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Resumen 
RESUMEN 

Antecedentes. El hacinamiento y el ruido son factores sociales estresantes en algunas 
especies al activar el eje hipotálamo-hipófisis-suprarrenal (HPA). La elevación de 
glucocorticoides durante este estrés crónico, afecta la población celular del hipocampo de 
roedores, particularmente la región CA 1 y el giro dentado, así como también la memoria 
espacial y conducta exploratoria. Sin embargo; se desconocen los efectos que producen el 
hacinamiento y ruido sobre estas funciones cognoscitivas y los mecanismos de la posible 
muerte celular hipocampal, especialmente en individuos jóvenes. Materiales y métodos. 4 
grupos (n=13) de ratas Swiss-Wistar machos recién destetados (21 días}, fueron expuestas a 
cuatro condiciones (una condición por grupo) durante 1 O días: control (C), hacinamiento de 
45 cm2/rata (H), ruido de ultrafrecuencia de 22 kHz a 80-90 dB (R) y hacinamiento más ruido 
ultrasónico (HR). El nivel de estrés se evaluó indirectamente con los registros 
somatométricos de peso y longitud, y directamente con la concentración de corticosterona 
urinaria. Se evaluó la conducta exploratoria en campo de agujeros y la memoria espacial en 
el laberinto acuático de Morris. De los cerebros incluidos en parafina se realizaron cortes 
coronales de 10 µm para doble marcaje inmunocitoquímico con anexina y anticuerpo anti 
NeuN, en la región CA 1 y giro dentado (DG) del hipocampo. Allí se cuantificó el índice de 
neuronas en apoptosis/campo (739 µm2). Resultados. Al final del experimento a los 32 días 
de edad, el incremento inicial de corticosterona (ng/ul) de todos los grupos estresados, 
estaba diferenciado: Media±SE (C:20.09±2.99; H: 35.88±2.33; R: 55.82±2.26; HR: 
45. 73±2.39). H desarrolló habituación, R se mantuvo constante el incremento con tendencia 
a aumentar, y en HR la elevación inicial disminuyó lentamente. Para el día 32 todos los 
grupos experimentales mostraron disminución del peso en gramos (C: 71.35±0.57; H: 
63.50±1.1 O; R: 64.51±1.22; HR: 66.34±1.25), y talla en centímetros (C: 15.66±0.08; H: 
14.75± 0.15; R: 14.97±0.11; HR: 14.12±0.12). Solamente en R resultó un mayor índice de 
neuronas apoptóticas en CA 1 (C: 0.65±0.08; H: 1.03±0.09; R: 1.19±0.14; HR: 0.90±0.13) y 
en DG (C: 0.09±0.02; H: 0.15±0.03; R: 0.22±0.02; HR: 0.15±0.02). La ejecución en el 
laberinto de Morris fue menos efectiva para los grupos estresados, tanto en la fase de 
entrenamiento como lo muestra el tiempo de latencia de escape del último ensayo (C: 
29.90±2.4.8; H: 52.90±4.77; R: 57.12±1.57; HR: 59.00±1.20), como en la de prueba, 
evidenciado por el tiempo en el cuadrante de la plataforma (C: 28.54±2.61; H: 15.50±1.16; R: 
15.62±1.66; HR: 12.37±1.25). Además, los grupos estresados mostraron menores tiempos 
de exploración central (C: 8.42±0.69; H: 3.35±0.83; R: 3.10±0.56; HR: 3.84±0.72) y mayor 
tiempo de movilidad en el campo de agujeros (C: 491.92±31.65; H: 671.00±40.78; R: 
795.80±17.32; HR: 698.30±36.6304). Conclusiones. Los niveles de glucocorticoides 
sufrieron cursos distintos luego de un incremento inicial general, y muestran que el estrés de 
características sociales puede alterar la actividad del eje HPA. Las condiciones estresantes 
produjeron retraso en el desarrollo corporal, déficit en la memoria espacial y alteraciones en 
los patrones de exploración (incremento en la ansiedad y excitabilidad) por igual en todos los 
grupos experimentales. El ruido fue la única condición estresante que evidenció un mayor 
índice de apoptosis neuronal, tal vez en relación a su carácter unimodal e inescapable. Los 
cambios comportamentales parecen estar más relacionados con las condiciones hormonales 
que celulares, aunque tal vez no se deban únicamente a este fenómeno. Se sugiere el uso 
de modelos animales de estrés social para generar respuestas fisiológicas análogas a las 
observadas en los humanos. 
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Abstract 

ABSTRACT 

Background. Overcrowding and noise are social stressors for sorne species. They activate 
hipotalamus pituitary adreanal axis (HPA). Glucocorticoids incrementing in chronic stress 
have impact on cellular population in rodents hippocampus CA 1 and dentate gyrus (DG), 
affecting spatial memory and exploratory behavior. However effects of overcrowding and 
noise on these cognitive functions and their possible cell death mechanisms are unknown, 
especially in young individuals. Materials and methods. 4 groups (n=13) of 21 days age 
male Swiss-Wistar rats, were exposed to four conditions (one per group) for 10 days: control 
(C), overcrowding of 45 cm2/rat (H), ultra frequency noise of 22 kHz and 80-90 dB (R) y 
overcrowding plus ultrasonic noise (HR). Stress level was evaluated indirectly with 
somatometric measures and directly with urinary corticosterone concentration. Exploratory 
behavior was evaluated with Hale Board test, and spatial memory with Morris Water Maze. 
From parafine included brains, 1 O µm slices were obtained for double immunocytochemical 
staining with Annexin and Neun. In hippocampus CA1 and DG neuronal apoptosis index was 
measured. Results. At 32 days age, initial corticosterone increment of all stressed groups 
had differentiated: Mean±SE (C:20.09±2.99; H: 35.88±2.33; R: 55.82±2.26; HR: 45.73±2.39). 
H habituated, R was constan! with its initial raise and showed tendency to increase, and in 
HR initial raise slowly went down. For day 32 ali experimental groups showed decrement in 
weight (grams) (C: 71.35±0.57; H: 63.50±1.10; R: 64.51±1.22; HR: 66.34±1.25), and size 
(centimeters) (C: 15.66±0.08; H: 14.75± 0.15; R: 14.97±0.11; HR: 14.12±0.12). Only R 
showed a bigger apoptosis index in CA1 (C: 0.65±0.08; H: 1.03±0.09; R: 1.19±0.14; HR: 
0.90±0.13) and DG (C: 0.09±0.02; H: 0.15±0.03; R: 0.22±0.02; HR: 0.15±0.02). Performance 
in Morris rnaze was impaired in stressed groups during training as showed by escape latency 
time from last rehearsal (C: 29.90±2.48; H: 52.90±4.77; R: 57.12±1.57; HR: 59.00±1.20), as 
weli as in test, showed by time in corree! quadrant (C: 28.54±2.61; H: 15.50±1.16; R: 
15.62±1.66; HR: 12.37±1.25). Stressed groups also showed lower time of central exploration 
(C: 8.42±0.69; H: 3.35±0.83; R: 3.10±0.56; HR: 3.84±0.72) and higher time of mobility in Hale 
Board Test (C: 491.92±31.65; H: 671.00±40.78; R: 795.80±17.32; HR: 698.30±36.6304). 
Conclutions. Glucocorticoids level had different courses alter a general inicial raise, and 
show that social stress can alter HPA activity. Stress conditions generated retardation in 
corporal development, impairment in spatial memory and exploratory behavior alterations 
(elevated anxiety and excitability) in ali experimental groups. Noise was the only stimulus that 
showed an increased apoptosis index. Maybe this was related to its unimodal and 
inescapable characteristics. Behavioral changes may be related to hormonal conditions and 
not to celiular death, although perhaps are not due solely to this phenomenon. Social stress 
animal models are suggested in arder to generate physiological responses analog to those 
observed in humans. 
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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

Las hormonas pueden agudizar el daño sobre las neuronas o protegerlas, 

específicamente los glucocorticoides (GCs) secretados durante la respuesta al estrés 

pueden llegar a producir efectos neurotóxicos (Smith y cols., 1995). Eventos sociales 

como el hacinamiento, vocalizaciones ultrasónicas (USV's), derrota social, presencia 

de individuos dominantes, y separación de madre y crías pueden producir estrés 

acompañado por incremento en los glucocorticoides y efectos nocivos celulares en el 

sistema nervioso (SN) de los organismos expuestos, tales como la neurogénesis, 

plasticidad neuronal y apoptosis, que son causa de deterioro cognoscitivo. Estos 

trastornos son más severos cuando suceden en etapas tempranas del desarrollo 

ontogénico (Greene y cols., 2001) y posteriormente se manifiestan por 

anormalidades conductuales como alteraciones de la memoria espacial y conducta 

exploratoria, entre otras (McEwen, 2000; Raber, 1998). 

Respuesta de estrés. 

El estrés es un estado de disarmonía o de homeostasis amenazada, provocado 

por un evento ambiental o biológico, que produce efectos sobre el SNC y el sistema 

inmune, al activar un circuito bidireccional entre ambos, a través del eje Hipotálamo

Hipofisiario-Adrenal (HPA) y su retroalimentación (Black, 1995), por lo que resulta un 

circuito reverberante, cuyas consecuencias pueden pasar de lo fisiológico a lo 

patológico cuando la activación es excesiva (Angelucci, 2000). Las alteraciones en 

etapas tempranas pueden reducir la capacidad de respuesta de este sistema en la 

vida adulta (Me Ewen, 2000). 
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La estimulación aversiva (innata o aprendida) es integrada sensorialmente a 

nivel del tálamo, y la evaluación límbica induce la secreción de hormona liberadora 

de la corticotropina (CRH) en el núcleo paraventricular (PVN) del hipotálamo. En la 

glándula pituitaria la CRH estimula la liberación de la hormona adrenocorticotrópica 

(ACTH), que a través de la sangre alcanza la corteza de las glándulas adrenales, y 

ellas liberan una hormona corticosteroide de tipo glucocorticoide o mineralocorticoide 

(Rosenweig y Leinman 1992; de Kloet, 2000). Ésta se puede autorregular a través de 

un sistema de retroalimentación negativa (Harbuz y col, 1999). 

Una liberación elevada del glucocorticoide corticosterona (CORT) en ratas, o de 

cortisol en humanos se utiliza tradicionalmente en la literatura como criterio de 

medición del estrés (Black, 1995). Estas hormonas median sus efectos a través de 

sus mineralo-receptores tipo 1 (MRs) y gluco-receptores tipo 11 (GRs) (de Kloet, 

2000). 

Efectos de los glucocorticoides en el sistema nervioso. 

Los efectos de glucocorticoides son muy variados en el sistema nervioso, según 

si la exposición es aguda o crónica, y la etapa del desarrollo cuando esta sucede. 

Resulta particularmente afectado el sistema límbico, especialmente el hipocampo 

(McEwen y cols., 1968), alterándose consecuentemente funciones como el 

aprendizaje y la memoria. Algunos de estos efectos pueden revertirse al retirar los 

corticoesteroides, pero otros no (Cameron y McKay, 1999). 

En general; el estrés agudo favorece funciones cognoscitivas como la atención, 

memoria y aprendizaje, sin dañar las neuronas (Raber, 1998). Así se facilita el 

enfrentamiento del estímulo estresante agudo, la adaptación comportamental y 

preparación para futuras situaciones similares (de Kloet, 2000). A nivel 
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comportamental, el efecto agudo de los glucocorticoides es excitatorio y tiene una 

importancia adaptativa, ya que promueve la reactividad conductual, es decir, eleva 

los niveles de actividad del organismo para incrementar la variabilidad de respuestas 

en espera que alguna lleve al enfrentamiento o evitación del estímulo estresante. 

Por otra parte, el estrés crónico conlleva a efectos perjudiciales como daño 

neuronal o déficit de aprendizaje y memoria (de Kloet, 2000), y conductualmente 

inhibe comportamientos como la agresión, conducta sexual y exploración, y puede 

generar ansiedad y depresión (Haller y cols., 1998). A pesar del patrón crónico, en 

ocasiones puede existir un control espontáneo de los cambios hormonales (Spehner 

y cols., 1996), o bien una habituación fisiológica de los individuos que normaliza los 

niveles de corticosterona (Kant y cols., 1987). 

Los efectos del estrés sobre el organismo dependen también de la etapa del 

desarrollo en la que sucede, el estrés crónico en etapas tempranas del desarrollo 

provoca daños cerebrales más severos, que la exposición durante la vida adulta y 

tales excesos en etapas tempranas pueden alterar la capacidad del sistema para 

responder en la adultez (Huot y cols., 2002). De hecho, el incremento de 

glucocorticoides en etapas tempranas del desarrollo se encuentra más relacionado 

con daños en la estructura y organización del cerebro, que la exposición a los 

mismos niveles en otras etapas (McEwen, 2000). 

Dada la plasticidad ontogénica del hipocampo, las variaciones en la experiencia 

social temprana también tienen efectos profundos en el comportamiento adulto, 

como actividad locomotora y conducta exploratoria, así como en la morfología y 

neuroquímica cerebrales, en una gran variedad de especies (Greene y cols, 2001). 
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Estrés social. 

Muchos experimentos han tratado de reproducir las reacciones frente al estrés, 

mediante la aplicación exógena de las hormonas relacionadas, sin embargo no basta 

la simple administración de una hormona glucocorticoide para igualar la complejidad 

de la respuesta fisiológica frente al estrés; y resultaria mejor generar la respuesta 

endógena, aunque no siempre ésta conduce a daños en el hipocampo (Angelucci, 

2000). 

La respuesta de estrés caracterizada por secreción endógena de 

glucocorticoides puede suceder ante diversos estímulos. Hans Selyé demostró 

experimentalmente que una gran variedad de factores pueden generar lo que el 

llamó -síndrome de adaptación general, entre ellos; agentes tóxicos o infecciosos, 

traumatismos o eventos emocionales. 

La reacción de los organismos ante estos estímulos resulta general e 

inespecífica (De la Fuente, 1992). Sin embargo, conductualmente algunos de los 

acontecimientos estresantes son más manejables que otros, y la oportunidad de 

enfrentarlos disminuye sus efectos nocivos sobre el organismo (Young, 1973). 

Bajo condiciones naturales, rara vez un organismo enfrenta eventos estresantes 

como el frío extremo, movimientos de nado forzados, inmovilización o choques 

eléctricos, -entre algunas de las situaciones extremas utilizadas artificialmente para 

provocar estrés experimental. Por lo contrario, constantemente se encuentra 

expuesto a relaciones de dominio y sumisión, separación materna, confrontaciones y 

peleas con miembros de su especie etc. Por esta razón, los eventos sociales al 

parecer tienen un significado biológico mucho más importante y semejan mejor la 

etiología del estrés humano (Henry y cols., 1993). 
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En los humanos, el estrés social comprende todas aquellas situaciones y 

estados psicológicos como conflictos, frustraciones, pérdidas o amenazas que 

pueden activar emociones y producir cambios fisiológicos. Esta forma de estrés 

puede ser tan dañina como las temperaturas extremas, los microorganismos 

patógenos y los traumatismos físicos. Sus efectos sobre la salud dependen de la 

capacidad del organismo para enfrentar la situación (De la Fuente, 1992). 

Así pues; una gran variedad de estímulos producen estrés, pero son 

especialmente relevantes aquellos generados por la misma especie, ya que 

necesariamente están presentes en la ontogenia y filogenia de cada individuo, en 

particular si la exposición es crónica. 

Sin embargo, los efectos de la respuesta fisiológica de estrés social deben ser 

analizados mucho más cuidadosamente, porque puede tratarse de cambios más 

sutiles. De hecho, algunos autores sugieren que el estrés social se diferencia 

fisiológicamente de los demás ya que por ejemplo, han observado una reacción 

noradrenérgica exacerbada en situaciones que involucran una gran actividad física 

en la respuesta al evento estresante, mientras que; en las reacciones al estrés 

psicológico se incrementa la adrenalina (Koolhaas y cols., 1997), aunque en ambas 

condiciones sucede incremento de corticosteroides. 

Otros autores, argumentan que la información acerca de los estímulos 

estresantes físicos como hipoxia, frío, o exposición al éter, está relacionada con el 

núcleo paraventricular por vías ascendentes viscerales y somatosensoriales, 

mientras que los efectos del estrés emocional (derrota social, o inmovilización, se 
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relacionan más con procesamientos cognoscitivos a través de estructuras límbicas y 

dependen en gran medida del hipocampo (Steckler, 2001). 

Los humanos forman parte de comunidades que generan estimulación social 

estresante, la organización comunitaria socioeconómica regula el comportamiento 

social e influye sobre el ambiente familiar, es en este tejido social que la gente 

construye sus vidas y experimenta diferentes grados de éxito, fracaso y frustración 

(McEwen, 2001). 

A través de la activación del eje HPA el estrés social puede llegar a producir 

consecuencias severas en el organismo, especialmente durante etapas tempranas 

del desarrollo posnatal. Por ejemplo, los efectos psicosociales y económicos tienen 

impacto en el desarrollo corporal y talla de las personas, asi; el retardo en el 

crecimiento sugiere la existencia de estrés pisocosocial causado por un conflicto 

familiar, para comprender las causas de éste es necesario realizar más estudios que 

proporcionen información acerca de los procesos a través de los cuales se 

incrementan los riesgos para la salud, a través de la vida de aquellos individuos con 

experiencias aversivas en la infancia. Al considerar que el crecimiento refleja la 

actividad· metabólica subyacente, su retraso permitirá identificar la existencia de 

procesos que son en sí mismos potencialmente dañinos para la salud mental y 

fisiológica futura (Montgomery y cols., 1997). 

Al respecto, antes de que los niños alcancen 7 años, su crecimiento lento indica 

significativamente que puede existir conflicto familiar, hacinamiento y dificultades 

relacionadas con un bajo estrato social, es posible que tales influencias tengan un 

efecto sobre el desarrollo físico y emocional, que a su vez tenga impacto sobre la 

salud y el comportamiento social de esos niños, cuando sean adultos (Montgomery y 
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cols., 1997). Los corticosteroides se relacionan ampliamente con el desarrollo por su 

interacción con procesos apoptóticos y de reproducción celular (Reagan y McEwen, 

1997). Igualmente, las condiciones estresantes a través de estas hormonas generan 

procesos anoréxicos, glucolíticos, glugenolíticos, gluconeogénicos y lipólíticos que 

contribuyen al catabolismo celular. 

El estrés crónico infantil generado en las familias disfuncionales está asociado 

al lento crecimiento, y puede provocar deterioro en las habilidades cognoscitvas 

futuras (Uno y cols., 1989). Si los niños estresados sufren daño hipocampal, 

entonces también resultarán alteraciones de sus habilidades cognoscitivas, en la 

medida que el hipocampo participa para el aprendizaje y la memoria (Meaney y cols., 

1988). 

