress events, compared with the other control and noise stressed
rats p<0.05. Conclusions: Early exposure to environmental noise produced a powerful
stress in weaned rats, these animals showed a decreased ability to re-learn a spatial task in
the RAWM, and this negative effect was potentiated when this animals were again
exposed to a new acute stressful event in their adulthood.
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INTRODUCCION

ESTRES: CONCEPTO Y CLASIFICACION.

Estrés es un término que describe cualquier situacion significativa que demanda un

reajuste fisioldgico y/o conductual para la adaptacién o bienestar del individuo (Chrousos y
Gold, 1992).

Para que una situacion sea considerada estresante, deben satisfacerse tres condiciones

(Kim y Diamond, 2002):

-Generar intensa excitabilidad
-Que el estimulo sea percibido como aversivo y

-Que sea incontrolable

Los estimulos estresantes pueden clasificarse por su naturaleza de la siguienie manera:

Sistémicos: de naturaleza fisica o quimica que implican una amenaza fisiologica

inmediata (hipovolemia, hipotensién, infeccién, hemorragia) y que activan vias
viscerales conectadas directamente al Nticleo paraventricular (PVN), come los nticleos

catecolaminérgicos del tronco encefilico.

De procesamiento: aquellos que se originan de un anélisis de informacion en estructuras
superiores del SNC y se canalizan mediante estructuras limbicas (miedo, ansiedad,

frustracion, incertidumbre).

Mixtos: poseen componentes tante sistémicos como de procesamiento, Muchos de los -

modelos experimentales son de este tipo (inmovilizacién, restriccion, ruido, descargas
eléctricas) (Herman y Cullinan, 1997), |
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Los estresores ademas son clasificados de acuerdo a la frecuencia y duracion del
estimulo, durante el curso temporal de la exposicion a la situacion estresante. De esa manera, es

posible diferenciar al estrés en:
Agudo; Solo se produce una vez y puede durar segundos, minutos u horas.

Cronico. que a su vez puede ser intermitente si se repite diariamente durante varios dias

0 continuo, si €l sujeto esta permanentemente expuesto al mismo estimulo.

Finalmente, el estrés también se clasifica de acuerdo a su intensidad en (Marti y Armario,
1998):

Leve

Moderado

Intenso.

Los estimulos estresantes que cumplen con estas caracteristicas desencadenan una serie
de respuestas complejas, que incluyen: movilizacién de energia para el mantenimiento de la
funcién muscular y cerebral, agudizacién y focalizacion de la atencion sobre la amenaza
percibida, modulacién de la funcién inmunoldgica, inhibicién de la funcion reproductiva y

conducta sexual, y decremento en el apetito e ingesta de comida (Carrasco y Van de Kar, 2003).

Las acciones anteriores involucran a practicamente todo el organismo; sin embargo, es

de especial importancia ¢l Sistema Nervioso Central (SNC) en la coordinacién de esos cambios.

Los principales sistemas involucrados en esta actividad son: El eje Hipotilamo-

Hipofisiario-Adrenal (HHA) y el Sistema Simpatico-Adrenomedular (SSA).
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NEUROENDOCRINOLOGIA DE LA RESPUESTA FRENTE A ESTRES.

Sistema Simpatico-Adrenomedular (SSA).

En este sistema participa el mecanismo auténomo que controla la actividad de los
Organos internos responsables de mantener las condiciones vitales optimas para las distintas
células del cuerpo. El SSA, se activa de manera inmediata ante un estimulo estresante, e
involucra la activacién de dos componentes que desempefian roles opuestos: el Sistema
Nervioso Simpético (SNS) que estimula la secrecion de adrenalina en la médula adrenal como
respuesta ante una sefial de emergencia que pone en riesgo la homeostasis, y el Sistema
Nervioso Parasimpéatico (SNP) que regula funciones vegetativas como crecimiento y digestion,
reduccion de la tasa cardiaca y respiracién. Ambos sistemas inervan los mismos 6rganos diana

pero desde distintos puntos de origen (Goldstein, 2003).
Eje Hipotdlame Hipofisiario Adrenal (HHA)

El sistema HHA involucra varias estructuras anatdmicas que responden ante un estimulo

estresante: el hipotalamo, la glandula pituitaria anterior y la corteza adrenal.

Durante la respuesta de estrés, las neuronas que se encuentran en el PVN secretan la
hormona liberadora de la corticotropina (CRH), especificamente las parvocelulares, mientras
que las neuronas magnocelulares liberan Arginina Vasopresina (AVP) y Oxitocina (OX). Los
axones de €stas células se proyectan a la eminencia media donde liberan sus productos a la
circulacién a través del sistema portal hipofisiario. Tanto CRH, como AVP actiian sobre
receptores para CRH (tipo 1) en células comicotropas de la glandula hipdfisiaria anterior en
donde estimulan la sintesis y liberacién de Adrenocorticotropina (ACTH) (de Kloet, 2003). Las
células corticotropas producen el péptido ACTH teniendo como precursor una molécula de
mayor tamafio denominada pro-opiomelanocortina (POMC), la cual se deriva del gen del
mismo nombre. Una vez liberada, la ACTH viaja a través del torrente sanguineo y se une a
receptores adrenocorticales para melanocortina tipo 2 (MC2R) (Cone, 2005) regulando de esta
forma la sintesis y liberacion de glucocorticoides (GCs) en la corteza adrenal. Los GCs, son

hormonas pertenecientes al grupo de los esteroides, cortisol en humanos y corticosterona en
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ratas y otros roedores; son el producto final de este eje y se secretan a partir del colesterol en la

zona fasicular intermedia de la corteza Adrenal (Tsigos y Chrousos, 2002).
Glucocorticoides (GCs) y Ia regulacién de Ia respuesta frente a estrés.

Los GCs regulan funciones metabdlicas, inmlinitarias, cardiovasculares, renales,
esqueléticas, gastrointestinales, de diferenciacion, desarrollo y endocrinas (McEwen et al.,
1986).

Son los principales efectores del eje HHA y por su naturaleza lipofilica tienen la
capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica, actuando en el sistema nervioso a través de
una amplia distribucion de receptores intracelulares: MR ¥ GR. A través de estos dos tipos de
receptor, los Glucocorticoides mantienen la actividad basal del eje Hipotalamo Hipofisiario
Adrenal, y regulan el umbral de activacién del sistema de respuesta al estrés por una parte
(proactividad), y por otra; participan en la terminacién de la respuesta, facilitan la adaptacién y

recuperacion del sujeto estresado (reactividad), (de Kloet, 2003),

La distribucion de los GR en el SNC es muy amplia y se les puede encontrar en
practicamente todo el cerebro, sin embargo, son abundantes en hipotalamo e hipéfisis. Los MR -
POT su parte se expresan en mayor proporcion fuera del hipotdlamo, en 4reas limbicas como el
hipocampo cuya importancia en los sistemas de memoria ha sido bien documentada (Reul y de
Kloet, 1985).

El balance en las acciones mediadas por estos dos receptores es relevante para el control
de la excitabilidad neuronal, la respuesta de estrés y la adaptacién conductual. En general se
acepta que su accion depende del contexto celular Yy que en interaccién con otras sefiales
modulan de manera compleja y diversa la expresion génica en neuronas (Pariante y Miller,
2001).

La accién de los GCs es especialmente relevante cuando debe suprimirse la respuesta
frente a estrés, ellos ejercen un efecto de retroalimentacion negativa sobre el gje HPA, actuando
tanto en hipotilamo e hipéfisis; como en estructuras superiores (hipocampo, amigdaia, septo y
corteza prefrontal medial) (Fig. A).




Perceived Threat Glucocorticoids

Fig A. Diagrama neurcendoctino que muestra como un estimulo percibido: como amenaza, activa el cje
Hipotalamo-Hipofisiario-Adrenal (HHA). El hipotalamo libera la hormona liberadora de la corticotropina (CRH),
que facilita la liberacién- de la hormona Adrenocorticotropa (ACTH) por la hipéfisis, esta se transporta por la
sangre y-estimula la liberacién de glucocorticoides (GCs) en la-glandula suprarrenal. Los GCs régulan el eje HHA
por un mecanismg de retroalimentacion negativa que involucra estructuras del sistema limbico, incluido el
hipocampo. Los receptores de glucocorticoides (GR) y mineralocorticoides {MR) median la accion genémica de
GCs y son expresados. de manera diferencial en estructuras cerebrales {Jauregui-Huerta F., 2008).

14
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Existen dos mecanismos por los cuales se inhiben GCs; uno de accion rapida (antes de
30 min) dependiente de la tasa de elevacion de corticosterona en sangre a través de receptores
. de membrana, y no implica sintesis de proteinas. El otro depende de los niveles totales de GCs

liberados horas después, su mecanismo de accién es genomica y los GCs suprimen la sintesis
de CRHy ACTH (de Kloet et al., 1999).

La afinidad de los MR para unir GCs es aproximadamente 10 veces mds alta que la
afinidad de los GR. Mientras que los MR se encuentran ampliamente ocupados (70-80%) en
condiciones fisiolégicas en las que los niveles circulantes de corticosteroides son bajos, los GR
sélo muestran una baja ocupacién (10%). Sin embargo, cuando los niveles de corticosteroides
se elevan (situaciones de estrés), la activacion de los GR se incrementa considerablemente (de
Kloet, 2003). Al unirse a su ligando sufren un cambio conformacional, se translocan hacia el
nucleo, se dimerizan y se unen a un elemento de respuesta a glucocorticoides (GREs) para
modular la expresion de genes a menudo asociados a co-activadores o co-represores (Webster y
Cidlowski, 1999). El balance de las acciones de corticoides mediadas por los MRy GR resulta

particularmente critico para el control de la homeostasis.

Los receptores MR y GR estin localizados en diversas zonas del cerebro,
principalmente en estructuras del sistema limbico como hipotélamo, hipocampo, amigdala,
corteza prefrontal, nicleo de la estria terminal y nicleo del tracto solitario, que participan tanto
en la activacién como regulacion del eje HHA frente la respuesta al estrés, ademas; han sido

relacionados con procesos de aprendizaje, memoria y estados afectivos (Sandi, 2003).

Existen proyecciones tanto inhibitorias como excitatotias provenientes del hipocampo,
amigdala y corteza prefrontal que ejercen una regulacién compleja y topograficamente
organizada por vias de relevo, que inervan: neuronas parvicelulares del nucleo paraventricular
del hipotalamo, que modulan la activacién del e¢je HHA. El hipocampo y la corteza prefrontal
Juegan un papel mayormente inhibitorio en la activacién del ¢je HHA, mientras que la amigdala
estd implicada en la secrecion de glucocorticoides mediante vias excitatorias (Jacobson y
Sapolsky, 1991, Feldman et al., 1995).
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Las estructuras antes mencionadas, ademss de poseer una amplia distribucion de
receplores para glucocorticoides, también participan en la regulacién de conductas y procesos
cognitivos relevantes para la sobrevivencia del organismo; entre ellos, el aprendizaje espacial,

la memoria de trabajo y la actividad exploratoria.
Sistema limbico, estrés Y funciones cognitivas.

En relacién a la respuesta frente al estrés, el hipocampo ha sido la estructura mejor
caracterizada por su participacion tanto en la modulacién endocrina como en el aprendizaje, la
memoria espacial y la actividad exploratoria. El aprendizaje espacial se refiere al proceso que
permite al sujeto definir concretamente la localizacién de una meta en base a las relaciones
espaciales entre éste y los diferentes hitos geograficos del entorno, ninguno de los cuales es
esencial por si mismo (O'Keefe y Dostrovsky, 1971). El aprendizaje que nos permite
orientarnos en ¢l espacio circundante (memoria espacial), es un ejemplo muy estudiado en éste
tema. La prueba experimental de navegacién en una piscina que contiene una plataforma de
escape oculta, y que estd basado en la presencia de indicadores espaciales visibles para las ratas

(Morris et al., 1982), es un modelo muy utilizado para estudiar el aprendizaje alocéntrico,

basado en el entorno espacial de los roedores. Algunos roedores con dafio en el hipocampo o -

sus aferencias, muestran deterioro en la ejecucién en el laberinto acuatico de Morris (Olton et
al., 1978, Morris et al.,, 1982). El hipocampo ademés se ha relacionado con la memoria de
referencia evaluada en laberintos, donde se reflejan aspectos procedimentales del aprendizaje
de la tarea independiente del ensayo, e involucra localizaciones espaciales (Frick et al., 1995,
Shukitt-Hale et al., 2004).

