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RESUMEN 

 

Las experiencias durante las primeras etapas en la vida de los mamíferos son claves para el 

desarrollo adecuado del sistema nervioso y la organización de las respuestas 

comportamentales a largo de su vida. Entre estas experiencias, el estrés temprano y la 

calidad de los cuidados recibidos tienen un impacto significativo, afectando la ontogenia de 

las respuestas de estrés y miedo. En mi tesis de maestría demostré que la exposición de la 

madre y sus crías a individuos intrusos durante el posparto acelera las respuestas de miedo 

hacia un macho intruso en las crías, expresándose en el período de hiporrespuesta al estrés 

(HRE). Este período se caracteriza por la ausencia de respuestas comportamentales y 

endócrinas de miedo, así como por una falta de activación de áreas cerebrales relacionadas 

a su control. Sobre esta base, en esta tesis me propuse explorar si la respuesta de miedo de 

crías expuestas a machos intrusos se debe a una activación temprana de áreas neurales 

involucradas en el control del miedo. Para ello determiné la expresión de c-Fos en áreas 

implicadas con la regulación del miedo de crías previamente expuestas a machos intrusos, y 

de crías dentro y fuera del período HRE en una prueba de miedo. Observamos que la 

convivencia con un macho intruso, durante el período de HRE, indujo las respuestas de 

miedo y la activación temprana de áreas como el núcleo paraventricular (NPV), los sub-

núcleos de la amígdala y el hipotálamo ventromedial, con un patrón de activación que difirió 

entre sexos. En este sentido, las crías hembras expuestas a machos intrusos presentaron un 

patrón menor de activación, pero semejante al observado en crías hembras fuera del período 

de HRE. En tanto, las crías machos expuestas a machos intrusos presentaron niveles de 

activación similares a las crías de 14 días de edad a nivel del NPV pero no así en el resto de 

las áreas analizadas. Estos resultados sugieren que la activación temprana del circuito que 

habilita a la respuesta comportamental varía con la edad y el sexo de las crías.  

 

En estudios previos observamos que la emisión de ultravocalizaciones por parte de las crías, 

conducta que promueve el acercamiento de la madre cuando están aisladas o alejadas del 

nido, no se ve afectada por la exposición adversa. Sin embargo, desconocemos si otros 

comportamientos relevantes para la supervivencia de las crías, como el reconocimiento del 

nido materno, podrían estar afectados por esta experiencia. Por lo tanto, examiné si la 

exposición a macho intruso afecta la capacidad de reconocimiento del nido de las crías. Las 

crías no alteraron su capacidad de reconocer el nido materno pero las crías hembras 
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redujeron su permanencia en el área con viruta de nido en relación a la de los machos, 

sugiriendo que son más sensibles a los efectos de esta experiencia. 

 

Las crías pueden aprender y retener memorias tempranas, pero no se sabe si la madre 

puede influir en el aprendizaje de eventos adversos por parte de las crías. La exposición 

prolongada a una hembra adulta desconocida durante la lactancia nos brinda la oportunidad 

de explorar este problema. Aunque esta exposición altera el comportamiento de la madre y 

la hace más agresiva, no genera respuestas de miedo en las crías, incluso si están fuera del 

período HRE. Dado el fuerte impacto que la madre tiene en el desarrollo cognitivo y 

emocional de las crías, nos preguntamos si la exposición prolongada de la díada a una 

hembra adulta en proestro, que no es un estímulo innato de miedo, pero es aversivo para la 

madre, resulta en que las crías desarrollen una respuesta de miedo a través de un proceso 

de aprendizaje mediado por la madre. Para investigar esto, examiné si la exposición a 

hembras intrusas en proestro induce el miedo en las crías, y si administrar agentes 

amnésicos revierte esta respuesta en las crías expuestas a la hembra en proestro. 

Observamos que la exposición a hembra intrusa habilitó procesos de aprendizaje aversivo en 

las crías hembras, pero no en los machos y que la administración de un inhibidor de la 

síntesis proteica bloquea dichas respuestas, sugiriendo que la madre, a través de su 

comportamiento, es clave para inducir comportamientos de miedo frente a potenciales 

peligros, incluso en el período de HRE.  

 

En conclusión, esta tesis ilustra cómo el sistema nervioso de individuos neonatos es sensible 

variaciones en el ambiente, intermediadas por la madre, que modulan su desarrollo de forma 

compleja y específica de acuerdo a factores externos -como la naturaleza del intruso- e 

internos -como el sexo y la edad-, abriendo un abanico de preguntas, desde cuáles son los 

mecanismos específicos que subyacen la influencia del ambiente hasta el posible significado 

biológico de los cambios en el desarrollo observados.  
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i. ANTECEDENTES 
 

Adversidad temprana y desarrollo del sistema nervioso 

En mamíferos, los períodos tempranos de la vida, los primeros días, meses o años, según 

cada especie, constituyen momentos críticos para el desarrollo del sistema nervioso (SN) 

(Avishai-Eliner et al., 2002). Es durante estos períodos donde ocurre una maduración de los 

sistemas sensoriales y motores, que se asocia a procesos de organización y diferenciación 

neuronal así como a eventos de remodelación topográfica de las conexiones neuronales, 

tanto a nivel cortical como subcortical (Coggeshall et al., 1994; Plenderleith et al., 1992).  

 

Numerosos estudios han demostrado que durante esta etapa, el ambiente en el que se 

desarrollan los individuos ejerce un impacto crucial en la maduración de la estructura y la 

función del SN (Korosi et al., 2012; Korosi & Baram, 2009; Loman et al., 2010; Lucassen 

et al., 2013). Por ejemplo, muchos de los cambios estructurales y funcionales mencionados 

están modulados por la experiencia, demostrando que durante el período perinatal el SN es 

altamente susceptible a la “programación” del medio (Meaney & Szyf, 2005). Entre las 

influencias ambientales que programan al organismo en desarrollo se encuentran el 

ambiente uterino, el estrés temprano, la disponibilidad de recursos, los cuidados recibidos, 

entre otros (Avishai-Eliner et al., 2002; Breton et al., 2024; Ivy et al., 2008; Levine, 1994; 

Uriarte et al., 2008). Precisamente estas características llevan a que experiencias adversas 

durante etapas tempranas de la vida, provoquen cambios en la fisiología y organización de 

las respuestas comportamentales, que pueden perdurar en el tiempo y ser observadas 

incluso en individuos adolescentes y adultos (Agrati & Lonstein, 2016; do Prado et al., 2016; 

Russell et al., 2018). 

 

En nuestra especie, evidencia creciente muestra que experiencias tempranas de estrés 

tienen como consecuencia un aumento de la vulnerabilidad a enfermedades psiquiátricas y 

trastornos cognitivos (Heim & Nemeroff, 2001; Korosi et al., 2012; Lupien et al., 2009). Por 

ejemplo, niños víctimas de abuso físico o de abandono emocional presentan un mayor riesgo 

de trastornos de depresión o ansiedad cuando adultos (Agrati et al., 2015; Agrati & Lonstein, 

2016). Por otro lado, variaciones en los comportamientos de cuidado recibidos modulan el 

impacto de un ambiente aversivo sobre el desarrollo emocional y cognitivo de los niños 

(McLoyd, 1998). Por ejemplo, individuos provenientes de familias con altos puntajes en 
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escalas de vínculo parento-filial presentan una mayor resiliencia frente a situaciones de 

estrés crónico (Gunnar et al., 2015; J. Smith & Prior, 1995). 

 

En otras especies, incluyendo animales de laboratorio, también se ha observado que 

situaciones de estrés durante el período postnatal temprano contribuyen a la etiología de 

una gran variedad de alteraciones del neurodesarrollo, comportamentales y cognitivas (van 

Winkel et al., 2013; Zuluaga et al., 2014).  

 

En conjunto, resultados de estudios clínicos y una gran cantidad de evidencia experimental 

proveniente de modelos animales, apoyan la hipótesis de que el estrés temprano puede 

provocar "cicatrices" funcionales en las áreas prefrontales y límbicas del cerebro, regiones 

esenciales para el control emocional y los procesos de aprendizaje y memorias (Bock et al., 

2014). 

Exposición prolongada a macho intruso como modelo de estrés 

Desde hace varias décadas se han validado modelos experimentales utilizando ratas de 

laboratorio para el estudio de las variaciones en el ambiente postnatal temprano y sus 

efectos en el desarrollo (Levine, 1956, 1957, 1962). En esta especie altricial, las crías nacen 

con un escaso grado de desarrollo y limitadas capacidades sensoriales, motoras y de 

termorregulación, por lo que dependen exclusiva y necesariamente de los cuidados y la 

alimentación brindada por la madre. Durante los primeros días de vida, las crías permanecen 

con los ojos y pabellones auriculares cerrados, por lo que el olfato es el sistema sensorial 

fundamental para su orientación y la búsqueda de su madre (Leon & Moltz, 1972; Rincón-

Cortés & Grace, 2022; Schwob & Price, 1984). Así, el repertorio comportamental de las crías 

durante este período se centra en mantener el contacto físico con su madre (Jans & Leon, 

1983; Noirot, 1972), guiadas por los olores maternos, especialmente aquellos originados en 

el nido (Tong et al., 2014; Varendi et al., 1996).  

 

Además de proveer de estos cuidados imprescindibles para la supervivencia de las crías, la 

madre es su principal fuente de estimulación sensorial y proveedora de información del 

ambiente, modulando su desarrollo cognitivo y emocional a través su comportamiento 

maternal (Champagne et al., 2003; Cirulli et al., 2003; Coutellier et al., 2008; Levine, 1994; 

Mashoodh et al., 2009; McLeod et al., 2007; Uriarte et al., 2007; C.-D. Walker et al., 2004). 
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Debido a estas características, varios modelos experimentales se basan en la disrupción de la 

interacción madre-crías para estudiar las consecuencias de cambios en el ambiente postnatal 

temprano sobre el desarrollo emocional y cognitivo en la etapa adulta. Estas intervenciones 

incluyen separaciones por períodos cortos o prolongados, entre los que se encuentran los 

modelos de separación maternal (Liu et al., 2000; Plotsky & Meaney, 1993) y la 

manipulación postnatal o handling (Meaney et al., 1989; Raineki et al., 2014; Viau et al., 

1993). 

 

Aunque los resultados obtenidos por los numerosos grupos que implementaron estos 

modelos son consistentes y fundacionales (Levine, 1957; Raineki et al., 2014), recientemente 

han sido cuestionados por su escasa validez etológica, ya que constituyen intervenciones 

experimentales alejadas de lo que ocurriría en el ambiente natural de estos animales 

(Alberts, 1994; Molet et al., 2014). En respuesta a estas inquietudes han surgido modelos 

más etológicos de adversidad temprana, como la escasez de recursos, la exposición al olor 

de depredadores, la exposición a estresores sociales y a ambientes inestables (Adamec & 

Shallow, 1993; Ivy et al., 2008; Lau & Simpson, 2004; Moles et al., 2004; Moriceau et al., 

2009; Nephew & Bridges, 2011). 

 

Entre ellos, se destaca el modelo de exposición a un adulto intruso, originalmente creado por 

Lau& Simpson (2004), que ha sido la base del modelo que validamos y empleamos en 

nuestro laboratorio desde mi trabajo de tesis de maestría (Zuluaga et al., 2014). Este 

modelo consiste en introducir un co-específico adulto intruso en la caja materna en el 

postparto temprano, durante el ciclo de luz, por un período de 8 horas durante cuatro días 

consecutivos. Durante la exposición, el individuo intruso permanece en una jaula de malla de 

alambre para evitar el contacto físico con la madre o las crías.  