Los efectos remanentes del estrés se evidencian también en la incapacidad del 

niño de estructurar una respuesta fisiológica, neuroendocrina y comportamental 

adecuada frente a situaciones de estrés (Repetti y cols., 2002). Estudios recientes en 

humanos, sugieren que aquellas personas que responden débilmente pueden ser 

más susceptibles a trastornos autoinmunes (Sternberg y cols., 1989), mientras que 

aquellos que sobrerreaccionan tienen una mayor susceptibilidad a las enfermedades 

infecciosas (Masan, 1991). 

La respuesta adrenocortical del estrés se condiciona a factores psicosociales 

que están desigualmente distribuidos entre las clases sociales. Las mayores 

reacciones se derivan del fracaso real o proyectado, de enfrentar las amenazas 

(Brunner, 1997). 
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En resumen, las diferentes actividades de las comunidades pueden generar 

múltiples situaciones en las cuales tenga lugar la respuesta fisiológica y conductual 

del estrés. Esta respuesta puede afectar una gran cantidad de fenómenos 

comportamentales y cognoscitivos. 

Efecto del estrés sobre las funciones hipocampales. 

Alteraciones sobre memoria y aprendizaje. 

El aumento inducido de corticosteroides produce déficit de aprendizaje y 

memoria (de Kloet y cols, 1999). Aprendizaje es el proceso por el cual se adquiere 

conocimiento acerca del entorno, mientras que; la memoria es el proceso por el cual 

este conocimiento es codificado, almacenado y posteriormente evocado (Kandel y 

Hawkins, 1992; Kandel y cols. 2000). Sin embargo, no es posible considerar el 

aprendizaje sin la memoria, o viceversa (Agranoff y Uhler, 1994). 

En general se considera que existe la memoria a corto plazo, la memoria de 

trabajo y la memoria a largo plazo (Klein, 1992). Básicamente, se distinguen dos 

tipos diferentes de memoria a largo plazo, la implícita y explícita. La memoria 

implícita o no declarativa, involucra tareas aprendidas que tienden a ser reflexivas 

mas que reflectivas, e involucra hábitos y habilidades perceptivas o motoras, no 

requiere de conciencia o procesos cognoscitivos complejos como la comparación y la 

evaluación, -se refiere al cómo ejecutar algo (Squire, 1992). 

La memoria explícita o declarativa, se relaciona con el conocimiento de 

personas, lugares y cosas y lo que éstos significan, pero estos recuerdos necesitan 

de un esfuerzo conciente y deliberado (Kandel y cols. 2000; Squire, 1992). Esta 

memoria ha sido dividida además en episódica; relacionada con eventos y 

experiencias personales; y semántica, o memoria de hechos (Tulving, 1990). En los 
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vertebrados, las funciones de la memoria explícita se basan principalmente en 

estructuras del lóbulo temporal (Kandel y Hawkins, 1992). 

En modelos animales y en Jos humanos el estrés produce alteraciones del 

hipocampo y déficit en Ja memoria, dependientes de su intensidad y duración 

(Keenan y cols., 1995; Lupien y McEwen, 1997). Los corticosteroides son 

responsables de esta relación, ya que a través de ellos; Jos eventos estresantes 

generan modificaciones sobre Ja estructura y funcionalidad del hipocampo, como 

cambios en Ja zona CA3 que impiden el aprendizaje (Brown, y cols., 1999). 

Al respecto; se ha sugerido que Jos eventos bioquímicos relacionados con Ja 

memoria están regulados por mecanismos hormonales y neurohumorales asociados 

con estrés y ansiedad (Silva y Frussa-Filho, 2000). En otros trabajos se ha descrito 

que Ja corticotropina y glucocorticoides facilitan Ja memoria a dosis bajas, pero Ja 

impiden a dosis altas (McGaugh y cols, 1995), en estudios con resonancia magnética 

de pacientes psiquiátricos y seniles en Jos que existen anormalidades de 

corticosteroides se ha observado atrofia selectiva del hipocampo, acompañada por 

déficit en la memoria declarativa, espacial y contextual. (McEwen, 2000). 

El lóbulo temporal está estrechamente relacionado con la memoria explícita, 

como ha sido demostrado a través de estudios con lesiones cerebrales en diferentes 

especies, el daño al hipocampo o áreas de asociación polimodal en la corteza 

temporal vinculadas con éste (corteza perirrinal y parahipocampal), dificulta la 

memoria explícita (Kandel y Hawkins, 1992). Al parecer, el conocimiento almacenado 

como memoria explícita se adquiere primero a través del procesamiento de una o 

más de las cortezas polimodales de asociación (prefrontal, límbica y parieto-occipital

temporal), que sintetizan Ja información de Jos diferentes canales sensoriales. 
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De estas cortezas la información es llevada en sene a las cortezas; 

parahipocampal y perirrinal, luego a la corteza entorrinal, al giro dentado (DG) del 

hipocampo por la vía perforante, a la zona CA3 por las fibras musgosas que se 

comunican con CA1 por las colaterales de Schaffer, de ahí al subículo, y finalmente 

de vuelta a la corteza entorrinal. De la corteza entorrinal, la información es enviada 

de vuelta a las cortezas parahipocampal y perirrinal y finalmente a las áreas de 

asociación polimodal de la neocorteza. De esta manera, la corteza entorrinal tiene 

una doble función, pues constituye la principal fuente de aferencias y eferencias del 

hipocampo (Kandel y cols. 2000), ver fig. 1. 

Áreas de 
asociación 
unin1odales y 
poli modales 

Corteza Parahipocampal 

Corteza perirrinal 

Corteza entorrinal 

\ Giro Dentado ! 

/7 • 
~ 

Fig. 1. Diagrama de flujo de las vías de integración en el lóbulo temporal. 

Las diferentes regiones del lóbulo temporal medial no tienen exactamente las 

mismas funciones en la memoria explícita, sino que la formación hipocampal y las 

cortezas perialocorticales muestran cierto grado de especialización. La corteza 

perirrinal, parahipocampal y entorrinal, controlan el almacenamiento de la memoria 

de objeto, mientras que el hipocampo puede ser más importante para la 

representación del espacio (Jaffard y Meunier, 1993). 
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Evidencia de esto es que, las lesiones localizadas en hipocampo afectan poco 

las tareas de no igualación en ratas, y lesiones quimicas del fórnix, CA 1 y el DG se 

han relacionado incluso con un mejoramiento en la ejecución durante la adquisición 

inicial de tareas visotactiles de no igualación (Sutherland and McDonald, 1990). Por 

otra parte, las mismas lesiones si interfieren con la memoria de los sujetos, en cuanto 

al espacio y el contexto, pues células individua/es en el hipocampo codifican 

información espacial (Kandel y co/s. 2000). 

Ratas con lesión hipocampa/ tienen impedimentos en el uso de claves 

espaciales de su medio ambiente para recordar lugares particulares (Jarrad, 1993). 

La evidencia de la sobreposición de funciones puede surgir porque al tratar de 

lesionar una se dañe la otra, cuando existe de hecho una separación topográfica en 

los aferentes al hipocampo en la corteza peririnal y parahipocampa/, y puede ser que 

ellas sean capaces de encargarse de la memoria dentro de estas áreas separadas, 

mientras que la convergencia final se lleva a cabo en el área CA3 (Rolls, 2000). 

El hipocampo puede ser una forma antigua de la corteza de asociación 

superior, como no hay equivalentes de las regiones superiores de asociación del 

neocortex en la rata, las representaciones neuronales formadas en el hipocampo de 

los roedores pueden ser el correlato más próximo a las funciones superiores 

integradoras de memoria en el humano (Wolf, 1996). 

El hipocampo está involucrado en la memoria y el aprendizaje episódico, 

declarativo, contextua/ y espacial, además de cumplir con el control de funciones 

autonómicas y vegetativas (Eichenbaum y col, 1992; Jacobson y Sapo/sky, 1991, 

Philips y Le Doux, 1992). 
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Así; el hipocampo contiene un mapa cognoscitivo espacial del ambiente en el 

que un animal se mueve, la localización de un animal en un espacio particular es 

codificada en los patrones de disparo de células piramidales individuales, las mismas 

que sufren de Potenciación a Largo Plazo (L TP) cuando sus vías aferentes son 

estimuladas eléctricamente (O'keefe y Dostrovsky, 1971; O'Keefe, 1990, 1991). 

Cada una de estas células piramidales es una célula de lugar, que codifica una 

posición en el espacio. 

Cuando el animal se mueve diferentes células disparan, al entrar a un nuevo 

ambiente se forman nuevos campos de lugar en pocos minutos y se mantienen 

estables durante semanas o meses. Las mismas células piramidales pueden señalar 

información de diferentes ambientes, y por lo tanto pueden utilizarse en más de un 

mapa espacial (Kubie y Muller, 1991). 

De esta manera, existe información a partir de la respuesta de muchas células 

acerca del lugar donde se encuentra la rata en su medio ambiente, pues las células 

granulares del DG y las células piramidales de CA3 y CA1 responden a 

combináciones de las aferencias recibidas (Rolls. 2000). Por esta razón, se define al 

hipocampo como un mapa espacial cognoscitivo, que puede realizar operaciones 

espaciales para ejecutar la navegación a través del medio ambiente (O'Keefe y 

Nadel, 1978; Burguess y cols, 1994), que en las ratas constituye una analogía clara 

del sistema de memoria episódica (Rolls, 2000), a través de una sencilla red de 

auto-asociación en CA3 (Marr, 1971). 

Las sinapsis hipocampales muestran cambios asociados a la consolidación, 

más que al almacenamiento de información espacial, pueden suceder modificaciones 

presinápticas en la liberación del transmisor contenido de las vesículas, cambios en 
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la translocación, fusión o cinética, e influjo de calcio; así como alteraciones 

postsinápticas en la densidad y distribución de los receptores. También es posible 

que sucedan cambios en los patrones de activación de sistemas enzimáticos 

intracelulares, y la expresión genética para la síntesis de proteínas (Andersen y 

Trommald, 1995) 

Alteraciones sobre la conducta exploratoria. 

La motivación para explorar ambientes ha sido otra de las consecuencias de la 

alteración del eje HPA y del hipocampo, los receptores tipo 1 o MRs están 

relacionados con el comportamiento exploratorio de nuevos ambientes y la conducta 

en laberintos acuáticos, y los receptores tipo JI están relacionados con efectos en la 

consolidación y retención del comportamiento aprendido (Oitzl, Fluttert y de Kloet, 

1994). Además, el deterioro del funcionamiento hipocampal, reduce el aprendizaje, 

la memoria espacial y la habilidad para explorar adecuadamente el ambiente (Raber, 

1998). 

El hipocampo juega un papel importante en las respuestas ante estímulos 

novedosos, al afectarse se reduce la tendencia del animal a explorar flexiblemente 

su ambiente, y perseveran comportamientos previamente adquiridos debido a 

incapacidad para reaccionar a estímulos, ya que los MRs están relacionados con el 

proceso de selección de respuesta, y por tanto determinan el patrón de conducta 

generado por un nuevo ambiente. 

Aunque Harris y Cols, (1997) no observaron cambios en el patrón de 

exploración o motivación de ratas adultas expuestas a estrés crónico de intensidad 

media, en una prueba de campo abierto, Oitzl y de Kloet (1992) observaron que 

niveles disminuidos de CORT provocan un mayor recorrido de la zona central de un 
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ambiente novedoso y un mayor tiempo de permanencia en la misma, mientras que 

niveles normales de CORT (ocupación de MRs) resultan en menores niveles de este 

patrón de exploración. 

Sin embargo, un exceso de CORT (ocupación de MRs y GRs) los vuelve a 

incrementar. Al bloquearse los MRs, vuelve a presentarse una baja conducta 

exploratoria central. En esta prueba, el bloqueo de GRs no tuvo efectos significativos 

sobre el patrón de exploración, tampoco impidió la consolidación de la información 

espacial, ni la adquisición y evocación de la información aprendida, en cambio; el 

bloqueo de MRs produce un patrón de búsqueda alterado, al parecer la función de 

MRs está involucrada con la elección de la respuesta comportamental. 

El bloqueo de ambos tipos de receptores produjo alteración de la navegación 

para aprendizaje de lugar (Oitzl y de Kloet, 1992). En general, los estudios al 

respecto sugieren que los glucocorticoides a través de sus receptores MR tienen una 

gran influencia sobre la conducta exploratoria ante eventos novedosos (de Kloet y 

cols., 2000). 

Desarrollo ontogenético del hipocampo. 

Cómo se mencionó anteriormente, los efectos cerebrales de los corticosteroides 

en el cerebro varían mucho con la edad. En la rata se completa la maduración 

cerebral durante la vida postnatal. 

En el hipocampo de la rata recién nacida ya está completo un grupo de células 

piramidales, y el neuropilo de CA1 muestra un desarrollo postnatal considerable; de 

manera que, entre la primera y segunda semana postnatales están completos los 

prerrequisitos para la transmisión sináptica. Sin embargo, electrofisiológicamente el 
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hipocampo no se encuentra maduro (Greene y col, 2001). Más del 85% de la 

neurogénesis de las células granulares ocurre postnatalmente en la ratas y tiene su 

pico en el día postnatal (PN) 5-7, pero el número total de células continúa 

incrementándose durante el primer año de vida (Bayer y cols., 1982). 

La mayoría de las neuronas granulares hiopocampales se desarrollan y 

extienden sus axones (las fibras musgosas) para inervar las neuronas piramidales 

del CA3 entre PN1 y PN21 (Amaral y Dent, 1981). Los periodos predominantes de 

desarrollo dendrítico y sináptico hipocampal, tienen lugar entre los días 4-12 y 11-25 

respectivamente (Fricke y Cowan, 1977). 

El período cumbre de la neurogénesis y crecimiento de las fibras musgosas se 

superpone con un periodo de hiporreactividad al estrés alrededor del día PN 14 

caracterizado por bajos niveles basales y de reacción de corticosterona (Walter y 

cols., 1986). Es probable que este periodo proteja al cerebro de los efectos 

catabólicos de los glucocorticoides durante una etapa crítica del desarrollo (Gould y 

cols., 1991). 

La diferenciación postnatal de las neuronas granulares del DG se asocia con 

una gran elevación de GAP-43, una proteína que parece estimular el crecimiento de 

las fibras musgosas y la sinaptogénesis. Tales procesos son controlados 

negativamente por los glucocorticoides (Chao y McEwen, 1994). De esta manera, los 

glucocorticoides pueden afectar el desarrollo hipocampal al influenciar de manera 

directa o indirecta el balance de la neurogénesis y la apoptosis en muchas especies 

(Gould y cols., 1991). 
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Durante los primeros 19 días PN, los disparos de la población neuronal de CA1 

muestran un incremento gradual que disminuye notablemente entre el día PN19 y 

PN22, posiblemente por mecanismos de desconexión o apoptosis (Kudryashov y 

Kudryashova, 2001). Además, Greene y cols. (2001) encontraron una menor 

amplitud de los potenciales de acción y un mayor umbral de disparo en neuronas 

hipocampales de ratas recién destetadas sometidas a aislamiento, lo que puede 

contribuir a reducir la eficiencia del flujo de información de la formación hipocampal, 

al parecer relacionada con las vías serotoninérgicas. 

De hecho, son bastante evidentes los efectos regulatorios de las vías 

serotoninérgicas, sobre la modulación colinérgica que recibe el hipocampo. La 

deprivación crónica de triptofano decrementó la densidad de espinas dendríticas en 

la zona CA1 (Pérez-Vega y col., 1998), y redujo la eficacia en pruebas de memoria 

de trabajo (González-Burgos y cols., 1998) y aprendizaje de lugar (Olvera-Cortés y 

cols., 1998) en ratas. 

En resumen, el desarrollo del hipocampo está casi completo en la edad del 

destete, sin embargo existe evidencia de que varios procesos complejos continúan 

llevándose a cabo en el cerebro de las ratas destetadas. Así; los corticosteroides 

pueden provocar alteraciones celulares en varios tejidos a través del desarrollo 

ontogenético, sin embargo estas alteraciones son especialmente importantes en la 

infancia y pueden suceder mediante diferentes mecanismos fisiológicos, con 

implicaciones de severidad variable, según el caso. 
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Los receptores tipo 1 y 11 traducen al genoma las señales provenientes de un 

amplio rango de variaciones en la concentración de hormonas glucocorticoides, tanto 

en condiciones fisiológicas, como por respuesta a estrés (Reul y cols., 2000), estos 

receptores poseen diferentes características y distribución. 

Los tipo 1 o MRs son de alta afinidad, constituyen la mayoría de los receptores 

en el hipocampo y regulan la secreción de corticosteroides por retroalimentación 

negativa, operan de un modo proactivo, al determinar la sensibilidad del sistema de 

respuesta de estrés, y están relacionados con el comportamiento ansioso, 

exploratorio de nuevos ambientes y la conducta de escape en laberintos acuáticos, 

donde se encuentran plataformas escondidas (Reul y deKloet, 1986; Oitzl, Fluttert y 

deKloet, 1994; Reul y col, 2000; deKloet y cols, 2000). Además, están relacionados 

con los procesos de neurotransmisión serotoninérgica. (Joels y col, 1991; Meijer y de 

Kloet, 1998) y con propiedades antiapoptóticas de las neuronas granulares del DG. 

(Almeida y col, 2000). 

Loi;i receptores tipo 11 son de baja afinidad y se encuentran principalmente en el 

hipocampo, NPV y pituitaria. Estos receptores son activados principalmente al 

incrementarse los niveles de glucocorticoides, y generan una respuesta de 

retroalimentación desde estas zonas, ellos facilitan la recuperación tras estrés y 

están relacionados con efectos en la consolidación y retención del comportamiento 

aprendido (Reul y deKloet, 1986; Oitzl, Fluttert y deKloet, 1994; Reul y col, 2000; 

deKloet y col, 2000). 
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En el hipocampo, ambos tipos de receptores 1 y 11, pueden afectar su 

funcionamiento a nivel de excitabilidad neuronal, neuroquímica y plasticidad 

estructural (de Kloet, 1998), los efectos de las hormonas esteroides sobre el 

hipocampo están especialmente influenciados por los aminoácidos excitatorios 

(EAA), los receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR) y la actividad serotoninérgica 

(McEwen, 2000). 

Al parecer ambos tipos de receptores tienen una gran influencia sobre el eje 

HPA, cuya activación excesiva puede llegar a producir daño neuronal. Sin embargo, 

todavía no es claro si el estado de hiperactividad del eje HPA se debe a un 

incremento en la producción de CRH, que altera la función de ambos tipos de 

receptores, o si ocurre primero un defecto en ellos, que incrementa la secreción de 

CRH (Reul y col, 2000). 

