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Introduccion
Un evento traumatico se define como una experiencia amenazante para uno mismo o para una
persona cercana, acompanada de miedo intenso, terror y/o desesperacién1. En este sentido, el
desorden por estrés post traumatico (PTSD, en inglés) implica toda una serie de trastornos
neurobiologicos y distorsiones cognitivas que alteran las respuestas conductuales del individuo,
suponiendo un altisimo déficit para la calidad de vida del hombre'?. El “trauma temprano” sera
entonces un evento de horror intenso en las etapas iniciales del desarrollo de un individuo, que
potencialmente puede condicionar su vida adulta. Desde el punto de vista de la arquitectura
cerebral, el periodo de la infancia es un momento en el que la plasticidad del cerebro hace a
este altamente vulnerable a los estimulos del medio. La vulnerabilidad se manifiesta a todos los
niveles; es tanto fisioldgica como psicoldgica y social’.
El destete temprano (DT) en ratas ha demostrado ser una experiencia traumatica si bien carece
en tanto que no podemos observarlo de la caracteristica subjetiva de "terrorifico”, si es cierto
que altera las resistencias organicas del animal aumentando la vulnerabilidad frente a distintas
enfermedades®!. Las consecuencias fisiopatologicas del DT se presentan en una
predisposicion a contraer diabetes, ulceras g<'£|stricas4’5 y el deterioro de las resistencias contra
el cancer*®. Esta privacion materna durante los primeros dias del periodo neonatal en los
roedores significa la perdida de los cuidados primarios intensos necesarios para el desarrollo
normal. Hay evidencias que muestran que frente a un trauma temprano, el sistema nervioso
autdbnomo aumenta la respuesta endocrina frente a los estresores del medio®>. En el
comportamiento post trauma puede verse una disminucién en la motivacion, expresada por la
disminucioén del juego agresivo intragrupal normal en el periodo juvenil7.
En general en psicologia experimental se utilizan diversos modelos para evaluar el efecto de
situaciones ambientales, farmacos y componentes genéticos. Tres modelos muy utilizados son
la “Natacion forzada” (NF) de Porsolt®, el “Laberinto elevado en cruz” (LEC) y el “Ambiente
Enriquecido” (AE).
El modelo de “Natacion forzada” desarrollado por Porsolt en 1977, es utilizado para evaluar la

actividad de psicofarmacos sobre conductas depressive-like inducidas de diversas maneras.
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El modelo de ambiente enriquecido (AE) es de gran efectividad por su amplia gama de efectos
a largo plazo en la neuroanatomia, neuroquimica y en la conducta del animal®. A nivel
comportamental, se ve un mejor desempefio en tareas de aprendizaje. A nivel bioquimico hay
un aumento de la neurogénesis10 y proteccion por expresion de factores de crecimiento.
Estructuralmente o en el nivel neuroanatdmico se ven aumentos de arborizacion dendritica en
el hipocampo y otras regiones del cerebro. Este modelo resulta interesante para evaluar la
posibilidad de revertir los efectos de ansiedad generados por un trauma temprano.

Uno de los mejores modelos para evaluar grados de ansiedad es el laberinto elevado en cruz.
Bajo la hipétesis de trabajo de que el DT es un estresor de suficiente intensidad como para
alterar pruebas comportamentales del adulto; el objetivo de este trabajo es evaluar el aspecto
comportamental de un animal adulto con un trauma temprano (DT), a través de los modelos
mencionados de NF y LEC.

Como objetivo secundario buscamos evaluar el impacto del trauma temprano, vinculado o no, a
un trauma adulto y el efecto del AE, sobre la expresién de genes asociados a la neurogenesis11
y a los sistemas endocrino e inmune en el hipocampo del cerebro de la rata. En estas
estructuras se producen los desarreglos provocados por las experiencias traumaticas. Las
consecuencias pueden verse a nivel molecular, ya que las desregulaciones provocan
alteraciones en el metabolismo y el sistema inmune. Nuestros genes de estudio: los receptores
de glucocorticoides y de mineralocorticoides, asi como las citoquinas IL-6, IL-1a IL-1b y TNF-a
(aunque hay muchos mas) estan encargados de mediar la respuesta frente a heridas,
infecciones y otros tipos de stress organico. Valores elevados de la concentracién de estas
citoquinas estarian presentes en individuos con patologias de estrés cronico y depresion
mayor12. Hay nuevos trabajos que reportan haber encontrado valores altos de un amplio
espectro de citoquinas pro inflamatorias también en trastornos de ansiedad, PTSD y ataques de
pénicoz'”. Por otra parte, se encontro que la concentracion de BDNF estaba afectada en el
hipocampo de ratas sometidas a estrés'*. BDNF es una neurotrofina importante involucrada en
la regulacion del crecimiento y reparacion neuronal, la plasticidad y conectividad sinaptica.
Tiene una importancia central en los procesos neurogeneticos.