 

Esta exposición prolongada de la díada madre-crías reduce la eyección de leche materna 

luego de la exposición (Lau & Simpson, 2004), disminuye la frecuencia en que la hembra 

amamanta y promueve la expresión de agresión maternal hacia el intruso (Nephew & 

Bridges, 2011; Zuluaga et al., 2014). A su vez, se ha reportado que tanto una exposición 

única a un macho intruso durante la fase de luz, como una exposición repetida a viruta sucia 

proveniente de cajas de machos adultos, provocan una respuesta de corticosterona (CORT) 

en las hembras lactantes (Deschamps et al., 2003; Moles et al., 2004). 
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Tanto la intensidad de la agresión maternal como de la respuesta endocrina de estrés de la 

madre varían dependiendo del tipo de intruso al cual es expuesta. Así, mientras un macho 

adulto intruso provoca agresión maternal (Ferreira & Hansen, 1986) y respuesta endócrina 

de estrés en las madres (Deschamps et al., 2003), las hembras intrusas inducen respuestas 

agresivas sin alterar la hiporrespuesta del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HHA) propia de 

las hembras lactantes (Neumann, 2001).  

Respuesta de miedo de las crías frente a estímulos aversivos durante la etapa 

postnatal temprana 

Desde el día 4 al día 12 de edad, las crías de rata presentan un período de hiporrespuesta al 

estrés (HRE) (Levine, 2001; Moriceau et al., 2004; Suchecki et al., 1995; Takahashi, 1992b). 

Durante este período, las respuestas comportamentales de miedo y endócrinas de estrés 

varían dependiendo de la situación aversiva a la que se exponga a la cría (Moriceau et al., 

2004; Suchecki et al., 1995; Takahashi, 1992b; C. D. Walker et al., 1991; C.-D. Walker et al., 

2004). Así, en crías de 8 días de edad, estresores emocionales, como una breve y única 

exposición a un macho adulto, no provocan una respuesta comportamental de miedo 

(Moriceau et al., 2004; Takahashi, 1992b; C. Wiedenmayer, 2001), ni la activación del eje 

HHA (Takahashi, 1992a, 1992b)o de áreas del SN involucradas en el control del miedo 

(Moriceau et al., 2004; Takahashi et al., 2005; C. Wiedenmayer, 2001). Sin embargo, 

algunos estresores físicos, como la inyección de histamina o la exposición a éter, provocan 

una respuesta del eje HHA (Suchecki et al., 1995; C. D. Walker et al., 1991) durante el 

período de HRE. 

 

Una vez finalizado este período, las crías presentan las respuestas de miedo características 

de esta especie frente a estímulos aversivos emocionales, como el olor de zorro o de rata 

macho adulta, exhibiendo una disminución de la emisión de ultravocalizaciones (USV) y un 

aumento del tiempo en inmovilidad (TTI), que se acompañan de la activación del eje HHA 

(Takahashi, 1992a, 1992b). Ambos comportamientos reducen la probabilidad de que la cría 

sea detectada por depredadores en un período en el cual aumenta su actividad locomotora, 

por lo que la probabilidad de encontrarse con un depredador sin la protección materna se 

incrementa (Mennella & Moltz, 1988). Esta respuesta de miedo se define como una 

respuesta innata ya que surge de manera natural frente a situaciones o estímulos específicos 

que representan un peligro potencial para la supervivencia del animal, como depredadores o 

situaciones de peligro, sin necesidad de experiencias previas que los desencadenen y son 
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parte crucial de los mecanismos de supervivencia de la especie (Takahashi, 1992a, 1992b). 

De forma interesante, esta reacción de miedo es específica hacia los machos adultos 

desconocidos (Takahashi, 1992a, 1992b), ya que no se observa una reducción de la emisión 

de USV ni un aumento en el TTI cuando crías de 14 días se exponen a hembras adultas en la 

fase de proestro de su ciclo estral (Zuluaga et al., 2014). 

 

La respuesta de miedo frente a estímulos aversivos emocionales se asocia con la activación 

del circuito neural de miedo en adultos (Charney et al., 1998a, 1998b; Takahashi, 2014). 

Tanto estudios con lesiones o estimulación de áreas, como otros que analizaron la activación 

de áreas neurales frente a situaciones aversivas, indican que el núcleo paraventricular del 

hipotálamo (Canteras et al., 1997; Dent et al., 2000), el hipotálamo ventromedial(Esteban 

Masferrer et al., 2020; Silva et al., 2013), la amígdala (Chen et al., 2006; LeDoux, 2000; 

Moriceau et al., 2004)y el hipocampo (D. C. Blanchard et al., 2005; R. J. Blanchard & 

Blanchard, 1972)estarían implicados en el control del miedo. En crías de 14 días de edad, se 

ha asociado la expresión de c-Fos, a nivel del núcleo paraventricular del hipotálamo y la 

amígdala a la expresión de respuestas de miedo (Takahashi et al., 2005; C. Wiedenmayer, 

2001). Sin embargo, aún resta por determinar si otras áreas vinculadas a la respuesta de 

miedo en individuos adultos también están involucradas en el control de la respuesta de 

miedo en crías. 

 

La actividad del circuito neural y la respuesta comportamental de miedo dependen de la 

actividad del eje HHA, incluso en crías neonatas. Así, la administración exógena de CORT 

provoca la activación temprana de la amígdala en las crías (Moriceau et al., 2004), mientras 

que la adrenalectomía impide su activación fuera del período de HRE y por ende la expresión 

de miedo (Takahashi et al., 2005). La estimulación táctil que reciben las crías durante los 

cuidados maternos es la principal responsable de mantener los niveles de CORT bajos en las 

crías durante el período de HRE (M. Schmidt et al., 2004; Suchecki et al., 1993, 1995; van 

Oers et al., 1998). A su vez, si crías de 9 días de edad son separadas de su madre durante 

24 h, se potencia la respuesta de adrenocorticotrofina (ACTH) y de CORT frente a un 

estresor físico, tal como la inyección de solución salina hipertónica (Suchecki et al., 1995).  

 

Es posible inducir respuestas precoces de miedo en las crías de forma más ecológica, sin 

utilizar procedimientos farmacológicos, a través de manipular el ambiente temprano. En este 

sentido, en mi tesis de maestría, demostré que la exposición temprana de la díada madre-

crías a individuos intrusos, como machos y hembras en proestro, altera el comportamiento 
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maternal y provoca el despliegue de agresión maternal en las ratas madres. El 

comportamiento alterado de la madre promueve, a su vez, la expresión temprana de 

respuestas de miedo en crías de 8 días de edad (Zuluaga et al., 2014). En tanto, aquellas 

condiciones experimentales que no alteran el comportamiento maternal, como la exposición 

a machos conocidos y al olor a macho, no afectan las respuestas de miedo de las crías. A 

partir de estos resultados postulé que las alteraciones en el comportamiento de la madre 

podrían estar en la base de la expresión temprana del miedo en las crías (Zuluaga et al., 

2014). Esta respuesta prematura de miedo estaría mediada por las mismas áreas neurales 

que regulan la respuesta de miedo en individuos de mayor edad. Hasta el momento, sin 

embargo, desconocemos si ocurre una activación temprana de estas áreas. 

Experiencias tempranas y procesos de aprendizaje y memoria en crías 

Desde hace varias décadas se ha determinado que, aún antes del nacimiento, las crías son 

capaces de detectar diferentes olores, de aprender por asociación y de adquirir y retener 

memorias tempranas a largo plazo (Gruest et al., 2004; Hoffmann et al., 1987; Kehoe & 

Blass, 1986; Mouly & Sullivan, 2010). Esta capacidad les permite adquirir una preferencia por 

el olor de la madre y el nido (Caza & Spear, 1984; Kojima & Alberts, 2009), así como 

distinguir a su madre de otras hembras lactantes (Leon, 1975). En particular, en las especies 

altriciales de roedores, aprender y reconocer el olor del nido materno permite las 

interacciones de las crías con su madre, incluyendo las respuestas de acercamiento y la 

sujeción del pezón para permitir el amamantamiento (Pedersen et al., 1982; Sullivan & Leon, 

1986), una capacidad fundamental para asegurar su supervivencia y desarrollo.  

 

La estimulación materna, fuente principal de estimulación y de información del medio 

durante el período postnatal temprano, modula el aprendizaje de las crías. Por ejemplo, el 

lamido de las crías durante el proceso de nacimiento refuerza el aprendizaje del olor del 

líquido amniótico y condiciona a las crías a nuevos olores maternos postnatales (Raineki 

et al., 2010). En este sentido, la exposición de las crías a un olor nuevo mientras reciben una 

estimulación táctil artificial, que imita el lamido materno, provoca una fuerte preferencia por 

este olor (Raineki et al., 2010; Sullivan & Wilson, 1991). 

 

Consecuentemente, cambios en el comportamiento maternal como los asociados a la 

disrupción de la interacción madre-crías, ya sea por períodos cortos o prolongados, tienen 

consecuencias negativas sobre los procesos de aprendizaje y memoria olfativas (do Prado 
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et al., 2016; Garcia et al., 2013; McEwen, 2000). En este sentido, se ha reportado que la 

separación maternal provoca déficits en la memoria (do Prado et al., 2016; Garcia et al., 

2013), así como alteraciones en los procesos moleculares implicados en la plasticidad neural 

de áreas cerebrales involucradas en los procesos de aprendizaje y memoria (McEwen, 2000). 

Hasta el momento se desconoce si la exposición a macho intruso, situación que también 

altera la interacción madre-crías, afecta la memoria olfativa de crías, en particular, el 

reconocimiento del olor al nido materno.  

 

Por otra parte, dada la importancia del comportamiento de la madre como fuente de 

estimulación e información del medio (Champagne et al., 2003; Cirulli et al., 2003; Coutellier 

et al., 2008; Levine, 1994; Mashoodh et al., 2009; McLeod et al., 2007; Uriarte et al., 2007) 

y la capacidad de aprender de las crías neonatas (Gruest et al., 2004; Hoffmann et al., 1987; 

Kehoe & Blass, 1986; Mouly & Sullivan, 2010), es posible que la madre pueda mediar 

procesos de aprendizaje vinculados a evitar estímulos o situaciones adversas. En humanos, 

los bebés son capaces de regular su comportamiento en situaciones nuevas utilizando la 

expresión emocional del cuidador, proceso que se conoce como referencia social (Murray 

et al., 2008). Los bebés son especialmente receptivos a la comunicación del cuidador 

durante las amenazas (Boyer & Bergstrom, 2011; Carver & Vaccaro, 2007; Vaish et al., 

2008). Esta capacidad permite desarrollar estrategias de supervivencia eficientes, ya que los 

individuos en desarrollo deben aprender las amenazas ambientales específicas que 

desencadenan el miedo de los padres (Dias & Ressler, 2014). 

 

Las crías de rata también aprenden a evitar situaciones negativas en fases tempranas de su 

desarrollo. Por ejemplo, a los 3 días de edad aprenden a evitar el consumo de leche de un 

pezón artificial asociado con el malestar inducido por litio (Gruest et al., 2004; Languille 

et al., 2008, 2009). Sin embargo, se desconoce si las madres son capaces de promover un 

condicionamiento negativo hacia estímulos neutros en crías a temprana edad. Nos 

preguntamos si las crías son capaces de desarrollar una respuesta de miedo adquirida como 

resultado de la exposición repetida a un estímulo que se asocia con una experiencia negativa 

o aversiva. Este tipo de respuesta se forma a través del condicionamiento, donde un 

estímulo neutral llega a evocar una respuesta de miedo debido a su asociación con un 

estímulo aversivo. Por ejemplo, si un ratón es expuesto repetidamente a un sonido fuerte 

seguido de una descarga eléctrica, eventualmente asociará el sonido con el peligro y 

mostrará una respuesta de miedo ante ese sonido específico, como congelarse o huir. Esta 

respuesta de miedo adquirida es un mecanismo de supervivencia que ayuda a los animales a 
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evitar situaciones potencialmente peligrosas en el futuro (Rosen, 2004). La exposición 

prolongada a un intruso no aversivo para la cría durante el período de HRE podría constituir 

un buen modelo para responder esta pregunta, dada la alteración reportada en el 

comportamiento de la madre. Si bien un macho adulto es un estímulo social con valor 

aversivo para las crías luego del período de HRE, una hembra adulta no provoca respuestas 

de miedo en las crías incluso fuera de este período (Brunelli et al., 1998; Zuluaga et al., 

2014). Por este motivo, una hembra adulta puede ser considerada un estímulo social neutro 

para las crías, tanto dentro como fuera del período de HRE, pero aversivo para las madres, 

ya que altera el comportamiento de la madre e induce agresión maternal (Zuluaga et al., 

2014).  