Hiperactividad del eje HPA inducida por glucocorticoides. 

El estrés crónico a través de la hipersecreción de CRH y la disfunción de los 

receptores puede resultar en una deficiente retroalimentación negativa, y un 

incremento en los niveles de glucocorticoides circulantes, que conduce a un 

deterioro de las funciones del eje HPA, y alteraciones en el metabolismo de algunos 

neurotransmisores (Reul y col, 2000). Una manera de dañar el hipocampo a través 

de sus MRs y GRs de manera reversible o irreversible es, por la exposición a niveles 

altos de corticosteroides (McEwen y col, 1968; Lupien y McEwen, 1997). 

Se ha propuesto la hipótesis de que; el daño hipocampal por el incremento en 

los niveles de corticoesteroides imposibilita el control de su secreción, así; el exceso 

de estas hormonas progresivamente produce un daño mayor para el hipocampo 

(Sapolsky 1985). De esta forma, resultan trastornos endocrinos, impedimentos 
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cognoscitivos y una mayor vulnerabilidad a futuros episodios de enfermedad, 

especialmente de tipo afectivo (Brown y cols., 1999). 

Las acciones de los corticosteroides resultan patológicas cuando sale de control 

la activación de receptores MRs y GRs, y,o sucede un desequilibrio prolongado de 

las acciones conjuntas mediadas por los dos receptores (de Kloet y cols., 2000). 

Neurotoxicidad inducida por glucocorticoides. 

Los esteroides, al disminuir los niveles de glucosa en el hipocampo producen un 

déficit de energía que provoca disminución importante en las concentraciones de 

ATP y del funcionamiento mitocondrial durante las respuestas a diferentes tipos de 

daños. Consecuentemente se produce acumulo extracelular de glutamato y mayor 

concentración de calcio citosólico, que incrementan la actividad del eje HPA y 

agudizan la severidad de los eventos degenerativos calcio-dependientes, como 

proteolisis citoesquelética (Gabr y col, 1995; Smith y col, 1995; Raber, 1998). En este 

mecanismo es importante recalcar que los aminoácidos excitatorios relacionados con 

los GCs, intervienen en la muerte neuronal provocada por distintas condiciones 

(Lipton y.Rosenberg, 1994). 

Pueden suceder tres tipos de alteraciones en la formación hipocámpica, 

asociadas con incremento de esteroides adrenales. La primera, es la inhibición de 

neurogénesis en las neuronas granulares del DG (McEwen 1999; Gould y col, 2000) 

junto con efectos de los aminoácidos excitatorios (EAA), esta pérdida neuronal es 

mayor cuando el daño se produce al cerebro inmaduro (Lupien and McEwen, 1997). 

La segunda relación entre plasticidad hipocampal y esteroides también sucede 

por la acción de aminoácidos excitatorios y receptores NMDA en una remodelación, 
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no necesariamente atrófica. El estrés repetido causa acortamiento y desramificación 

de las dendritas en la zona CA3 especialmente las apicales, -al parecer reversibles 

(McEwen, 1999; McEwen y Sapolsky, 1995; Magarinos y cols, 1999), en ratas estos 

cambios causan dificultad para el aprendizaje en tareas de memoria espacial y a 

corto plazo (McEwen, 1999; McEwen y Spolsky, 1995) y tareas de evitación (Bisagno 

y col, 2000). 

Esta remodelación puede significar una estrategia protectiva de las neuronas de 

la zona CA3, debido a que poseen numerosas ramificaciones de retroalimentación 

positiva (McEwen, 2000). 

Un tercer tipo de efecto puede ser observado cuando los esteroides modulan de 

manera reversible y bifásica, la excitabilidad de neuronas hipocampales e influencian 

la magnitud de la potenciación a largo plazo, al igual que producen depresión a 

largo plazo (De Kloet, 1998; McEwen y Sapolsky, 1995) 

Factores del sistema inmune asociados a glucocorticoides. 

El estrés puede deprimir al sistema inmune, y éste a su vez influenciar el SNC 

al establecerse un circuito cerrado entre ambos (Bornstein, 2000). En la respuesta 

neuronal frente al estrés, en el eje HPA, suceden eventos similares a los de un 

sistema inmune activado, que trata de regularse (Black, 1995). 

La relación entre corticosteroides y algunas citocinas puede afectar el 

neurodesarrollo, ya que estas permiten la comunicación entre el sistema inmune y el 

SN. La activación del eje HPA puede darse por la IL-1, IL-2, IL6, interferón gamma 

(IFy) y el factor de necrosis tumoral alfa TNFa, a su vez estas citocinas son 
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influenciadas por la secreción de glucocorticoides (Ader y col, 1995). IL-1, IL-6 y el 

TNFa son capaces de regular el eje HPA a nivel central. 

Por la estimulación de la CRH en la pituitaria, se establece un eje 

neuroinmunoendocrino en el que las citocinas mencionadas se encargan de este 

proceso estimulatorio, pero además algunas tienen un efecto estimulatorio directo 

sobre la producción de ACTH e inclusive de corticosteroides, al actuar directamente 

sobre la glándula (Besedovsky y del Rey, 1996; Chrousos, 1995). 

En especial la IL-1, aunque no es neurotóxica por si misma, exacerba el daño 

cerebral isquémico o excitotóxico y, puede promover la apoptosis en neuronas 

cultivadas (Rothwell, 1996). 

Además; algunas células implicadas en la respuesta inmune afectan la 

reproducción de células, el moldeamiento y la conectividad del sistema nervioso 

(Savino y Dardenne, 1995). También las hormonas neuroendocrinas tienen funciones 

para el desarrollo normal y la homeostasis de las redes neuronales, es decir; que la 

alteración de ambos sistemas puede tener consecuencias organizacionales 

ontogenéticas (Merrill y Jonakait, 1995). 

Apoptosis relacionada con los g/ucocorticoides. 

La muerte celular programada o apoptosis es el mecanismo común para el 

recambio celular, involución y atrofia de tejidos, por ejemplo; disminución del número 

de linfocitos después de haberse desencadenado reacciones inmunes y eliminación 

de células inflamatorias. La apoptosis requiere la participación activa de las células 

que van a morir y no involucra un proceso inflamatorio, es esencial para el 
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funcionamiento normal y la supervivencia de la mayoría de los organismos 

multicelulares. 

Se pueden diferenciar la apoptosis de la necrosis que resulta por daños y causa 

inflamación, la apoptosis, normalmente sucede durante el desarrollo y presenta 

características distintivas, se produce encogimiento de la célula, vesiculación de la 

membrana, condensación de la cromatina nuclear y fragmentación del DNA. Estos 

cambios contrastan con los que suceden durante la muerte celular por necrosis 

resultante de sustancias tóxicas, trauma e isquemia, -entre otras. En la necrosis, las 

células se hinchan y rompen con expulsión de organelos (Sastry y Rao, 2000). 

Los primeros estudios sobre apoptosis mostraron fragmentación del DNA que 

seguía un patrón de escalera en la electroforesis (McConkey y col, 1998; Compton, 

1992), sin embargo; ahora se ha visto que también es posible observar este patrón 

en la muerte por necrosis (Fukuda, 1993; Collins y cols., 1992). Por lo tanto, este 

hallazgo ·no es el mejor criterio para establecer que la muerte celular sucede por 

apoptosis, por esta razón es necesario realizar un análisis morfológico (Sastry y Rao, 

2000). 

Varios agentes inductores de apoptosis pueden ser: falta de soporte 

neurotrófico, neurotransmisores, neurotóxicos, moduladores de la fosforilación de 

proteínas y la homeostasis del calcio, daños del DNA, estrés oxidativo, óxido nítirico, 

y ceramidas (Sastry y Rao, 2000). Ciertos neurotransmisores son apoptóticos para 

las neuronas: la dopamina y algunos aminoácidos excitatorios como el glutamato y el 

kainato (Wang y cols, 1999). 

Para explicar los efectos neuroexcitotóxicos del glutamato se han propuesto 

como implicados: el ingreso masivo de calcio al interior de la célula, la producción de 
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radicales libres y activación de caspasas (Sastry y Rao, 2000). Así mismo, la 

aplicación de algunos agonistas como el ácído kaínico ha producido apoptosis en el 

hipocampo y estriado. (Filipkowsky cols., 1994) 

Sapolsky ha sugerido que la elevación de glucocorticoides puede iniciar 

apoptosis (Sapolsky, 1996) ya que los efectos combinados del estrés y de las 

hormonas esteroides ejercen un efecto regulatorio sobre la apoptosis de muchas 

células, ·a través de diferentes mecanismos (Anisman y cols. 1996). Los receptores 

de hormonas esteroides son controladores críticos de la apoptosis en muchos tejidos 

de mamíferos, incluyendo las glándulas mamarias, ovarios y testículos (Merino, 

1999; Kiess y Gallear, 1998). 

Además; el exceso de GCs incrementa los EAA y puede incrementar los 

niveles de calcio, y por lo tanto dañar las mítocondrias (Kannan y Jain, 2000; Yuan y 

Yankner, 2000). Estos procesos, vinculan el estrés con la muerte celular programada 

en el cerebro, ya que cuando la generación de especies de oxígeno reactivo por 

parte de las mitocondrias se ve incrementada, en situaciones como la presencia de 

iones de calcio, o cuando los mecanismos de defensa antioxidante se ven 

comprometidos, estas especies de oxígeno reactivo conllevan a daño irreversible del 

DNA mitocondrial, lípidos de la membrana y proteínas, lo que conlleva a una 

disfunción mitocondrial y finalmente muerte celular (Kowaltowski, y Vercesi, 1999). 

La participación de los glucocorticoides ha sido evaluada en la muerte y 

neurogénesis de las células granulares del giro dentado, en el remodelamiento de las 

neuronas piramidales tanto en animales como en humanos y los mecanismos 

parecen encaminarse hacia una vía común que converge en la apoptosis (Reagan y 

McEwen, 1997). 
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Los efectos de la apoptosis por glucocorticoides dependen de muchos factores, 

y han sido mejor estudiados en eventos en los que este tipo de muerte celular 

depende de manera muy evidente de los cambios en dichas hormonas. Tales 

estudios incluyen el daño agudo isquémico, la neurotoxicidad, el envejecimiento y la 

aplicación exógena de las hormonas. En ellos cierta parte de la muerte neuronal es 

reversible y puede suceder ya sea por apoptosis, o por necrosis (Gould, 1991). Sin 

embargo, no han sido evaluados en profundidad los fenómenos apoptóticos en el 

SNC, como resultado de los incrementos fisiológicos de estas hormonas en el estrés 

social crónico. 

Por último; las benzodiazepinas pueden contrarrestar las modificaciones 

neuroquímicas, comportamentales y hormonales inducidas por el estrés, los 

receptores para ellas se encuentran en la membrana externa mitocondrial y están 

relacionados con la regulación de los canales ionóforos que controlan la salida de 

algunos iones, y por lo tanto pueden ejercer efectos protectores sobre las 

mitocondrias. La respuesta de los PBR (pheripherical benzodiazepine receptors) 

comúnmente se caracteriza por un incremento rápido ante estrés agudo, para ayudar 

a compensar los cambios que este ocasiona, pero un decremento ante el estrés 

crónico, (Salvetti y cols, 2000), esto último puede estar relacionado con la muerte 

mitocondrial, y el inicio de procesos apoptóticos. 
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La exposición crónica a glucocorticoides generados durante el estrés produce 

alteraciones en la memoria, aprendizaje y conducta exploratoria, a través de cambios 

dinámicos y plásticos en el hipocampo (McEwen y cols, 1998; Lupien y McEwen, 

1997). 

A nivel cognoscitivo se observa déficit del aprendizaje y la memoria (de Kloet y 

cols, 1999; de Kloet, 2000; McGaugh y cols, 1995) dependientes de la intensidad y 

duración del estrés (Keenan y cols., 1995; Lupien y McEwen, 1997), especialmente 

en la memoria declarativa, espacial y contextual (McEwen y Sapolsky, 1995; 

McEwen, 1999; McEwen, 2000; Raber, 1998). Conductualmente se inhiben 

comportamientos como la agresión, conducta sexual y exploración, acompañados 

por ansiedad y depresión (Haller y cols., 1998). 

También se observan impedimentos en el uso de claves espaciales del medio 

ambiente para recordar lugares particulares (Jarrad, 1993), dificultad en tareas de 

evitación (Bisagno y cols., 2000), y deterioro en la habilidad para explorar 

adecuadamente el ambiente (Raber, 1998), caracterizado por un patrón de búsqueda 

alterado (Oitzl y de Kloet, 1992). 

Estos cambios se relacionan con alteraciones a nivel celular en el hipocampo, 

en general se produce atrofia selectiva de éste (McEwen, 2000), por desramificación 

reversible de las dendritas apicales en la zona CA3 (Brown, y cols., 1999; McEwen, 

1999; McEwen y Sapolsky, 1995; Magarinos y cols., 1999), proteolisis en el 

citoesqueleto de células hipocampales (Gabr y cols.,1995; Smith y cols., 1995; 

Raber, 1998), e inhibición de la neurogénesis en las neuronas granulares del giro 

dentado (DG), (McEwen, 1999; Gould y cols., 2000). 
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El volumen del DG disminuye por efecto del estrés crónico lo cual se relaciona 

con incapacidad de aprendizaje y memoria espacial (Ohl y Fuchs, 1999), mientras 

que su incremento está asociado con un mejor desempeño en tareas de memoria 

espacial (Kempermann y cols., 1997). También suceden cambios dinámicos en los 

neurotransmisores del hipocampo, afectando la modulación de la potenciación y 

depresión a largo plazo (de Kloet, 1998; McEwen y Sapolsky, 1995). 

Algunos neurotransmisores como dopamina, glutamato y kainato son en parte, 

controlados por glucocorticoides, y tienen la capacidad de desencadenar apoptosis 

en las neuronas hipocampales (Wang y cols., 1999; Sapolsky, 1996). 

Estos daños son más pronunciados en etapas tempranas del desarrollo 

(Greene y cols., 2001), pues se ha observado que la pérdida neuronal es superior 

cuando las condiciones adversas se producen en un cerebro inmaduro (Lupien y 

McEwen, 1997), y estas alteraciones provocan daños cerebrales más severos 

relacionados con la organización y estructura del cerebro, que la exposición durante 

la vida adulta, alterando la capacidad del sistema para responder en la adultez (Huot 

y cols., 2002; Me Ewen, 2000). 

Algunas de estas alteraciones pueden ser generadas por estrés social, ya que 

en la naturaleza, la mayoría de los estímulos estresantes en los individuos que 

forman comunidades provienen de organismos de su misma especie (Henry y cols., 

1993). Por lo tanto es una situación muy común en humanos (McEwen, 2001; 

Montgomery y cols., 1997) y puede promover déficits cognoscitivos (Meaney y cols., 

1988; Uno y cols., 1989), y dificultad para enfrentar situaciones futuras de estrés 

(Repetti y cols., 2002) si sucede durante la infancia. 
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Los modelos animales de estrés social se utilizan con relativa frecuencia y 

parecen ser una analogía mucho más válida de la respuesta de estrés humano 

(Henry y col s., 1993). Entre las situaciones más utilizadas se encuentran algunas 

condiciones perinatales como la deprivación y negligencia maternas (Copian y cols., 

1996; Liu y cols., 1997; Suomi y cols., 1997; Lyons y cols., 2001; Huot y cols., 2002). 

Para provocar estrés en ratas también se usan las jerarquías sociales y 

enfrentamientos (McEwen, 2001; Fokkema y cols., 1995), de lo que resultan 

incrementos en la corticosterona (Meerlo y cols., 1999), hiperactividad del eje HPA 

(Ely y cols., 1997), supresión de la conducta exploratoria (Meerlo y cols., 1999) y 

remodelación de la zona CA3, que consiste en el acortamiento de las dendritas 

apicales de las neuronas piramidales de esta área (McKittrick y cols., 2000). En 

perros (Kovach y cols., 2001) y monos (Manuck y cols., 1991; McCabe, 2000) 

también se han utilizado las relaciones jerárquicas para estudiar estrés. 

El ruido y las vocalizaciones ultrasónicas (USVs) se han utilizado también para 

generar estrés en ratas (Blanchard y cols., 1991; Commissaris y cols., 2000). 

También se han evaluado las condiciones de alojamiento, como la mezcla de ratas 

machos y hembras (Klein y cols., 1992), el aislamiento y el hacinamiento en cerdos 

(Hessing y cols., 1993), ratones (Aioi, 2001), y ratas (Boranic y cols., 1982; Csermely 

y cols., 1995). Estos dos últimos factores; hacinamiento y ruido, son muy comunes 

en las culturas humanas. 

El ruido ha sido ampliamente utilizado para inducir estrés en los animales y 

estudiar su comportamiento (Mollenauer y col, 1992). Sin embargo, este agente 

estresor resulta de gran importancia para estudiarlo por si mismo, debido a su 

impacto creciente en las actividades cotidianas de los seres humanos (Cohen y 
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Williamson, 1991 ). El estrés por ruido incrementa significativamente los niveles 

plasmáticos de corticosterona (Arcana y Navasivayam, 1999). 

El incremento de los niveles de ACTH y corticosterona demuestra que la 

exposición crónica al ruido en intensidades medias induce cambios en la regulación 

hormonal (Van Raaij y col, 1997). 

Los roedores ordinariamente emiten vocalizaciones ultrasónicas (USVs) en 

varias situaciones sociales (Sales, 1972), por ejemplo; las llamadas de crías ante 

aislamiento social o frío, alrededor de los 40 kHz; los chillidos de ratas adolescentes 

alrededor de los 50 kHz. en situaciones como el postcoito, agresión y juego; y ante 

situaciones aversivas se producen llamados de distrés alrededor de los 20 kHz. 

(Panksepp y Burgdorf, 2000), estos últimos son interpretados como mensajes de 

alarma, ya que se producen en presencia de un predador, cuando son expuestas 

ratas en conjunto, pero no cuando lo enfrentan solas (Blanchard y cols., 1991). 

Estas señales generalmente son de larga duración, y en el rango de 18 a 27 

kHz., al percibirse por otras ratas generan respuestas de defensa que varían incluso 

con la cepa del animal (Commissaris y col, 2000), la producción artificial de USVs 

desencadena en los roedores el mismo tipo de comportamientos defensivos (Beckett 

y cols, 1996), así; estas frecuencias se utilizan como un potente estímulo estresante. 