La amigdala se relaciona con estrés y aprendizaje casi tanto como el hipocampo, esté
asociada con aspectos de respuesta emocional, asi como aprendizaje relacionado a eventos
emocionales, especialmente aversivos. En general; la amigdala permite que los eventos
emocionales desagradabl¢s scan los mejor recordados. Un tipo de memoria que se relaciona con
esta estructura es la memoria no declarativa, la cual se refiere a la informacion que nos permite
ejercer hdbitos cognitivos o motores (Morgado, 2005). Un ejemplo muy estudiado en el
laboratorio es €l modelo de miedo condicionado en ratas (altamente dependiente de la

amigdala), (Roozendaal et al., 1996).
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La corteza prefrontal est4 involucrada en procesos cognitivos que generalmente se les
denomina funciones ejecutivas. Esta estructura se asocia a la  memoria de trabajo,
conceptualmente diferente de la memoria de corto plazo. Se relaciona con la capacidad para
usar informacion mnésica para planear y organizar la accién futura (Morgado, 2005).
AnatOmicamente involucra la corteza prefrontal, y es modulada principalmente por dopamina.
Las tareas de alternancia con demora son utiles en su evaluacion. El laberinto en T con
adaptaciones es un método comiin en la evaluacion de] aspecto espacial de la memoria de
trabajo (Mizoguchi et al., 2000). Adicionalmente se ha utitizado un modelo que combina el
laberinto acuatico (Morris et al., 1982) y el laberinto radial (Olton et al., 1978), para evaluar

simultdneamente memoria de referencia y memoria de trabajo (Shukitt-Hale et al., 2004).

Los glucocorticoides han sido identificados como moduladores importantes de los tres
tipos principales de memoria, siguiendo un patrén de U invertida (N). Este efecto est4 mediado
por la accion de MR y GR: concentraciones muy bajas o suprafisiolégicas de la hormona [los
extremos de la U, (M) ] inhiben la formacién de la memoria; en contraparte; niveles intermedios

la maximizan (parte curva superior de la U) (Sandi, 2003). De igual forma, la actividad

exploratoria se modifica en relacién a variaciones en la expresion-de MR (Oitz] et al., 1994, -

Klenerova et al., 2007).

Adicionalmente a las funciones moduladas por los glucocorticoides arriba mencionadas,

lo es también su capacidad para influir sobre el desarrollo y maduracién de diferentes

estructuras cerebrales,

Glucocorticoides y desarrollo del SNC.

Los efectos de los GCs en diferentes etapas del ciclo vital han sido estudiados siguiendo
el desarrollo ontogénico cerebral de MRs ¥ GRs. Los MR presentes principalmente en neuronas
Se expresan completamente hacia el final de la primera semana de vida postnatal, que coincide
con la aparicién funcionalmente madura de la actividad basal del eje HPA. En contraparte; los
GR presentan niveles - aproximados de solo un 30% de los valores del adulto durante las

primeras semanas de vida postnatal la mayor parte de ellos se encuentran concentrados en
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neuronas. A medida que el cerebro madura y se incrementa la densidad de células gliales,

aumentan los niveles de GR, expresandose también en la glia, hasta alcanzar niveles de adultos
aproximadamente en el dia 28 de edad postnatal (Fig. B). Este evento coincide con 1a aparicion
de la capacidad del sistema GR-MR para inhibir su propia activacion (Edwards y Burnham,
2001).

wm= === AdultLevls

Fig. B: lfustra el desarrollo ontogénico
de MR y GR en el cerebro de rata. La
madurez del sistema GR-MR se
alcanza durante el curso de Ia tercera
semana posnatal en  roedores
(Tomado de Edwards y Burbam,
2001),

Reeeptor Concentration
in the Hippocampas

Frost-natal Weeks

El periodo durante el cual los GR no han alcanzado sus niveles de expresion adulté, €s
conocido como periodo de hiporesponsividad al estrés, y coincide con la etapa de crecimiento
mas rapido del cerebro (proliferacién neuronal, sinaptogénesis, arborizacién dendritica y
ganancia de peso). Cuando los GR aumentan su expresion, disminuyen la proliferacién celular,

sinaptogénesis, etc. (Meaney et al., 1985).

Integrados al funcionamiento maduro del eje HHA, los GCs establecen una serie de
interacciones endocrinas que repercuten sobre el crecimiento, funcién reproductiva, inmunidad,

metabolismo y conducta (O'Connor et al. , 2000).

Durante el envejecimiento existe una estrecha correlacion entre el decline cominmente
observado de funciones asociadas a la actividad hipocampal, y un cambio en los niveles de
hormonas esteroideas, entre ellas, los GCs. En muchas especies, el envejecimiento compromete
la capacidad de aprendizaje y la habilidad para recordar entornos espaciales; -ambas funciones

estrechamente relacionadas con la actividad hipocampal (Bohbot et al., 1998).
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Ademas, existen numerosas evidencias de cambios neuroquimicos y neurofisiologicos

asociados a la edad, que pueden contribuir al decline cognitivo (Miller y O'Callaghan, 2003).

De esta forma, se ha establecido que los glucocorticoides y el estrés, son capaces de
incidir en el desarrollo del SNC y cambiar de manera transitoria o permanente funciones como

el aprendizaje, memoria espacial y actividad exploratoria.

En la actualidad se realizan un gran numero de trabajos de investigacién utilizando
diversos modelos de estrés de origen sistémico y psicolégico como; inmovilizacién, restriccion
de movimientos, ruido, nado forzado, etc., mismos que no necesariamente generan dafio real al
organismo, pero si contienen un componente emocional, y son capaces de estimular la

activacion de la respuesta frente a estrés.

Vias auditivas y sistema endocrino.

Una importante funcién del aparato auditivo es servir como sistema de alertamiento

contra el peligro para asegurar la sobrevivencia, esta tarea se realiza en el SNC, alli se procesan -

la intensidad y la frecuencia del sonido comparandola con experiencias previas y asi se
desencadenan una serie de reacciones, que son determinadas de acuerdo a pardmetros de
significado, predictibilidad y en menor grado, el nivel del sonido. Estas caracteristicas

determinaran si el sonido seria percibido como un componente aceptable, o como ruido (Waye,
2003).

El sistema auditivo sirve Ppara mantener la activacién de proyecciones cerebrales a la
corteza temporal y al sistema reticular activador via el sistema limbico y el hipotalamo, de esta
manera los procesos cognitivos y emocionales interactian con los estimulos auditivos

influenciando los estados de conciencia (Westman y Walters, 1981).

En el curso de la evolucién, el sonido ha evocando emociones y acciones a través de
conexiones directas del oido interno a mecanismos neurales de lucha o huida por via del

sistema nervioso auténomo (SNA). Al parecer, el SNC cuenta con dos vias de entrada
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auditivas, una directa que va del oido interno a Ia corteza auditiva y otra indirecta al sistema
reticular activador, que conecta al sistema limbico y otras partes del cerebro, al SNA y al

sistema neuro-endocrino (Cohen et al., 1977).

Ademas; el oido interno cuenta con otras conexiones indirectas a centros cerebrales que
controlan respuestas fisiologicas, emocionales ¥ comportamentales. Los impulsos provocan la
activacién del sistema reticular, desencadenando incluso otras sefiales que se propagan a
centros cerebrales superiores que controlan la alerta, cognicién y ejecucién motora. Al 'mismo
tiempo, el sistema reticular activador conduce impulsos a centros hipotaldmicos del SNA, los
cuales estin ligados al sistema neuroendocrino simpético-adrenal y de ese modo regula la
secrecion de catecolaminas; adrenalina y noradrenalina. Los impulsos conducidos por el
sistema reticular activador también son transmitidos al sistema HHA el cual secreta

corticosteroides (Westman y Walters, 1981).

En este sentido, se ha desarrollado el concepto de estresor ambiental para caracterizar
condiciones ambientales estresantes tales como ruido comunitario (Campbell, 1983); contrario
a simples situaciones estresantes, llamadas problemas de la vida cotidiana (Lazarus y_Cohen,
1977). Los estresores ambientales se caracterizan por ser crénicos, valuados negativamente,

perceptibles fisicamente e intratables al sélo esfuerzo de modificarlos (Campbell, 1983).

Esta bien demostrado que la capacidad de aprendizaje y memoria se ven alteradas en
condiciones especialmente estresantes, Sin embargo; el cerebro no solo codifica informacion y

controla la respuesta conductual al estrés, sino que también es modificado estructuralmente por

esas experiencias.
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ANTECEDENTES

La etapa de desarrollo es de suma importancia para la conducta del adulto. En la
actualidad existen numerosas evidencias que relacionan al estrés presente en la vida temprana
con una gran variedad de alteraciones en sistemas cerebrales especiﬁcos impliéados en la
maduracion cognitiva (Weller et al., 1988, Lemaire et al., 2000, Weinstock, 2001, Welberg y
Seckl, 2001, Maccari et al., 2003, Shors, 2006, Rice -et al., 2008, Weinstock, 2008). En este
sentido, se sabe que en individuos jévenes, la experiencia estresante produce alteraciones en

habilidades cognitivas que pueden ser permanentes.

Algunos estudios experimentales examinan el impacto a largo plazo de la experiencia
temprana usualmente enfociandose en dos estados: estrés gestacional (Hayashi et al., 1998,
Lemaire et al., 2000, Lordi et al., 2000, Aleksandrov et al., 2001, Weinstock, 2001, Griffin et
al., 2003, Bowman et al., 2004, Bethus et al., 2005, Kim et al., 2006, Son et al., 2006, Bergman
- et al., 2007, Hosseini-Sharifabad y Hadinedoushan, 2007, McPherson et al., 2007, Wu et al., .
2007, Yaka et al., 2007, Weinstock, 2008, Zuena et al., 2008), y estrés postnatal temprano,
incluyendo manipulacién (handling) de las crias y madre durante el periodo de destete (Heim y
Nemeroff, 1999, Frisone et al., 2002, Koo et al., 2003, Brunson et al., 2005, Slotten et al., 2006,
Tang et al., 2006, Aisa et al., 2007, Kosten et al., 2007, Leventopoulos et al., 2007, McPherson
et al., 2007, Stamatakis et al., 2008).

En ratas en gestacién por ejemplo, se ha visto que tanto la exposici6én a estrés como la
manipulacién con glucocorticoides sintéticos generan alteraciones conductuales y morfolégicas
(Owen et al., 2005, Meaney et al., 2007). Incluso, se ha encontrado que estresar hembras
gestantes deteriora permanentemente la capacidad de aprendizaje de sus crias pues el déficit se

observa incluso si se evaltan cuando son adultas (Weinstock, 2001, Darnaudery et al., 2006).

Otros estudios han evidenciado que durante la etapa de amamantamiento, el estrés
deteriora la capacidad de aprendizaje y memoria espacial (Frisone et al., 2002). Adicionalmente
a la evaluacién de alteraciones como aprendizaje y memoria, la investigacién sobre las
consecuencias conductuales de la exposicién a estrés, ha enfocado algunos trabajos a la
evaluacién de la actividad exploratoria de ratas estresadas en diferentes etapas de la vida. En

-algunos de éstos trabajos se ha visto que si se exponen ratas preplberes a estrés por aislamiento
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y se evalian en la prueba del campo abierto cuando son adultas, los niveles de actividad

exploratoria son menores, a diferencia de ratas que son aisladas después de la pubertad
(Arakawa, 2007).

En este sentido, algunos investigadores han sugerido que el tiempo comprendido entre
el nacimiento y la adolescencia de Ia rata corresponde a la nifiez en el humano debido al
incremento en la independencia, conducta social y la inmadurez sexual vistas en estas ratas

prepuberes (Spear, 2000, Avital y Richter-Levin, 2005, MecCormick y Mathews, 2007).

Es sabido que ademas del periodo de desarrollo en el cual se presenta el evento
estresante y la experiencia previa, el tipo de estimulo es lo que determina los cambios
conductuales que produce el estrés. Originalmente se pensaba que todos los estimulos
provocaban las mismas reacciones en el organismo (Teoria de la inespecificidad) (Selye, 1998),
sin embargo; recientemente se han aportado evidencias que apoyan la idea de que cada estimulo
tiene efectos diferentes (Teoria de Ia especificidad) (Pacak y Palkovits, 2001). De esta forma,
se espera que exista diferencia entre la respuesta fisiolégica que un estimulo procesativo
produce (aislamiento, derrota social, etc) de la que genera un estimulo puramente sistémico

(frio, infeccion, etc.).

Los resultados de varios estudios sugieren que la exposicion a un esrresor ambiental
particularmente crénico puede modificar la habilidad de un individuo para adaptarse fisica o
psicolégicamente a otro estimulo estresante. Algunos estudios demuestran que ratas que han
sido expuestas repetidamente a restriccion muestran una respuesta de glucoc_:orticoides
exagerada ante un nuevo estrés de intensidad media, muchas semanas después de que la
restriccion ha finalizado (Harris et al., 2004). Si adicionalmente la experiencia estresante se
produce durante el desarrollo temprano, la posibilidad de producir cambios duraderos en la

conducta del sujeto es aun mayor.