 

La capacidad de memorizar y de recordar eventos depende de modificaciones que esos 

eventos inducen en el SN. Los cambios dinámicos en el tiempo, como la transición de un 

recuerdo lábil a corto plazo a un recuerdo estable a largo plazo, se conoce como proceso de 

consolidación de la memoria (H. P. Davis & Squire, 1984; Dudai et al., 2015; Kandel et al., 

2014; McGaugh, 1966).A su vez, cuando una memoria consolidada se reactiva, vuelve a ser 

temporalmente lábil y necesita ser reconsolidada para almacenarse como una memoria a 

largo plazo disponible para su posterior recuperación (Bevilaqua et al., 2008; Dudai et al., 

2015; Nader, 2003; Nader et al., 2000). Ambos procesos de consolidación y reconsolidación 

requieren de la síntesis de proteínas a novo en las neuronas para estabilizar la memoria 

adquirida o recuperada y volverla a almacenar (H. P. Davis & Squire, 1984; Dudai et al., 

2015; Nader et al., 2000). Por ejemplo, utilizando el paradigma de aversión condicionada al 

sabor ya mencionado, Gruest y colaboradores (2004) observaron que la administración de 

inhibidores de la síntesis proteica, como la anisomicina, bloquea el proceso de 

reestabilización de la memoria haciendo desaparecer el comportamiento de evitación cuando 

las crías son re-expuestas al estímulo condicionado. Este resultado evidencia que el proceso 

de reconsolidación de la memoria está presente en crías (Gruest et al., 2004; Languille et al., 

2008, 2009). En base a estos antecedentes podemos hipotetizarque si la respuesta de miedo 

frente a hembras desconocidas responde a la evocación de una memoria de miedo hacia la 

hembra, existirá un proceso de reconsolidación de la misma sensible a manipulaciones 

farmacológicas. 

Diferencias sexuales en el efecto de las variaciones en el ambiente temprano 

Si bien inicialmente los estudios sobre los efectos de las intervenciones tempranas se 

llevaron a cabo principalmente en machos, en los últimos años ha surgido la necesidad de 
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considerar el sexo como una variable biológica en este tipo de estudios. Así, muchos 

investigadores coinciden en que para comprender el amplio espectro de efectos que inducen 

las experiencias tempranas y los ambientes adversos en los individuos es imprescindible 

estudiar machos y hembras (Bath, 2020). 

 

La incorporación de esta variable al análisis se basa en los efectos dependientes del sexo en 

las respuestas de estrés y aprendizaje tanto en intervenciones experimentales clásicas, como 

la separación o manipulación neonatal (Angelucci et al., 1983; Raineki et al., 2009, 2014), 

como en abordajes más etológicos, como la exposición a depredadores, intrusos o 

modificaciones de la composición familiar temprana (D’Andrea et al., 2010; Uriarte et al., 

2008, 2009; Zuluaga et al., 2014).  

 

De acuerdo a estos antecedentes, y debido a que los procesos de maduración de circuitos de 

miedo varían de acuerdo al sexo de los individuos (Bock et al., 2014), es posible suponer que 

el patrón de activación de las áreas neurales involucradas en la organización de las 

respuestas de miedo difiera entre crías machos y hembras en nuestro modelo.  

 

Siguiendo este razonamiento, y tomando en cuenta que diversos trabajos que evalúan 

diferentes tareas de memoria reportan resultados disímiles en el desempeño de machos y 

hembras expuestos a experiencias adversas (Bath et al., 2017; Biala et al., 2011; Heck & 

Handa, 2019; Molet et al., 2016; Winkelmann-Duarte et al., 2007; Xu et al., 2022; Zuena 

et al., 2008), es posible suponer que la exposición a individuos intrusos en nuestro modelo 

provocará efectos diferentes de acuerdo al sexo. 
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Planteamiento del problema e hipótesis 

Se ha reportado que experiencias adversas en el postparto temprano, particularmente si son 

persistentes, afectan no solo el funcionamiento del SN y el comportamiento de la madre, 

sino la capacidad de su descendencia para responder a situaciones de riesgo o estrés a lo 

largo del desarrollo (Baracz et al., 2020; Bölükbas et al., 2020; C. D. Smith & Lonstein, 

2008). En este sentido, los resultados de mi tesis de maestría (Zuluaga et al., 2014) y otros 

estudios (Moles et al., 2004; Moriceau et al., 2006) muestran que la exposición repetida de 

la madre y su camada a un macho intruso, estímulo social aversivo para la madre, durante 

los primeros días del período postparto, afecta la ontogenia de las respuestas de miedo de 

las crías ante un macho adulto, acelerando la expresión de esas respuestas. Este fenómeno 

es particularmente interesante debido a que la expresión de respuestas de miedo innatas 

ocurre en el período de HRE, que se caracteriza por la ausencia de respuestas 

comportamentales y endócrinas de miedo (Moriceau et al., 2004; Takahashi, 1992b), así 

como por una falta de activación de áreas cerebrales relacionadas a su control (C. 

Wiedenmayer, 2001). Sobre esta base, en el primer capítulo de esta tesis me pregunté si 

la respuesta de miedo en crías, expuestas a machos intrusos con sus madres, induce la 

activación temprana de áreas neurales involucradas en el control del miedo. 

 

Por otro lado, es sabido que experiencias adversas tempranas para las crías afectan el 

reconocimiento del olor a nido materno, un aprendizaje olfativo fundamental para su 

supervivencia (do Prado et al., 2016; Garcia et al., 2013; McEwen, 2000). Sin embargo, 

desconocemos si la exposición a machos intrusos, en los primeros días postnatales, altera las 

memorias tempranas olfativas asociadas al reconocimiento del nido materno en las crías una 

vez finalizada la exposición. En base a esta evidencia, en el segundo capítulo de la tesis 

exploré si la exposición repetida a machos intrusos en la jaula materna afecta el aprendizaje 

olfativo en las crías una vez concluida la exposición adversa.  

 

Las crías son capaces de aprender y retener memorias tempranas (Gruest et al., 2004; 

Hoffmann et al., 1987; Kehoe & Blass, 1986; Languille et al., 2008, 2009). Sin embargo, aún 

se desconoce si la madre puede influir en el aprendizaje de eventos adversos por parte de 

las crías. La exposición prolongada a una hembra adulta desconocida durante la lactancia 

ofrece una oportunidad para investigar esta pregunta, ya que altera el comportamiento de la 

madre e induce agresión maternal, pero no provoca respuestas de miedo en las crías, incluso 

si se encuentran fuera del período HRE (Brunelli et al., 1998; Zuluaga et al., 2014). Nos 
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preguntamos si el comportamiento alterado de la madre, por la exposición repetida a una 

hembra en proestro, genera respuestas de miedo hacia hembras en las crías, como resultado 

de un proceso de aprendizaje. Si la respuesta de miedo de estas crías se debe a un proceso 

de memoria asociado al comportamiento alterado de la madre hacia el intruso, esta 

respuesta podría verse alterada por agentes amnésicos. De acuerdo con lo expuesto, el 

tercer capítulo de esta tesis pretende determinar si las crías son capaces de desarrollar 

una respuesta de miedo hacia un estímulo social aversivo para las madres, pero no aversivo 

para las crías, a través de un proceso de aprendizaje dependiente del comportamiento de la 

madre.  

 

Dado el gran cuerpo de evidencia que muestra que los efectos de las variaciones en la 

experiencia temprana y el estrés pueden variar de acuerdo al sexo de los individuos (Bath 

et al., 2017; Biala et al., 2011; E. P. Davis et al., 2017; Heck & Handa, 2019; Molet et al., 

2016; Winkelmann-Duarte et al., 2007; Xu et al., 2022; Zuena et al., 2008), en los tres 

capítulos de la tesis se evaluaron crías machos y hembras. 

 

En base a lo expuesto, postulamos la siguiente hipótesis general de trabajo: 

 

Las experiencias adversas para la madre durante el postparto temprano 

afectan el desarrollo neural, emocional y cognitivo de sus crías. 

 

A partir de esta hipótesis general surgen las siguientes hipótesis específicas que serán 

abordadas en cada capítulo de esta tesis: 

Hipótesis Capítulo I 

Las respuestas de miedo de las crías durante el período de hiporrespuesta al estrés, 

generadas por la exposición de la díada madre-crías a un macho intruso, se asocian a la 

activación temprana de áreas neurales que integran el circuito relacionado al control del 

miedo. 

Hipótesis Capítulo II 

La exposición de la díada madre-crías a un macho intruso durante el período de 

hiporrespuesta al estrés afecta el reconocimiento del olor del nido materno por parte de las 

crías luego de la experiencia adversa. 
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Hipótesis Capítulo III 

Las crías son capaces de expresar respuesta de miedo frente a un estímulo social no innato 

de miedo en el período del hiporrespuesta al estrés, como consecuencia de un proceso de 

aprendizaje mediado por la madre. 

 

Esta tesis se organiza en 6 capítulos. En el primer capítulo i) Antecedentes, 

Planteamiento del problema e hipótesis, se introducen los antecedentes generales y 

específicos de este estudio, se plantea el problema de investigación a abordar y se presentan 

las hipótesis de trabajo. En un segundo capítulo ii) Metodología general, se describen los 

materiales y métodos generales utilizados para los distintos abordajes experimentales. A 

continuación, en los capítulos experimentales iii) Capítulo experimental I, iv) Capítulo 

experimental II y iv) Capítulo experimental III, se desarrollan los experimentos que 

pretenden responder a las hipótesis planteadas y en cada uno de ellos se discuten los 

resultados obtenidos. El análisis y la discusión en conjunto de los tres capítulos 

experimentales se aborda en el capítulo v) Discusión general, mientras que las 

perpectivas y contribuciones surgidas a partir de esta tesis se encuentran en el capítulo vi) 

Perpectivas y Contribuciones. Finalmente, se agregan dos anexos, el ANEXO I en 

dondese explora si la exposición a macho intruso modifica el comportamiento maternal, la 

agresión maternal y la ansiedad experimental de las madres, considerando que experiencias 

adversas en el posparto temprano también pueden afectar el estado emocional de la madrey 

en el ANEXO II se adjunta la publicación surgida hasta el momento de esta tesis. 
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ii. METODOLOGÍA GENERAL 

 

ANIMALES 

Se utilizaron ratas (Rattusnorvegicus, cepa Wistar) adultas de 3 a 4 meses de edad y crías 

de 0 a 14 días de edad de ambos sexos, provenientes de camadas igualadas a 8 individuos 

(4 hembras y 4 machos) en el día 0 posparto. Los animales se alojaron en una habitación a 

temperatura (22±°C) y humedad (65%) controlada y bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 

horas (luces encendidas a las 06:00 horas), con libre acceso a alimento y agua. Para obtener 

las díadas madre-crías experimentales, hembras sexualmente receptivas se alojaron con 

machos sexualmente activos durante el período de oscuridad. Las hembras preñadas 

permanecieron en grupos de 3 o 4 por caja, alojándose en forma individual a partir del día 

21 de gestación (cajas de 48 x 33 x 16 cm) y se asignaron aleatoriamente a una de las 

condiciones experimentales. A partir del día 22 posparto se controló diariamente la presencia 

de crías, estableciendo el día del parto como día 0 posparto. Los procedimientos de manejo y 

experimentación con animales fueron aprobados por la Comisión de Ética en el Uso de 

Animales de la Facultad de Ciencias de la Universidad de la República (Exp. 