El comportamiento de defensa de ratas expuestas a sonidos artificiales de 20 

kHz es muy similar al inducido por estimulación química o eléctrica en la sustancia 

gris periacueductal y se caracteriza por carreras, saltos y congelamiento, estas 

respuestas pueden variarse con la intensidad del estímulo y también pueden 

modularse farmacológicamente (Savvas y cols, 2000). 
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Una gran parte del comportamiento defensivo de roedores está controlado por 

el sistema auditivo, ya que es uno de los sentidos más desarrollados para la 

supervivencia de estas especies. Entre las regiones que, estimuladas eléctricamente 

generan una respuesta de defensa, se encuentra el colículo superior (Savvas y col, 

2000), el cual está estrechamente relacionado con la función auditiva. 

Además, en el cerebro de ratas el colículo inferior también parece estar 

relacionado con la conducta de defensa, ya que la estimulación eléctrica o química 

del núcleo central del colículo inferior origina una gama de reacciones que incluyen 

incrementos en la locomoción, exaltación y saltos, así como incrementos en la 

presión sanguínea y frecuencia cardíaca. (Commissaris y col, 2000; Brandao y cols., 

1994; Maisonette y cols., 1996). 

Por otra parte, el tipo y cantidad de individuos con los que se convive, parece 

tener un fuerte impacto sobre las reacciones de estrés. La cohabitación de ratas 

machos con hembras incrementó la actividad del eje HPA, incluyendo un 

agrandamiento de las glándulas suprarrenales e involución del timo (Klein y cols., 

1992). 

Por otro lado, el estrés crónico generado por condiciones de alojamiento en 

cerdos (hacinamiento, inmovilidad y restricción de contactos sociales) se refleja en 

cambios a largo plazo en la regulación del sistema HPA como hipercortisolemia, el 

incremento en la capacidad de generar esteroides y la sensibilidad de las glándulas 

adrenales a la ACTH, CRF y vasopresina (Hessing y cols., 1993). 
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El hacinamiento es una variable muy importante en la investigación con 

modelos animales, ya que se presenta con mucha frecuencia en diferentes 

comunidades, y en humanos ha sido incluso relacionado como factor de riesgo para 

la esquizofrenia (Torrey y Yolken, 1998). Provoca decrementos notables de peso, e 

induce el crecimiento de las glándulas adrenales en ratones (Aioi, 2001). 

En ratas, durante el hacinamiento se ha observado un incremento en los niveles 

de los neurotransmisores serotonina y noradrenalina (Boranic y cols., 1982), y 

aunque se requiere de un tiempo de hacinamiento considerable para desencadenar 

los efectos fisiológicos más poderosos, Csermely y cols. (1995) observaron como el 

hacinamiento durante tres meses incrementó la concentración intracelular de calcio, 

que puede conducir a muerte celular. Otros investigadores han utilizado el 

hacinamiento como variable generadora de estrés, ya sea sólo o combinado con 

privación del carnaje, luz continua y temperatura elevada de 30 ºC (Koopman y cols., 

1989). 

Finalmente, en un estudio a largo plazo de 8 a 14 meses se analizó la influencia 

del ruido y hacinamiento sobre el aprendizaje y la memoria de ratas, la estimulación 

estresante incrementó estas habilidades en sujetos de 1 O a 12 meses de edad, sin 

embargo cuando los animales envejecieron mostraron deterioro de estas habilidades 

(Bubna-Littitz y col, 1981 ). Esto sugiere que los efectos combinados de estos dos 

tipos de factores estresantes tienen un efecto celular y comportamental que genera 

cambios relativamente permanentes en los individuos. 

En las comunidades humanas actuales la densidad de la población genera un 

factor estresante por si misma, pero adicionalmente origina condiciones ambientales 

como el ruido, que van sumando estímulos estresantes al contexto social. El modelo 
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de estrés social por hacinamiento unido al ruido solo ha sido probado en ratas 

adultas, como se mencionó anteriormente. 

Además; especialmente los estudios de estrés de características sociales, 

restringen su análisis basados en la utilización de cierto tipo de técnicas, sin 

relacionar de manera integral los distintos factores morfológicos, bioquímicos, 

inmunoenzimáticos y comportamentales implicados. Este tipo de análisis 

multifactorial resultaría muy favorable para tratar de entender los mecanismos de 

respuesta celulares y comportamentales que intervienen para provocar los efectos 

del estrés por hacinamiento y ruido durante etapas tempranas del desarrollo, dado 

que una gran parte de nuestra población infantil está expuesta a estas situaciones, 

especialmente en las grandes ciudades. 

El estrés prolongado puede generar alteraciones importantes en el sistema 

nervioso de la población infantil y por lo tanto, modificar permanentemente las 

capacidades cognoscitivas. El análisis de los efectos de estas variables permitirá 

justificar la necesidad de emprender las acciones necesarias para prevenir o corregir 

las situaciones en las cuales están inmersos los individuos. Mientras que, la 

comprensión de los mecanismos biológicos implicados podría sugerir los 

tratamientos a seguir, para atenuar o inhibir las consecuencias negativas del estrés. 

En conclusión; la elevación crónica en los niveles de glucocorticoides por estrés 

social puede generar cambios estructurales y dinámicos en el SNC, tales como 

apoptosis, -especialmente en etapas tempranas de la ontogenia. Los efectos del 

incremento de estas hormonas adrenales parecen confluir en una vía común hacia la 

apoptosis, (Reagan y McEwen, 1997). 
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Esta muerte celular programada y sus efectos conductuales, han sido poco 

estudiados como resultado de los incrementos fisiológicos de corticosterona en 

etapas tempranas del desarrollo, en especial por la inducción de estrés crónico de 

características sociales. Por esta razón es importante investigar el impacto de este 

tipo de estrés sobre la apoptosis neuronal (particularmente en el hipocampo, por su 

alta densidad de receptores a esteroides adrenales), y las posibles alteraciones 

cognoscitivas asociadas con memoria espacial y motivación para la conducta 

exploratoria, -directamente relacionadas con los efectos nocivos de los 

glucocorticoides en el hipocampo. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

35 
Planteamiento del Problema 

En los vertebrados el estrés social eleva los niveles séricos de GCs y estimula el eje 

HPA, con repercusiones sobre el sistema nervioso, evidenciadas por remodelación, 

neurogénesis, neurotoxicidad, necrosis y apoptosis, en las regiones que poseen una alta 

densidad de receptores a glucocorticoides, como el hipocampo, -especialmente vulnerable 

en el cerebro inmaduro. Estas alteraciones cerebrales pueden ser permanentes o 

reversibles, según sucedan en cerebros inmaduros o adultos, los efectos más severos 

suceden durante el desarrollo cerebral temprano, en especial sobre el hipocampo y las 

funciones asociadas a esta estructura. El hipocampo forma parte del sistema de 

retroalimentación negativa hacia el eje HPA y está estrechamente relacionado con conducta 

exploratoria, memoria explícita, episódica y espacial, que se afectan cuando éste se daña. 

La estimulación sostenida del hipocampo por glucocorticoides puede desencadenar 

una cascada apoptótica, o producir necrosis, de lo que resulta disminuida esta población 

neuronal. Se ha demostrado apoptosis en neuronas del hipocampo tras la aplicación 

exógena de GCs, pero no por su incremento anormal en respuesta a estímulos estresantes 

de corta duración. 

Esta situación plantea una problemática alrededor de cuáles son los efectos de la 

estimulación estresante de características sociales sobre la población neuronal del 

hipocampo y en esta medida sobre las funciones relacionadas con dicha estructura. 

Por lo anteriormente señalado, en este estudio se analizó el tipo de muerte neuronal 

en el hipocampo, por la exposición crónica a estímulos estresantes, así como las 

consecuencias cognoscitivas, manifestadas por conducta exploratoria y memoria espacial. 

Los resultados que se obtengan permitirán conocer el impacto de estos estímulos sobre el 

desarrollo cerebral de estos sujetos, ya que algunos sectores de la población infantil están 

sometidos a diferentes tipos de estrés, entre los cuales están el hacinamiento y, o el ruido; 

con el propósito de implementar medidas preventivas o acciones remediales. 
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HIPOTESIS: 

La exposición crónica a estrés por ruido ultrasónico, hacinamiento o hacinamiento 

y ruido, provoca muerte neuronal apoptótica en el hipocampo y alteraciones de la 

memoria espacial y conducta exploratoria de ratas machos recién destetadas. 



OBJETIVO GENERAL. 
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Analizar la capacidad de memoria espacial y conducta exploratoria en ratas, expuestas 

a estrés por ruido, hacinamiento, o hacinamiento y ruido durante los 1 O días posteriores 

a su destete (días 21 al 31 de edad postnatal) y determinar si los cambios en estas 

habilidades se relacionan con el incremento en la corticosterona y la muerte neuronal 

por apotosis en el hipocampo. 



OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
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1. Determinar los efectos de las diferentes condiciones experimentales, solas o 

mezcladas sobre los niveles urinarios de corticosterona para determinar el nivel de 

estrés generado por cada una de ellas. 

2. Analizar si las condiciones estresantes tienen un efecto sobre el desarrollo corporal 

de los sujetos expuestos a ellas. 

3. Evaluar la manera en como el comportamiento exploratorio puede verse afectado por 

las situaciones experimentales. 

4. Determinar la capacidad de adquisición y retención de memoria espacial en los 

sujetos expuestos a las distintas situaciones de estrés. 

5. Analizar la muerte neuronal en el hipocampo en relación a las situaciones 

estresantes y determinar si está relacionada con los niveles de glucocorticoides 

observados, así como con los cambios comportamentales. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Cronograma del estudio 

Todas las ratas fueron machos recién destetados con 21 días de edad, con el 

peso balanceado entre los grupos. 

PN (Día Post-Natal) 

C (Control) 

H (Hacinamiento) 

R (Ruido) 

PN e (n=13) 

21-30 Grupos de 6 y 
7 sujetos, en 
condiciones 

Espacio estándar de 
244 cm2/rata 

Ambiental del 
Ruido bioterio. 

31 

32-33 

H (n=13) H-R (n=13) R (n=13) 

Alojamiento Grupos de 6 y 7 
de 45 sujetos, en 
cm2/rata Alojamiento de condiciones 

45 cm2/rata estándar de 244 
cm2/rata 

Ultrasónico noc- Ultrasónico 
turno (8 h tota- nocturno (8 h tota-

Del bioterio. les) en lnter- les) en Intervalos 
valos aleatorios aleatorios de 30 min 
de 30 mina 22 a 22 Khz. y 80 - 90 
Khz. y 80 - 90 dB 
dB 

Condiciones de alojamiento estándar. 
Prueba del campo de agujeros 

Condiciones de alojamiento estándar. 
Paradigma del Laberinto acuático de Morris 

33 ... -Perfusión lntracardiaca de 9 sujetos por grupo-. 

~ 

E 
<J) ro 
ro O> 
(.) ' ·¡: E - ro •Q) 

E "' o ~ - ro ro e 
E ·¡: 

o o 
<J) Q) 
<J) 'O 
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Q) o ::;¡: (.) 

~ 
» 

Sacri-
-Postfijación de cerebros, inclusión en parafina y cortes coronales de 1 O um-
-Análisis inmunohistoquímico con anexina, anti-NeuN y yoduro de propidio-

ficio. -Cuantificación con Cromatografía líquida de alto desempeño (HPLC) de 
corticosteroides en orina-



Grupos de estudio 
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Control (C): ratas que no fueron sometidas a ninguna situación experimental, 

alojadas en dos jaulas en grupos de seis y siete sujetos, en condiciones habituales de 

bioterio con 244 cm2/rata, (n =13). 

Hacinamiento (H): fueron sometidas a estrés por hacinamiento durante 10 días; 

45 cm2/rata en las mismas condiciones estándar de bioterio, (n =13). 

Ruido (R}: fueron sometidas a estrés por ruido 8 h diarias durante 10 días, con 

tonos de ultrafrecuencia de 22 kHz (USVs), con intensidades entre los 80 y 90 dB y 

mantenidas en las mismas condiciones estándar de alojamiento, la exposición fue 

durante el ciclo nocturno de actividad; 19:00-7:00 h. Para evitar habituación, 

diariamente se modificó la alternancia de los intervalos múltiplos de 30 min, (n =13). 

Hacinamiento y ruido (HR): fueron expuestas a las mismas condiciones de ruido y 

con espacio restringido a 45 cm2/rata, (n=13). 

Descripción operativa de las variables independientes. 

Estrés crónico de tipo social: entendido como la estimulación avers1va 

prolongada de intensidad variable que desencadena en un organismo un conjunto de 

reacciones para enfrentarla. 

Variable cualitativa, medida en una escala nominal con cuatro categorías: 

1. Ausencia de estrés. 

2. Estrés por hacinamiento (H) durante 1 O días. 

3. Estrés por ruido discontinuo (R) durante 1 O días. 
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4. Estrés por hacinamiento y ruido discontinuo (H+R) durante 1 O días. 

La confirmación del nivel de estrés generado en cada condición experimental 

será a través de cuantificación diaria de los niveles de corticosterona por HPLC, 

tomando como referencia los valores resultantes del grupo de ratas controles. 

Descripción operativa de las variables dependientes. 

Peso corporal y tamaño: Medida de la masa y tamaño de cada sujeto. Variable 

cuantitativa y discreta en escala de razón, obtenida con una báscula (peso) y una regla 

(tamaño). Para registrar el tamaño se tomó como inicio la punta de la nariz y como fin 

el principio de la cola, donde termina el pelaje. 

Indice de neuronas del hipocampo, en necrosis y apoptosis: la cantidad de 

neuronas inmunorreactivas a NeuN por campo (739 µm2), determinará la cantidad total. 

Aquellas neuronas inmunorreactivas a anexina en la misma área, se registraron como 

subpoblación en apoptosis, y las contrateñidas con yoduro de propidio como 

subpoblación en necrosis. Con estos datos se obtendrá un índice de subpoblaciones al 

dividir el número de células en apoptosis o necrosis observadas por campo sobre el 

número total de neuronas observadas en el mismo campo. 

Actividad exploratoria en el campo de agujeros: comportamiento locomotor 

grueso del organismo que consiste en recorrer cada parte de un ambiente novedoso 

al que es expuesto. Variable de carácter cuantitativo medida de manera discreta, 

según la frecuencia absoluta de agujeros visitados en el centro de la tabla, en la 

periferia y el número total de visitas en ambos; y medida de manera continua según 

el tiempo de movimiento e inmovilidad, el tiempo en zona periférica y central, y la 
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frecuencia relativa de agujeros visitados por min. Se registró una visita si los ojos de 

la rata rebasaban el nivel del agujero, y el tiempo de permanencia en una zona u otra 

se midió por ubicación de la cabeza del animal. 

Memoria espacial en el laberinto acuático de Morris: capacidad del individuo de 

modificar su comportamiento a partir de la experiencia con estímulos espaciales. 

Variable de carácter cuantitativo y continuo medida en una escala de razón, 

mediante un laberinto acuático con plataforma escondida en el que se contabilizan la 

latencia de escape, el tiempo en el cuadrante de la plataforma, el tiempo en el 

cuadrante opuesto a la plataforma. Cómo medida continua se obtuvo el número de 

veces que el animal cruzó el sitio donde estuvo la plataforma, una vez ésta había 

sido retirada. 

Criterios de inclusión: 

1. Animales que cumplieron con las condiciones señaladas de sexo y edad. 

2. Ratas que no mostraron signos de enfermedad al inicio del estudio. 

Criterios de exclusión: 

1. Animales que resultaron lesionados durante las diferentes etapas del estudio. 

2. Cerebros que no se fijaron adecuadamente durante la perfusión intravascular. 

3. Ratas que mostraron signos de enfermedad a través del estudio. 



MATERIALES Y MÉTODOS. 

Animales de experimentación: 

43 
Materiales y Métodos 

52 ratas machos Swiss-Wistar de 21 dias de edad, procedentes del bioterio del 

Centro de Investigación Biomédica de Occidente (IMSS), fueron alojadas en jaulas 

transparentes de policarbonato, según la situación experimental para cada grupo. 

Los animales fueron mantenidos a 22 ± 2 ºC, humedad relativa del ambiente entre 

50 y 55 %, ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h y alimentados con dieta balanceada 

para roedores (Ralston-Rations, USA); Proteína mínima 23%, grasa mínima 3%, fibra 

máxima 6.0%, cenizas máximas 7.0%, E.L.N. por diferencia 49%, calcio máximo 1.0%, 

fósforo mínimo 0.6%, humedad máxima del 12% por cada kg y agua potable "ad 

libitum". Las ratas fueron elegidas aleatoriamente del bioterio en grupos balanceados 

por el peso de los sujetos, e igualmente divididas en grupos de 13, para distribuirse 

en las cuatro condiciones señaladas. Los animales fueron tratados de acuerdo a los 

criterios establecidos por la NIH (Institucional Animal Care and Use Guidebook). 

Medidas somatométricas. 

Diariamente, cada uno de los animales fue cuidadosamente colocado en una 

balanza electrónica que registraba su peso cuando se encontraba inmóvil. Además 

se midió la longitud craneo-caudal de cada sujeto, desde la punta de la nariz hasta la 

base de la cola donde termina el pelaje. 

Exposición de los animales al estrés. 

Los individuos del grupo control (C) fueron alojados durante 1 O días en un 

espacio de 244 cm2/rata, y en condiciones del ruido ambiental del bioterio, las ratas 
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del grupo de hacinamiento (H} fueron alojadas en un espacio de 45 cm2!rata. El 

ruido fue el ambiental del bioterio. El grupo de hacinamiento + ruido (HR) fue 

alojado con la misma restricción espacial que el grupo H, sólo que adicionalmente 

fue expuesto a tonos de ultrafrecuencia de 22 kHz, con intensidades entre los 80 y 

90 dB, emitidos por un generador de frecuencias durante el ciclo de actividad 

nocturna de 12 horas (de 7pm a 7 am). Con el propósito de evitar que se produjera 

habituación, los animales fueron expuestos a este ruido en intervalos de 30 min 

distribuidos aleatoriamente, de manera que; al final de cada periodo diario de estrés, 

las ratas estuvieron expuestas a un total de 8 h del ruido. Diariamente se modificó la 

alternancia de los ciclos, con el uso de un temporizador de intervalos múltiples. 

Estudios analíticos. 

Cuantificación de corticosterona en orina. 

Desde el día 21 de vida posnatal hasta el día 33 en que fueron sacrificados los 

animales, se colectaron muestras de orina entre las 7 y las 9 de la mañana, para 

cuantificar los niveles de corticosterona mediante cromatografía de líquidos de alto 

desempeño HPLC (High Performance Liquid Chromatography), así se mantuvo un 

monitoreo constante no invasivo de las fluctuaciones de esta hormona. Para ello los 

sujetos fueron alojados en cajas individuales con piso de rejilla metálica, suspendidas 

a baja altura sobre una superficie metálica esterilizada, donde caía la orina, que fue 

constantemente colectada por grupos en crio-viales durante 2 h con pipetas 

independientes. Durante todo este tiempo la orina recolectada se mantuvo 

parcialmente en hielo para mantener estable la corticosterona. Las muestras 

completas de orina fueron almacenadas a -80 ºC, para su posterior análisis. 