Por lo tanto, estos genes involucrados en la biologia molecular del estrés nos podrian dar
informacion sobre el impacto del DT en el cerebro de ratas adultas expuestas a altos niveles de
estrés; y si la estimulacion de la neurogénesis durante el periodo de AE podria llegar a revertir

las alteraciones producidas por el estrés adulto.

Materiales y métodos
Animales.
Se usaran ratas Wistar desde el nacimiento hasta los 9 meses, provenientes del Bioterio del
ICBME. Contando con un n total de 40 ratas, las dividiremos en dos 2 grupos con destete
temprano (G1 y G3) y dos grupos control (G2 y G4). El G2, estara libre de DT, pero pasara por
el NF y el AE, para contrastar con el G1. El G4 estara libre de DT, NF y AE, contrastando de
esta manera con el resto de los grupos, dando la posibilidad de arrojar valores puros de



presencia/ausencia de ansiedad generalizada en el LEC y los valores de grupo normal estandar
de la expresion de los genes relacionados al estrés.
Cada grupo estara constituido por 5 hembras y 5 machos. Se las provee de agua y comida ad
libitum, y se las mantiene a temperatura (19-23°) y humedad (45-55%) constante, en un ciclo de
luz oscuridad de 12/12 hs, la luz se enciende a las 8:00 AM.
Se respetan los principios éticos de investigacion con animales.
e Procedimiento de Deslele.
El destete temprano se realiza a los 15 dias de nacidos los animales, los cuales se
agrupan por género en grupos de a 5 con las mismas condiciones ambientales ya

mencionadas, en cajas de 425 x 266 x 185 mm.

Tests conductuales
Se sometera tanto al G1, al G2 y al G3 al modelo de depresién de “nnatacion forzada” cuando
los animales tengan cuatro meses de edad.
El G1 y el G2 seran puestos en un “Ambiente enriquecido” durante 15 dias a los 7 meses de
edad. Finalmente se usara el modelo “laberinto elevado en cruz” que se le administrara a los 4

grupos a los 8 meses de edad.

e MNatacion forzada.
En 1977 Porsolt et al desarrollan un modelo para el estudio de la depresion
usando un cilindro con agua de 40 cm. x 18 cm. (altura/longitud) donde se introduce
al animal, sin posibilidades de escapar. Luego de un periodo de movimiento
vigoroso, el animal se acomoda en una postura inmovil, dejando la cabeza fuera
del agua como para respirar. Esta inmovilidad representa un estado de depresion y
desesperacion que puede ser revertida mediante un tratamiento con
antidepresivos. Cada animal permanecera 15 minutos en el agua (Temp.: 259) y
luego otros 15 minutos en un ambiente a 322 para secarse antes de volver a su
jaula. Se entiende como un momento altamente ansiogeno, que usaremos en
nuestro experimento como el segundo estresor del modelo. La inmovilidad esta
definida como el periodo en el que el roedor solo hace los movimientos necesarios
para mantener la cabeza sobre el nivel del agua9 Yy no hace intentos para escapar
(Ej.: swimming, paddling, climbing, diving). Estos intentos de escape o conductas
activas (especificamente el climbing y el swimming) fueron susceptibles a
tratamientos con farmacos, y se reconocieron los neurotransmisores mediadores.
Esto indicaria que las conductas activas de la NF son factibles de ser
cuantificadas'®. Esta cuantificacion de las 5 distintas posturas estan estandarizadas

en la bibliografia®'®'"'®



e Laberinto elevado en cruz
Es un artefacto que esta elevado alrededor de un metro del suelo y tiene cuatro
brazos que parten del centro. Dos brazos estan cubiertos por paredes de aprox. 50
cm. de altura y los otros dos son brazos abiertos, 0 con paredes muy pequefas.
Cada animal es puesto en el centro del aparato y se lo deja por 5 minutos. Un
conjunto de sensores de movimiento registran las entradas y salidas de cada uno
de los brazos y el tiempo de permanencia tanto en los brazos como en el centro.
Este modelo mide la ansiedad en el sentido exploratorio, un rendimiento bajo

indicaria la inhibicién de esta conducta.