240012‐000015‐23) de acuerdo con la Ley Nacional de Experimentación Animal Nº 18611. 

 

EXPOSICIÓN TEMPRANA DE LA DÍADA MADRE-CRÍAS A INTRUSOS 

(Lau & Simpson, 2004; Zuluaga et al., 2014) 
 
En los experimentos presentados en los Capítulos experimentales I, II y Anexo I se realizó el 

siguiente protocolo de exposición a intruso: desde el día 1 al 4 postparto (DPN 1-4), 

hembras lactantes primíparas con sus respectivas camadas, fueron expuestas durante un 

período de 8 horas (de 1000 a 1800 h) a un macho adulto intruso desconocido dentro de 

una jaula de malla de alambre (condición experiencia macho) o a una jaula similar vacía 

(condición control). La jaula (15 x 30 x 16 cm) se ubicó en el lado opuesto al lugar del nido 

de forma que el lado de la jaula de 30cm de largo se orientara en paralelo a la pared de 33 

cm. En cada día de exposición, se introdujo un macho adulto no utilizado previamente para 

mantener el estatus de intruso. Una vez finalizado el período de exposición, se retiró la jaula, 

se cambió la viruta debajo de la jaula y las díadas madre-críass no se volvieron a manipular 

hasta la realización de las pruebas. 
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En los experimentos presentados en el Capítulo Experimental III se utilizó el procedimiento 

previamente descrito (Zuluaga et al., 2014, 2023), pero esta vez el intruso al que se expuso 

la díada madre-crías fue una hembra adulta intrusa en proestro ubicada en la jaula 

(condición hembra intrusa). En cada día de exposición, se introdujo una nueva hembra en 

proestro para mantener el estado de proestro y de desconocido de la intrusa. La fase de 

proestro del ciclo estral de las hembras intrusas se determinó a partir de la observación de 

los tipos celulares presentes en un exudado vaginal (Marcondes et al., 2002) previo a su 

introducción en la caja de la madre. 

 

PRUEBA DE MIEDO 

(Takahashi, 1992b, 1992a; Zuluaga et al., 2014) 

Esta prueba se realizó de 10:00 a 12:00 h en una caja (48 × 33 × 16 cm) sin viruta. Las 

crías de cada camada se separaron individualmente de su madre y se expusieron por 10 

minutos a un macho o una hembra en proestro anestesiada en una jaula (15 × 33 × 16 cm) 

para evitar el contacto entre ellas. Durante la exposición se registró el número de USVs y el 

tiempo total en inmovilidad (TTI- definido como la ausencia de movimientos somáticos, 

excepto los movimientos respiratorios) de la cría. Una disminución en el número de USVs y 

un aumento en el TTI se consideraron como una respuesta de miedo. La prueba se llevó a 

cabo de 1000 a 1200 h en una caja de policarbonato (48 x 33 x 16 cm) sin viruta, ubicada 

sobre una fuente de calor para mantener la temperatura del nido (35-36ºC). En uno de los 

tercios de la caja se ubicó una jaula de malla metalizada, donde se colocó al macho 

anestesiado con tiopental (80 mg/kg, ip.) para evitar posibles variaciones en la respuesta de 

la cría como producto de la interacción con el intruso. Dado que las crías emiten 

vocalizaciones en un rango entre los 40-70 kHz (Hofer, 1996) se utilizó un micrófono ubicado 

encima de la caja y conectado a un detector de USVs (Bat Detector ELV Ultraschall-NF-

Konverter), que traduce las señales a un espectro audible. Las señales fueron grabadas en 

un aparato mp3 conectado al detector. Su posterior visualización y análisis se realizó 

mediante el programa de software Audacity©. 
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CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA C-FOS EN SN POR 

INMUNOHISTOQUÍMICA 

(Phillips-Farfán & Fernández-Guasti, 2007) 

 

● Colecta de encéfalos y preparación del tejido  

Las crías se anestesiaron con tiopental sódico (80 mg/kg) y se perfundieron de forma 

transcardíaca con solución salina heparinizada, seguida de solución de paraformaldehído al 

4%. El cerebro se removió y sumergió para su pos-fijación en la misma solución fijadora 

durante 48 hs, seguido de una solución de sacarosa al 30% para criopreservar el tejido. Los 

encéfalos se congelaron con isopentano y se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento.  

Los cerebros se cortaron en crióstato, obteniéndose secciones de las áreas de interés de 50 

μm de espesor y se conservaron a -20ºC hasta su uso en una solución "antifreeze" (1% de 

PVP-40, 30% sacarosa, 30% etilenglicol en PBS). El grosor de los cortes se seleccionó para 

preservar la integridad del tejido, debido a que a esta edad la mielinización neuronal no está 

completa aún. Una serie de secciones por animal fueron utilizadas para la 

inmunohistoquímica, mientras que la serie adyacente se coloreó por la técnica de Nissl para 

la identificación de las áreas.  

 

● Selección de las áreas a analizar 

Las áreas fueron identificadas utilizando las áreas adyacentes teñidas con Nissl y los atlas 

estereotáxico “Theratbrain in stereotaxiccoordinates” (Paxinos & Watson, 2013)y el “Atlas of 

the neonatal ratbrain” (Ramachandra & Subramanian, 2016). En primer lugar, identificamos 

las áreas de interés y los reperes anatómicos asociados a las mismas en el atlas 

estereotáxico para rata adulta (Paxinos & Watson, 2013). Las áreas de interés se 

enmarcaron entre Bregma -1.80 mm a -2.80 mm. Dado que las secciones varían en su 

morfología entre crías y adultos, se tomaron en cuenta estos reperes anatómicos para 

identificar las secciones en los cerebros de las crías. Concluimos que las figuras 57 a 59 para 

las secciones de cerebros de crías de 8 días de edad y las figuras 114 a 117 para las crías de 

14 días de edad del “Atlas of the neonatal ratbrain” (Ramachandra & Subramanian, 2016) 

eran las indicadas para ubicar las áreas de interés en este trabajo.  

 

Comenzamos ordenando las secciones en base al hipocampo, tomando en cuenta que, a 

medida que avanzábamos hacia secciones caudales, el giro dentado se desplaza desde una 

posición medial hacia una más lateral. Tanto para secciones de crías de 8 como de 14 días 



 

-20 - 
 

edad, el límite rostral de nuestro análisis se definió por la identificación del núcleo 

supraquiasmático, ubicado ventralmente a los lados del tercer ventrículo ventral y bordeado 

ventralmente por el nervio óptico. El límite caudal de nuestro análisis fue la sección donde 

identificamos la figura en “forma de mariposa” que forman el núcleo dorsomedial del 

hipotálamo y el hipotálamo ventromedial. En la siguiente sección, donde ubicamos el núcleo 

supraquiasmático, identificamos el núcleo paraventricular del hipotálamo, ubicado 

dorsolateralmente al tercer ventrículo ventral. En las siguientes tres secciones, a nivel del 

lóbulo temporal y bordeado lateralmente por la cápsula externa, dorsalmente por el globo 

pálido y el caudado-putamen, y medialmente por el tracto óptico, identificamos la amígdala y 

sus diversos núcleos. Tomando como referencia la presencia de la ínsula, definimos las áreas 

de análisis de la amígdala basomedial y cortical por debajo de la misma. En las dos 

siguientes secciones, caudales al sitio donde registramos la presencia de la ínsula, definimos 

las áreas de la amígdala medial, la amígdala basolateral y la amígdala central. La amígdala 

basolateral se ubicó de manera ventromedial entre la zona de transición amigdaloestriatal y 

la cápsula externa. La amígdala central se ubicó en una posición medial, contigua a la 

amigdalabasolateral, bordeada por la zona de transición amigdaloestriatal y el caudado-

putamen. En tanto, la amígdala medial se definió bordeada medialmente por el tracto óptico 

y lateralmente por la amígdala basolateral. El hipotálamo ventromedial se ubicó en la sección 

más caudal, a nivel ventral del hipotálamo bordeado medialmente por el tercer ventrículo y 

lateralmente por el tracto óptico. Finalmente se definió el área de análisis para el hipocampo 

anterodorsal y anteroventral en la misma sección del núcleo paraventricular, mientras que el 

área de análisis para el hipocampo posterodorsal y posteroventral se ubicó en las secciones 

donde identificamos el hipotálamo ventromedial y la mariposa que forman el núcleo 

dorsomedial del hipotálamo y el hipotálamo ventromedial (Figura 1). Por lo tanto, el número 

total de secciones analizadas varió según las áreas: núcleo paraventricular (NPV): 1 sección; 

amígdala basomedial (ABM), cortical (ACo) y central (AC):1 sección; amígdala basolateral 

(ABL) y medial (AMe): 2 secciones; hipotálamo ventromedial (HVM): 1 sección; hipocampo 

dorsal anterior (HCDa) y ventral anterior (HCVa) 1 sección, hipocampo dorsal posterior 

(HCDp) y ventral posterior (HCVp): 2 secciones. 
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Figura 1. Imágenes de las secciones de cerebros de crías de 7 y 14 días de edad extraídas del “Atlas 
of the neonatal ratbrain” (Ramachandra & Subramanian, 2016), las cuales se utilizaron como 
referencia para el reconocimiento de las áreas de interés en este trabajo. ABM: amígdala basomedial, 
ABL: amígdala basolateral, AC: amígdala central, ACo: amígdala cortical, AMe amígdala medial, CPu: 
caudado-putamen, ce: cápsula externa, HCDa: hipocampo dorsal anterior, HCVa: hipocampo ventral 
anterior, HCDp: hipocampo dorsal posterior, HCVp: hipocampo ventral posterior, HDM: hipotálamo 
dorsomedial, HVM: hipotálamo ventromedial, I: ínsula, NPV: núcleo paraventricular, Opt: nervio 
óptico, SCh: núcleo supraquiasmático.  
 

Las regiones de interés (ROI) para la determinación de núcleos positivos para c-Fos en cada 

sección del cerebro se mantuvieron constantes para todas las edades y se definieron 

utilizando la sección adyacente teñida con Nissl. Las áreas de cada ROI fueron: 1) NPV ROI: 

0,0035 mm2; 2) AMe ROI: 0,0102 mm2, ACo ROI: 0,0088 mm2, ABM ROI: 0,0072 mm2, ABL 

ROI: 0,0045 mm2, AC ROI: 0,009 mm2; 3) HVM ROI: 0,01 mm2; 4) HCVa ROI: 0,003 mm2, 

HCVp: ROI: 0,0025 mm2, HCDa ROI: 0,0023 mm2, HCDp ROI: 0,0019 mm2 (Figura 2). 
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Figura 2. Fotomicrografías representativas de las áreas analizadas con sus ROIs en secciones de 
cerebro de crías de 8 días de edad (DPN 8) y crías de 14 días de edad (DPN 14) teñidos con Nissl. Las 
áreas analizadas fueron: núcleo paraventricular (NPV), amígdala medial (AMe), basomedial (ABM), 
cortical (ACo), basolateral (ABL), central (AC), hipocampo ventral anterior (HCVa) y posterior (HCVp) 
e hipocampo dorsal anterior (HCDa) y posterior (HCDp). Barra corresponde a 50 µm. Magnificación: 
10X. 
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● Técnica de inmunohistoquímica en "free floating"  

Esta técnica consiste en realizar la tinción inmunohistoquímica con los cortes flotando en un 

exceso de buffer, por lo cual es necesario montar las secciones al final del protocolo. Luego 

de varios lavados con solución amortiguadora, las cortes se incubaron con peróxido de 

hidrógeno para inactivar las peroxidasas endógenas. Posteriormente, para evitar uniones 

inespecíficas de los anticuerpos, las secciones se bloquearon con una solución que contenía 

suero de caballo y albúmina bovina. Luego de varios lavados, se incubaron con el anticuerpo 

primario (anticuerpo policlonal de cabra contra proteína c-Fos de humanos sc-52-G, Santa 

Cruz Biotechnology Inc.) diluido 1:2600 durante 36 hs a 4 °C. Posteriormente, las secciones 

se lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario (anticuerpo policlonal de caballo 

biotinizado, Vector Laboratories) dilución 1:200 por 3 hs. Finalmente, las secciones se 

incubaron con el complejo AB y con la solución DAB (ambos procedimientos de acuerdo a los 

kits comerciales Vector Laboratorios) para amplificar y visibilizar la señal. En cada ensayo se 

incluyeron los distintos grupos experimentales a comparar y un control negativo para la 

técnica de inmunohistoquímica (pocillo con ausencia de anticuerpo primario). 