Cromatografía de líquidos. 
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La cuantificación de corticosterona se realizó a partir de los valores resultantes 

de una curva de estandarización con niveles conocidos de esta hormona disuelta en 

metanol, para determinar su tiempo de retención y el área bajo la curva en el 

cromatógrafo. El procedimiento de extracción de los esteroides para cuantificación de 

la corticosterona en orina fue de la siguiente manera: se hizo pasar 1 mi de la orina a 

través de un cartucho de extracción C18 (Waters Assoc., Milford, MA USA) para 

retener los esteroides, estos fueron eluidos con 5 mi de metanol, que se evaporó con 

nitrógeno gaseoso. Se añadieron 4 mi. de tampón acetato pH 4.6. Esta solución se 

incubó con 50 mi de la enzima ~-glucoronidasa de Helix Pomatia (Merck KGsA, 

Darmstadt, Germany) a 37 ºC durante 48 h. Nuevamente se realizó la extracción y 

elución en cartuchos C18. Se agregaron 100 ng. de hidrocortisona como estándar 

interno. Las muestras se concentraron por evaporación con nitrógeno hasta 100 ul. 

Se corrieron 10 ul de las muestras en un cromatógrafo HPLC Thermo Finnigan, 

con muestreo automatizado y detector de ultra violeta con arreglo de diodos. Se usó 

una columna Alltech de fase en reversa C18 de 250 mm de largo con 4.6 mm de 

diámetro interno con un tamaño de partículas de 5 um. La fase móvil fue una 

combinación de metanol, agua y tetrahidrofluorano (35:55: 1 O) con una velocidad de 

flujo de 0.5 ml/min, a temperatura medioambiental. 



Estudios conductuales. 

Campo de agujeros (Hale board). 
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Una vez completado el periodo de 1 O días de exposición al estrés, al día 

siguiente (ratas de 31 días de edad), se realizó la prueba del campo de agujeros 

(Hale board) para analizar conducta exploratoria. El instrumento consistió en un cubo 

hueco de acrílico negro de 60x60x60 cm. Cinco cm por encima del piso de la caja 

está una plataforma (campo de agujeros) con 36 agujeros de 2.5 cm de diámetro, 

repartidos en una matriz de 6x6. Este campo está dividida por una línea imaginaria 

en una sección periférica (la línea de agujeros del perímetro de la tabla), y una 

central de 4x4 agujeros. 

Para iniciar la prueba, el animal se colocó en el centro de la tabla de agujeros y 

durante 15 min. fue video-filmado su comportamiento, para posteriormente registrar 

los siguientes parámetros: 

---Porcentaje de tiempo que pasó el animal en las áreas central y periférica de la 

tabla, 

---tiempo total de movimiento e inmovilidad, 

---número de agujeros centrales, periféricos y totales visitados, 

---frecuencia relativa de visitas (número de visitas/min.). 
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Se consideró visitado un agujero cuando la rata introdujo su cabeza hasta que 

la superficie le ocultara los ojos (Lordi y col, 2000). Todos los sujetos realizaron la 

prueba el mismo día entre las 9:00 y 11 :00 h. 

Laberinto acuático de Morris. 

Es una piscina circular con 180 cm de diámetro y paredes con 42 cm de altura 

pintada de negro y dividida en cuatro cuadrantes imaginarios, ésta se llenó con agua 

(20 ± 3 ºC), hasta una altura de 23 cm, en su interior fue sumergida una plataforma 

de escape cilíndrica de color negro con 12.5 cm de diámetro y 22 cm de altura, 

(invisible para la rata) y esta tuvo una ubicación fija en uno de los cuadrantes durante 

todo el experimento. La tarea consistió en que la rata debía nadar en el laberinto 

hasta localizar la plataforma, las primeras veces por accidente, sin embargo; en las 

sesiones posteriores debía reconocer su sitio de ubicación para poder localizarla, en 

este caso; con la ayuda de indicadores visuales del contexto del laboratorio, a 

manera de claves espaciales, las funciones cerebrales implicadas para ejecutar esta 

tarea dependen básicamente de la actividad hipocampal. 

Para este estudio se siguió la metodología descrita por deQuervain, 

Roozendaal y McGaugh (1998) con ligeras modificaciones, los experimentos 

estuvieron basados en dos tipos de ensayos; uno de entrenamiento y otro de prueba, 

el de entrenamiento consistió en depositar la rata en el agua desde cualquier sitio de 

partida de la periferia y esperar hasta un máximo de 60 s para que encontrara la 

plataforma. El tiempo transcurrido desde que la rata se depositó en el agua hasta 

que localizó la plataforma fue considerado como latencia de escape y su duración 
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máxima fue de 60 s, si una vez completado este tiempo no localizaba la plataforma 

oculta se le guiaba hasta ella y allí se le dejaba permanecer durante 20 s. 

Enseguida la rata era retirada, secada y se le dejaba permanecer en la caja con 

los otros animales durante 30 s, mientras empezaba el siguiente ensayo, y así 

sucesivamente; hasta completar 8 ensayos consecutivos para cada sujeto ese 

mismo día, distribuyendo de manera balanceada los sitios de partida de los primeros 

cuatro ensayos entre los cuatro cuadrantes, de manera que cada rata inició su 

navegación desde un cuadrante distinto, pero sin seguir un patrón ordenado, sin 

embargo, el orden aleatorio de partida fue el mismo para la segunda serie de 4 

ensayos así; cada rata partió dos veces desde el mismo cuadrante. Adicionalmente; 

en las video-filmaciones fue registrado el tiempo que la rata navegó en el cuadrante 

donde se encontraba la plataforma y en el cuadrante opuesto. 

Para el ensayo de prueba fue retirada la plataforma, y se introdujo a cada 

animal una vez en la piscina desde el mismo cuadrante que fue uno lateral, es decir 

ni el de la plataforma ni el opuesto. Este punto de partida fue el mismo para todos los 

individuos. Se le permitió nadar durante 60 s. y fue retirado del laberinto. Fue 

registrado el tiempo que la rata navegó en el cuadrante donde estuvo la plataforma y 

en el cuadrante opuesto, así como las veces que cruzó el sitio donde se encontraba 

la plataforma. La prueba se llevó a cabo 24 h después del último ensayo de 

entrenamiento, entre las 7:00-10:00 am, fue videofilmada y posteriormente calificada 

por un observador que desconocía la identidad de los grupos de animales. 



Estudios moñológicos. 

Perfusión intracardiaca para fijación del cerebro. 
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Al terminar la última sesión del laberinto de Morris, es decir; 12 días después de 

haberse iniciado el periodo de exposición al estrés, fueron sacrificados por perfusión 

todos los animales mediante una inyección intraperitoneal subletal de pentobarbital 

sódico (50 mg/kg), a las ratas profundamente anestesiadas se les practicó toracotomía 

amplia para exponer el corazón y localizar la arteria aorta torácica descendente por 

debajo de los pulmones para pinzarla y crear un circuito vascular cerrado hacia el 

cerebro. A través del ventrículo izquierdo fue introducida una aguja de punta biselada 

calibre 12, hasta alcanzar la aorta cardiaca, fue fijada con pinzas de mosquito curvas 

transversales al corazón y se seccionó la aurícula derecha para permitir el drenaje de 

sangre y soluciones. Con una bomba peristáltica, con presión máxima de 120 cm3 de 

columna de agua, durante 3 min se pasaron 150 mi de una solución lavadora a 

temperatura corporal (0.9% NaCI, con 5.000 UI de heparina por litro y 0.1% de 

procaina) para eliminar la mayor cantidad de sangre, seguida de una solución fijadora 

compuesta por 4% de paraformaldehído amortiguado en fosfato 0.1 M a pH 7.3, de esta 

solución se pasaron 150 mi en 4 min. 

Finalizada la perfusión, se decapitaron los sujetos y sus cabezas fueron 

postfijadas en paraformaldehído durante 24 h, mediante craneotomía fue extraído el 

cerebro, que se fijó adicionalmente por inmersión durante 8 h a temperatura 

ambiente en la misma solución fijadora; posteriormente se hicieron dos cambios de 

12 h c/u con fosfato de sodio 0.1 M pH 7.3 en agitación suave. De cada grupo 
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experimental fue procesado el cerebro de las ratas para análisis morfológico de la 

población neuronal del hipocampo con microscopía de luz y fluorescencia. 

De los cerebros fue obtenida una rebanada de 5 mm de espesor (7.0 a 3.0 mm 

anterior a lambda, Paxinos y Watson, 1982) comprendida en sentido antera-posterior 

desde delante del quiasma óptico y hasta detrás de la eminencia media, esta 

rebanada contenía el hipocampo y fue embebida en parafina, para ello fue 

deshidratada mediante cambios en una serie de concentraciones crecientes de 

etanol, mezclas de etanol-xileno y cambios en parafina pura. De los tejidos incluidos 

se obtuvieron cortes coronales de 1 O µm de espesor, en un microtomo. 

lnmunohistoquímica para evaluación de apoptosis o necrosis neuronal. 

Durante la apoptosis sucede "endonucleolisis", se producen fragmentos del DNA 

del tamaño de oligonucleosomas que mediante electroforesis permiten la detección de 

un llamado "patrón en escalera del DNA", indicativo de fragmentación. Con esta técnica 

no es posible identificar la población celular en apoptosis ni su localización histológica, 

por lo cual se utilizó un método morfológico con los cortes rehidratados de ratas 

controles y experimentales, para identificar apoptosis. Durante los primeros estadios de 

la apoptosis, la proteína membrana! con dominio intracelular -fosfatidilserina, queda 

expuesta hacia el lado extracelular. La anexina es un compuesto capaz de unirse a ella 

y marcarla con fluorescencia, por ello permite detectar apoptosis en diferentes tipos de 

células. El yoduro de propidio se utiliza como una contratinción que permite diferenciar 

estas células de las necróticas, debido a que se liga a contenido intracelular que sólo 

queda expuesto tras la ruptura de la membrana en la necrosis. 
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Por otra parte, los anticuerpos anti-NeuN permiten identificar selectivamente a las 

neuronas, ya sea mediante cromógenos visibles en microscopía de luz, o con 

fluorescencia . 

Tratamiento de las muestras. 

Los cortes desparafinados fueron rehidratados con una secuencia de inmersión 

en xileno y concentraciones decrecientes de alcoholes, hasta llegar a agua y tampón 

fosfato salino (PBS), a continuación fueron desenmascarados mediante un proceso de 

corriente eléctrica que pas a a través de una solución PBS en la cual se encontraban 

sumergidos, enseguida estos tejidos fueron permeabilizados mediante inmersión 

durante 5 min. en agitación, en una solución de PBS 0.1 M, pH 7.4, con 0.1 % de Tritón 

X-1 OO. Los tejidos fueron incubados en una solución de PBS con 2% de suero normal 

de caballo durante 20 min, para facilitar el ligamiento de los anticuerpos 

monoclonales. Se hizo un lavado y empezó la incubación con la anexina (Annexin V-

FITC Kit, ICE 33-1200) 1: 100 en amortiguador 2x (incluido en el paquete) diluido 1: 1 

en agua desionizada durante 3 h a 37 ºC y se realizaron dos lavados con PB. Se 

agregó el yoduro de propidio (incluido en el paquete) 20 µg/ml disueltos en agua y se 

le dejó actuar durante 5 min, para lograr una contratinción suave que permita el 

contraste entre células necróticas y apoptóticas. Las células apoptóticas se 

caracterizan por un color verde producto del marcaje de la anexina, mientras que las 

necróticas toman un color rojizo por efecto del yoduro de propidio. Finalmente los 

cortes fueron lavados con PB (tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4) y se continuó con la 

segunda secuencia de reacciones para identificación de neuronas inmunopositivas 

para NeuN. 
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lnmunohistoquímica para identificación de neuronas. 

La incubación con el ac primario anti-NeuN disuelto 1 :500 en PBS con 0.1 % de 

Tritón X-100 fue durante toda la noche, a temperatura ambiente en cámara húmeda. 

Al día siguiente, los tejidos se lavaron mediante cambios en PB (2 x 5 min.) con 

agitación suave y se incubaron con el anticuerpo (ac) secundario; lgG de ratón 

contra lgs de caballo (Vector BA2000) disueltas 1:200 en PBS-Tritón X-100, durante 

2 h a temperatura ambiente. Se hicieron lavados con PB y se adicionó el compuesto 

fluorescente AMCA Avidin P (Vector A-2008/1: 100) disuelto 1 :400 en PB, finalmente 

se lavaron nuevamente los tejidos y se añadieron unas gotas de Vectashield (Vecta 

H100 Mounting Médium Fluorescein Sigma), se cubrieron con cubreobjetos y se 

sellaron los bordes con barniz de uñas. 

Durante toda esta segunda etapa se realizaron los procedimientos con luz tenue, 

para evitar pérdida de fluorescencia (Gold y col., 1994). 

Cuantificación de neuronas. 

En un microscopio confocal Carl Zeiss LSM51 O con láser de argón y 

neón/argón, fueron analizadas la región del giro dentado y la zona CA 1. Con las 

fotografías obtenidas en el microscopio confocal a partir del triple marcaje 

fluorescente, se consideraron las células inmunorreactivas para NeuN como 

neuronas, visualizadas en color azul en 643 nm. Las células marcadas con Anexina 

en verde (488 nm) fueron registradas como células apoptóticas. Un investigador que 

desconocía la identidad de las muestras contabilizó el número total de neuronas de 

neuronas observadas por campo y la subpoblación de ellas con doble marca 

(anexina y NeuN) detectada por la sobreposición de imágenes en cada rango de luz. 

La población de células marcadas con el yoduro de propidio en rojo de 545 nm, -
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consideradas como necróticas- fue tan baja que se consideró irrelevante para los 

propósitos de este estudio. 

Es importante aclarar, que en microscopia confocal se superpone una imagen 

de una célula guardada en la memoria del software sobre otra imagen de la misma 

célula donde se evidenció la marca al utilizar un fluoróforo diferente y excitarlo con 

una distinta longitud de onda. La colocalización de marcas de los anticuerpos, fue 

obtenida en este experimento a través de la colocalización de imágenes realizada 

por el microscopio confocal, al combinar las microfotografías de los diferentes rangos 

de luz. 

Con las microfotografías obtenidas en un solo plano de foco se analizaron tres 

campos a 40X de 739 µm2
, de la región CA1, y un campo a 40X del DG. De cada grupo 

se analizaron tejidos provenientes de 4 ratas, y de cada cerebro se analizaron 20 cortes 

coronales consecutivos del hipocampo, de 10 µm de espesor. Fue un criterio estricto la 

visualización del núcleo de la célula para identificarla positivamente como neurona. 

De la población neuronal analizada en los distintos campos microscópicos de 

ambas regiones resultó el índice de apoptosis de dividir el número de células 

doblemente marcadas (NeuN + Anexina}, entre el número de neuronas con marca 

simple (NeuN), y de multiplicar el resultado por 1 OO. 

Análisis estadístico. 

Los datos fueron analizados con la prueba estadistica de ANOVA de una sola vía 

para la comparación de los grupos de animales control y experimentales, seguida de la 
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prueba de Scheffé para la comparación post-hoc de los valores de las medias, con una 

p<0.05 para definir como significativas las diferencias. Adicionalmente se hicieron 

análisis de regresión lineal, entre los índices de muerte neuronal y los niveles de 

corticosterona dentro de cada grupo. 
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RESULTADOS. 

Datos somatométricos. 

La comparación del peso corporal entre las ratas controles que no fueron 

sometidas a ningún tipo de estrés y las experimentales, mostró diferencias 

significativas (p<0.01) en los días 29 al 32, en este periodo se manifestó un retardo 

en la curva normal de ganancia del peso en los animales estresados (Fig. 1). El 

análisis de la talla (longitud cráneo-caudal) (Fig. 2), también mostró valores inferiores 

en las ratas estresadas en estos mismos dias (29 a 32), (p<0.01). En los días 

previos se empezaron a observar algunas diferencias importantes entre animales 

controles y experimentales, sin embargo estas no fueron consistentes. Las 

diferencias se hicieron permanentes desde el día 29. Para comprobar si el retardo en 

el desarrollo posnatal sucedió como un evento metabólico global, se analizó la 

covariación de peso y talla. La correlación de Pearson mostró relaciones 

significativas con p<0.01 entre el peso y la longitud en cada grupo: Control p= 0.962; 

Hacinamiento p= 0.963; Hacinamiento y ruido p= 0.835; y Ruido p= 0.878 (no se 

muestran los datos). Estos datos en conjunto, sugieren que los animales tal vez 

consumieron una menor cantidad de alimento debido al estrés, o que si su consumo 

fue normal, las alteraciones de su metabolismo pudieron modificar los procesos de 

digestión y absorción. 

Cuantificación de corticosterona urinaria. 

El análisis de los niveles urinarios de corticosterona mostró grandes diferencias 

entre los animales estresados, en comparación con los niveles basales de las ratas 

controles (Fig. 3). El grupo de ratas hacinadas tuvo un incremento durante los 

primeros cuatro días de haber iniciado el estrés, sin embargo; durante el resto de la 

exposición al estrés y la etapa de pruebas de conducta los niveles de CORT no 

fueron diferentes a los de animales controles, excepto el último día. Con respecto a 

los demás grupos experimentales, el grupo H sólo estuvo significativamente por 

debajo de HR el día 26, y por debajo de R en el día 32. 
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Fig. 1. Se muestran los valores de medias (±SE) del peso corporal de los sujetos 
durante los días 21-32. Desde el día 29 se observan diferencias estadísticamente 
significativas (p< 0.01) del grupo control, con todos los experimentales. Todos los 
animales estresados resultaron afectados en forma semejante, independientemente 
de la condición estresante. * Diferencia de los grupos estresados vs control (p< 
0.01 ). 
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Fig. 2. Se muestran los valores de medias (±SE) de la talla corporal de los sujetos 
durante los días 21-32. Al igual que en la ganancia de peso, desde el día 29 se 
observaron diferencias estadísticamente significativas (p< 0.01) del grupo control con 
todos los experimentales. Todos los grupos estresados resultaron afectados en forma 
semejante, independientemente de la condición estresante. * Diferencia de los grupos 
estresados con el control (p< 0.01 ). 
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Durante todo el experimento los sujetos expuestos al ruido tuvieron niveles de 

CORT mayores que los controles, y en relación a los otros grupos estresados; estos 

niveles fueron más bajos que HR el día 26 y mayores que H el día 32. El grupo HR 

también se diferenció del control en todos los días del experimento, tuvo un 

incremento agudo el día 26, en el que alcanzó niveles superiores a todos los demás 

grupos, y hacia los días finales del experimento se observó una tendencia a la baja. 
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Figura 3. Se muestran los valores de medias (±SE) de los niveles de corticosterona 
urinaria en ng/ul cada dos días durante el experimento desde el día 20 (línea de 
base) hasta el 32. Diferencia significativa (p< 0.05) con el grupo control (*), con el 
grupo de hacinamiento (&),con el grupo de ruido (f:) y con el grupo de hacinamiento 
más ruido(§). 
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Las videofilmaciones del campo de agujeros y el laberinto acuático fueron 

calificadas por tres personas que desconocían la identidad de los tres grupos de 

animales, los datos resultantes fueron contrastados con el usola prueba de ANOVA 

de una sola vía, seguida por la prueba post hoc de Scheffé, sin que resultaran 

variaciones ínter-ensayo importantes entre los registros obtenidos por los diferentes 

analizadores, para la asignación de los parámetros mencionados. 