En relacién a lo anterior; es sabido que el hipocampo, una estructura fuertemente
relacionada con la regulacién del organismo a la respuesta de estrés y particularmente relevante
para el aprendizaje y la memoria, continia su desarrollo en la rata aun después de las primeras
semanas de vida durante la adultez temprana, Y que este crecimiento es vulnerable a estrés

crénico (Isgor et al., 2004).
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Ciertas tareas cognitivas que involucran el uso de aprendizaje espacial, son

selectivamente afectadas por estrés crénico (Sandi y Pinelo-Nava, 2007). En este sentido, es
sabido que la elevacién crénica de hormonas glucocorticiodes producida por estrés mediatiza
tales efectos (McEwen et al., 1986, Oitzl y de Kloet, 1992, Qitz] et al., 1994, de Kloet et al,
1999, Sandi, 2003). Incluso algunos trabajos han probado que la actividad del eje HHA puede
ser reprogramada por exposicién crénica a estrés en la vida fetal o en las primeras semanas de
vida, cambiando de manera permanente 1a respuesta neuroendocrina al estrés (Edwards y
Burnham, 2001, Aisa et al., 2007, McPherson et al., 2007). Tal disregulacién hormonal llevada
a cabo por condiciones adversas de la vida durante el desarrollo postnatal temprano puede ser
altamente perjudicial para las funciones cognitivas y la respuesta del eje HHA a estrés posterior
(Owen et al., 2005, Slotten et al., 2006, Meaney et al. , 2007),

El estrés cronico en la sociedad modemna en gran parte se debe a factores ambientales,
en los humanos la fuente de estrés més comiin es el ambiente social (Bartolomucci et al. , 2005).
Un ejemplo de esto es la contaminacién por ruido, de acuerdo a su naturaleza perturbadora ha

sido identificado como un factor clave de desarrollo de desordenes relacionados a estrés
(Maschke et al., 2000). _

El progresivo aumento de ruido durante la vida diaria ha conducido a un incremento en
la atencion cientifica a este respecto. En la actualidad, se han generado diversos modelos de
ruido artificial (tonos puros, ruido de banda ancha) por medio de los cuales se han probado
efectos deteriorantes del ruido sobre perfiles neuroendocrinos y conductuales (Kim et al., 2006,
Manikandan et al., 2006, Samson et al., 2007). A este respecto, Rabat y colaboradores
desarrollaron una adaptacién de ruido ambiental al audiograma de la rata, demostrando
sucesivamente los efectos deteriorantes del ruido agudo y crénico sobre el suefio y la memoria
(Rabat ef al., 2005, 2006). En el caso de la rata, se ha visto que el umbral de tolerancia a la
intensidad del ruido es 90 dB; arriba de este nivel surge una elevacion significativa de GCs en
plasma, por lo que algunos estudios han utilizado niveles de 105 dB teniendo como resultados

cambios comportamentales considerablemente significativos (Campeau y Watson, 2000).

Si el ruido es presentado de manera crénica, produce un deterioro en la capacidad de

memoria espacial que se corresponde con elevacion en los niveles de GLCs y alteraciones en la
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morfologia dendritica del hipocampo y la corteza prefrontal medial (Manikandan et al., 2006,

Samson et al., 2007). Mas recientemente, se estandarizé un modelo de ruido para ratas que
reproduce con precisién los sonidos comtnmente estresantes para el humano tomando como

base el tipo de ruido generado por vehiculos, maquinas o turbinas de avidn (Rabat et al., 2005).

El ruido ambiental representa entonces una fuente segura y relativamente 1nexplorada de
estrés, el cual tiene efectos deteriorantes que podrian ser acentuados por la exposicién durante -

el desarrollo temprano.

Como ya se ha mencionado auteriormente, un nimero considerable de investigaciones
sugieren que el desarrollo temprano es un periodo de especial sensibilidad al estrés, por lo
menos en relacion a sus efectos sobre habilidades cognitivas. Adicionalmente, el desarrollo
implica la continua confrontacién con experiencias aversivas que suelen presentarse em
periodos diferentes de la vida del sujeto. Sin embargo, pocos estudios son los que han abordado
las consecuencias conductuales del estrés en relacion a la experiencia previa (estrés repetido) y
el desarrollo. La mayoria de las investigaciones hacen referencia a las consecuencias

inmediatas de la exposicién a un periodo mas o menos duradero de estimulacién aversiva.

Recientemente comenzé a ponerse atencién en el tema de la exposicién repetida a
estimulos estresantes, y se ha sugerido que factores como la intensidad del estimulo estresante,
la hormona involucrada en la medicién, el periodo de tiempo transcurrido entre una medicién y H
otra, y de manera especial; la experiencia previa con estimulos del mismo (homotipicos) o
diferente tipo (heterotipicos), son determinantes para los resultados de esos experimentos
(Armario et al., 2004). Por ej emplo, ahora se sabe que la respuesta de las hormonas efectoras de
eje HHA se reduce cuando el animal que ha sido estresado, algunos dias después es confrontado
con la misma situacién estresante (estresor homotipico) a la que previamente habia sido
expuesto, sin embargo; cuando la exposicién subsecuente (reexposicion) implica un agente
diferente (heterotipico), se incrementa la respuesta registrada en el periodo posterior (Valles et
al., 2003).
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Dicho de otra forma, mientras para algunos estimulos la experiencia previa parece
producir habituacion, para otros suele tener un efecto de sensibilizacién por lo menos al evaluar
la actividad de las principales hormonas involucradas en la respuesta de estrés (ej. aumento en
la expresién del gen CRH en PVN, del POMC en la hip6fisis anterior, hipertrofia adrenal, etc),
(Armario et al., 2004).

Por el contrario, en el plano conductual se sabe relativamente poco acerca del efecto de
la experiencia previa sobre la respuesta a nuevos eventos esiresantes. Sin embargo; se ha
probado ampliamente que el estrés cronico o intenso modifica el rendimiento de ratas en tareas
de memoria hipocampo dependiente (aprendizaje y memoria espacial) (Sandi, 2003), memoria
amigdalina (condicionamiento de miedo) (Kim et al., 2006), memoria relacionada a estructuras
frontales (memoria de trabajo) (Mizoguchi et al., 2000) y actividad exploratoria (Arakawa,
2007).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El aprendizaje, la memoria y la actividad exploratoria son capacidades cognitivas que s¢
afectan en respuesta a situaciones esiresantes, se sabe que esas funciones se modifican
dependiendo de diferentes factores como; intensidad, duracién y etapa de la vida del sujeto en

la que sucede el estimulo estresante.

Desde hace algunos afios se han evaluado los efectos a largo plazo que provoca el estrés
sobre la conducta y habilidades cognitivas. Actualmente hay algunos trabajos encaminados a
evaluar los efectos del estrés en sujetos adultos, que durante su desarrollo temprano fueron
sometidos a una situacion estresante de la misma naturaleza, o con caracteristicas diferentes, en
donde se ha visto alteracion en aprendizaje y memoria espacial y memoria de trabajo. Sin
embargo, la mayorfa de estos estudios han utilizado modelos experimentales con ruido blanco,
. Testriccién de movimientos, inmovilizacion, etc., que se asemejan pobremente a situaciones
comuinmente estresantes en el humano, o que solamente suceden de forma excepcional. Por
otra parte, la mayoria de estos estudios han sido realizados en etapas muy tempranas de la vida
de la rata, tanto en etapa gestacional, como de amamantamiento sin tomar en cuenta el periodo
prepuberal (a partir del destete y previo al periodo de pubertad) que asemeja la infancia en el

humano.

Por lo anterior, en este estudio nos propusimos evaluar si se produjeron efectos
acumulativos en el aprendizaje espacial por la exposicién a dos modelos estresantes de
diferentes caracteristicas (ruido ambiental y amenaza por depredador/plataforma elevada),
presentados en diferentes periodos de la vida del sujeto, ademds se analizaron la memoria de
referencia, memoria de irabajo y la actividad exploratoria. Adicionalmente medimos niveles de

corticosterona como indicador de que los estimulos tuvieron un efecto estresante.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos independientes y sumatorios generados por la exposicion de ratas
machos a estrés cronico por ruido ambiental en la vida temprana y estrés agudo por
depredador/plataforma elevada en la vida adulta sobre aprendizaje espacial, memoria de

referencia, memoria de trabajo y actividad exploratoria.
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OBJETIVOS PARTICULARES

L.-  Determinar la potencia del estimulo estresante a través de cuantificacién de los niveles

s€ricos de corticosterona en diferentes momentos:

a. Al finalizar la exposicion crénica al ruido ambiental (dia 21-36 postnatal).

b. Después de la exposicion a estrés agudo por depredador (olor a orina/presencia
de gato y permanencia en una plataforma elevada inestable por 30 min, dia 91
pn).

¢. Por la suma consecutiva de ambos estimulos en dos momentos de la vida de las
ratas; después del ruido ambiental (36 pn) y de la exposicion a depredador en la
etapa adulta (90 pn).

2.- Analizar la capacidad de aprendizaje espacial, la memoria de referencia y de trabajo
(laberinto acuético radial de ocho brazos); y actividad exploratoria en los animales sometidos a

los dos tipos de estrés en los siguientes tiempos:

a. Durante los 5 dias siguientes (36-41 pn) de haber concluido la etapa de estrés
cronico por ruido en el desarrollo temprano. '

b. Trasla exposicién a estrés agudo en la vida adulta (91 pn).
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HIPOTESIS

a) Ruido cronico en ratas inmaduras.
1.- La exposicion de ratas machos recién destetadas (21 dias de edad) a ruido ambiental
durante 15 dias, reducird la actividad exploratoria y afectard su rendimiento en tareas de

aprendizaje espacial y memoria de trabajo.

b) Efectos a largo plazo del ruido ambiental.

2.- El grupo de ratas expuestas solo a ruido ambiental en ctapa temprana (21-36 pn) y evaluadas
en edad adulta (segunda etapa experimental) mostrard mayor actividad exploratbria y menor
capacidad para aprendizaje espacial, comparado con las ratas que ademas fueron sometidas a

estrés por amenaza de depredador/plataforma elevada.

¢) Estrés agudo en ratas maduras.

2.- Las ratas machos adultas que fueron sometidas a un episodio de estrés agudo intenso por la
combmacién de plataforma elevada inestable y amenaza por depredador mostrarén deterioro en
el desempefio de tareas relacionadas con actividad exploratoria, aprendizaje espacial y memoria

de trabajo.

a+c) Doble estrés; cronico temprano y agudo en la vida adulta.

3.- Los efectos sumatorios de una doble experiencia estresante; ruido ambiental durante el
desarrollo temprano, seguido de estrés agudo por amenaza de depredador en la vida adulta,
incrementaran la actividad exploratoria, y mejoraran la habilidad de aprendizaje y memoria de
trabajo de estas ratas, comparadas con aquellas que sélo fueron sometidas a un solo episodio de

estrés,

Corticosterona.

4.- El grupo experimeﬁtal de la primera etapa RA mostrara incremento significativo,
comparado con el grupo control en ratas jovenes, Mientras que en los grupos adultos EAD y
RA+EAD, se observara mayor incremento en esta hormona, a diferencia de los grupos no

estresados en la segunda etapa CA y ELRA,
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MATERIALES Y METODOS.

Animales de experimentacién.

Fueron seleccionadas 72 ratas Swiss-Wistar machos recién destetados de 21 dias de
edad, procedentes del bioterio del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, CIBO,
IMSS. Permanecieron alojadas en jaulas de 45 cm x 29 cm, en grupos de 5, cama de aserrin y
mantenidas a 22 + 2 °C de temperatura, humedad relativa del ambiente entre 55-60 %, ciclos de
luz-oscuridad de 12:12 h; alimentadas con dieta balanceada para roedores (Ralston-Rations
US4);, 'y agua purificada. Proyecto aprobado por el Comité de Etica del Instituto de

Neurociencias de la Universidad de Guadalajara.

Desde el comienzo de la primera etapa experimental (dia 21 pn) y hasta el comienzo de
la segunda etapa experimental (dia 90 pn), las ratas de cada uno de los grupcs fueron pesadas
cada 3 dias, para posteriormente hacer un anslisis y comparacién de la ganancia de peso entre el

grupo expuesto a ruido ambiental y el grupo control.

PROCEDIMIENTO

1* Etapa: Estrés por ruido ambiental en ratas recién destetadas (21-35 dias pn).

El dia 21 pn las 72 ratas fueron separadas aleatoriamente en 2 grupos con la siguiente

distribucién:

1 Grupo control (C): Compuesto por 36 ratas, fueron mantenidas en condiciones

habituales de bioterio.

"~ 2 Grupo ruido ambiental (RA): 36 ratas recién destetadas (21 dias pn) fueron sometidas a
estrés por ruido ambiental durante 15 dias, a intensidades entre los 85 y 105 dB (Rabbat et
al., 2004), durante el ciclo de actividad nocturna de la rata (20:00-08:00 h), en rangos
aleatorizados de 7 a 49 s, con intervalos silenciosos de 22 a 190 s, hasta completar 12 h
diarias de ruido. Una vez finalizado este periodo de estrés (dfa 36); tres ratas controles y tres
estresadas por ruido fueron sacrificadas (ver descripcién més adelante), para registrar los
niveles séricos de CORT (vide infra).
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El dia 36-40 pn, se evaluaron nueve ratas de cada grupo (control y ruide) en la prueba

de laberinto acudtico radial de ocho brazos (dias 36-39 pn), yenla prucba de campo abierto
“Open Field” (dia 40 pn). Las 54 ratas restantes permanecieron en condiciones estandar de
bioterio durante los dias 36-89 pn. El dia 90 fue subdividido cada uno de los grupos descritos
arriba; por lo que se formaron de esta manera un total de cuatro grupos, los cuales fueron
sometidos a diferentes condiciones experimentales en una segunda etapa experimental, y

denominados de la siguiente manera:

2" Etapa: Exposicion a depredador en la edad adulta: (90 dias pn).