 

● Procesamiento de las imágenes 

Para la identificación de áreas y cuantificación, las secciones se visualizaron bajo campo claro 

en el microscopio de epifluorescencia Eclipse Ts2R (Nikon, Tokio, Japón) con un objetivo de 

10x. Las imágenes de la región cerebral seleccionada se tomaron bilateralmente con una 

cámara digital refrigerada DS-5Mc-U2 (Nikon) usando el software NIS elements, versión 3.1 

(Nikon). Para optimizar la detección y el análisis de células positivas para c-Fos, las imágenes 

se convirtieron en imágenes de 8 bits usando el software FIJI (Schindelin et al., 2012). Una 

célula fue marcada como positiva para c-Fos cuando la inmunorreactividad era nuclear 

(como se confirmó visualmente) y el núcleo tenía las siguientes características (restringido 

con filtros de software FIJI): 70%‐100% negro, 10‐100 μm de tamaño y aproximadamente 

circular (proporción entre 0,5 y 1,0). El número de células c‐Fos positivas se informa como la 

media de ambos lados para cada área del cerebro promediando las secciones.  

 

PRUEBAS COMPORTAMENTALES 

Prueba de preferencia a olores maternos(Sullivan et al., 1990) 

La prueba de preferencia a olor a nido se basó en estudios de aprendizaje olfativo asociativo 

(Garcia et al., 2013; Leon, 1992; Raineki et al., 2010; Sullivan et al., 1990). La prueba 
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consiste en evaluar la elección entre tres áreas diferentes, una con viruta sucia proveniente 

del nido materno, otra con viruta limpia y un área neutral sin viruta. Se utiliza una caja de 

polipropileno (34 x 24 x 40 cm) dividida por una línea de 2 cm de ancho a lo largo de la 

base. En cada área se colocan 300 mL de viruta limpia o de nido en las esquinas adyacentes. 

Se coloca una cría en la línea de 2 cm en el lado opuesto a donde se encuentran los 

estímulos y se registra el tiempo de permanencia en cada área, el número de entradas y la 

latencia a entrar en las áreas con viruta con nido durante 1 min. Se considera que la cría 

está dentro de cada área si ubica su cabeza o todo su cuerpo sobre la misma. Los animales 

son evaluados en cinco ensayos con un intervalo de 1 min durante el cual la cría es colocada 

en una caja con viruta. El tiempo total y el número total de entradas en cada área se 

calculan mediante la suma de los cinco ensayos, mientras que la latencia a la primera 

entrada al área con viruta limpia o de nido se expresa como el promedio de los cinco 

ensayos. En cada ensayo se intercambian de posición las áreas entre los lados de la caja. 

Después de cada ensayo, la caja se limpia con etanol al 50% para eliminar rastros de olores.  
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iii. CAPÍTULO I. EFECTO DE LA EXPOSICIÓN TEMPRANA A UN 

MACHO INTRUSO SOBRE LA ACTIVACIÓN DE ÁREAS DEL SN EN 

UNA PRUEBA DE MIEDO DURANTE EL PERÍODO DE HRE 

 

  

La exposición prolongada de la madre con sus crías a un macho intruso, durante los 

primeros días de la lactancia, induce la alteración del comportamiento de la madre y 

promueve la expresión de respuestas comportamentales de miedo en crías durante el 

período de HRE (Zuluaga et al., 2014). Esta respuesta prematura de miedo podría deberse a 

la activación temprana de áreas de los circuitos neurales involucrados en el control del 

miedo. Asimismo, este patrón de activación podría diferir entre crías machos y hembras, 

dada la influencia de factores hormonales y del sexo en los procesos de maduración de SN y 

la respuesta comportamental y endócrina de estrés (Bock et al., 2014; Heck & Handa, 2019).  

HIPÓTESIS 
 

Las respuestas de miedo de las crías durante el período de hiporrespuesta al estrés, 

generadas por la exposición de la díada madre-crías a un macho intruso, se asocian a la 

activación temprana de áreas neurales que integran el circuito relacionado al control del 

miedo. 

OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar si la expresión temprana de las respuestas de miedo en crías, expuestas con sus 

madres a un estímulo social aversivo durante los primeros días de vida, se asocia a la 

activación de áreas del circuito neural que organiza las respuestas de miedo. 

OBJETIVO ESPECÍFICO 
 

1. Determinar si la expresión de c-Fos en áreas implicadas con la regulación del miedo 

de crías previamente expuestas a machos intrusos es similar a la observada por crías 
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que están fuera del período HRE y si existen diferencias de acuerdo al sexo en 

respuesta a la presencia de un macho anestesiado.  

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

Efecto de la exposición a un macho intruso sobre la respuesta comportamental de 

miedo y la activación de áreas del SN en crías   

Para determinar si la expresión temprana de las respuestas de miedo en crías se asocia a la 

activación de áreas del SN relacionadas al control del miedo, del DPN 1-4 hembras 

primíparas lactantes junto a sus crías fueron expuestas en la caja materna a un macho 

intruso (situación que altera los cuidados maternales e induce agresión maternal y 

respuestas precoces de miedo en las crías(Zuluaga et al., 2014)) o jaula vacía de acuerdo al 

protocolo de exposición a intrusos descrito anteriormente. En el día 8 postnatal (DPN 8) una 

cría macho y una cría hembra de cada camada expuesta a intruso o jaula vacía se 

sometieron a la prueba de miedo frente a un macho adulto anestesiado. A su vez, una cría 

macho y una cría hembra de otras camadas expuestas a jaula vacía fueron sometidas a la 

prueba de miedo en el DPN 14. Noventa minutos después de finalizada la prueba se realizó 

la colecta de encéfalos y preparación del tejido para la posterior determinación de la 

expresión de la proteína c-Fos en SN por inmunohistoquímica. El orden de las pruebas fue 

contrabalanceado entre machos y hembras. 

 

A partir de este protocolo experimental se obtuvieron tres grupos experimentales (Figura 3):  

 

a) Experiencia macho (ndíadas= 6): crías machos y hembras fueron expuestas a 

machos intrusos desde el DPN 1-4 y en el DPN 8 se realizó la prueba de miedo frente 

a macho adulto anestesiado y se colectó el encéfalo para la determinación de c-Fos. 

Dado que estas crías presentan una respuesta temprana de miedo (Zuluaga et al., 

2014), esperamos que presenten una activación de c-Fos en áreas relacionadas con 

el control del miedo.  

b) Control negativo (ndíadas= 5): crías machos y hembras fueron expuestas a jaula 

vacía desde el DPN 1-4 y en el DPN 8 se determinaron las respuestas de miedo frente 

a macho adulto anestesiado y se colectó el encéfalo para la determinación de c-Fos. 

Dado que las crías están dentro del periodo HRE, esperamos que no presenten una 
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respuesta comportamental de miedo y tengan una activación de c-Fos casi nula en 

áreas relacionadas con el control de esta respuesta (C. Wiedenmayer, 2001).  

c) Control positivo (ndíadas= 5): crías machos y hembras fueron expuestas a jaula 

vacía desde el DPN 1-4 y en el DPN 14 se realizó la prueba de miedo y luego se 

colectó el encéfalo para la determinación de c-Fos. Debido a que las crías están fuera 

del periodo HRE, esperamos que presenten una respuesta comportamental de miedo 

y una activación de c-Fos en áreas relacionadas con esta respuesta (C. Wiedenmayer, 

2001). 

 

 

Figura 3. Representación esquemática del procedimiento realizado y de los tres grupos 
experimentales generados para el experimento 1. Las díadas madre-críass fueron expuestas a un 
macho intruso dentro de una jaula (experiencia macho) o una jaula vacía (control negativo o positivo) 
en la caja materna del DPN 1-4. En el DPN 8, una cría macho y una cría hembra de los grupos 
experimentales experiencia macho y control negativo fueron expuestas individualmente a un macho 
adulto anestesiado (prueba de miedo) y 90 min después se realizó la extracción de tejido para 
inmunohistoquímica. En el DPN 14 una cría macho y una cría hembra de cada camada expuesta a 
jaula vacía (control positivo) fueron expuestas individualmente a un macho adulto anestesiado 
(prueba de miedo) y 90 min después se extrajo el tejido para la determinación de c-Fos.  
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos se expresan como medianas (rangos inter-cuartiles) (RIQ) ya que no presentaron 

una distribución normal ni homogeneidad de varianzas (Siegel, 1956). El análisis del 

comportamiento durante la prueba de miedo a macho anestesiado y la expresión de la 

proteína c-Fos en SN se realizó mediante la prueba de Kruskal–Wallis, seguida de la prueba 

U de Mann–Whitney. Las comparaciones entre los sexos se realizaron mediante la prueba de 

Wilcoxon, puesto que las crías provenían de una misma camada. 

 

RESULTADOS 
 

Respuesta comportamental de miedo en crías frente a un macho 
anestesiado 

Como se muestra en la tabla 1, la respuesta de miedo difirió entre los grupos experimentales 

tanto en crías machos (USV: H(2, 16)=9,3; p ≤ 0,05;TTI: H(2, 16)=10,6; p ≤ 0,05)como en crías 

hembras (USV: H(2, 16)=12,6; p ≤ 0,05; TTI: H(2, 16)=9,2; p ≤ 0,05). Las crías machos 

expuestas previamente a machos intrusos (experiencia macho: USV: U(6,5)= 5,0; p ≤ 0,05; 

TTI: U(6,5)= 1,0; p ≤ 0,05), así como las crías de 14 días de edad (control positivo: USV: 

U(6,5)= 1,0; p ≤ 0,05; TTI: U(6,5)= 1,0; p ≤ 0,05), disminuyeron sus USVs y aumentaron el 

TTI respecto a las crías en DPN 8 expuestas a la jaula vacía(control negativo). Asimismo, las 

crías hembras de los grupos experiencia macho (USV: U(6,5)= 1,0; p ≤ 0,05; TTI: U(6,5)= 4,0; 

p ≤ 0,05) y control positivo (USV: U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05; TTI: U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05) redujeron 

la emisión de USVs y aumentaron el TTI en compraración con las crías expuestas a jaula 

vacía  

 

No se observaron diferencias en el comportamiento entre machos y hembras dentro de cada 

grupo experimental (control negativo USV: T(5)= 8,0; p=0,6; TTI:T(5)= 4,0; p=0,17; 

experiencia macho: USV: T(6)= 9,0; p=0,75; TTI:T(6)= 7,0; p=0,46; control positivo: USV: 

T(5)= 4,0; p=0,17; TTI:T(5)= 8,0; p=0,6) 
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Tabla 1. Respuesta comportamental de crías machos y hembras durante la prueba 

de miedo 

CRÍAS MACHOS HEMBRAS 

 N° USV TTI N° USV TTI 

CONTROL 
NEGATIVO 

158(78-

244,3) 
4,5(0,8-14,3) 

240,5(160,8-

312) 
15,5(8,8-24,5) 

EXPERIENCIA 
MACHO 

36(12,5-58)* 
89,5(70,5-

106,3)* 
10(10-61,8)* 

86,5(33,8-

115,3)* 

CONTROL 
POSITIVO 

13             

(4,8-25)* 

116,5(64,3-

165)* 
6(1,3-10)* 

105(80-

110,5)* 

 
Datos expresados en mediana(RIQ) y analizados por la prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba 
U de Mann-Whitney; *p ≤ 0,05 vs. control negativo. 