Campo de agujeros, (Hole Board). 

Los resultados para los puntajes del total de visitas, visitas periféricas, tiempo 

en zona central y periférica y frecuencia relativa de visitas totales, no mostraron 

diferencias significativas entre el grupo control y los experimentales, ni entre los 

animales experimentales. Sin embargo; en los valores del número de visitas 

centrales y tiempos de movilidad e inmovilidad, los animales experimentales si 

difirieron significativamente de los controles. De estas dos últimas medidas, 

solamente se muestran los tiempos de movilidad debido a que los de inmovilidad son 

complementarios, dentro de los 15 min. de duración de la prueba. 

Los animales estresados mostraron un mayor tiempo de movilidad (p<0.01) en 

comparación con el grupo control (Fig. 4). Además, entre ellos no hubo diferencias 

en sus valores de medias. 

En las visitas periféricas no se observaron diferencias importantes entre los 

grupos, sin embargo, en cuanto a la frecuencia absoluta de visitas centrales, resultó 

un menor número significativo de visitas (p<0.01) en los animales experimentales, 

comparados con los controles (Fig. 5). Tampoco resultaron diferencias significativas 

para este parámetro entre los grupos experimentales. Al parecer esta variable no 

resultó afectada en forma diferencial por cada situación estresante. 
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Figura 4. Medias (±SE) del tiempo de movilidad en el campo de agujeros. Los 
animales experimentales mostraron un incremento en su movilidad en comparación 
con los controles y no hubo diferencias significativas entre los tres grupos de ratas 
estresadas. * Diferencia del grupo en comparación con el control (p< 0.01 ). 
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Fig. 5. Análisis de los valores promedio (±SE) de conducta exploratoria en el campo 
de agujeros. Las visitas centrales (A) fueron mucho menos frecuentes que las 
periféricas en todos los grupos y no tuvieron diferencias significativas entre sí (B), lo 
cual es un resultado esperado. A: los animales estresados tuvieron una menor 
frecuencia absoluta de visitas centrales, en comparación con el control. B: en 
contraste, las visitas periféricas no mostraron diferencias significativas entre los 
grupos. Nuevamente no se observaron efectos diferenciales atribuibles al tipo de 
estrés al que fueron sometidos los animales; hacinamiento, ruido o ambos 
simultáneos. * Diferencias significativas en comparación con el control (p<0.01 ). 
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Durante la fase de entrenamiento las ratas controles mostraron diferencias 

significativas respecto a las experimentales, pues tuvieron un menor tiempo de 

latencia de escape. Este parámetro refleja el aprendizaje positivo en el laberinto. 

Los valores de la latencia de escape (Fig. 6) desde el quinto ensayo empezaron a 

mostrar diferencias entre las ratas controles y las estresadas y desde el sexto ensayo 

de la etapa de entrenamiento las diferencias fueron significativas (p<0.05). Entre los 

grupos experimentales, no se observaron diferencias importantes, al parecer las tres 

condiciones de estrés provocaron efectos comparables. 

Durante la fase de prueba del laberinto acuático de Morris se registró el tiempo en 

el cuadrante opuesto al de la plataforma, el tiempo dentro del cuadrante en el que se 

encontraba la plataforma oculta y el número de cruces con el sitio exacto donde se 

encontraba la plataforma. Solamente el tiempo de nado en el cuadrante de la 

plataforma mostró diferencias significativas entre los grupos experimentales y el 

control (Fig. 7). El mayor tiempo correspondió a las ratas controles no estresadas, los 

tres grupos de animales estresados revelaron valores menores, sin diferencias entre 

ellos, p<0.05. 

Estudios morfológicos. 

Evaluación del daño neuronal. 

Con la sobreposición de imágenes digitales del microscopio confocal para la 

fluorescencia de NeuN y Anexina fue posible identificar la colocalización de estas dos 

marcas (Fig. 8), de manera que se obtuvo una medida de la población de neuronas 

registradas por campo (marcadas con NeuN) y la subpoblación por campo con doble 

marcaje (anexina y NeuN) la cual indica el inicio de la muerte neuronal por apoptosis. 

A partir de estos valores se calculó el índice de neuronas en apoptosis. 
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Fig. 6. Medias (±SE) de las latencias de escape (tiempo que la rata nada hasta que 
encuentra la plataforma oculta). Desde el sexto ensayo las diferencias fueron 
significativas entre las ratas no estresadas y las experimentales, (p<0.05). Los 
grupos estresados no mostraron diferencias importantes entre sí. * Diferencias 
significativas en comparación con el control (p<0.05). 
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Fig. 7. Tiempo promedio (±SE) que las ratas nadaron en el cuadrante donde se 
encontraba la plataforma. Al parecer no resultaron efectos diferentes por el tipo de 
estrés. *Diferencias significativas en comparación con el control (p<0.05). 
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A. NeuN B. Anexina C. Doble Marcaje 

Figura 8. Imágenes confocales en los rangos de onda para anti NeuN (A) y la 
anexina (B). Fueron contabilizadas como neuronas en apoptosis, aquellas células 
que presentaban el doble marcaje (C). 

De la totalidad de neuronas presentes en el área CA 1, sólo HR fue 

significativamente menor que H y R. Sin embargo, el número de células con doble 

marcaje (NeuN + anexina) fue mayor en los tejidos de ratas sometidas a ruido, de 

manera que, en el índice de apoptosis solamente este grupo HR mostró diferencias 

importantes con el control. 

En el DG no se observaron diferencias importantes en el número de neuronas, 

sin embargo; en el análisis del número de neuronas que mostraron dobles marcas, 

nuevamente el grupo R reveló los niveles más altos, y fue significativamente mayor a 

los valores de ratas controles. 

En resumen; tanto en CA 1 como en DG el índice de neuronas con doble 

marcaje, es decir; de neuronas con señales de probable apoptosis, fue superior en el 

grupo de ruido al compararlo con el control, pero no fue diferente de los demás 

grupos experimentales (Fig. 9). 
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Figura 9. Índice (±SE) de neuronas con doble marcaje en el área CA1 (A) y en el giro 
dentado (B). En ambas áreas, el grupo de animales sometidos a estrés por ruido 
mostró un mayor índice de colocalización. Hacinamiento y hacinamiento y ruido no 
mostraron diferencias con el grupo control ni con el grupo de ruido. El índice de este 
tipo de neuronas fue mucho más bajo en DG. *Diferencias significativas en 
comparación con el control (p<0.05). 
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Con el propósito de analizar la relación entre los niveles de corticosterona y el 

índice de neuronas con señales de apoptosis, se calculó una regresión lineal (Fig. 

1 O), y se encontró un alto grado de asociación entre estas dos variables, lo cual 

sugiere que son fenómenos que pueden estar relacionados entre sí, aunque no 

necesariamente de manera causal. 
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Figura 10. Análisis de regresión entre los promedios por grupo de niveles de 
corticosterona y el índice de células con doble marcaje en el área CA1(A) R= 0.95, 
p= 0.001, y en el área del DG (B) R= 0.93 p= 0.014. 
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Tal como se habia reportado previamente en otros estudios similares con ruido 

por USVs (Commissaris y cols., 2000) y hacinamiento en ratas (Csermely y cols., 

1995), las condiciones experimentales generaron una respuesta de estrés, aunque 

en este trabajo estuvo medido por una clara elevación de los niveles de CORT, y se 

produjo en un tiempo mucho más corto, que siguió diferente curso temporal, 

dependiente de cada situación experimental. Por esta razón se puede afirmar que el 

modelo de estrés social seleccionado para este estudio fue el adecuado para 

alcanzar los fines propuestos; inducir la elevación moderada, -pero sostenida de 

CORT, para analizar los efectos de este incremento sobre la integridad neuronal del 

hipocampo de animales en desarrollo y su manifestación sobre habilidades 

cognoscitivas. Por lo tanto, la cuantificación de este parámetro permitió comprobar la 

validez de las condiciones estresantes creadas artificialmente y constituyó un 

indicador confiable de la potencia del estrés (Black, 1995). Es posible suponer que 

igual como ha sucedido en otros estudios de características sociales, como la 

respuesta de confrontación de ratas residentes frente a otras intrusas, en este 

estudio también se produjo incremento en la actividad del eje HPA (Bhatnagar y 

Vining, 2003). 

Cambios en la CORT del grupo de Hacinamiento 

En los animales sometidos al hacinamiento se produjo una rápida elevación 

inicial de CORT que se redujo hacia la mitad del estudio hasta alcanzar niveles 

semejantes a los de las ratas controles mantenidas en el espacio estándar (Fig. 3). 

Estos resultados encuentran apoyo en el conocimiento de que el hacinamiento ha 

resultado un estresor efectivo en diferentes especies animales (Boranic y cols., 1982; 
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Hessing y cols., 1993; Csermely y cols., 1995; Aioi, 2001), sin embargo los individuos 

han estado sometidos a estas condiciones durante largo tiempo para provocarles 

cambios en la regulación del eje HPA, -entre otros efectos (Hessing y cols., 1993). Al 

parecer se necesita un tiempo de hacinamiento considerable para desencadenar 

efectos fisiológicos poderosos (Csermely y cols., 1995). 

Al respecto; estudios preliminares sobre las consecuencias del estrés por 

hacinamiento realizados en este laboratorio, revelaron que después de 40 días se 

produjo disminución en la cantidad de astrocitos inmunorreactivos para la proteína 

acídica fibrilar glial (GFAP), de estos; los que proliferaron fueron identificados por 

inmunomarcaje del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), (Valencia

Alfonso y cols., reporte experimental), esta disminución en la población astrocitaria 

sugiere que el hacinamiento prolongado produjo inhibición en la expresión de GFAP 

y de la proliferación astrocitaria. Estos mismos efectos han sido descritos por otros 

autores como resultado de la elevación de corticosteroides (O'callaghan y cols., 

1991; Laping y cols., 1994; Crossing y cols., 1997; Morale y cols., 2001). Sin 

embargo; en las ratas sometidas a estrés por hacinamiento en este estudio, se 

produjo una elevación importante de los niveles de CORT en los dos primeros días, 

semejantes a los de las otras condiciones experimentales, ruido y hacinamiento más 

ruido, esto demuestra que sucedió una rápida reactividad hormonal ante el 

hacinamiento, como la que resulta de otros estímulos aversivos como el ruido, los 

choques eléctricos, la inmovilización y el nado forzado. 

Se ha sugerido que puede producirse regulación espontánea de los cambios 

endocrinos hormonales inducidos por estrés (Spehner y cols., 1996), así mismo, la 

exposición repetida al mismo estímulo estresante puede inducir habituación, 

manifestada por normalización de los niveles de CORT (Kant y cols, 1987), lo 
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anterior podría estar relacionado con los resultados observados para niveles de 

CORT en los animales sometidos a estrés por hacinamiento, ya que en estos; los 

niveles de CORT sufrieron un rápido incremento, e igualmente decayeron 

rápidamente hasta alcanzar niveles basales. 

Para explicar esto es necesario tener en cuenta que durante el hacinamiento se 

generan otros tipos de condiciones estresantes que pueden permitirse o evitarse 

para intensificar o atenuar los efectos principales de esta situación experimental 

(Koopman y cols., 1989), entre estas está la restricción en la disponibilidad de 

alimento y bebida que resulta por la competencia alimenticia cuando los animales 

tienen acceso a una cantidad limitada de alimento que no se repone, así como las 

malas condiciones sanitarias que ofrece la cama de una jaula con muchos sujetos, 

donde se acumulan sus deyecciones que generan olores molestos y un espacio 

incómodo para echarse cuando no se renueva diariamente, son también importantes 

las confrontaciones potenciales que resultan por el establecimiento de relaciones de 

dominancia y sumisión, cuando se mezclan machos provenientes de diferentes 

camadas y edades. 

En este experimento, estas condiciones de estrés adicional fueron evitadas, ya 

que el alimento y agua estuvieron siempre disponibles a libre acceso y en cantidad 

suficiente, así mismo la cama se cambió frecuentemente para que estuviera siempre 

en buenas condiciones, y se asume que el establecimiento de jerarquías y 

territorialidad fue muy bajo, debido a que por tratarse de animales pre-púberes, no 

se habían desarrollado completamente estas conductas sociales. Por esta razón hay 

una mayor certidumbre de haber evaluado específicamente las consecuencias 

resultantes por la restricción espacial por la competencia que generó la presencia 
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excesiva de otros individuos de la misma especie. Posiblemente esto fue la causa de 

que las ratas hayan podido habituarse en poco tiempo a esta situación estresante. 

Los resultados obtenidos de este grupo de animales hacinados parecen 

complementar los hallazgos de de Waal y cols. (2000), en sus estudios se demuestra 

como las especies sociales pueden disponer de recursos, o ser capaces de adquirir 

capacidades para tolerar el hacinamiento crónico, especialmente si se trata de 

primates, pero contrariamente a lo observado en experimentos de este laboratorio, 

estos autores sugieren que frente al hacinamiento los roedores desarrollan 

conductas agresivas y puede presentarse. De nuevo, es probable que el modelo 

haya resultado manejable para las ratas al haber controlado las condiciones 

estresantes asociadas, aparte de que se trató de sujetos jóvenes, cuya capacidad 

adaptativa comportamental es mucho mayor que la de sujetos adultos (Rosenweig y 

Leinman, 1992), consecuentemente no se presentaron comportamientos antisociales 

o una reacción fisiológica exacerbada, - que se haya manifestado a través de los 

niveles urinarios de CORT. 

Además, el hacinamiento provoca estímulos polimodales con la intervención de 

diferentes vías sensoriales inespecíficas, lo que puede facilitar su enfrentamiento a 

nivel fisiológico y comportamental, posiblemente la herencia filogenética haya 

conferido a los roedores la capacidad para desdencadenar respuestas fisiológicas 

dirigidas a minimizar o abolir sus manifestaciones orgánicas frente al estrés por 

hacinamiento cuando no está comprometida su supervivencia, mientras que la 

respuesta será diferente cuando el hacinamiento se acompaña por restricción de 

agua y alimento, suciedad de la cama y los enfrentamientos para establecer 

jerarquías, así; en el primer caso solo resulta una alteración transitoria de la 

respuesta fisiológica. 
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Finalmente, aunque el hacinamiento es un estímulo utilizado con frecuencia, se 

ha visto que entre otros diferentes tipos de estrés; hacinamiento, aislamiento, 

inmovilización y nado forzado, los dos últimos provocaron mayores efectos adversos, 

lo cual cuestionó la capacidad estresante de los dos primeros (Nagaraja y 

Jeganathan, 1999), o al menos sugiere que los estímulos estresantes de 

características sociales pueden provocar efectos más sutiles y difíciles de detectar. 

Cambios en la CORT del grupo de Ruido 

Por otra parte, en varios experimentos se ha demostrado que el ruido es un 

estímulo estresante potente (Mollenauer y col, 1992; Van Raaij y col, 1997; Arcana y 

Navasivayam, 1999). En este caso, los animales expuestos a ruido por 

vocalizaciones ultrasónicas (USVs) artificiales también incrementaron rápidamente 

los niveles de CORT, como ha sido reportado anteriormente en otros estudios 

(Blanchard y cols., 1991; Commissaris y cols., 2000). La elevación de corticosterona 

persistió durante el periodo de exposición al estrés, contrariamente a las tendencias 

observadas para las demás condiciones experimentales, en las que se produjo un 

incremento seguido de descenso y hasta la normalización (Fig. 3). 

Esta mayor potencia del estrés por ruido puede explicarse con base en el 

carácter unimodal de esta estimulación aversiva, ya que la vía auditiva constituye 

una herramienta fundamental para la supervivencia de roedores y posee una vía 

neuronal muy específica con niveles de habituación muy bajos, dada su importancia 

adaptativa. Lo anterior ha sido demostrado en experimentos con roedores, en los que 

las USVs artificiales pueden desencadenar comportamientos de defensa (Beckett y 

cols, 1996) similares a los inducidos por estimulación química o eléctrica en la 

sustancia gris periacueductal (carreras, saltos y congelamiento), y el colículo superior 
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(estrechamente relacionado con la función auditiva) (Savvas y cols, 2000). Además, 

en ratas el calículo inferior parece estar relacionado con la conducta de defensa, 

pues su estimulación genera incrementos en la locomoción, exaltación y saltos, así 

como incrementos en la presión sanguínea y la frecuencia cardíaca. (Commissaris y 

col, 2000; Brandao y cols., 1994; Maisonette y cols., 1996). 

Con base en lo anterior, es fácil suponer que la importancia biológica y la 

especificidad de esta vía, constituyen factores que hacen muy difícil la respuesta de 

habituación al ruido. Además, la estimulación de las USVs no fue constante, sino por 

periodos fijos de 30 min. que variaban aleatoriamente durante el ciclo nocturno de 

actividad, lo cual dificultó aun más que se haya producido habituación. 

Cambios en la CORT del grupo de Hacinamiento y ruido 

Otro de los objetivos principales de este estudio consistió en analizar los efectos 

de la exposición a hacinamiento, ruido o a ambos estímulos juntos, en el grupo de 

ratas mantenidas bajo estas últimas condiciones se encontraron los niveles más altos 

de CORT. No obstante que no hubo diferencias estadísticamente significativas en los 

niveles de CORT de este grupo y los de los otros grupos de animales estresados por 

hacinamiento o ruido, (a excepción del día 26), el curso temporal sugiere que, al 

inicio de los experimentos se encontraron más elevados los niveles de CORT 

posiblemente debido al sinergismo de las dos condiciones estresantes (Fig. 3), pero 

posteriormente se redujeron los niveles en la misma etapa en que se normalizaron 

los niveles de CORT del grupo sometido a hacinamiento. Lo anterior sugiere que se 

había iniciado la habituación. 