1 Grupo control adulto (CA): De las 24 ratas integrantes del grupo control, a partir de la
segunda etapa se hicieron dos grupos de 12, y se mantuvieron intactas en condiciones

habituales de bioterio hasta finalizar el estudio.

2 Estrés agudo por depredador (EAD): Las 12 ratas restantes del grupo control inicial,
fueron sometidas a estrés agudo a los 90 dias de edad. Para ello fueron colocadas
individualmente en una plataforma elevada durante 30 min, y al mismo tiempo expuestas a
olor de orina de gato. Este grupo nos permitié conocer los efectos del estrés en ratas

adultas expuestas por primera vez.

3 Efecto a largo plazo de ruido ambiental (ELRA): Del grupo experimental inicial
(sometidas a ruido ambiental en la vida temprana), se separé un grupo de 12 ratas y
permanecieron el resto del estudio en condiciones habituales de bioterio, sin volverse a
estresar. Este grupo nos permitié conocer si el estrés temprano por ruido provocé efectos

duraderos.

4 Re-exposicion (RA+EAD): Las ratas restantes del grupo inicialmente sometido a ruido
ambiental a partir del destete fueron expuestas nuevamente a estrés agudo por depredador
en las mismas condiciones descritas para el grupo EAD. Este grupo nos permitié conocer
los posibles efectos sumatorios de estrés crénico por ruido, y agudo por amenaza de

depredador en las ratas adultas.
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Finalizada esta segunda etapa (dia 90 pn), fueron sacrificadas 3 ratas de cada uno de los

grupos pertenecientes a cada una de las cuatro condiciones experimentales, para cuantificar
niveles séricos de CORT (ver descripcion detallada mis adelante). El resto de las ratas (9 de
cada condicién experimental) fueron evaluadas en el laberinto acudtico radial de ocho brazos
durante los dias 91-94 pn y en la prueba de campo abierto durante el dia 95 pn (ver descripcion

de pruebas mas adelante).

Obtencién de suero.

Al finalizar cada condicién experimental se recolectaron muestras de sangre de todos los
grupos. Tres ratas de cada grupo fueron sacrificadas por decapitacidn, y se recolecté ~ Iml de
sangre en tubos BD Vacutainer SST™, Las muestras fueron mantenidas a temperatura 37°C en
bafio Marfa y posteriormente centrifugadas a 3,000 rpm durante 10 min. Los sueros se
mantuvieron almacenados a -80° C y después analizados por medio de la técnica de EIA

descrita en el siguiente apartado.

Técnica inmunoenzimitica “Enzyme immunoassay ” (EIA).

El ensayo inmunoenzimético se basa -en el uso de antigenos o de anticuerpos marcados
con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica
como enzimatica, pudiendo ser revelada mediante la adicién de un sustrato especifico que en
contacto con la enzima, producird ui color observable a simple vista y cuantificable por un
lector de densidad 6ptica. La técnica se realizé como se describe en el kit de anélisis para
corticosterona (Correlate-EIA™ Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit Catalog No. 900-
097 96 Well Kit). Este kit es un inmunoensayo competitivo para determinar cuantitativamente
niveles de corticosterona en fluidos biolégicos. Este kit utiliza un anticuerpo policlonal para
ligar corticosterona de manera competitiva, el estandar de corticosterona con una molécula de
fosfatasa alcalina  adherida convalentemente, o la muestra problema. Después de una
incubacion simultinea a temperatura ambiente, el exceso de reactivos se elimina por lavado y
se aflade el sustrato. Después de un corto tiempo de incubacién de la enzima se detienc la
reaccién y el color amarillo resultante se cuantifica en un lector de microplacas a 405 nm. La

“intensidad del color amarillo es inversamente proporcional a la concentracion de corticosterona;
tanto en los estdndares como en las muestras. Los valores de la densidad Optica se utilizan para

calcular la concentracion de corticosterona.
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ESTUDIO CONDUCTUAL

Laberinto acuitico radial de ocho brazos (RAWM),

Esta prueba consistié en una piscina circular galvanizada de 152 ¢cm de didmetro x 59 cm de
profundidad que se llend hasta 32 cm con agua (2243 °C). Dentro de la piscina se sumergio un
laberinto con 8 brazos convergentes hacia un 4rea abierta central, con paredes de 40 cm de alto
X 43 cm de largo. La piscina, las paredes y la plataforma circular de escape (10 cm de didmetro
por 30 cm de alto) fueron pintados de negro, por lo no podia verse la plataforma, ya que quedd
cubierta por el agua. Se colocaron sefiales visuales externas al final de algunos brazos, y
también dispersas a través de la cAmara de prueba, -todas estas fueron utilizadas por las ratas

como sefiales visuales para establecer una ruta de navegacién en el laberinto.

Se hizo una sesion diaria durante cuatro dias, los primeros tres dias la plataforma se

mantuvo fija a 4 cm del final del brazo 1 y el tltimo dia la plataforma se cambié al brazo 4.

Cada sesién diaria consistid de 5 ensayos con intervalos inter-ensayo de 30 min. Al
comienzo de cada prueba la rata se colocé aleatoriamente con el hocico apuntando hacia las -
paredes en una de las siete posiciones del laberinto, (exceptuando la del brazo con la
plataforma), y se le permiti6 nadar durante 120 seg, o hasta encontrar la plataforma de escape,
si esto no sucedia durante este lapso tiempo se le colocaba sobre la plataforma y alli se le
permitia permanecer durante 15 seg, luego las ratas fueron secadas con una toalla para

devolverles a su jaula y permititles que se recuperaran durante 30 min.

El RAWM permitir evaluar simult4neamente aprendizaje espacial, merﬁoria de referencia y
de trabajo. '

Aprendizaje Espacial: Habilidad para adquirir una representacién cognitiva de una locacién
en el espacio (Gallagher et al., 1988).

Memoria de referencia: Refleja aspectos del aprendizaje independiente del ensayo
(localizaciones espaciales) (Fick et al., 1995).

Memoria de trabajo: Describe la habilidad para controlar la informacién en la memoria, es

dependiente de ensayos (sitios previamente visitados) (Luine et al., 1998).
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CRITERIOS DE EVALUACION

1 Semide la latencia en segundos.
2 Adicionalmente se evalian los siguientes errores:
- Errores de referencia. Entradas en brazos que no contienen la plataforma
(memoria de referencia).
Errores de trabajo. Reingresos en brazos ya visitados durante el mismo ensayo

(memoria de trabajo), (Shukitt-Hale et al,. 2004).
Campo abierto (Open field): Ansiedad y actividad exploratoria.

Este instrumento fue disefiado para evaluar la conducta exploratoria de ratas en un
ambiente novedoso y la relacion de ésta con ansiedad. Es una caja cuadrada de madera blanca
de 75x75cm y paredes de 60 cm de altura, con un piso transparente y sin techo. El campo fue
imaginariamente dividido en 25 cuadros iguales de 15x15¢cm.

Cada rata se colocé individualmente dentro del campo abierto, y se le permiti6 explorar -
durante 6 min, la conducta de cada rata fue video-grabada con una cémara montada
perpendicularmente sobre el campo abierto, y se hizo limpieza entre pruebas (Gregus et al.,
2004). Este paradigma es utilizado cominmente para evaluar los efectos ansioliticos de
farmacos y se basa en el estimulo que induce la novedad para exploracién de las ratas cuando se
encuentran en un ambiente desconocido (Ramos et al., 1998). Los criterios a evaluar fueron los

siguientes:

1 Tiempo de permanencia en el 4rea central

2 Tiempo de permanencia en rea periférica

3 Tiempo de movilidad durante los seis min totales de duracién de la prueba.

4 Porcentaje del tiempo que las ratas pasaron en “Acicalamiento ¥y erguimiento” en el
campo abierto.

5 Numero de bolos fecales.

(adaptado Gregus et al., 2004)
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DISENO EXPERIMENTAL

PRIMERA ETAPA

atas macho
Swiss-Wistar

Dias 21-35
posnatal

p _
ambiental (12h: tolales diarias) en
intervalos aleatorizados con

.~ frecuencias variables.y 90-105.d
| (exposicion en ciclo de actividad). |

Obtencion de
suero n=3

Pruebas conductuales: .
Laberinto acuatico radial de Obtencién de

3 suero n=3
ocho brazos y campo abierto
(9 de cada grupo)
Dias 36-40

Dias 36-89 posnatal;

inactividad
SEGUNDA
ETAPA

: (RA+EAD ) - g

(CA) : (EAD) Estrés agudo: n=12; (ELRA)
Control: n=12 ‘M Estrés agudo: n=12 o R Control ruido;

Condiciones Plataforma elevada | Platatorma elevada y n=12

estandar de bioterio y exposicidn a gato exposicion a gato/30 min Condiciones
durante 30 min . Dia 90 - estandar de

postnatal _ g bioterio

Obtencidn de
suero n=3

Obtencién de
suero n=3

QObtencién de
suero
n=3

/'-__"'\
Obitencion de
suero n=3

Pruebas conductuales:
Campo abierio
Laberinto acuatico radial de

ocho brazos
(9 de cada grupo}
Dias 91-95
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Ira ETAPA EXPERIMENTAL: Ratas machos de 21 dias ex

Al finalizar se evaluaron los siguientes criterios:

puestas a ruido ambiental durante 15 dias (21-36 pn).

PRUEBA CRITERIO A EVALUAR METODO SUJETOS
Kit Corticosteron| 3 Sujetos de cada
enzyme Niveles de corticosterona en suero | Cuantificacion de corticosterona en suero grupo (36 dias pn}).
immunoassay después de la exposicion a ruido Grupo ruido ambiental
ambiental durante 15 dias (RA)
Grupo contro! {(C )
RAWM Aprendizaje espacial (latencia de Realizaron la prueba durante cuatro dias, | 9 ratas de cada grupo
escape) Memoria de referencia los tres primeros la plataforma se mantuvo | (36 dias pn)
(brazos visitados antes de encontrar fa| en un brazo (fase de entrenamiento) y el
plataforma “crrores de referencia™). | cuarto cambié de lugar (fase de re- Grupo ruido ambiental
Memoria de trabajo (reingresos en aprendizaje} (RA)
brazos que no contienen la plataforma Grupo control {C)
“etrores de trabajo™)
Campo Abierto | Actividad exploratoria Registro del tiempo de actividad explorato< 9 ratas de cada grupo
(tiempo de permanencia en drea ria de la rata en un ambiente novedoso (36 dias pn)
central, periférica y tiempo de durante 6 min Grupo ruido ambiental
movilidad total), (RA)
Grupo control {C )

2da ETAPA EXPERIMENTAL: Ratas machos adultas de %0 dias pn expuestas a estrés por depredador (50 PN).
Al finalizar sc evaluaron los siguientes criterios:

PRUEBA CRITERIO A EVALUAR METODO SUJETOS
3 muestras de cada grupo
Kit Corticosteron| Niveles de corticosterona en suere Cuantificacion de (90 dias pn)
enzyme después de 1a exposicitn a ruido corticosterona en suero Grupo control aduito (CA)
immunoassay ambiental durante 15 dias - Grupo estrés agudo por depredador
{EAD)
Grupo ruido ambiental + Estrés
agudo por depredador (RA+EAD)
Grupo efecto duradero de ruido
ambiental (ELRA).
Aprendizaje espacial (latencia de Realizaron la prucba 9 ratas de cada grupo
RAWM escape) Memeoria de referencia (brazd durante cuatro dias, los tres (90 dias pn)
visitados antes de encontrar la primeros la plataforma Grupo control adulto (CA)
plataforma “etrores de referencia™) estuvo en un brazo (fase de | Grupo estrés agudo por depredador
Memoria de trabajo (reingresos en entrenamiento) y el dia (EAD) Grupo ruido ambiental +
brazos que no contienen la plataforma | cuatro se cambi6 de lugar estrés agudo por depredader
“errores de trabajo) (fase de re-aprendizaje) (RA+EAD) Grupo efecto duradero
de la etapa previa de estrés por
ruide ambiental (ELRA).
9 ratas de cada grupo
Actividad exploratoria Cuantificacion durante 6 (90 dias pn)
Campo abierto | (tiempos de permanencia en area min de 1z actividad Grupo control adulto (CA)

central, periférica y movilidad total).

exploratoria de la rata en un

ambientc novedoso.

Grupo estrés agude por depredador
(EAD) Grupo ruido ambiental +
Estrés agudo por depredador
(RA+EAD) Grupo efecto a largo
plazo de ruido ambiental (ELRA).
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ANALISIS ESTADISTICO.

Seleccionamos aleatoriamente una muestra de 12 ratas para evaluar la ganancia de peso
corporal, se utilizo el modelo lineal general y después se realizaron comparaciones por analisis
de contraste ANOVA, para estimar la progresion en la ganancia de peso de los animales del

grupo conirol y experimentales.

Los valores de corticosterona en suero fueron analizados con la Prueba U de Mann-
Whitney.