 

Activación áreas neurales relacionadas con el control del miedo en crías 

frente a macho anestesiado 

Como se observa en la figura 4, a partir del procesamiento de las imágenes obtenidas, se 

observó que la tinción fue únicamente nuclear y no difirió de la expresión de c-Fos reportada 

en otros estudios en crías (Dent et al., 2000; Fenoglio et al., 2006; C. Wiedenmayer, 2001). 

Asimismo, las incubaciones realizadas sin el anticuerpo primario para c-Fos no mostraron 

tinción, demostrando que no se detectó una marca inespecífica. 
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Figura 4. Fotomicrografías representativas del núcleo paraventricular bajo: A) Tinción con Nissl, B) 
inmunohistoquímica sin la incubación con anticuerpo primario, C) inmunohistoquímica con el 
anticuerpo primario c-Fos. Barra corresponde a 50 µm. Magnificación: 10X, D) tinción de núcleos por 
inmunohistoquímica con el anticuerpo primario c-Fos. Barra corresponde a 10 µm. Magnificación: 40X. 
 
 

 

AMÍGDALA 

La cuantificación de c-Fos mostró una expresión diferencial entre los grupos experimentales 

en distintas áreas de la amígdala tanto en machos como en hembras. En particular, las áreas 

activadas luego de la prueba de miedo fueron la amígdala medial, cortical, basolateral y 

basomedial (Figuras 5 a 8), en tanto no se observó expresión de c-Fos a nivel de la amígdala 

central (Tabla 2). A continuación, se describen por separado los resultados obtenidos en 

amígdala medial, cortical, basolateral y basomedial. 

 

 

 

 



 

-31 - 
 

Tabla 2. Expresión de c-Fos en amígdala central (AC) frente a la prueba de miedo 

 

 AC 

MACHOS HEMBRAS 

Control negativo 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 

Experiencia macho 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 

Control positivo 0,8 (0,4-0,4) 0,0 (0,0-0,0) 

H(2, 16) 6,9 (p=ns) 2,0 (p=ns) 

 

Datos expresados en mediana (RIQ) y analizados por la prueba de Kruskal Wallis. 

 

Amígdala medial 

En la figura 5 se observa el número de células positivas para c-Fos a nivel de la AMe, en 

donde observamos una expresión diferencial dependiendo si las crías fueron expuestas a 

machos intrusos o a jaula vacía (machos: H(2, 16) =12,53; p ≤ 0,05; hembras: H(2, 15) =11,83; 

p ≤ 0,05).  

 

La exposición a machos intrusos provocó una expresión mayor de c-Fos en AMe respecto al 

control negativo (machos: U(6,5)= 4,0; p ≤ 0,05; hembras: U(6,5)= 0,5; p ≤ 0,05) y una 

expresión menor respecto a la del control positivo (machos: U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: 

U(6,5)= 1,0; p ≤ 0,05) tanto en crías machos como en hembras. Como se esperaba, en la 

figura 5 se muestra que en el control positivo fue mayor la expresión de c-Fos respecto a la 

del control negativo en ambos sexos (machos: U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: U(5,5)= 0,0; p 

≤ 0,05). 

 

En el control positivo se observó una expresión de c-Fos sexualmente diferente entre las 

crías, siendo mayor el número de células positivas para c-Fos en la AMe de crías machos 

respecto al de las hembras (T(5)= 0,0;p ≤ 0,05).  

 

Amígdala cortical 

Al igual que en AMe, en la ACo de crías se observó una expresión diferencial en el número 

de células c-Fos positivas entre las condiciones experimentales (machos: H(2, 16) =14,15; p ≤ 

0,05; hembras: H(2, 15) =11,28; p ≤ 0,05, Figura 6). En este sentido, la exposición a machos 

intrusos aumentó la expresión de c-Fos en ACo respecto a la del control negativo en ambos 
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sexos (machos: U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05). Como era de 

esperarse, en el control positivo la expresión de c-Fos fue mayor respecto al control negativo 

en ambos sexos (machos: U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05). En tanto, la 

expresión de c-Fos en crías machos del control positivo fue mayor a la observada en los 

expuestos a macho (U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05, Figura 6). 

 

A diferencia de lo observado en la AMe, en la ACo no se observó una expresión de c-Fos 

significativamente diferente entre machos y hembras de los tres grupos experimentales 

(control negativo: T(5)= 0,0; p= 0,17; control positivo: T(5)= 1,0; p= 0,07; experiencia 

macho: T(5)= 5,0; p= 0,5). 

 

Amígdala basomedial 

Como se evidencia en la figura 7, la expresión de c-Fos varió entre las diferentes condiciones 

experimentales en la ABM en crías machos y hembras (machos ABM: H(2, 16) =8,02; p ≤ 0,05; 

hembras ABM: H(2, 15) =8,33; p ≤ 0,05). En este sentido, la exposición a machos intrusos 

incrementó la expresión de c-Fos en ABM respecto al control negativo en crías machos 

(U(6,5)= 3,5; p ≤ 0,05) pero no en hembras (U(5,5)= 4,0; p= 0,09). No se observó una 

diferencia significativa entre la expresión de c-Fos de crías machos y hembras expuestas a 

machos respecto a los grupos control positivo (machos: U(6,5)= 16,0; p= 0.,16; hembras: 

U(5,5)= 5,5; p= 0,16). El control positivo presentó una mayor expresión de c-Fos respecto al 

control negativo en ambos sexos (machos: U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: U(5,5)= 0,0; p ≤ 

0,05, Figura 7). 

 

No se observaron diferencias significativas en la expresión de c-Fos dependiendo del sexo de 

las crías (control negativo ABM: T(5)= 0,0; p= ns; control positivo ABM T(5)= 3,0; p=0,22; 

experiencia macho ABM T(6)= 7,0; p= 0,89).  

 

Amígdala basolateral 

El número de células c-Fos positivas varió entre las diferentes condiciones experimentales en 

la ABL en crías machos y hembras (machos ABL: H(2, 15) =11,64; p ≤ 0,05; hembras ABL:H(2, 

15) =9,87; p ≤ 0,05). En este sentido, la exposición a macho provocó una mayor expresión 

de c-Fos en ABL en crías hembras expuestas a machos intrusos (U(6,5)= 3,5; p ≤ 0,05), pero 

no en crías machos (U(5,5)= 5,0; p= 0,14) respecto al control negativo. Asimismo, tanto en 

machos como en hembras expuestas a machos intrusos no se observó una diferencia 
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significativa en el número de células positivas para c-Fos respecto al control positivo 

(machos: U(6,5)= 7,5; p= 1,54; hembras: U(6,5)= 3,0; p=1,88). Tal como se esperaba, se 

observó una expresión mayor de c-Fos en el control positivo respecto al control negativo en 

crías machos y hembras (machos: U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05, 

Figura 8). 

 

No se observó una diferencia significativa entre machos y hembras en la expresión de c-Fos 

en esta área (control negativo ABL: T(5)= 0,0; p > 0,99; control positivo ABL T(5)= 5,0; p= 

0,5; experiencia macho ABL T(6)= 3,0; p= 0,22).  

 

NÚCLEO PARAVENTRICULAR DEL HIPOTÁLAMO 

En la figura 9 se muestra el número de células marcadas positivamente para c-Fos en el NPV 

del hipotálamo de crías machos y hembras luego de la prueba de miedo, expuestas 

previamente a machos intrusos o jaula vacía (controles negativo y positivo). Observamos 

una diferencia significativa en la expresión de c-Fos tanto en machos como en hembras 

dependiendo de la condición experimental (machos: H(2, 16) =10,96; p ≤ 0,05; hembras: H(2, 

16) =11,83; p ≤ 0,05). En este sentido, tanto las crías machos como hembras de 8 días de 

edad, previamente expuestas a machos intrusos, presentaron una mayor expresión de c-Fos 

en comparación con las crías de 8 días de edad expuestas a jaula vacía durante los primeros 

cuatro días posparto (control negativo; machos: U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: U(6,5)= 0,0; 

p ≤ 0,05) luego de la prueba de miedo; mientras que dicha expresión no se diferenció al 

comparar con el control positivo (machos: U(6,5)= 9,0; p= 0,54; hembras: U(6,5)= 4,0; p= 

0,052). Tal como se esperaba, se observó un claro aumento en el número de células 

positivas para c-Fos en el NPV de crías del control positivo en comparación con el control 

negativo tanto en crías machos (U(6,5)= 0,0; p ≤ 0,05) como en hembras (U(6,5)= 0,0; p ≤ 

0,05).  

 

De forma interesante, la exposición a macho intruso provocó una expresión de c-Fos 

sexualmente diferente en las crías, siendo mayor el número de células positivas para c-Fos 

en las crías machos respecto a las hembras (T(5)= 0,0; p ≤ 0,05). 
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HIPOTÁLAMO VENTROMEDIAL 

En la figura 10 se representa el número de células marcadas positivamente para c-Fos en el 

Hipotálamo ventromedial (HVM) de crías machos y hembras expuestos a macho intruso o 

jaula vacía (controles negativo y positivo). Observamos una diferencia significativa en la 

expresión de c-Fos tanto en machos como en hembras dependiendo de si fueron expuestos 

o no a machos intrusos (machos: H(2, 15)= 7,5; p ≤ 0,05; hembras: H(2, 15)= 8,9; p ≤ 0,05). 

Únicamente, las crías hembras de 8 días de edad previamente expuestas a machos intrusos 

presentaron una mayor expresión de c-Fos en comparación con las crías de 8 días de edad 

expuestas a jaula vacía (machos: U(5,5)= 4,0; p= 0,09; hembras: U(5,5)= 3,5; p ≤ 0,05). No se 

observaron diferencias significativas tanto en crías machos como en hembras al comparar la 

expresión de c-Fos del grupo experiencia macho con el control positivo (machos: U(5,5)= 8,0; 

p= 0,42; hembras: U(5,5)= 4,5; p= 0,09). Finalmente, se observó un claro aumento en el 

número de células positivas para c-Fos en el HVM de crías del control positivo en 

comparación con el control negativo tanto en crías machos (U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05) como en 

hembras (U(5,5)= 0,0; p ≤ 0,05).  

 

No se observaron diferencias significativas en la expresión de c-Fos dependiendo del sexo de 

las crías tanto en HVM (control negativo: T(5)= 5,0; p=0,57; control positivo: T(5)= 5,0; p= 

0,5; experiencia macho: T(6)= 5,0; p= 0,5). 

 

HIPOCAMPO DORSAL Y VENTRAL 

En crías machos se observó una expresión de c-Fos diferencial de acuerdo al grupo 

experimental en el hipocampo ventral anterior (HCVa: H(2, 14) =7,37,p ≤ 0,05) y en el 

hipocampo ventral posterior (HCVp: H(2, 14)=5,46,p ≤ 0,05), mientras que en crías hembras la 

activación diferencial fue solamente en HCVa (H(2, 14)=6,57,p ≤ 0,05, Figura 11). En cambio, 

en el hipocampo dorsal anterior y posterior no se observó una activación de c-Fos en 

ninguno de los tres grupos experimentales (mediana (RIQ) del control negativo HCDa: 0,0 

(0,0-0,0), HCDp: 0,0 (0,0-0,0); experiencia macho HCDa: 0,0 (0,0-0,0), HCDp: 0,0 (0,0-0,0); 

y control positivo HCDa: 0,0 (0,0-0,0), HCDp: 0,0 (0,0-0,0)). 