Modelo ambiental

o Ambiente enriguecido
Son dos Jaulas de metal (40x50x100cm) con estantes a distintas alturas y varios
elementos en su interior (juguetes, ruedas, tuneles, etc.). Agua y alimento ad
libitum, ademas de varios tipos de alimentos disponibles (galletitas, etc.). El cambio

de los elementos de estimulacion se hace dia por medio.

Andlisis de la biologia molecular
El ARN del cual se analiza la expresion diferencial de los genes: BDNF; los receptores de
glucocorticoides (GR), de mineralocorticoides (MR); y las citoquinas IL-6, IL-1a IL-1b, TNF-a
con sus receptores IL-6R, IL1-R1 y TNF-aR se obtiene del tejido nervioso del hipocampo,
cerebelo y de la corteza cerebral. El método de eutanasia para la obtencién del cerebro se hizo
por decapitacion con guillotina. Los animales estaban anestesiados con Sevoflorane. Se

respetaron las normas AVMA (Asociacion americana de medicina veterinaria, Ed. Junio 2007).

Analisis Estadistico
En todos los casos se efectuara estadistica descriptiva (medias, medianas, rangos, desvios
estandares) y estadistica inferencial (diferencias entre las muestras, a través de prueba de “t" y
un analisis operativo de la varianza) Se establecera un nivel de significacion estadistica de
a<0,05 con un B=0,2. Debido a la novedad de los experimentos planteados no tenemos datos
previos como para predecir resultados en que basar el tamano de la muestra. Sin embargo,
esperando una variaciéon entre las medias de un 20% con una variacion en el desvio menor a
10%, calculamos que con seis animales en cada grupo estariamos en un tamano de muestra

adecuado estadisticamente.



Resultados preliminares
Encontramos diferencias de significacion estadistica en la conducta c/imbing en el FST, entre el
grupo 1 (con DT) y el grupo 2 (control): G1 =15,8 £ 4,15 vs. G2 = 21,4 £+ 4,14, p< 0.05 1" test.
La diferencia mas notable fue de genero, donde las hembras con DT marcaron mas bajo que
las hembras controles al punto de separarse estadisticamente entre si: HG1 = 17,4 + 4,39 vs.
HG2 = 24,6 + 5,12, p<0.05 “t” test. Concuerda esto con lo establecido en la bibliografia, sobre la

evidencia de una mayor incidencia de PSTD en mujeres®®.

Climbing behavior in the 5 min test
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Group 1 Group 2

*p <0.05, “t” test

Gender difference

20 - 4 B Group 1

15 - 0 Group 2

Males Females

*p <0.05, " test

El experimento con el EPM arrojo resultados sin significacion alguna, hay que aclarar en este
punto que el aparato con el que contabamos en el momento de hacer el experimento tenia unos
sensores de movimiento (15cm x 8cm x 10 cm.) atornillados a cada lado de los brazos abiertos.
Este tipo de disefio resulto ser defectuoso en tanto que los animales podian subirse encima de
los sensores, con lo cual fallo la cuantificacion de entradas a los brazos abiertos.

Aun asi, contamos con las posibilidades que puedan arrojar el analisis molecular de
interleuquinas y el factor de neurocrecimiento que seran llevadas a cabo en el futuro mas
préximo. La expresion molecular se estudia por medio de la técnica de PCR en tiempo real.



En definitiva, se puede leer la expresion por dualidad: excitacion o inhibicion. A partir de las
diferencias que presenten los resultados podremos dar cuenta de presencia o ausencia de
PTSD en nuestros grupos de estudio comparandolos con los valores arrojados por los grupos
control, y de acuerdo a lo establecido en la bibliografia sobre los genes involucrados en la

neurobiologia de esta problematicaz.
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