Para los datos obtenidos en las dos etapas experimentales con ¢l laberinto acudtico radial
de ocho brazos, se utilizo la prueba U de Mann-Whitney para comparaciones entre grupos y

para la segunda etapa se realizo ademas un analisis con Kruskall-Wallis.

Los datos obtenidos en la prueba de campo abierto_se realizaron comparaciones con la U
de Mann-Whitney en cada pardmetro, para establecer diferencias en la eficiencia del
| desempefio de los animales pertenecientes a cada situacién experimental a través del estudio
(Runyon y Haber, 1992).
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RESULTADOS.

Efectos del ruido ambiental crénico post-destete sobre la ganancia de peso.

Se registré el peso corporal a lo largo del periodo experimental, se retrasé la ganancia de
peso de ratas estresadas durante 15 dias por ruido ambiental. Tal cambio fue estadisticamente

significativo los dias ocho (28 pn) F(1,17) = 6.992, p < 0.05 y doce (32pn) F(1,17) = 5.687, p

< 0.05 de iniciado el periodo de estrés. Sin embargo; éstos animales recuperaron su peso
normal al dia 36 pn y se igualaron con los animales controles, permaneciendo asi hasta el

comienzo de la segunda etapa experimental. Fig 1.

REGISTRO DE PESO

) Ruido B CONTROL
300 - Ambiental @ RUDO

250 -
200 -
150 -
100 -
501 -
o]

Pesoen gramos

2124 28 32 3 40 44 48 50 53 55 60 64

Dias de medicién (edad pn)

Fig. 1. Ganancia de peso corporal dc ratas machos a partir del dia 21 pn (comienzo de la
exposicifn a ruido ambiental), y hasta los 60 dias de edad. N—]2 Se observaron dlfercm:las
significativas alos 28 p<0.018 y 32 dias p < 0.03. :
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CORTICOSTERONA.

Efectos del estrés sobre niveles séricos de corticosterona.

Se realizaron dos mediciones de corticosterona (CORT) en la primera y segunda etapa
experimental con el fin de determinar que tan potente resulto ser cada estimulo estresante al que
fueron expuestos nuestros grupos. En la primera etapa, se analizaron los grupos control (C) y
estrés por ruido ambiental (RA), se cuantificaron los niveles de CORT al finalizar los quince
dias de exposicién a ruido ambiental, con inicio el dia 21 de edad en que se destetaron las ratas,
y hasta antes de la pubertad (36 pn). El anélisis estadistico U de Mann Whitney reveld
diferencias significativas para CORT entre los grupos comparados RA>C; U=,000 gl=1, p <
0.05, N=9. Fig. 2a.

En la segunda etapa, se evaluaron los efectos a largo plazo (90 pn) de la exposicién
temprana a ruido ambiental crénico, y la posterior exposicién a estrés por amenaza de
depredador/plataforma elevada (RA+EAD), en comparacién con animales que solo fueron
expuestos a un tipo de estrés. El andlisis U de Mann Whitney mostré6 un incremento
significativo de los niveles de CORT en las ratas adultas expuestas a estrés agudo por
depredador (EAD), comparadas con el grupo que permanecié como conirol durante todo el
experimento (CA), EAD>CA, U=.000, gl=3, p < 0.05, N=9 y el grupo que solo recibié ruido
ambiental en la primera etapa (ELRA); EAD>ELRA, U=.000, gl=3, p < 0.05, N=9. De la
misma forma, las ratas sometidas a ruido ambiental crénico de jovenes y estrés agudo por
depredador en la adultez (RA+EAD) mostraron un incremento significativo en niveles de
CORT en suero en comparacién con el grupo CA; RA+EAD>CA, U=.000, gl=3, p < 0.05,
N=9; y con las ratas que solamente fueron expuestas a ruido ambiental después del destete
(ELRA); RA+EAD>ELRA, U=.000, gl= 3, p < 0.05, N=9, Fig. 2b.

No se encontraron diferencias en niveles de corticosterona entre los animales CA y los
experimentales sometidos solo a ruido ambiental en la primera etapa ELRA. De igual forma, no
observamos diferencias entre el grupo expuesto a estrés en la vida temprana y la adultez,
RA+EAD y aquellos que solo fueron sometidos a estrés por amenaza de depredador EAD en la
vidaadulta, Fig.2b, | |
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NIVELES DE CORTICOSTERONA EN SUERQ

RATAS JOVENES (36 pn)
00 = G
o B Contol
8 Ruido

20.00 =
18.00 =
12,00 =

800 =

Fig 2a. El estrés por ruido ambiental elevo los niveles de corticosterona en suero. Grafica presentada en Boxplots, las marcas
centrales de las barras muestran el valor de la mediana, ¢l érea hacia cada lado de la mediana representa el cuartil 2 y 3, mientras que
las lineas (bigotes) sefialan el cuartil 1 y 4. El muestreo de sangre para obtener los sueros se realizé a los 36 dias pn, después de que
las ratas fueron expuestas a ruido ambiental durante 15 dias, en comparacion con otras ratas controles de la misma edad (0=9/grupo).
Estos valores se obtuvieron mediante EIA para corticosterona (Correlate-EI4A™ Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit), v se

expresaron en ng/ml). Entre estos dos grupos las diferencias fueron significativas ( p <0.05),

NIVELES DE CORTICOSTERONA EN SUERO

RATAS ADULTAS (90 pn)
Grupo
Wl contoi Adulto
Depredador
40 00= Efecto a largo plazo de ruido
: Il Ruido ambiental+ Depredador
o
5 30.00=
20.00=
1000

Fig 2b. Niveles séricos de corticosterona alos 90 dias pn, de ratas sacrificadas después de haberse expuesto a un episodio
de estrés agudo por amenaza de depredador. ‘Grafica presentada en Boxplots. Fuéron comparados los siguientes STupes;
CA; EAD; RA+EAD:; y ELRA (n=9/grupo). Estos niveles fueron determinados por EIA para corticosterona {Correlate-
EL4™ Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit) (ng/ml). Resulto diferencia significativa entre log grupos CA<EAD p
<0.05; CA<RA+EAD p <0.005; ELRA<EAD p <0.005y ELRA<RA+EAD p <0.05
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EVALUACION DE APRENDIZAJE ESPACIAL EN RATAS JOVENES Y ADULTAS,

EN EL LABERINTO ACUATICO RADIAL DE OCHO BRAZOS.

Efectos del ruido ambiental sobre aprendizaje y memoria de ratas jovenes.

Las habilidades cognitivas se evaluaron a través del aprendizaje de una tarea durante
cinco ensayos en tres dias (1-3), adicionalmente se evalué el desempefio en un cuarto dia la
capacidad para re-aprender la tarea con una nueva configuracién espacial. Durante los cuatro
dias de la prueba RAWM, se analizaron los siguientes criterios Latencia de escape “aprendizaje

espacial” (Fig. 3), errores de referencia “memoria de referencia” (Fig. 4) y errores de trabajo

“Memoria de trabajo” (Fig. 5).

Comparaciones realizadas con la prueba U de Mann Whitney revelaron que el grupo RA
mostro una tendencia a aprender con mayor rapidez la tarea espacial comparada con el grupo C

(dia 1-3), sin embrago, no fue estadisticamente significativo (Fig.3). No obstante, encontramos

un efecto similar para la memoria de referencia, en donde el grupo RA visito menos brazos

‘antes de encontrar la plataforma, cometiendo menos errores de referencia, esta diferencia solo

fue significativa para el dia 1 y 3, RA<CA U=23.500, gl=1, p <0.043 y U=18.000, gl=1, p <

0.015, N=9 respectivamente (Fig.4). Adicionalmente fue evaluada la memoria de trabajo, en
donde pudimos observar el mismo comportamiento mencionado anteriormente, las ratas
pertenecientes al grupoe RA reingresaron un menor nimero de veces a brazos que ya habian
visitado durante el mismo ensayo, mostrando asi menos errores de trabajo en los ensayos de los
dias 1-3, aunque s6lo fue evidente en el dia 1 RA<CA U=22.500, gl=1, p < 0.035; y 2
RA<CA U=22.500, gl=1, p < 0.035, N=9 (Fig. 5).

En la evaluacién de la capacidad para re-aprender la tarea (dia 4) cuando la plataforma
fue cambiada del brazo 1 al 4, el andlisis U de Mann-Whitney revelé que el grupo RA, a
diferencia de la etapa de aprendizaje, incrementaron el niimero de errores de trabajo con

respecto al grupo control RA>CA U=10.500, gl=1, p < 0.002, N=9 (Fig. 5).
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APRENDIZAJE ESPACIAL RAWM

RATAS JOVENES (36-39 pn)
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Fig 3. Latencia de Escape RAWM. Dia 1-3 Se muestra el dprendizaje de cinco ensayos'por dia de entrenamiento. El dia cuatro se cambio [a

posicion de la plataforma para valorar la capacidad de las ratas para re-aprender una nueva tarea. Ratas de 36-39 dias pn. Comparacién entre
Grupo RA - C (n =9 por grupo),

MEMORIA DE REFERENCIA RAWM
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Fig 4. Total de brazos visitados antes de encontrar la plataforma en el RAWM. Sig. Dia 1 p < 0.043. Dfa 4 muestra el re-aprendizaje de lﬁ nueva
. posicion de la plataforma oculta p < 0.015. Ratas 36-39 dis pn. Comparacion del grupo RA - C {n = 9/grupo).
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MEMORIA DE TRABAJO RAWM

RATAS JOVENES (36-39 pn)
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Fig 5. Numero de reingresos en brazos ya visitados antes de encontrar la plataforma en el RAWM. Sig. Dia 1 p<0.035 y dia 2 p £0.035. Dia 4
: registro de re-aprendizaje en 5 ensayos de la tarea p < 0.002. Ratas 36-39 dias pn. Comparacion del grupo RA -C (n= 9/grupo).

Efectos del estrés sobre el aprendizaje y 1a memoﬁia de ratas adultas.

Para la évaluaci(’_)n de aprendizaje espacial en ratas adultas, fueron incluidos cuatro
grupos con las caracteristicas descritas en la seccion del procedimiento general. Aclos 91 dias de
edad, los animales fueron sometidos al mismo paradigma del RAWM que sé:utilizc’) para
evaluar el desempefio .de las ratas jévenes. La prueba Kruskal-Wallis arrojé diferencias
significativas para las fatas adultas en el dia de re—aprendizéje, tanto para latencia de escape

H=9.:3:94, _gl=3, p <0.024; como para el‘rbl_”es de trabajo H=I.3.108, gl=3, p <0.004.

El aprendizaje de los grupos adultos fue analizado por comparacidﬁcs mediante U de
Manﬁ-:;Whitney. Estas comparaciones nos permitieron observar que en el primer dia de
entrenémiento los animales EAD y ELRA requirieron de menor tiempo para aprender la tarea
espacial, mostraron diferencias estadisticas en el tiempo de latencia de escape, comparados con
el grupo CA (Fig. 6). El grupo EAD redujo la latencia de escape el dia 1, comparado con el
grupo CA U=14.000, gl=3, p < 0.019, N=9 (Fig. 6). El mismo efecto observamos en los
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animales que fueron estresados por ruido crénico al tiempo del destete (ELRA) U=16.600,

gl=3, p < 0.02, N=9. El dato anterior nos permitié evaluar las posibles consecuencias duraderas
de este periodo de estrés ya que éste grupo solo se habia estresado durante Ia juventud (21-36
pn) con ruido ambiental y después se mantuvo en condiciones estandar de bioterio.
Adicionalmente pudimos evaluar el desempefio de este grupo ELRA en la edad adulta,
comparando sus habilidades de aprendizaje con respecto al grupo EAD, en el dia 1 mostro
mayor tiempo para encontrar la plataforma de escape con respecto a EAD, U=17.000, gl=3, p
<0.031,. Tal diferencia persistié entre estos grupos ELRA-EAD los dias 2 U=16.000, gl=3, p <
0.024, N=9 y 3 U=40.000, gl=3, p < 0.05, N=9. Sin embargo, el grupo ELRA decrementd su
latencia comparado con el grupo EAD (Fig. 6). Con respecto a la memoria de referencia, el dia
3 enconiramos diferencias significativas para el grupo EAD, presentd menor niimero de errores

de referencia que el grupo CA U= p <0.04, N=9 (Fig. 7).

Como ya se describié anteriormente, en el cuarto dia de la prueba la plataforma de
escape fue cambiada del brazo 1 al brazo 4, con lo anterior pudimos evaluar la capacidad de los
animales para re-aprender la tarea con una nueva configuraci6n espacial. Los grupos realizaron
cinco ensaybs conseéutivos para encontrar la plataforma en su nueva localizacién (re-
aprendizaje). Como se muestra mas adelante, fue en ¢l cuarto dia de re-aprendizaje que el grupo
estresado dos veces RA+EDRA present6 los mayores efectos. El andlisis U de Mann-Whitney
mostré que; tanto la exposicién juvenil a ruido ambiental seguida por estrés agudo por
depredador en la adultez (RA+EAD), como las otras dos condiciones experimentales (EAD y
ELRA) produjeron un deterioro significativo en la habilidad de las ratas para aprender la nueva

localizacién de 1a plataforma.