 

Las crías machos expuestas a macho presentaron una mayor activación de c-Fos respecto al 

control positivo en HCVa (U(5,5)= 1,0; p ≤ 0,05) y en HCVp (U(5,5)= 1,0; p ≤ 0,05), mientras 

que no se diferenciaron del control negativo en ninguna de las dos áreas (HVCa: U(5,4)= 4,0; 

p= 0,19; HVCp: U(5,4)= 7,0; p= 0,88). 
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En tanto las crías hembras expuestas a macho presentaron un mayor número de células 

positivas para c-Fos en HVCa en comparación al grupo control positivo (U(5,5)= 1,5; p ≤ 

0,05). No se observaron diferencias significativas con el control negativo (U(5,4)=8,5; p= 

0,73). 

 

No se observaron diferencias significativas en la expresión de c-Fos dependiendo del sexo de 

las crías tanto en HCVa (control negativo: T(5)= 0,0; p > 0,99 ; control positivo: T(5)= 3,0; p= 

0,22; experiencia macho: T(6)= 7,0; p= 0,89) como en HVCp (control negativo: T(5)= 0.0; p 

> 0,99; control positivo: T(5)= 3,0; p= 0,22; experiencia macho: T(6)= 7,.0; p= 0,89).  
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Figura 5. Expresión de c-Fos en amígdala medial (AMe) frente a macho anestesiado de crías machos 
y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía (control negativo, n=5, barra blanca) 
o machos intrusos (experiencia macho, n=5, barra gris) y crías machos y hembras de 14 días de edad 
expuestas a jaula vacía (control positivo, n=6, barra violeta). A) Número de núcleos c-Fos positivos en 
AMe. Los datos se expresan mediana (RIQ) y fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis 
seguido de la prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos experimentales y para 
comparaciones entre sexos se utilizó la prueba de Wilcoxon. *p ≤ 0,05 vs. control negativo; ‡p ≤ 0,05 
vs. experiencia macho. †p ≤ 0,05 vs. crías hembras. B) Figura representativa utilizada como referencia 
para ubicar el área en cerebro de crías (Ramachandra & Subramanian, 2016). C) Fotomicrografías 
representativas de la expresión de c-Fos en AMe en crías machos y hembras de los tres grupos 
evaluados. Barra de escala=50 μm. Magnificación: 10X. 
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Figura 6. Expresión de c-Fos en amígdala cortical (ACo) frente a macho anestesiado de crías machos 
y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía (control negativo, n=5, barra blanca) 
o machos intrusos (experiencia macho, n=5, barra gris) y crías machos y hembras de 14 días de edad 
expuestas a jaula vacía (control positivo, n=6, barra violeta). A) Fotomicrografías representativas de la 
expresión de c-Fos en ACo en crías machos expuestas a experiencia macho o jaula vacía (control 
negativo y positivo). Barra de escala = 50 μm. Magnificación: 10X. B) Figura representativa que se 
utilizó como referencia para ubicar el área en cerebro de crías (Ramachandra & Subramanian, 2016). 
C) Número de núcleos c-Fos positivos en ACo. Los datos se muestran como mediana (RIQ) y fueron 
analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de Mann-Whitney para las 
comparaciones entre grupos experimentales y para comparaciones entre sexos se utilizó la prueba de 
Wilcoxon. *p≤0,05 vs. control negativo; ‡p≤0,05 vs. experiencia macho. 
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Figura 7. Expresión de c-Fos en amígdala basomedial (ABM) frente a macho anestesiado de crías 
machos y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía (control negativo, n=5, barra 
blanca) o machos intrusos (experiencia macho, n=5, barra gris) y crías machos y hembras de 14 días 
de edad expuestas a jaula vacía (control positivo, n=6, barra violeta). A) Fotomicrografías 
representativas de la expresión de c-Fos en ABM en crías machos expuestas a experiencia macho o 
jaula vacía (control negativo y positivo). Barra de escala=50 μm. Magnificación: 10X. B) Figura 
representativa que se utilizó como referencia para ubicar el área en cerebro de crías (Ramachandra & 
Subramanian, 2016). C) Número de núcleos c-Fos positivos en ABM. Los datos se muestran como 
mediana (RIQ) y fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de 
Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos experimentales y para comparaciones entre sexos 
se utilizó la prueba de Wilcoxon. * p≤0,05 vs. control negativo. 
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Figura 8. Activación de c-Fos en amígdala basomedial (ABL) frente a macho anestesiado de crías 
machos y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía (control negativo, n=5, barra 
blanca) o machos intrusos (experiencia macho, n=5, barra gris) y crías machos y hembras de 14 días 
de edad expuestas a jaula vacía (control positivo, n=6, barra violeta). A) Fotomicrografías 
representativas de la expresión de c-Fos en ABL en crías machos expuestas a experiencia macho o 
jaula vacía (control negativo y positivo). Barra de escala = 50 μm. Magnificación: 10X. B) Figura 
representativa que se utilizó como referencia para ubicar el área en cerebro de crías (Ramachandra & 
Subramanian, 2016). C) Número de núcleos c-Fos positivos en ABL. Los datos se muestran como 
mediana (RIQ) y fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de 
Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos experimentales y para comparaciones entre sexos 
se utilizó la prueba de Wilcoxon. *p ≤ 0,05 vs. control negativo. 
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Figura 9. Expresión de c-Fos en el núcleo paraventricular (NPV) frente a macho anestesiado de crías 
machos y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía (control negativo, n=5, barra 
blanca) o machos intrusos (experiencia macho, n=5, barra gris) y crías machos y hembras de 14 días 
de edad expuestas a jaula vacía (control positivo, n=6, barra violeta). A) Número de núcleos c-Fos 
positivos en NPV. Los datos se muestran como mediana (RIQ) y fueron analizados mediante la prueba 
de Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos 
experimentales y para comparaciones entre sexos se utilizó la prueba de Wilcoxon. *p ≤ 0,05 vs. 
control negativo; †p ≤ 0,05 vs. crías hembras. B) Figura representativa que se utilizó como referencia 
para ubicar el área en cerebro de crías (Ramachandra & Subramanian, 2016). C) Fotomicrografías 
representativas de la expresión de c-Fos en NPV en crías machos y hembras en los tres grupos 
evaluados. Barra de escala=50 μm. Magnificación: 10X. 
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Figura 10. Expresión de c-Fos en hipotálamo ventromedial (HVM) frente a macho anestesiado de 
crías machos y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía (control negativo, n=5, 
barra blanca) o machos intrusos (experiencia macho, n=5, barra gris) y crías machos y hembras de 14 
días de edad expuestas a jaula vacía (control positivo, n=6, barra violeta). A) Fotomicrografías 
representativas de la expresión de c-Fos en HVM en crías machos expuestas a experiencia macho o 
jaula vacía (control negativo y positivo). Barra de escala=50 μm. Magnificación: 10X. B) Figura 
representativa utilizada como referencia para ubicar el área en cerebro de crías (Ramachandra & 
Subramanian, 2016). C) Número de núcleos c-Fos positivos en HVM. Los datos se muestran como 
mediana (RIQ) y fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de 
Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos experimentales y para comparaciones entre sexos 
se utilizó la prueba de Wilcoxon. *p ≤ 0,05 vs. control negativo.  
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Figura 11. Expresión de c-Fos en hipocampo ventral anterior (HCVa) y posterior (HCVp) frente a 
macho anestesiado de crías machos y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía 
(control negativo, n=5, barra blanca) o machos intrusos (experiencia macho, n=5, barra gris) y crías 
machos y hembras de 14 días de edad expuestas a jaula vacía (control positivo, n=6, barra violeta). 
A) Número de núcleos c-Fos positivos en HVCa y HCVp. Los datos se muestran como mediana (RIQ) y 
fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de Mann-Whitney para 
las comparaciones entre grupos experimentales y para comparaciones entre sexos se utilizó la prueba 
de Wilcoxon. *p ≤ 0,05 vs. control positivo. B) Fotomicrografías representativas de la expresión de c-
Fos en HCVa y HCVp en crías machos expuestas a experiencia macho o jaula vacía (control negativo y 
positivo). Barra de escala=50 μm. Magnificación: 10X. C) Figura representativa utilizada como 
referencia para ubicar el área en cerebro de crías (Ramachandra & Subramanian, 2016).  
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Patrón de activación de las áreas del circuito de miedo en relación a la 

condición experimental y al sexo de los individuos  

En la figura 12 se representa las medianas del número de células positivas de c-Fos para 

cada área de crías machos y hembras en cada condición experimental (control negativo, 

experiencia macho y control positivo). La activación de las áreas analizadas en su conjunto 

muestra un patrón de activación que varía dependiendo del sexo y las condiciones 

experimentales a las que las crías fueron expuestas. En este sentido, las áreas implicadas en 

la respuesta de miedo fuera del período HRE serían las mismas para machos y hembras, 

pero las hembras presentan una menor activación. En particular, las crías machos 

presentaron una diferencia significativa en la activación de AMe respecto a las crías hembras. 

A pesar de que el patrón entre machos y hembras expuestas a machos fue diferente, la 

respuesta comportamental fue la misma. 

 

En crías machos expuestas a machos intrusos la respuesta de miedo estaría mediada por la 

activación del NPV y la amígdala (AMe, ACo y ABM), ya que estas áreas presentaron una 

mayor expresión de c-Fos respecto al control negativo. En tanto, en las crías hembras 

expuestas a machos intrusos la respuesta de miedo estaría relacionada con la activación de 

NPV, AMe, ACo, ABL y HVM. De manera interesante, los machos presentaron una mayor 

activación de NPV. 

 

Al comparar el patrón de activación de las condiciones experiencia macho y el control 

positivo observamos que las crías machos expuestas a machos intrusos presentaron una 

activación en NPV similar a la registrada para el control positivo, pero a nivel de la AMe y 

ACo esta activación fue significativamente menor al control positivo. En tanto, en las 

hembras el patrón de activación, aunque tuvo una menor intensidad, fue similar entre 

experiencia macho y control positivo, observándose únicamente una diferencia a nivel de la 

AMe.  
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Figura 12. Representación esquemática del patrón de expresión de c-Fos en las áreas analizadas del 
circuito de miedo de crías machos y hembras de 8 días de edad expuestas previamente jaula vacía 
(control negativo, área azul oscuro y violeta oscuro) o machos intrusos (experiencia macho, área azul 
y violeta) y crías machos y hembras de 14 días de edad expuestas a jaula vacía (control positivo, área 
celeste y lila). Cada vértice de las áreas coloreadas es la mediana de la expresión de c-Fos en cada 
grupo experimental. El NPV presentó una mayor activación en crías machos expuestas a machos 
intrusos respecto a las hembras, mientras que la AMe difirió entre sexos en las crías del control 
positivo. *p ≤ 0,05 experiencia macho vs. control negativo, †p ≤ 0,05 experiencia macho vs. control 
positivo.  
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DISCUSIÓN 

 

 

Los principales resultados obtenidos en este capítulo son: 

 

● La expresión temprana de respuestas de miedo en las crías machos y hembras, 

generada por la exposición prolongada de la díada a machos intrusos durante los 

primeros días del postparto, se acompañó de la activación selectiva de áreas del 

circuito de miedo.  

 

● Las crías de 14 días de edad, que ya atravesaron el período HRE, presentaron 

respuestas de miedo frente a un macho anestesiado y una robusta activación de 

áreas como el núcleo paraventricular, los sub-núcleos de la amígdala y el hipotálamo 

ventromedial. 

 

● Si bien crías machos y hembras expuestas al macho intruso no difirieron en su 

respuesta comportamental de miedo, la actividad del circuito neural asociada a la 

prueba de miedo varió de acuerdo al sexo. 