Al parecer en este grupo HR la posible adaptación al hacinamiento redujo la 

potencia sinérgica con el ruido observada al principio, sin embargo se produjo 



74 
Discusión 

decremento de los niveles de CORT aun por debajo de los niveles de las ratas 

estresadas por exposición al ruido. Sería necesario analizar las tendencias en las 

fluctuaciones del nivel de esta hormona a más largo plazo, para tener una 

comparación más acertada de los efectos separados y combinados de las dos 

situaciones estresantes. Podría haber sucedido que; la habituación al hacinamiento 

en el grupo HR, generó herramientas fisiológicas para minimizar los efectos nocivos 

del ruido, ya que al final del experimento se observó una tendencia de disminución 

en los niveles de CORT de las ratas estresadas por hacinamiento y ruido. Esta 

propuesta corresponde a la hipótesis de la desesperanza aprendida; -la exposición a 

situaciones adversas tolerables (como el hacinamiento), puede favorecer una mejor 

adaptación conductual y fisiológica a situaciones intolerables o inescapables (como 

el ruido) (Domjan, 2000). 

Es importante señalar que en este estudio se recolectó la orina de un modo 

distinto a como regularmente se hace en otros estudios de comportamiento o de 

nutrición (Página 47), en este experimento los sujetos se mantuvieron juntos todo el 

tiempo, -para evitar el sesgo que hubiera podido resultar por el aislamiento en jaulas 

metabólicas individuales que tienen un dispositivo en el fondo para recolectar las 

heces y la orina por separado, por lo que así puede calcularse la cantidad de 

alimento ingerida. Dadas las condiciones experimentales propuestas para este 

estudio no fue posible utilizar las referidas jaulas, el que se haya realizado la 

recolección conjunta de las muestras de orina podría explicar la variabilidad 

intraensayo observada, ya que la determinación de os niveles de CORT se hizo a 

partir de mezclas de orina provenientes de distintos animales. 

En conclusión; la concentración de CORT urinaria se incrementó 

significativamente en todos los grupos de ratas estresadas, pero sólo en las ratas 
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sometidas a hacinamiento se produjo habituación. Esto sugiere que Ja restricción del 

espacio vital por si misma resulta sencilla de enfrentar, en ausencia de Jos elementos 

estresantes asociados. 

Las ratas expuestas a ruido conservaron estable el incremento inicial de CORT, 

e inclusive revelaron una tendencia a elevarse hacia el final del periodo de 10 días, 

esto sugiere la incapacidad de estos animales· para inhibir las consecuencias del 

ruido semejante a vocalizaciones ultrasónicas, posiblemente por la gran importancia 

de la vía auditiva para la supervivencia de los roedores. El curso temporal de los 

niveles de CORT en las ratas sometidas a Jos dos estímulos estresantes juntos (H + 

R); -un notable incremento inicial seguido de un decremento con tendencia a 

disminuir aun por debajo de los valores de R, podría sugerir que la probable 

habituación a H, de alguna manera facilitó un mejor enfrentamiento de R. 

Retardo en las medidas somatométricas. 

Ya ha sido descrito que los individuos estresados, -especialmente aquellos en 

desarrollo temprano, sufren retraso del crecimiento corporal, manifestado por menor 

peso y tamaño, y este retraso se relaciona con el aumento de corticosteroides 

(Albonetti y Farabollini, 1994; Aioi, 2001). Sin embargo, no son claros los 

mecanismos exactos a través de los cuales están implicadas estas hormonas ya que 

éste puede deberse a anorexia, absorción y metabolismo deficiente de nutrientes, o 

la alteración de procesos hormonales durante el desarrollo, como retraso de la 

pubertad o Ja inhibición de la hormona del crecimiento (Merkus y cols., 1993; 

Consten y cols., 2002). 

A partir del noveno día de exposición al estrés, cuando las ratas tenían 29 días 

de edad, y durante las pruebas conductuales en que ya tenían 31 y 32 días de edad, 
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se manifestó un retardo evidente en el desarrollo postnatal, mismo que concuerda 

con lo reportado en otros estudios con ratas, en los que; altos niveles de estrés 

provocaron reducción de las dimensiones corporales generales y de algunos órganos 

(Aioi, 2001). 

También se ha observado que el incremento en los niveles de corticosteroides 

circulantes de origen endógeno o exógeno en ratas retrasa el crecimiento fetal (Cliver 

y cols., 1992) el desarrollo posnatal (Benesova y Pavlik, 1989), y el peso del cerebro 

(Matthews y Challis, 1996). También el estrés social en ratas puede provocar 

alteraciones somatométricas (Meerlo y cols., 1999) y en humanos, los trastornos del 

peso corporal pueden ser indicativos de estrés social crónico, especialmente de 

características familiares (Montgomery y cols., 1997). 

Al respecto, los factores nutricionales tienen una participación directa en el 

desarrollo posnatal cerebral, lo que puede resultar una menor cantidad final de 

neuronas. Recientemente Okado y cols., (2001) encontraron que factores 

ambientales como la nutrición afectan la concentración cerebral de aminas 

biogénicas, estrechamente relacionadas con la plasticidad neuronal y glial, durante la 

etapa de mielinización de las diferentes regiones del cerebro son particularmente 

importantes oligodendrocitos y células de Schwann. Además, la restricción 

alimentaria puede incrementar la neurogénesis en el DG de ratones, de tal forma que 

las nuevas células exhiben fenotipos de neuronas y astrocitos (Lee y cols., 2002). 

En este estudio, las condiciones obligadas de alojamiento no permitieron 

analizar el consumo de alimento para calcular el "protein efficiency ratio", -medida 

estándar para conocer la eficiencia de conversión alimenticia, que permite saber si 

los animales no aumentaron de peso porque comían menos o porque comían lo 
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normal pero su eficiencia metabólica estaba disminuida. Por esta razón, debe 

considerarse la posibilidad de que los resultados de disminución en la población 

neuronal, pudieran deberse a factores nutricionales, más que al incremento de 

glucocorticoides. 

A pesar de esto, no se ha demostrado que la corticosterona por si misma tiene 

relación con la sensación de hambre (Kunihara, 1984), y debe tenerse en cuenta que 

la mayoría de los experimentos de estrés y nutrición consistieron en restricciones 

temporales de la disponibilidad del alimento, lo que no sucedió en este estudio. En 

los animales con privación alimenticia naturalmente se incrementan los niveles de 

glucocorticoides circulantes de manera que, los hallazgos que relacionan la 

restricción de alimento con los cambios en la población celular cerebral pueden estar 

mediados por estas hormonas esteroides. 

También es importante considerar que algunos de estos estudios de restricción 

nutricional se basan en la privación, o la disminución del contenido de los distintos 

nutrientes que conforman una dieta balanceada (proteínas, vitaminas, minerales o 

carbohidratos). En el presente estudio, no se modificó el contenido nutricional del 

alimento· ni su disponibilidad, en ninguno de los grupos de ratas estresadas. Al 

respecto; en el manejo del alimento no se percibieron diferencias del volumen 

consumido entre los diferentes grupos de animales, por lo que se puede afirmar que, 

a través del estudio las ratas no dejaron de comer de forma evidente. 

Finalmente, la alta correlación entre el peso y talla corporales en cada grupo 

sugiere que, las consecuencias somatométricas de retardo en el desarrollo pudieron 

deberse a variables fisiológicas y globales, incluyendo factores metabólicos y 

hormonales. No obstante que en este estudio se carece de los elementos necesarios 
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para explicar la detención en la curva de ganancia de peso de las ratas en desarrollo, 

el registro de estos parámetros corporales permitió obtener una medida indirecta del 

nivel de estrés en cada grupo, sin que se manifestaran diferencias entre las tres 

diferentes condiciones estresantes; hacinamiento solo, ruido semejante a 

vocalizaciones ultrasónicas y la suma de ambos, sin embargo; es evidente que los 

valores somatométricos no son indicadores confiables para inferir la severidad de los 

estímulos estresantes, ya que el análisis de los niveles de CORT reveló diferencias 

importantes entre los diferentes grupos de animales. 

El retardo en la curva de desarrollo que resultó en las ratas jóvenes estresadas 

evidenció la efectividad de las situaciones estresantes provocadas artificialmente, por 

lo que resultó de gran utilidad para la interpretación de los diferentes tipos de 

resultados obtenidos de la aplicación de pruebas conductuales e 

inmunohistoquímicas. Para aumentar la comprensión sobre la reversibilidad y 

consecuencias permanentes de este fenómeno sería necesario realizar una 

evaluación longitudinal y diferencial de estos parámetros con mayor duración, pues 

probable una vez suprimido el estrés los animals sean capaces de alcanzar un alto 

grado de recuperación, o la recuperación completa. 

En resumen; aunque la relación entre glucocorticoides y somatometría es ya 

bien conocida desde hace muchas décadas, todavía se desconocen los mecanismos 

exactos de acción. Es indudable que la nutrición desempeña un papel importante en 

el desarrollo cerebral y cognoscitivo, sin embargo, aunque en este estudio no fue 

cuantificada la cantidad de alimento consumido es evidente que la exposición a las 

condiciones estresantes impuestas estuvo acompañada de alteraciones endocrinas, -

particularmente de los niveles de corticosteroides. De esta forma, las alteraciones 

somatométricas observadas sugieren la ocurrencia del estrés experimental como un 
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fenómeno fisiológico global, con manifestaciones distintas, mismas que no fueron 

analizadas en su totalidad con las técnicas utilizadas en este trabajo. 

Daño neuronal. 

Las acciones del estrés y los glucocorticoides (GCs) en el cerebro son 

paradójicas; para el desarrollo cerebral normal supervivencia neuronal y plasticidad 

se requieren niveles basales de GCs (Reagan y McEwen, 1997), estos controlan el 

balance entre neurogénesis y apoptosis que normalmente sucede en muchas 

especies al actuar sobre receptores nucleares, (Gould y cols., 1991; Lupien y 

McEwen, 1997; Sastry y Rao, 2000). Sin embargo, así como la adrenalectomía 

genera apoptosis en el hipocampo por ausencia de GCs (Greiner y cols., 2001; 

Wossink y cols., 2001 ), su elevación excesiva también puede resultar neurotóxica y 

desencadenar apoptosis en neuronas del hipocampo (Smith y col, 1995), 

especialmente relacionada con la concentración anormal de aminoácidos excitatorios 

(Lipton y Rosenberg, 1994; Reagan y McEwen, 1997; Wang y cols, 1999), para este 

fenómeno son especialmente sensibles las neuronas hipocampales, debido a que 

poseen una alta densidad de receptores a corticosteroides, (Sapolsky, 1996). 

La interpretación de los resultados obtenidos en este estudio está basada en la 

asociación entre la respuesta de individuos en desarrollo frente a situaciones de 

estrés de características sociales, el incremento de glucocorticoides 

específicamente de corticosterona y el índice de apoptosis neuronal en el 

hipocampo, para este propósito se seleccionó la técnica de anexina, que se 

fundamenta en el hecho de que, al inicio del proceso apoptótico, la proteína 

membrana! fosfatidil-serina pasa de la superficie interna de la membrana celular a la 

cara externa de la misma. Esta expresión permite marcar células que han empezado 
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un proceso apoptótico temprano con el compuesto Anexina, que se fija a la fosfatidil

serina expresada en el exterior de la membrana (Barroso y cols., 2002). 

Los resultados indican que, de las condiciones estresantes experimentales, el 

ruido por USVs tuvo un impacto significativo sobre el porcentaje de células marcadas 

con Anexina, indicativa de probable apoptosis. En este grupo además se produjo un 

incremento sostenido en los niveles de corticosterona urinaria, con tendencia a 

elevarse hacia el final del experimento. El hecho de que el ruido fuese la única 

condición en la que se indujo apoptosis neuronal sugiere que resultó el estímulo más 

potente, reflejado en los niveles de corticosterona (Fig. 3), posiblemente al tratarse 

de una vía sensorial específica. 

Actualmente, los modelos de estudio que relacionan de manera más directa los 

glucocorticoides con la muerte neuronal por apoptosis o necrosis han sido el daño 

agudo isquémico, neurotoxicidad, envejecimiento y la aplicación exógena de 

hormonas (Gould, 1991). En la aplicación exógena de niveles suprafisiológicos del 

glucocorticoide la apoptosis es casi siempre aguda (Angelucci, 2000), lo mismo con 

corticosteroides sintéticos como la dexametasona (Haynes y cols. 2001; Haynes y 

cols. 2003). Sin embargo, además de este estudio, no existen otros reportes que 

vinculen condiciones de estrés social crónico como hacinamiento y USVs artificiales, 

con la muerte neuronal por apoptosis. 

Estos resultados están acordes con los hallazgos de otro experimento que 

estableció una relación indirecta entre estrés social y apoptosis; la exposición crónica 

a estrés por intimidación exacerbó el daño producido por isquemia, y disminuyó 

notablemente la expresión del gen antiapoptótico bcl-2, lo que demuestra la 

participación de mecanismos moleculares de neuroprotección ante eventos 
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isquémicos. Sin embargo, la originalidad del diseño utilizado en este estudio consiste 

en que permitió vincular directamente la condición estresante -de componentes 

sociales- con el daño neuronal. 

Hasta ahora las USVs artificiales como factor de estrés no habían sido 

relacionadas con procesos apoptóticos, aunque si se ha descrito que otros tipos de 

ruido producen apoptosis. El ruido crónico afectó las proteínas neurofilamentosas en 

neuronas hipocampales, incrementó la expresión de productos del gen c-Jun 

(importante en la iniciación de muerte neuronal) (Saljo y cols., 2001), y elevó los 

niveles de apoptosis (Saljo y cols., 2002). Sin embargo este ruido fue utilizado en 

niveles de alta intensidad entre los 198 y 202 dB, en comparación con el nivel 

intermedio-alto de 80-90 dB utilizado en este estudio. 

Hasta el presente se puede afirmar que este es el primer experimento que 

vincula ruido crónico de características sociales, con indicios de apoptosis en el 

hipocampo, sin embargo; debido a que no fueron analizadas otras regiones 

cerebrales, no es posible afirmar que ellas no resulten afectadas. Al tomar en 

consideración que la frecuencia del ruido ultrasónico utilizada en este experimento 

puede conllevar un significado social, no es posible afirmar que la apoptosis se debió 

-al menos en parte-, a las características sociales de comunicación del estímulo 

auditivo, o al simple efecto perturbador del ruido, para contestar a esta pregunta 

sería necesario reproducir en paralelo otros experimentos con frecuencias fuera de 

las de posible significado social. 

Por otra parte, en las ratas continúa incrementándose el número total de células 

granulares del hipocampo durante el primer año de vida (Bayer y cols., 1982), 

aunque la etapa principal de la neurogénesis sucede durante los primeros días 
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postnatales. Entre los días 1-21 posnatales se desarrolla la mayoría de las neuronas 

granulares hiopocampales y extienden sus axones (las fibras musgosas) para inervar 

las neuronas piramidales del área CA3 (Amaral y Dent, 1981), mientras que los 

periodos posnatales más importantes de desarrollo dendrítico y sináptico 

hipocampal, tienen lugar entre los días 4-12 y 11-25 respectivamente (Fricke y 

Cowan, 1977). 

Al considerar lo anterior, cabe la posibilidad de que la apoptosis observada 

haya sido producto de un retraso en el desarrollo normal de conexiones y 

sobrevivencia neuronal, sin que necesariamente implique daño en estructuras 

cerebrales parcialmente desarrolladas o maduras, tras una crisis catabólica. Es 

probable que este fenómeno de apoptosis sea el resultado de la combinación de 

ambos factores; pudo haberse alterado catabólicamente el desarrollo y la inervación, 

que se había completado el día 21 después del nacimiento y además puede haber 

ocurrido una interrupción o alteración del desarrollo sináptico y dendrítico que sucede 

de aquí en adelante. Sin embargo, no se estudiaron criterios morfológicos ni 

funcionales indicativos de maduración cerebral, como pudiera ser la evaluación de 

destrezas motoras (Gharbawie y Whishaw 2003), niveles de hormonas esteroideas 

(Terpstra y cols., 2003; Kezele y Skinner 2003), o las características de las 

interconexiones sinápticas y morfología de las diferentes clases de sinapsis (Amara! 

y Dent, 1981), ya que no fue motivo de este estudio analizar si se produjo retardo de 

la maduración cerebral. 

Las secreciones de glucocorticoides adrenales tienen un fuerte y conocido 

impacto sobre el desarrollo cerebral y la plasticidad del sistema nervioso (Brunson y 

cols., 2003), pueden afectar el desarrollo hipocampal al influenciar de manera directa 

o indirecta el balance de la neurogénesis y la apoptosis en muchas especies (Gould 
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y cols., 1991) tanto durante la etapa prenatal (Chao y McEwen, 1994) como la 

postnatal ((Bayer y cols., 1982; Greene y col, 2001 ). 

En cuanto a los resultados obtenidos de los demás grupos de ratas sometidas a 

estrés por hacinamiento o por hacinamiento y ruido, con el primero no se observó un 

número importante de neuronas que mostraran signos de apoptosis (colocalización 

de dos marcas) y tampoco existe ningún reporte que haya logrado relacionar este 

factor de estrés con apoptosis neuronal. Como sugieren los registros de 

corticosterona, el hacinamiento fue un estímulo con poco impacto a nivel neuronal, 

tal vez debido a que se produjo habituación, evidenciada por el descenso de los 

niveles de corticosterona urinaria (Fig. 3). 

Tampoco la exposición simultánea al hacinamiento y ruido provocó apoptosis 

en el hipocampo, probablemente la habituación al primero favoreció una adaptación 

al ruido, como lo muestran los niveles de corticosterona urinaria (Fig. 3). Hacia el 

final de los experimentos disminuyeron los niveles del glucocorticoide en este grupo, 

razón por la cual es posible suponer que las señales detectadas de apoptosis no 

dependieron del incremento de CORT. Debido a que la anexina es un indicador de 

apoptosis temprana, es posible que el proceso de muerte neuronal haya apenas 

empezado alrededor del momento en que fueron sacrificados los animales por 

perfusión intracardiaca al día 32 de edad para fijar su cerebro, y que por lo tanto la 

apoptosis esté relacionada con los niveles de CORT registrados al final de la etapa 

de recolección de muestras de orina. La regresión entre los niveles de corticosterona 

en las últimas muestras y el porcentaje de neuronas con señales de apoptosis 

corrobora esta suposición, ya que resultaron altos niveles de correlación entre ambas 

variables. Esta relación hace suponer que el incremento en los niveles de CORT 

pudo haber contribuido a provocar un retardo en la maduración cerebral, -durante la 
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cual normalmente se produce una etapa de remodelación mediada por apoptosis, 

aunque también puede haber resultado afectada la población neuronal madura. 