El dia 4 pudimos observar una alteracion en el desempefio del grupo RA+EAD, ya que
aumento notablemente su tiempo de latencia de escape U=8.500, gl=3, p > 0.003, N=9
comparado con las ratas Controles (Fig. 6). Ademés, en este grupo también se vio afectada la
memoria de referencia, incrementando considerablemente el ntimero de efrores de referencia
cometidos durante la ejecucion del re-aprendizaje U=14.000, gl=3, p < 0.019, N=9 Fig. Dylo
mismo sucedié con la memoria de trabajo, en donde se observaron un gran numero de errores
de memoria de trabajo U=5.000, gl=3, p < 0.001, N=9 (Fig. 8). Por otra parte; las ratas que

solamente habian sido sometidas a un tinico evento estresante, mostraron menor deterioro en la
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habilidad para reaprender la tarea. Las ratas expuestas a estrés agudo por depredador EAD,

solamente presentaron deterioro en su latencia de escape EAD<CA U=16.500, gl=3, p < 0.031,
N=9 (Fig. 6), sin que se afectaran su memoria de referencia o de trabajo (Fig. 8). De la misma
forma, las ratas solamente expuestas a ruido ambiental, que posteriormente fueron evaluadas a
los 90 dias pn (ELRA) sélo mostraron deterioro significativo en el tiempo de latencia de escape
ELRADOCA U=16.000, gl=3, p < 0.031, N=9 (Fig. 6). Entre los grupos estresados durante la
segunda etapa experimental, la diferencia mas importante correspondio a la memoria de trabajo,
incrementando el numero de errbfes de trabajo observados en las rafas pertenecientes al grupo

RA+EAD, comparadas con EAD U=16.000, gl=3, p < 0.031, U=9 (Fig. 8).

APRENDIZAJE ESPACIAL RAWM
RATAS ADULTAS (91-94 pn)

GRUPO
M control adulto
B Depredador
2 100.00 = Efecto a largo plazo de ruido
7] Ml Ruido ambiental +depredadpr
z - :
75.00
: g 5000= |
c oo
5
25.00 = L *
T T — ]

LD1 Dz LDa LD4

Dias de entrenamiento

Fig 6. Latencia de escape para encontrar la plataforma en ¢l RAWM. Dia 1-3 se muestra el aprendizaje de 5 ensayos por dia de

. entrenamiento. Dia 4 registro de re-aprendizaje de la nueva posicion de la plataforma durante 5 ensayos. Ratas de 90-94 dias pn.
Comparacion entre los grupos: CA, EAD, RA+EAD y ELRA (n=%/grupo). Sig. Dia 1 CA-EAD p < 0.019,: CA-ELRA p < (.024, EAD-

ELRA p=0.031; Dia2 y 3 EAD-ELRA p< 0.24 y p< 0.05. Dia 4 CA-EAD p<0.031; CA-RA+EAD p <0.003 y CA-ELRA p< 0,031
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MEMORIA DE REFERENCIA RAWM

RATAS ADULTAS (91-94 pn)
sc0= ‘ GRUPO
Control adulto
& il Depredador
i Efecto a largo plazo de ruido
: M Ruide ambiental +depredadpr
6.00 =

:
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Numero de brazos visitados
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BD1 BD2 BD3

Dias de _entre:na miento

Fig 7. Total de brazos visitados antes de encontrar la plataforma de escape en el RAWM. Dfa 1-3 aprendizaje de cinco ensayos por dia

de entrenamiento. Dia 4 re-aprendizaje de la tarea, Ratas de 90-94 dias pn. Comparacion de grupos: CA, EAD, RA+FAD y ELRA
(n =9%/grupo) Sig. Dia 1 CA-FEAD p<0.04. Dia4 CA-RA+EAD p<0.019

MEMORIA DE TRABAJO RAWM
RATAS ADULTAS (91-94 pn)

GRUPO
[l Control adutte
B Depredador
Efecto a largo plazo de rijdo
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Fig 8. Nimero de reingresos en brazos ya visitados antes de encontrar la plataforma oculta en el RAWM, Dia 1-3 aprendizaje de la taréa: Dia 4
registro de re-aprendizaje de la tarea durante. Ratas 90-94 dias pn. Com

_ paracién de los grupos: CA, EAD, RA+EAD y ELRA (n =9/grupo). Sig.
Dia4 CA-RASEADp < 0.001; y EAD-RA+EAD p <0.031 : o
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EVALUACION DE CONDUCTA EXPLORATORIA EN CAMPO ABIERTO (OPEN

FIELD) DE RATAS JOVENES (estrés crénico) Y ADULTAS (es'trés agudo).

Efectos del estrés sobre la conducta de ratas jévenes (Campo abierto).

Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney para realizar comparaciones entre los grupos.
Los valores fueron tomados del registro de actividad exploratoria en la prueba de campo abierto
el dia 40 pn. No encontramos diferencias significativas entre los grupos C y RA para los
criterios de tiempo de permanencia en area central y periférica. Sin embargo; el grupo RA
disminuyd significativamente su tierrﬁao de movilidad durante los 6 min que duro la prueba,
U=17.000, gl=1, p < 0.035 (Fig. 9). En la evaluacion de los otros parametros conductuales, el
grupo RA mostro menor actividad tanto en “erguimiento” U=20.000, gl=1, p < 0.031; como en
“acicalamiento” U=13.000, gl=1, p <0.012 (Fig.10). Ademés, los sujetos expuestos a ruido

ambiental mostraron un mayor nimero de bolos fecales durante la prueba, U=14.000, gl=1, p
<0.018 (Fig. 11).

CAMPp ABIERTO
RATAS JOVENES (40 pn)
| Tﬁ Grupo
? -rggptrol
300= . . m Ruido | ¢

200 ™=

100

Tiempo en segundos

T ] T
Movilidad total Tiempocentral Tiempoperiferia

-

]

Fig. 9, Resultados de campo abierto durante 6 min, Comparacion de los grupos ruido ambiental (RA) y Control (C)
(n=9/grupc) a los 40 dias pn.. Grafica presentada en Boxplots. Se registré el tiempo de permanencia en area central,
periférica y tiempo total de movilidad durante 6 min. Diferéncia sig p< 0.038 en movilidad total.
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CAMPO ABIERTO
RATAS JOVENES (40 pn)
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Fig 10. Registro de conducta durante 6 min. Comparacién entre grupo raido ambiental (RA) y control (C) (n= 9/grupo) a los 40 dias
pn. Sig. en Ergnimiento p < 0.031 y Acicalamiento p < 0.012.

CAMPO ABIERTO
RATAS JOVENES (40 pn)
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Fig'll. Registro de conducta durante 6 min, Comparacién entre ruido ambiental {RA) y gripo control {C), (n= 9/grupo). Evaluado a los
40 dias pn. Se observo RA O C. sig p <0.018.
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Efectos del estrés sobre la conducta exploratoria de ratas adultas (Campo abierto).

En la evaluacién de la actividad exploratoria tras exposicion a estrés agudo por depredador
(dia 95 pn), la comparacién de los grupos experimentales mediante la prueba estadistica U de
Mann-Whitney revelé disminucion considerable de la movilidad respecto al grupo CA en el

transcurso de los 6 min que dura la prueba, arrojando los siguientes datos: el grupo EAD
' U=12.000, gl=3, p < 0.01, N=9; el grupo:sometido a las dos condiciones de estrés RA+EAD
U=6.000, gl=3, p < 0.001, N=9; y €l grupo en el que se evaluo la conseéﬁ_éncia remanente por la
expdéicién temprana al ruido ELRA U=12.500, gl=3, p < 0.001, N=9 (Fig. 12). En los grupos
de ratas adultas también encontramos datos relevantes en los otros criterios conductuales como
“acicalamiento”, que en el grupo RA+EAD sucedié durante més tiempo, comparado con el
grupo EAD U=7.000, gl=3, p < 0.002, N=9. Este grupo también presenté menor tiempo de
acicalamiento que el ELRA U=10.000, gl=3, p < 0.006, vy CA U= 12.000, gl=3, p < 0.011;
N=90 (Fig. 13).

CAMPO ABIERTO

RATAS ADULTAS (95 pn)
| “;ﬂ@? B e i
¥ Depredador .

7 [l Efecto alargo plazo daruido
_g il Ruico ambienital+ Depredador
ﬁ' 200
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E 100~ @

i ; )
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Movilidad total T lempoc entral Tiempoperiferia

Fig. 12. Resultados de actividad exploratoria en campo abierto durante 6 min. Comparacion de grupos: CA, EAD;
RA+EAD y ELRA. (n=9/gtupo) evaluados el dia 95 pn. Se registré el tiempo de permanencia en 4rea central,
periférica y tiempo total de movilidad total durante 6 min. Se encontraron diferencias significativas entre:
CA>EAD p <0.01; CA>RA+EAD p £ 0.001 y CA>ELRA p < 0.001).
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CAMPO ABIERTO
RATAS ADULTAS (95 pn)
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Fig 13. Registro de conducta durante 6 min. Comparacidn entre los grupos: CA; EAD; RA+EAD y ELRA,

(n=9%/grupo). Evaluados el dia 95 pn. Slg en Acicalamiento CA>EAD p<0.011; EAD<ELRA p < 0 006
¥ RA+EAD=EAD p<0.002. : :

Adicionalmente, y como una medida de reactividad emocional fue registrado el nimero
de bolos fecales durante los 6 min de duracion de la prueba de campo abierto; se obtuvo el
promedio por grupo, y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

- animales adultos pertenecientes a los diferentes grupos (Fig. 14).




Numero de Bolos fecales.

CAMPO ABIERTO
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Fig 14. Registro de conducta “defecacion” durante 6 min. Comparacion entre grupos CA,; EAD; RA+EAD
vy ELRA. Evaluados el dia 95 pn (n=9/grupo). No se¢ encontraron diferencias significativas.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio experimental demuestran que la exposicion cronica a
ruido ambiental durante el desarrollo temprano produjo efectos semejantes a los cldsicamente
reportados para otra clase de estimulos estresantes. De acuerdo a los datos obtenidos, el peso
corporal, los niveles circulantes de corticosterona en sangre y la habilidad de las ratas para
asimilar una tarea de aprendizaje espacial se alteraron como consecuencia de la €xposicion a
estimulos ruidosos. Més aun; hemos demostrado que la capacidad de la rata para afrontar un
nuevo evento estresante en la vida adulta, resulta alterada en funcién de si el sujeto fue o no |
expuesto a ruido ambiental en la vida temprana. Como ejemplo observamos que la capacidad de
los sujetos evaluados para aprender una nueva ruta de escape en la prueba del laberinto radial,
resulto significativamente susceptible a los efectos nocivos del ruido ambiental, tanto en el

corto como en el largo plazo.

Ruido ambiental: Efectos sobre el peso corporal, niveles de corticosterona y conducta de
ratas macho prepﬁberes.

En este estudio, utilizamos una adaptacién de ruido ambiental al audiograma de la rata
con la finalidad de determinar los efectos fisiolégicos y conductuales que este estimulo ejerce
sobre ratas jovenes que se encuentran en una etapa de desarrollo. Ademas realizamos una
evaluacion en el laberinto acuatico radial de ocho brazos, en donde pudimos observar
alteraciones en funciones cognitivas como aprendizaje y memoria. Ademis, aplicamos la
prueba de campo abierto, como una medida de la actividad exploratoria de la rata después de

ser confrontada con un estimulo de esta naturaleza.

De acuerdo a lo observado en la seccién de resultados, podemos afirmar que esta
adaptacién de ambientes ruidosos al audiograma de la rata, provocod efectos semejantes a los de
otros estimulos francamente estresantes. Tal afirmacion se sustenta en dos parametros
ampliamente reconocidos como indicadores de estrés en animales: decremento en la ganancia

de peso corporal, ¢ incremento en los niveles séricos de corticosterona.
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Por su creciente impacto demografico, el ruido ha atraido la atencién de muchos

investigadores en el 4rea de salud piiblica. Ademas del obvio efecto auditivo de esta clase
estimulos, los efectos extra-auditivos ocupan en la actualidad un lugar importante en la
investigacion cientifica. Entre los efectos no auditivos, sobresalen los relacionados con el
sisterna neuroendocrino y las capacidades cognitivas. En ese sentido, ha sido demostrado que el
estrés producido por el ruido influye de manera negativa en el funcionamiento del sistema
cardiovascular, inmunolégico y neuroendocrino (Maschke et al., 2000, Michaud et al., 2003).
Mas aun; ha quedado demostrado que la conducta y el funcionamiento del SNC se alteran como
consecuencia de la exposicion experimental a ruido (Manikandan et al., 2006, Samson et al.,
2007).

A pesar de las obvias ventajas que estos resultados presentan para el conocimiento del
efecto del ruido sobre la fisiologia, es importante tener en cuenta que la mayoria de estos
estudios estan basados en la reproduccion artificial de estimulos sonoros (por ejemplo ruido -
blanco), que no son representativos del ruido que cominmente afecta a las comunidades
humanas. Considerando esto, el modelo que nosotros usamos representa una ventaja adicional
que adapta de forma previamente validada eventos ambientales de ruido al audiograma de la
rata. De acuerdo a datos obtenidos por los autores del modelo, este tipo de estimulacion es
capaz de inducir efectos mas intensos y duraderos que los sonidos artificiales, -al menos en lo .

referente a interrupcidn en patrones de suefio (Rabat et al., 2005).