Esta suposición encuentra apoyo en el echo de que no se observaron células 

necróticas en ninguna de las preparaciones analizadas, provenientes de ratas 

controles y sometidas a las diferentes situaciones de estrés. Una posible explicación 

de esta ausencia de células en necrosis es por los efectos de los corticosteroides, 

que se han relacionado con daño apoptótico, 

El índice de apoptosis fue 10 veces menor en el DG que en la zona CA1, pero 

esto obedece a que el porcentaje de células con doble marcaje; anti Neu-N y anexina 

es una medida relativa resultante de dividir el número de neuronas inmunopositivas 

para anexina, entre el número total de neuronas/campo. Así, la frecuencia absoluta 

de neuronas en DG es mucho más alta, lo cual hace que se reduzca la frecuencia 

relativa de neuronas con señales de apoptosis. Sin embargo, este resultado también 

indica que el número de neuronas marcadas con anexina fue muy similar en las 

zonas CA1 y DG, independientemente de su diferente densidad de población 

neuronal. 

Finalmente, aunque en la mayoría de los estudios de apoptosis se requiere 

realizar diferentes tipos de técnicas para corroborar de manera confiable la 

ocurrencia de un proceso apoptótico, existen bastantes reportes de la literatura 

(Gould y cols., 1991; Reagan y McEwen, 1997; Almeida y col, 2000) que sugieren 

que la muerte neuronal por apoptosis está relacionada con niveles elevados de 

corticosteroides, lo cual constituye una de las propuestas en este experimento. 



85 
Discusión 

De todo lo anteriormente señalado es posible concluir que los GCs y el índice 

de neuronas en apoptosis estuvieron relacionados directamente, esto sugiere que la 

exposición a ruido semejante a USVs influyó para incrementar la muerte neuronal 

apoptótica programada en las zonas CA 1 y DG, como consecuencia del incremento 

de corticosterona. Este es el primer reporte que establece una firme vinculación entre 

el estrés generado por USVs, y neuronas con señales de apoptosis temprana en el 

hipocampo, sin poder demostrar si este efecto fue consecuencia de las 

connotaciones sociales de este tipo de ruido, o simplemente por el malestar causado 

por el mismo, -sin significancia social. 

Estudios del comportamiento. 

Campo de agujeros (Hale Board) y conducta exploratoria. 

Este instrumento fue diseñado para medir la conducta exploratoria de ratas y 

ratones, la parte central del campo de agujeros funciona de manera similar al área 

central de la prueba de campo abierto; en ella las ratas con mayor ansiedad prefieren 

la zona periférica a la central, al parecer con el propósito de resguardarse, aunque 

este comportamiento también puede indicar un déficit de atención (Lordi y cols., 

2000). Por lo tanto, para este estudio era de esperarse que los animales efectuaran 

una menor cantidad de visitas centrales, en comparación con las periféricas, lo cual 

depende de las situaciones previas a las que hayan estado expuestos. 

Por otro lado, el tiempo de movilidad refleja la excitabilidad de los individuos, 

variable que puede verse afectada por los niveles de estrés (de Kloet y cols., 2000). 

En este estudio, el análisis de los valores resultantes de las visitas centrales y el 

tiempo de movilidad reveló diferencias entre grupos, pero no hubo diferencias entre 

ellos par"! las demás variables estudiadas. Estos resultados del campo de agujeros 

indican que los sujetos pertenecientes a los cuatro grupos exploraron el campo en 
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forma semejante, pero con patrones distintos, en cuanto a su nivel de activación y al 

área explorada. 

Lo anterior puede interpretarse como un incremento en la ansiedad de los 

sujetos previamente sometidos a estrés, manifestado por un menor número de 

visitas centrales, este comportamiento ha sido observado en ratas expuestas al olor 

de gato (Zangrossi y File, 1992). Es fácil suponer que esta ansiedad se deba en gran 

parte al aumento de los niveles de corticosterona generados por la activación del eje 

HPA, puesto que ambos, hacinamiento y ruido, se encuentran relacionados con su 

elevación (Beckett y cols., 1996; Boranic y cols., 1982; Commissaris y cols., 2000; 

Neophytou y cols., 2000). 

Al exponer a los animales estresados a la situación novedosa inherente a esta 

prueba se observó un incremento en su excitabilidad, manifestada por un incremento 

en el tiempo de movilidad. Este incremento de la actividad locomotriz también ha sido 

previamente reportado como consecuencia de la elevación de niveles de COR en 

roedores (de Kloet y cols., 2000). 

En la mayoría de estudios sobre las consecuencias del estrés se ha reportado 

disminución de la conducta exploratoria (Takeda y cols., 1999; Tsuji y cols., 2000; 

Adamec, 2001), así mismo, puede provocarse la reacción opuesta por el uso de 

ansiolíticos, tras la confrontación con una situación estresante (Rowan y cols., 1990; 

Pokk y Zharkovsky, 1998). La mayoría de los experimentos sobre estrés y patrones 

de exploración se han realizado con el uso de modelos de estrés agudo de tipo no 

social y estos proponen que la ansiedad tiene una influencia importante sobre esta 

(Boranic y cols., 1982; Hessing y cols., 1993; Csermely y cols., 1995; Aioi, 2001), y 

ratas. Sin embargo; algunos autores sugieren que la disminución en la motivación 
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para la exploración no siempre está relacionada con los niveles de ansiedad 

(Adamec, 1990). 

Los estudios que relacionan estrés social y conducta exploratoria, sugieren 

también que el resultado es una tendencia a la inhibición de este comportamiento, se 

ha observado que el contacto visual con sujetos extraños, decrementa la actividad 

exploratoria en primates (Habib y cols., 2000) y que la exposición de vacas no 

estresadas a claves sociales en la orina de vacas estresadas reduce la exploración 

de objetos novedosos con los que se ponen en contacto (Boissy y cols., 1998). 

Además; el estrés social por enfrentamiento entre residentes e intrusos inhibe la 

actividad exploratoria en ratas (Heinrichs y cols., 1994). Sin embargo, en otros 

estudios de estrés por derrota social en ratas no se observaron estos cambios 

(Albonetti y Farabollini, 1994). Los resultados obtenidos de este estudio para 

actividad exploratoria difieren de la literatura revisada en el sentido de que ésta no se 

redujo, pues todos los grupos tuvieron la misma cantidad de visitas totales y la 

misma frecuencia relativa de visitas/min, pero con diferente distribución entre las 

zonas central y periférica. Es probable que la diferencia en estos resultados se deba 

a que el campo de agujeros evalúa un rango de dimensiones más amplio que otras 

pruebas, como la de campo abierto para medir la conducta exploratoria, aparte de 

que, hasta el momento no habían sido testados los mismos estímulos estresantes y 

mucho menos de manera sub-crónica. 

En la revisión bibliográfica realizada no fue posible identificar otro tipo de 

estudios que asocien el hacinamiento con estados de ansiedad o excitabilidad, a 

través del análisis de la conducta exploratoria. Sin embargo; en algunos estudios 

parecidos, el alojamiento en grupos (no necesariamente hacinamiento) provocó 

efectos opuestos, como decremento en la actividad general, o manifestaciones 
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distintas, como descenso en la exploración y tiempo dispensado en el área central 

(Faraday y cols., 1999), al respecto; es importante aclarar que estos resultados 

fueron obtenidos con el uso de la prueba de campo abierto, que ofrece un ambiente 

novedoso menos complejo que el campo de agujeros. 

Por su parte el ruido impredecible y predecible de intensidad moderada (68dB), 

disminuyó por igual la actividad exploratoria (Prior, 2002), aunque previamente otros 

experimentos demostraron la ausencia de efectos del ruido sobre el comportamiento 

en el campo de agujeros (Armario y cols., 1991). 

La posibilidad de que los cambios en la exploración (visitas centrales versus 

periféricas) y excitabilidad (tiempo de movilidad versus inmovilidad) estén 

relacionados con las diferencias observadas en el porcentaje de neuronas con signos 

de apoptosis en el hipocampo, parece poco probable; ya que, el grupo de ratas 

sometidas a estrés por ruido fue el único que mostró diferencias importantes en esta 

variable, y sin embargo, el resto de los animales estresados por hacinamiento o por 

hacinamiento y ruido mostraron cambios en dichos patrones de exploración. 

Lo anterior sugiere que la alteración conductual dependió del incremento en los 

niveles de glucocorticoides y la reacción fisiológica frente a cada una de las tres 

diferentes situaciones estresantes, ya que a pesar de que se produjo elevación 

variable de los niveles de corticosterona, en todos los animales se manifestaron 

alteraciones conductuales. Además; existen evidencias de que el déficit cognoscitivo 

generado por el estrés no necesariamente está relacionado con pérdida de neuronas 

en el hipocampo, lo más probable es que sucedan cambios más sutiles, -

evidenciables por modificaciones de la interconectividad sináptica (Sousa y cols., 

2000). 
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En resumen; no se dispone de otros artículos que hayan estudiado alteraciones 

en funciones cognoscitivas como memoria espacial y conducta exploratoria en 

animales sometidos a estrés social, ruido por USVs, o hacinamiento. La mayoría de 

las investigaciones sobre estrés y conducta exploratoria se han realizado con el uso 

de modelos de estrés agudo de tipo no social (Oitzl y de Kloet, 1992; Lupien y 

McEwen, 1997;Haller y cols., 1998; McEwen y cols, 1998; Raber, 1998), y solamente 

unas cuantas han empleado estrés social agudo en otras especies, en indívíduos 

adultos o simplemente se ha provocado estrés socíal de características diferentes a 

las de este estudio (Manuck y cols., 1991; Meerlo y cols., 1999; McCabe, 2000; 

Kovach y cols., 2001) 

En general; la mayor parte de los resultados obtenidos de diferentes estudios 

sugieren que, el estrés decrementa la actividad exploratoria y la movilidad en 

ambientes novedosos. Sín embargo, en este estudio el estrés social sub-crónico 

incrementó el tiempo de movilidad y se mantuvieron los niveles de exploración entre 

los tres diferentes grupos de ratas estresadas, aunque distribuidos de manera 

distinta, ya que aunque los grupos experimentales visitaron con menos frecuencia el 

centro de la tabla, pasaron el mismo tiempo en esta área que los controles (Fig. 5). 

Finalmente, no parece haber una relación directa entre el índice de neuronas 

hipocampales con signos de apoptosis y los cambios comportamentales y 

cognoscitivos, es más probable que estos hayan resultado por la desestabilización 

del eje HPA y su sistema de retroalimentación, así como por la elevación en los 

niveles circulantes de corticosteroides y otras hormonas. También es posible que las 

pruebas seleccionadas para este estudio no poseen la sensibilidad suficiente para 

hacer evidentes las alteraciones neuronales. 
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El laberinto acuático de Morris es una de las pruebas más usadas para evaluar 

el aprendizaje y la memoria espacial en roedores. Este tipo de memoria, por su 

relación con la estructura del hipocampo, constituye una analogía del sistema de 

memoria declarativa tan importante para los humanos. En general, se intenta 

detectar alteraciones en el aprendizaje, es decir durante la fase de entrenamiento, 

para evaluar la función mnemónica de adquisición del hipocampo; y cambios en la 

memoria, durante la fase de prueba, con el fin de medir la función de consolidación. 

Los hallazgos de este estudio revelaron un déficit en los procesos de 

adquisición; -las ratas de los grupos experimentales, independientemente de la 

situación estresante en las que se habían mantenido-, mostraron latencias de escape 

más altas que las ratas controles. Estas latencias de escape no disminuyeron a lo 

largo del entrenamiento, mientras que las latencias de animales controles 

disminuyeron progresivamente (Fig. 6). 

Por otra parte, las ratas experimentales también mostraron bajos puntajes 

durante la etapa de prueba, del tiempo que navegaron en el cuadrante donde se 

encontraba la la plataforma. Este hallazgo, no indica necesariamente una falla en los 

procesos de consolidación que vinculan hipocampo y corteza, ya que al no haber 

evidencia del proceso de adquisición, hubiera sido difícil encontrar algo distinto en la 

consolidación, es decir; que si no hubo aprendizaje, difícilmente habrá algo que 

memorizar, así; -no puede recordarse con precisión lo que no fue completamente 

aprendido-. 
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En una gran variedad de estudios, el estrés crónico, los glucocorticoides y las 

alteraciones del hipocampo producen déficit en la memoria y el aprendizaje espacial 

(Keenan y cols., 1995; McEwen y Sapolsky, 1995; McGaugh y cols, 1995; Lupien y 

McEwen, 1997; McEwen y cols, 1998; Raber, 1998; de Kloet y cols, 1999; McEwen, 

1999; de Kloet, 2000; McEwen, 2000). La estimulación aversiva social provoca 

resultados similares. Se ha observado un impedimento de la memoria y el 

aprendizaje espacial, con supresión de la L TP en el DG y decremento de la 

plasticidad hipocampal en ratas sometidas a estrés social crónico durante 21 días 

(Ma y cols., 2000). 

Al respecto; los resultados obtenidos de un estudio con estrés social crónico 

mostraron que, en algunos casos este tipo de estrés podía tener un fuerte impacto 

sobre las habilidades cognoscitivas evaluadas en el MWM, mientras que la 

administración de glucocorticoides no produjo estos mismos impedimentos (Bodnoff 

y cols., 1995). Sin embargo es necesario ser cautelosos con los efectos 

cognoscitivos del estrés social, pues Frisone y cols., (2002) observaron déficit en la 

ejecución del MWM alrededor del destete en ratas sometidas a aislamiento durante 

su infancia, ya que éstas mostraron un aprendizaje más rápido en la adultez, lo cual 

sugiere probabilidades de recuperación o incluso de rebasar los niveles previos de 

aprendizaje y memoria. 

De nuevo se hace notar que son escasos los estudios que relacionan los 

efectos nocivos del hacinamiento con la memoria declarativa o la memoria espacial. 

Existe un estudio en Drosophila, en el cual las condiciones de alojamiento, que 

incluían un exceso de individuos, disminuyeron las habilidades de memoria en 

pruebas para la mosca (Barth y Heisenberg, 1997). Por otro lado; en humanos, la 

densidad y número de personas tuvo efectos en percepción del medio ambiente, 
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pero no en la memoria (Leventhal y Matturro, 1980), estos resultados sugieren que 

en los estudios de hacinamiento debe permitirse que sucedan las condiciones 

nocivas asociadas (alimentación, carnaje, relaciones de sumisión), sin considerarles 

factores independientes, lo que no sucedió en este estudio. 

De manera similar; tanto el ruido como las USVs, han sido poco estudiados 

como estímulos adversos para afectar las funciones cognoscitivas, a este respecto 

se ha encontrado que el estrés agudo de intensidad media en ratas, con ruido de 105 

dB afectó la memoria de referencia y memoria espacial de trabajo, ambas funciones 

cognitivas son principalmente dependientes de corteza prefrontal, aunque en 

estrecha relación con el hipocampo (Arnsten y Goldman-Rakic, 1998). Finalmente, 

en humanos se evaluaron los efectos del ruido grabado de tráfico sobre tareas 

cognositivas de memoria y razonamiento espacial, lo que resultó en un deterioro 

agudo de estas (Belojevic y cols., 1992). 

El análisis de resultados permite inferir que el deterioro observado en el 

desempeño de los sujetos experimentales en el MWM (mayores tiempos de latencia 

de escape y menor tiempo en la zona de la plataforma) principalmente se debieron a 

los efectos fisiológicos del estrés, cuya potencia fue evaluada en este estudio a 

través de los niveles de CORT, sin relación con el índice de neuronas apoptóticas. 

Esta suposición encuentra apoyo en el hecho de que, todos los animales sometidos 

a estrés mostraron déficit del aprendizaje y la memoria espacial, mientras que sólo 

en los tejidos de ratas expuestas a ruido se observaron neuronas marcadas con 

anexina ·en cantidad significativa, además; como se mencionó anteriormente, el 

deterioro cognoscitivo por estrés y la muerte neuronal hipocampal no están 

necesariamente relacionados (Sousa y cols., 2000). 
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En resumen; en los sujetos expuestos a las tres diferentes condiciones de 

estrés; hacinamiento, USVs artificiales y la aplicación simultánea de ambas 

situaciones se observó un deterioro en su capacidad de aprendizaje y 

consecuentemente, en la memoria espacial. Esta dificultad ha sido previamente 

descrita en estudios con otros tipos de estrés, por la aplicación exógena de 

glucocorticoides, y en escasos estudios que utilizaron estrés social. 

El presente estudio es el primero que reporta deterioro cognoscitivo resultante 

de los modelos utilizados para generar estrés, sin relación aparente con el mayor 

índice de muerte neuronal en el hipocampo. Además, constituye un análisis muy 

completo del fenómeno del estrés, ya que involucra variables comportamentales, 

morfológicas y bioquímicas, usa un modelo que no es frecuente en la literatura, y que 

por sus características puede ser usado como una analogía cercana a la respuesta 

de estrés humana. Resultaría importante en el futuro cercano evaluar los efectos a 

largo plazo de este tipo de estrés aplicado durante el desarrollo de las ratas, ya que 

en este estudio se carece de elementos para determinar si las alteraciones serán 

permantes o si pueden revertirse naturalmente con el tiempo o bajo condiciones de 

estimulación inducida. 
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1. En análisis de la concentración de corticosterona urinaria reveló que las tres 

condiciones estresantes; hacinamiento, ruido o hacinamiento más ruido 

produjeron una elevación inicial, sin embargo; esta solamente persistió en 

el grupo de animales expuestos al ruido, en estos también se observó el 

mayor índice de neuronas en apoptosis. 

2. Las tres condiciones estresantes dificultaron la memoria espacial en el 

parapigma del laberinto acuático de Morris y alteraron los patrones de 

exploración; se produjo incremento de la excitabilidad y la ansiedad. 

3. Estos cambios conductuales se relacionaron con la elevación de los niveles 

de corticosterona, pero no con el índice apoptótico neuronal. 

4. En todos los animales recien destetados sometidos a las diferentes 

condiciones de estrés durante 10 días, se produjo retraso de su desarrollo 

corporal. 

5. El modelo de estudio utilizado y la combinación de técnicas morfológicas, 

bioquímicas y de comportamiento resultaron adecuados para evidenciar las 

consecuencias de este tipo de estrés subcrónico de características sociales; 

el estímulo aversivo más potente fue el ruido y no se produjo un efecto 

sumatorio del hacinamiento más el ruido. 
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