La utilizacién de esta novedosa adaptacién permitio demostrar por primera vez y de
forma contundente, que la exposicién repetida de sujetos en desarrollo a ambientes ruidosos
indujo un potente efecto estresante, afectando la ganancia de peso ¢ incrementando los niveles
de corticosterona en suero, incluso después de haber suprimido el estimulo. Estos efectos
concuerdan con reportes previos, en donde se establece que la exposicion a ruido resulta ser un
importante estimulo estresante en ratas adultas, no obstante; el modelo utilizado en esos

experimentos fue un ruido blanco artificial {Michaud et al., 2603, Atkinson et al., 2006).

La exposicién intermitente y aleatorizada del estimulo sonoro en nuestro modelo,
impidié que se generara en la rata un efecto de habituacién a la estimulacién repetida durante
los quince dias experimentales. De acuerdo a resultados de otros investigadores, la exposicién

repetida a un estimulo molesto, tiende a generar una disminucién o desaparicion total de la
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respuesta organica hacia ese estimulo en un proceso denominado habituacion (Groves y

Thompson, 1970). Sin embargo, nuestro modelo demostré un efecto durante todo el periodo
experimental. Dicho efecto parece haber sido causado por la presentacion aleatoria del
estimulo, puesto que un experimento reciente demostro que las hormonas corticosterona y
ACTH mantienen niveles elevados si se exponen ratas a ruido blanco de 95dBs y se insertan
periodos de silencio intermedio (Masini et al., 2008). Esta molestia sostenida inducida por la

exposicion al ruido ambiental se hizo evidente en la ganancia de peso corporal y niveles séricos
de CORT.

Como se muestra en la grifica 1, observamos una reduccién significativa de la ganancia
de peso corporal en los dias 28 y 32 posnatales. Tomando en cuenta que estas medidas fueron
obienidas cada cuatro dias, podria estimarse que tales efectos estuvieron presentes al menos
durante la segunda mitad del periodo de estimulacién con ruido ambiental. Adicionalmente, en
¢stos animales se observd un retraso persistente del incremento normal de peso corporal,
incluso durante ias mediciones realizadas una vez finalizado el estimulo estresante. Por otra
parte, los niveles de CORT en suero apoyan la afirmacién anterior.

Como se muestra en la grafica 2, los niveles de CORT resultaron elevados el dia 36
postnatal, un dia después de la altima sesién de ruido experimental, a pesar que las mediciones
no fueron realizadas durante la etapa de exposicién al ruido, podemos hipotetizar que la
actividad del eje HHA permaneci6 elevada durante la mayor parte de los dias de estrés por
ruido. Esta hipétesis es sostenida por reportes previos, los cuales muestran que la actividad del
eje HHA permanece alterada cuando se presenta ruido en forma intermitente al protocolo de
ruido (Atkinson et al., 2006, Masini et al., 2008).

Ademés; usando el mismo tipo de ruido, sus creadores encontraron que no se producia
el fenémeno de habituacién después de nueve dias de exposicion de las ratas al ruido ambiental,
al evaluar alteraciones en el ciclo de suefio (Rabat et al., 2005). Si consideramos que nuestra
medicion de CORT fue conducida después de que concluyé la exposicion a ruido, podriamos

esperar una elevacién similar o incluso mas pronunciada en los dias previos de exposicion.
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Tanto la elevacion de glucocorticoides como la reduccién en la ganancia de peso

corporal son aceptados ampliamente como indicadores de estrés (Chrousos y Gold, 1992,
Herman y Cullinan, 1997, Maschke et al., 2000, Tsigos y Chrousos, 2002, Carrasco y Van de
Kar, 2003, de Kloet, 2003, Armario et al., 2004).

Es importante destacar el hecho de que estos parametros de estrés fueron encontrados en
sujetos relativamente inmaduros. En este sentido, se ha observado que la respuesta del eje HHA
a condiciones estresantes suele estar disminuida durante las primeras semanas de vida, un
fendmeno que se conoce como periodo hiperrespondiente al estrés {(Schapiro, 1962).
Aparentemente, pese a que la respuesta a estimulos estresantes suele estar disminuida durante
las primeras semanas de la vida de la rata, la exposicion a esa clase de estimulos suele afectar la
manera en que se programa la actividad del sistema HHA, puesto que durante este periodo se
observa ﬁna intensa actividad madurativa en las estructuras cerebrales y sistemas de receptores
que lo regulan (Meaney et al., 1985, Liu et al., 1997, Edwards y Burnham, 2001, Owen et al.,
2005, McCormick y Mathews, 2007, Meaney et al., 2007). Asi, podria suponerse que la
presencia de estimulos estresantes en periodos de desarrollo temprano, produce cambios

duraderos en la actividad de los sistemas que regulan la respuesta orgénica al estrés.

En referencia a los efectos conductuales, fue evidente que en la ejecucion en RAWM se
manifestaron alteraciones como consecuencia 2 la exposicion al ruido ambiental estresante. Este
paradigma ha sido propuesto como una prueba fiable para evaluar déficits en aprendizaje y
memoria espacial, combinando las ventajas del Laberinto Acudtico de Morris y €l Laberinto
radial. Por lo tanto, esta prueba nos permitié investigar déficits en aprendizaje espacial, con un
alto grado de sensibilidad, manifestados por errores que cometieron los sujetos mientras
recordaban, y trataban de localizar la posicién de una plataforma oculta (Shukitt-Hale et al.,
2004). Como se muestra en la grafica 3, las ratas expuestas a ruido demostraron deterioro
cognitivo evidenciado por incremento en la latencia para encontrar la plataforma sumergida en
el cuarto dia de reaprendizaje, cuando las ratas tuvieron que aprender una nueva configuracién
espacial, -ya que la posicién de la plataforma se cambié. Ademds; en este dia las ratas
estresadas cometieron significativamente mds errores que las ratas controles, tanto en lo

relacionado a memoria de referencia, como a memoria de trabajo.
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Parece claro que el efecto perjudicial de la exposicion a ruido estuvo restringido a la

plasticidad de la rata para aprender bajo una nueva configuracién espacial. Este perfil cognitivo
corresponde de cierta forma, a lo observado en las ratas con deterioro en memori;'sl hipocampo-
dependiente, comtinmente reportado en la literatura de estrés. De acuerdo a esto, el aprendizaje
dependiente de hipocampo es susceptible tanto a experiencias estresantes, como a infusiones
directas de glucocorticoides. (McEwen et al., 1986, de Kloet et al., 1999, Lopez et al., 1999,
Tsigos y Chrousos, 2002, Sandi, 2003, Kim et al., 2006).

Entonces es necesario un hipocampo intacto para realizar tareas de aprendizaje espacial,
y la utilizacion de estrategias espaciales parece deteriorarse después de la exposicion a estrés.
Asi, podemos explicar por lo menos en parte el efecto encontrado en nuestro experimento, si
argumentamos que el ruido ambiental produjo un fuerte efecto estresanfe, que increment6 de
manera sostenida la actividad del sistema HHA, y modific6 la actividad hipocampal,

impidiendo consecuentemente el aprendizaje espacial,

Al respecto, encontramos una coincidencia relevante si comparamos nuestros resultados
con los obtenidos por Shukitt-Hale y- colaboradores, quienes evaluaron los efectos de la edad
utilizando el mismo protocolo del laberinto acudtico radial de ocho brazos (Shukitt-Hale et al.,
2004). De acuerdo a este experimento, las ratas adultas mostraron un desempefio muy similar a
las que fueron expuestas a ruido en este estudio, con un deterioro especifico en su habilidad
para reaprender una tarea espacial hipocampo-dependiente. Coincidentemente, ha sido sugerido
que tanto el estrés como el envejecimiento producen un deterioro en el funcionamiento del

hipocampo, y de las funciones cognitivas vinculadas a ¢l (Miller y O'Callaghan, 2003);

En apoyo a la hipétesis que vincula estrés con hipocampo y aprendizaje, existe una
nueva linea de investigacién que involucra a otras regiones del cerebro y otros procesos
cognitivos en la neuropatologia del estrés. Fracasos similares relacionados con la carencia de
flexibilidad para utilizar nuevas estrategias han sido descritos en sujetos con dafio en la corteza
prefrontal. De acuerdo con esto, el proceso cognitivo que permite la percepcién y adaptacion a
nuevas sefiales de informacién podria ser dafiado bajo circunstancias patolégicas, conduciendo
a los animales a un uso persistente de estrategias conductuales basadas en antiguas reglas, que

ya no son aplicables para la nueva demanda del entorno (Salazar et al., 2004).
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En estrecha relacién con esto, nuestros resultados mostraron un niimero incrementado de
errores cometidos por las ratas estresadas mientras reaprendian una tarea espacial que ya habian
asimilado; un nimero importante de errores, indicativos de una conducta persistente
consistieron en re-ingresos dentro del brazo inicialmente ocupado por la plataforma oculta, y
que ya habian aprendido a identificar. En apoyo a esta idea, recientemente fue descrita una
conducta perseverativa similar en ratas adrenalectomizadas y tratadas con glucocorticoides, las
cuales mostraron una notable disminucién en su capacidad para modificar estrategias de

navegacion previamente aprendidas en el laberinto acuatico de Morris (Cerqueira et al., 2005).

Una consideracién adicional que explica el deterioro cognitivo identificado aqui, estd
basado en el supuesto que ocurren algunos tipos de interferencia en los procesos de maduracién
cerebral normal. Como sefialamos anteriormente, la edad que va del destete a la pubertad se
caracteriza por un rapido crecimiento cerebral y sobreproduccién de axones y sinapsis en 4reas
cerebrales clave, involucradas en prdcesos emocionales y de aprendizaje, tales como el
hipocampo, corteza prefrontal y amigdala (Spear, 2000). Desde esie punto de vista, no es
dificil imaginar que la exposicién a ruido ambiental durante los quince dias postdestete indujo
una especie de interferencia en el proceso de maduracion normal que terminé por afectar los

procesos estructurales y cognitivos mas vulnerables durante este periodo de desarrollo.

Adicionalmente a la evaluacién de procesos cognitivos en el RAWM, realizamos la
prueba de campo abierto (Open ficld) en la que principalmente es evaluada la actividad
exploratoria; una tendencia natural que presentan la mayoria de los individuos cuando se
enfrentan a un ambiente extrafio, y cuyo principal objetivo es adquirir informacién util del
medio ambienté (Pascual, 2002). Con respecto al desarrollo de conductas de defensa, la
actividad exploratoria ha sido asociada con busqueda de novedad y conductas de tomas de
riesgo, las cuales se sugiere emergen de manera considerable en las ratas prepuberes cerca de

los 35 dias de edad, y subsecuentemente decrementan en la edad adulta (Douglas et al., 2003).

La prueba de campo abierto analiza la conducta espontdanea més que la complejidad de
un animal para realizar una tarea especifica (Barclay y Gibson., 1982). En este sentido,

encontramos que las ratas expuestas a estrés por ruido ambiental, presentaron cambios
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linicamente en el tiempo de movilidad total. Las ratas expuestas a ruido, presentaron un menor

tiempo de movilidad, en comparacion con las controles. Esta disminuciéon de la actividad
exploratoria ha sido interpretada como un indicador de ansiedad del animal cuando se enfrenta

a un medio ambiente desconocido (Pascual, 2002).

En referencia a lo antes mencionado, se han realizado algunos trabajos en donde,
utilizando tanto el modelo de aislamiento social en ratas jovenes (Pascual, 2002, Morinan y
Parker, 1986), como el de estrés por inmovilizacion (Klenerova et al., 2007) se encontrd
disminucién de la actividad exploratoria, semejante a la observada en nuestro estudio mediante
la prueba de campo abierto. Lo anterior sustenta la hipotesis de que, la exposicién temprana de
las ratas en etapa de desarrollo a un evento adverso produce un déficit ontogénico en Ia
modulacién del sistema de conducta exploratoria en un ambiente novedoso (Arakawa, 2003).
Sin embargo, no es posible afirmar si el decremento observado en la conducta exploratoria de
las ratas recién destetadas y estresadas fue debida a una respuesta ansiogénica al encontrarse en
un ambiente novedoso, o a la incapacidad para desencadenar los mecanismos fundamentales de
la motivacién exploratoria, dependientes de la intensidad de la amenaza, como se ha sugerido
(Arakawa, 2007). '

Para aumentar los elementos de analisis evaluamos conductas tipo grooming
(acicalamiento) y rearing (erguimiento) y de defecacién, como posibles indicadores de un
estado ansiogénico o ansiolitico. Las ratas estresadas por ruido ambiental mostraron un
decremento significativo en estas dos conductas durante ¢l tiempo que permanecieron en el
campo abierto (6 min). La conducta grooming ha sido relacionada con una variedad de
actividades, entre ellas conducta exploratoria (Héglund, 1982). Ademis; la novedad y otros
estresores pueden generar esta conducta en ratas (Bindra, 1958; Colbern, 1978). Sin embargo,
no se ha encontrado correlacién entre acicalamiento y otros indicadores de ansiedad como
miccién, defecacion y freezing (File, 1988). Como un dato adicional, encontramos una
diferencia significativamente marcada en el nimero de bolos fecales de las ratas que fueron
estresadas por ruido ambiental, y este incremento también ha sido observado en ratas estresadas

por restriccién de movimiento y fiio (Barone, 1990).
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De esta manera, consideramos que los resultados obtenidos en el presente estudio solo
sustentan parcialmente la idea de que el ruido ambiental produjo un efecto ansiogénico que las

ratas presentaron una vez que el estimulo fue suspendido.

Estrés agudo en la vida adulta: Efectos remanentes de la exposiciéon temprana a ruido

ambiental,

De acuerdo a lo planteado en las secciones precedentes, nuestro estudio evalué el
posible efecto residual ocasionado por el periodo de estrés crénico por ruido ambiental, al que
fueron sometidas las ratas recién destetadas y su influencia en la respuesta frente a un nuevo
evento estresante de naturaleza diferente. Llegada la edad adulta de las ratas (3 meses de edad),
nuestro disefio experimental incluy6 la exposicion a un estimulo intenso de corta duracién
(confrontacién con un depredador en una plataforma elevada inestable) y el anélisis de
pardmetros conductuales y fisiolégicos, en funcién de si la rata habia sido o no expuesta

previamente a ruido ambiental.

_Los cambios en los niveles séricos de corticosterona demostraron claramente que, la
exposicion al modelo de estrés agudo por amenaza de depredador utilizado en este estudio fue .
altamente estresante para las ratas adultas. En congruencia con este resultado, datos reportados
por otros investigadores han demostrado que, tanto la exposicién breve a un depredador
(Mesches, 1999; Roberts, 2000; Sandy, 2005) como la experiencia en la plataforma elevada
(Rocher, 2004), fueron capaces de provocar incrementos en los niveles circulantes de

glucocorticoides, aunque fueran presentados independientemente.

De acuerdo a nuestros resultados, la exposicion a un estrés agudo parece ser el elemento
predominante en lo que se refiere a intensidad o potencia del estimulo, puesto que no se
observo un incremento considerable entre el grupo que solo fue expuesto a este estimulo y el
que previamente habia sido expuesto a ruido ambiental. Este tltimo dato, y el hecho de que no
se observaron cambios importantes entre el grupo que solo fue expuesto a ruido ambiental
temprano y su respectivo control, sugieren que los cambios en los niveles de corticosterona
generados por el ruido fueron relativamente transitorios. Sin embargo, dado que el objetivo de

nuestro estudio no contemplaba esto como prioridad, dista por obvias razones de ser
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conclusive. Lo que es claro, es que la actividad de Ia principal hormona asociada al estrés, se

incrementd significativamente en las ratas que fueron confrontadas con el evento agudo, ya sea

que anteriormente hubieran sido estresados o no por ruido ambiental.

En nuestra opinion, los resultados de mayor relevancia fueron los que se obtuvieron de
la evaluacién cognitiva en la prueba del laberinto acudtico radial de ocho brazos (RAWM). De
manera contundente, se observo que el grupo méas afectado en la(s) habilidad (es) para resolver
la prueba fue el que experimenté las dos condiciones estresantes. Particularmente, la ejecucién
en la fase de re-aprendizaje resulté dramaticamente afectada por efecto de la re-exposicion. En
este grupo, tanto la latencia de escape como la memoria de referencia y la de trabajo

evidenciaron un deterioro en la etapa de reaprendizaje.

En contraparte, las ratas que solamente fueron expuestas a un solo evento estresante
mostraron un deterioro menos severo. La exposicién aguda a un estimulo incontrolable (estrés
por depredador) sélo produjo una alteracion notable en la latencia de escape durante el dia de
reaprendizaje, en que se cambié de lugar la posicion de la plataforma oculta. EI efecto a largo
plazo de la exposici6n a ruido en la juventud también s6lo fue evidente solamente en los errores

de memoria de trabajo cometidos en este mismo dfa.

Los datos anteriores sugieren entonces un efecto aditivo de ambas condiciones, mis atin,
esos resultados permiten suponer que se afectan diferencialmente los procesos que fueron
evaluados por la prueba utilizada. Asi, la memoria de trabajo supondria una mayor

susceptibilidad en el largo plazo y la latencia de escape en el corto plazo.

El anlisis global de nuestros resultados permite entonces afirmar que, la habilidad para
aprender una tarea cldsicamente considerada espacial, particularmente, -la flexibilidad para
modificar patrones de navegacién y re-aprender la tarea en condiciones diferentes- fue
altamente sensible a la experiencia estresante temprana. Considerando que, esa incapacidad
especifica para el proceso de reapréndizaje ya ha sido discutida en la seccién precedente,
centraremos nuestra discusion en el andlisis del efecto pre-condicionante de la experiencia

estresante temprana sobre la respuesta a otros eventos futuros.
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La revision de estudios semejantes realizados en otros laboratorios ha permitido

corroborar que los procesos de aprendizaje y memoria de ratas adultas expuestas a estrés
dependen en gran medida de Ia experiencia previa, particularmente de la experiencia temprana.
Sin embargo, es claro que la influencia de la experiencia, ademds de las caracteristicas propias
del estimulo, depende de variables como S€X0, proceso que se evalie y etapa concreta del
desarrollo de la rata en la que se presenta el estimulo. Sabemos entonces que, la gestacion, el
amamantamiento y la infancia temprana, representan periodos ontogénicamente bien

diferenciados, que implican mayor o menor susceptibilidad a estimulos estresantes.

A nivel experimental, el periodo menos investigado en este topico corresponde al
periodo juvenil. Convencionalmente comprende desde el destete hasta la pubertad en roedores,
y es considerado analogo a la infancia del humano (Avital ¥y Richter-Levin, 2005, Avital et al.,
2006). Dado que nuestro estudio incluyé la exposicion a ruido ambiental durante este periodo,
resultan relevantes los datos obtenidos en otros experimentos comparables. Asi, al ubicar
nuestros resultados en este contexto, es claro que la experiencia estresante temprana fue un
factor determinante en la severidad del impacto cognitivo de eventos estresantes posteriores.
Sin embargo, las caracteristicas propias del efecto cognitivo no son del todo claras y presentan

contradicciones importantes, por lo menos en los resultados publicados hasta ahora.

La exposicién a eventos estresantes durante este periodo de desarrollo puede facilitar,
inhibir, 0 no modificar la capacidad de aprendizaje del adulto. Por ejemplo, el desempefio en el
laberinto acudtico de Morris mejora en ratas que fueron estresadas siendo jovenes, y evaluadas
después de un nuevo evento estresante 4 semanas después, sin embargo, empeora si se les
evalua antes de haberse sometido a un nuevo evento estresante (Isgor et al., 2004, Avital et al.,
2006). Mas atin, ha sido reportado que el aprendizaje dependiente del hipocampo no sufre
ninguin cambio si se estresan ratas Jovenes de manera crénica, y se les evaltia cuando son
adultas (Toth et al., 2008).

Esto tltimo parece ser el caso de nuestro estudio, si tomamos en consideracion la etapa
de aprendizaje correspondiente a los 3 primeros dias de entrenamiento, cuando la plataforma
permanecid fija. Coincidentemente; el estudio mencionado incluyé un modelo de estrés crénico

durante un periodo de tiempo semejante al nuestro. Incluso, podria suponerse, en coincidencia
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con el estudio de Avital y Levin (Avital and Richter-Levin, 2005) que las ratas mejoran su

rendimiento en respuesta al nuevo evento, a juzgar por la mejoria observada en el primer dia de

entrenamiento.

Asi, los resultados mencionados apoyan nuestro hallazgo de que el aprendizaje espacial
es, por lo menos parcialmente, resistente a los efectos del ruido ambiental en el largo plazo. Sin
embargo, un importante aporte de nuestro trabajo radica en que ofrece evidencias de que, aln
cuando la ejecucién de la tarea bajo condiciones espacialmente permanentes no mostrd
deterioros importantes (sin cambiar de posicion la plataforma de escape oculta), la ejecucién de
la misma si resultd draméticamente afectada cuando se modificé la configuracién espacial bajo
la cual se habia realizado la tarea de aprendizaje espacial. De esta forma, el deterioro en la
flexibilidad de la rata para aprender bajo nuevos esquemas referenciales, resultd el factor mas
relevante en nuestro estudio, Sin embargo es dificil discriminar entre un deterioro especifico de
esta capacidad, o una manifestacién de una mejor consolidacién del aprendizaje, que resulté en
una dificultad para descartar la informacién ya adquirida. En este sentido, Carmen Sandi y su
equipo han demostrado que la extincion del aprendizaje de tipo condicionamiento se retrasa en
ratas que fueron estresadas antes de la pubertad, y evaluadas en la vida adulta (Toledo-
Rodriguez y Sandi, 2007).

Por otra parte, un deterioro semejante en la capacidad para adaptarse a una nueva
configuracion espacial, ha sido descrito en algunas patologias relacionadas a estrés, tales como
estrés postraumatico y depresién. Partiendo de €50, nuestros resultados parecen concordar con
la hipétesis de que, las experiencias aversivas de la vida temprana determinan la respuesta del
individuo a nuevas condiciones estresantes; un planteamiento recientemente propuesto como
mecanismo base en la predisposicién incrementada a padecer depresion y ansiedad en sujetos

con infancia traumética (Heim y Nemeroff, 1999, Teicher et al., 2003, Teicher et al., 2006).

De acuerdo a esto, algunos estudios en ratas han demostrado que la exposicion a eventos
estresantes durante la etapa contemplada en este estudio afects el desarrollo del sistema
limbico, y que esos trastornos aparentemente permanentes, podrian explicar los cambios
observados en la respuesta frente a nuevos eventos estresantes. La exposicién a estrés juvenil

afecta permanentemente el funcionamiento de la molécula de adhesién celular neural (NCAM),




63

una proteina esencial en el desarrollo neural, regeneracion, plasticidad sindptica y procesos de
formacion de memoria (Tsoory et al., 2008). Ademas; ha sido probado que el estrés puede
retrasar el desarrollo cerebral, e inducir déficits en morfologia hipocampal, cognicién,
funcionamiento del eje HHA (Isgor et al., 2004), y niveles de neuroesteroides cerebrales
(Avital et al., 2006).

En este orden de ideas podriamos argumentar que, no obstante los efectos a largo plazo
por la exposicién a ruido ambiental de las ratas recién destetadas, éstos fueron sélo evidentes en
memoria espacial de trabajo, al parecer ocurrieron cambios perdurables a nivel morfolégico,
que favorecieron que las ratas respondieran con cambios mas dramaticos cuando fueron

confrontadas con una nueva condicién estresante.

Finalmente; es importante sefialar que los cambios observados en la ejecucién de la
tarea de aprendizaje, no guardaron relacién con efectos sobre conductas ansiogénicas, o
actividad exploratoria. De acuerdo a los datos arriba mostrados, las ratas estresadas solo
presentaron cambios en el tiempo de movilidad total, Y no mostraron diferencias en el tiempo
de permanencia en las areas central y periférica del campo abierto, lo que sugiere una ausencia

de efecto sobre esta conducta,

En resumen, podemos afirmar que la eXposicion crénica a ruido ambiental de ratas
JOvenes afectd las capacidades de aprendizaje, reduciendo la flexibilidad de las ratas para
reaprender una nueva configuracién espacial, esta afectacién posiblemente fue permanente ya
que se evidencié cuando estas ratas fueron confrontadas con una nueva condicién estresante

aguda siendo adultas,
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CONCLUSIONES.

1" Nuestros resultados mostraron que el ruido ambiental presentado de manera cronica, a
ratas macho recién destetadas resulté ser un potente factor estresante, que se manifesié por un
incremento en los niveles de Ia hormona corticosterona, retraso en Ia ganancia del peso

corporal y en la alteracién de las habilidades para re-aprender una tarea espacial.

2 Los efectos negativos de la exposicion a ruido ambiental en etapa temprana persistieron
en la adultez, y se manifestaron con un retraso en el tiempo de adquisicién del aprendizaje de

una tarea.

3 La exposicién al modelo depredador/plataforma elevada, increments la elevacién de
niveles de corticosterona, en comparacién con el grupo estresado solo en Ia juventud y con el
grupo control. Ademds, estos animales mosiraron deterioro en el aprendizaje espacial y Ja
memoria de referencia. Sin embargo, este deterioro no fue tan evidente para el re-aprendizaje,

contrario a lo que sucedié con el grupo doblemente estresado.

4 La alteracién en la capacidad para re-aprender una tarea se hizo mas evidente cuando el
sujeto fue sometido a un nuevo evento estresante de diferentes caracteristicas, y en ofra etapa
de la vida, sobre todo en relacién a las habilidades cognitivas de memoria de referencia y de

trabajo.

5 Este estudio refleja que el deterioro cognitivo presente en sujetos expuestos a estrés de
diferentes caracteristicas en la etapa temprana y la vida adulta, puede limitarse a una

flexibilidad restringida para re-aprender una nueva configuracién espacial.
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