La exposición temprana a un macho intruso y la activación del circuito 

neural de miedo 

Las respuestas de miedo en crías machos y hembras expuestas previamente a machos 

intrusos en la caja materna durante el período de HRE se acompañó de la activación de las 

mismas áreas neurales que se activan en crías de 14 días de edad (fuera del período de 

HRE). En particular, crías de 8 días de vida previamente expuestas a macho intruso y crías 

de 14 días de vida previamente expuestas a una jaula vacía, exhibieron una expresión 

robusta de c-Fos en respuesta a un macho anestesiado en las subdivisiones de la amígdala 

medial, cortical, basomedial y basolateral (AMe, ACo, ABM y ABL), así como en el núcleo 

paraventricular del hipotálamo (NPV) y el hipotálamo ventromedial (HVM), áreas 

fuertemente involucradas en la organización de la respuesta de miedo (Figura 13) 

(Pentkowski et al., 2006; Pitkänen et al., 1997, 2000; Silva et al., 2013; Takahashi, 2014; C. 

Wiedenmayer, 2001). Este resultado sugiere que el mismo circuito neural es responsable de 



 

-46 - 
 

la expresión de miedo dentro del período de HRE que luego del mismo, y por ende esta 

respuesta comportamental temprana se debe a su activación temprana.  

 

 

Figura 13. Esquema de áreas implicadas en la organización de la respuesta de miedo. Dependiendo 
de la edad y el grado de desarrollo de las crías, la amígdala recibe información sensorial (olfativa y 
visual) e información espacial o contextual, la cual es procesada por los distintos sub núcleos 
amigdaloides (AMe, ACo, ABL, ABM) y el hipocampo ventral para asignarle al estímulo macho el valor 
de aversivo. Posteriormente, la amígdala influye en la actividad de áreas como el núcleo 
paraventricular del hipotálamo (NPV), hipotálamo ventromedial (HVM) y núcleos del tronco encéfálico 
relacionados con la respuesta autónoma para provocar la respuesta endócrina y comportamental de 
miedo. 
 

Estos resultados concuerdan con un estudio previo (C. Wiedenmayer, 2001) donde se 

reportó una expresión de c-Fos a nivel de NPV de crías de 14 días de vida. Sin embargo, la 

ontogenia de la activación de los sub-núcleos de la amígdala difieren entre ese trabajo y 

nuestros resultados. En particular, Weindenmayer y Barr (2001) reportaron expresión de c-

Fos principalmente en la amígdala lateral de crías de 14 días y luego en la AMe y ACo de 

crías de 21 días frente a un macho anestesiado. Esta discrepancia podría deberse a 

diferencias en los diseños experimentales utilizados en ambos trabajos, ya que el protocolo 

de Weindenmayer y Bar (2001) consiste en la exposición de todas las crías de la camada 

juntas durante la prueba de miedo y no de forma individual como en este trabajo. En este 

sentido, se ha demostrado que el contacto de las crías entre sí disminuye los niveles de 

estrés (Morrison, 2016) por lo que la experiencia generada en el experimento de 
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Weindenmayer y Barr (2001) puede tener un menor valor aversivo que la provocada en esta 

tesis. 

 

En concordancia con la existencia de cambios a lo largo de la ontogenia en la activación 

neural asociada a la respuesta de miedo en crías planteada por Weindenmayer y Barr 

(2001), en la presente tesis las crías de 8 días de edad previamente expuestas a macho, 

tanto hembras como machos, exhibieron una expresión de c-Fos menor que las crías de 14 

días de vida en la AMe y ACo. Esta diferencia puede estar asociada a la maduración de estas 

áreas en este período (C. Wiedenmayer, 2001). 

¿Qué rol juegan las áreas del circuito de miedo en las respuestas de miedo 

de las crías? 

● Amígdala: procesadora de los estímulos aversivos y modulador de la respuesta 

de miedo 

 

El aumento en la expresión de c-Fos a nivel de la amígdala medial, cortical, basomedial y 

basolateral en comparación al control negativo en crías previamente expuestas a machos 

concuerda con el papel crucial de la amígdala en la detección de amenazas, la generación de 

conductas de miedo y en la modulación del aprendizaje y la memoria de miedo (Gross & 

Canteras, 2012; LeDoux, 2000; Pessoa & Adolphs, 2010; Rosen & Donley, 2006). En este 

sentido, otros estudios también reportan una intensa inducción de c-Fos luego de la 

exposición a factores estresantes como la exposición a depredadores, la separación 

maternal, la inmovilización y un co-específico dominante en adultos (Cullinan et al., 1995; 

Daskalakis et al., 2014; Day et al., 2004; Fekete et al., 2009; Hoffman et al., 2013; Masini 

et al., 2005; Razavi et al., 2020).  

 

La amígdala es una estructura compleja, integrada por varios núcleos que desempeñan 

diversas funciones y a los cuales converge información multisensorial proveniente de 

distintas regiones del SN (Pitkänen et al., 1997). En particular, la AMe y la ACo reciben 

proyecciones tanto directas como indirectas del sistema olfativo y, por lo tanto, son 

relevantes en el procesamiento de estímulos olfativos asociados con experiencias 

emocionales y sociales (Collins, 2011; Gall et al., 1998; Otto et al., 2000; Shipley & Adamek, 

1984). A su vez, la ABL también integra y procesa información multisensorial (olfativa, 

auditiva, visual, gustativa, somatosensorial), así como información espacial y contextual 
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(Maren, 1999; McDonald, 1998; Pitkänen et al., 2000). Lesiones en la AMe y la ACo en ratas 

adultas se asocian con un incremento en la frecuencia de interacciones con un gato sedado 

(R. J. Blanchard & Blanchard, 1972; Collins, 2011; Gross & Canteras, 2012, 2012), fomentan 

la exploración de objetos con olor de un depredador (Li et al., 2004) y reducen notablemente 

los comportamientos de huida y conductas defensivas (Kemble et al., 1984, 1990). 

Asimismo, en ratas adultas se ha reportado una activación de c-Fos en ABL tras la exposición 

a estímulos aversivos (Day et al., 2004; Masini et al., 2005; Staples et al., 2008). Sin 

embargo, hay resultados contradictorios sobre su contribución al control de la respuesta de 

miedo. Algunos estudios indican que la inactivación o lesiones en el ABL no producen 

deterioro significativo en la respuesta de inmovilidad (Müller & Fendt, 2006; Wallace & 

Rosen, 2001), mientras que otros sí lo hacen (Takahashi et al., 2007; Vazdarjanova et al., 

2001). 

 

En base a esta evidencia, la activación de c-Fos en AMe, ACo y ABL de crías tanto del grupo 

experiencia macho como del control positivo podría reflejar el procesamiento multisensorial 

del estímulo macho durante la prueba de miedo y contribuir a la asignación de valor aversivo 

o de amenaza a este estímulo (Bergan et al., 2014; Swanson & Petrovich, 1998), así como a 

la expresión de la respuesta de inmovilidad (Takahashi et al., 2007; Vazdarjanova et al., 

2001). 

 

Por otro lado, la AMe modula la activación del eje HHA a través de proyectar a NPV (Herman 

et al., 2005; Ivanova et al., 2023). En este sentido, lesiones en la AMe reducen la secreción 

de ACTH y/o CORT después de un evento de estrés (Feldman et al., 1994; Van de Kar et al., 

1991), mientras que su estimulación aumenta la actividad del eje HHA (Dunn & Whitener, 

1986; Redgate & Fahringer, 1973), por lo que su activación temprana en el grupo 

experiencia macho podría repercutir en la actividad del NPV. 

 

La activación de ABM en los grupos experiencia macho y control positivo concuerda con otro 

estudio en ratas adultas donde también se observa una activación de esta área frente a 

estímulos aversivos (Martinez et al., 2011). La activación de ABM podría estar asociada con 

la modulación de núcleos ubicados en el tronco encefálico. En este sentido, la ABM modula el 

funcionamiento del núcleo parabraquial, implicado en la regulación de funciones autónomas, 

como la respiración (Saper & Loewy, 1980). Dado que las USV en crías se generan por 

variaciones en la frecuencia ventilatoria (Dupin et al., 2019; Lesch et al., 2021), la 

modulación de estos núcleos podría permitir la reducción de USV observada frente a la 
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presencia del macho anestesiado. A su vez, lesiones o inactivaciones de ABM resultan en la 

inhibición de la respuesta comportamental de inmovilidad en adultos (Takahashi et al., 2007; 

Vazdarjanova et al., 2001), con lo cual también podría estar implicada con modulación de la 

respuesta de inmovilidad frente al macho anestesiado. 

 

No todos los núcleos de la amígdala están involucrados en la modulación de la respuesta de 

miedo en crías frente a macho anestesiado. En este sentido, se observó una ausencia de 

expresión de c-Fos en AC tanto en el control positivo como en la experiencia macho, la cual 

coincide con lo reportado previamente por Weindenmayer y Barr (2001). Esta área junto con 

ABL estarían más involucradas con el aprendizaje y la memoria durante el condicionamiento 

de miedo (Gross & Canteras, 2012; LeDoux, 2000; Pessoa & Adolphs, 2010; Rosen & 

Donley, 2006) y no con las respuestas innatas de miedo (Takahashi, 2014). En este sentido, 

lesiones o inactivación temporal del AC resultan ineficaces para atenuar la respuesta innata 

de miedo frente a olor a depredador (Fendt et al., 2003).  

 

● Núcleo paraventricular del hipotálamo: activador de la respuesta endócrina al 

estrés 

El incremento en la expresión de c-Fos en el NPV de las crías de 8 días de vida, previamente 

expuestas a macho, podría indicar la activación del eje HHA en respuesta a la presencia del 

macho anestesiado, ya que este núcleo es clave en la coordinación de la respuesta endocrina 

al estrés, a través de la síntesis y liberación de la hormona liberadora de corticotropina 

(CRH). Esta hormona, producida por las neuronas parvocelulares del NPV (Wamsteeker 

Cusulin et al., 2013), modula la liberación de ACTH desde la hipófisis y por ende la 

liberación, desde las glándulas adrenales, de glucocorticoides como la CORT en roedores 

(Grammatopoulos, 2012; Ulrich-Lai & Herman, 2009). Se ha vinculado la expresión de c-Fos 

en NPV con un aumento en los niveles de CRH tanto en ratas adultas como en crías(Dent 

et al., 2000; Imaki et al., 1995). Particularmente, en crías se ha visto una relación entre los 

niveles de c-Fos en NPV y la respuesta endócrina del eje HHA (Dent et al., 2000). La 

exposición a machos intrusos por 10 minutos de crías de 14 días de edad genera un 

aumento en los niveles de ACTH y CORT (Takahashi, 1992a; C. P. Wiedenmayer et al., 

2003). A su vez, la AMe, que también exhibió aumento en la expresión de c-Fos en crías 

previamente expuestas a macho, proyecta al NPV modulando su actividad y la liberación de 

CRH (Ulrich-Lai & Herman, 2009). En base a estas evidencias, podemos proponer que en 

estas crías, el macho anestesiado adquiere un valor aversivo por el procesamiento en los sub 
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núcleos de la amígdala, que desencadena una respuesta endócrina de estrés a través de la 

activación del NPV. Es fundamental en experimentos futuros cuantificar la respuesta del eje 

HHA a un macho anestesiado en crías en el período de HRE previamente expuestas a 

macho.  

 

Por otra parte, estudios en ratas adultas han demostrado que la arginina vasopresina (AVP), 

producida por las neuronas magnocelulares del NPV (Zhao & Ai, 2011), ejerce una acción 

sinérgica sobre la liberación de ACTH (Rivier & Vale, 1983; Wotjak et al., 

1996).Curiosamente, la AVP parece ser el principal mediador de la respuesta de ACTH en 

crías de 18 días de edad, debido a una expresión más rápida y robusta del ARNm de AVP en 

comparación con la respuesta del gen CRH (Dent et al., 2000). En base a esta evidencia, 

podríamos considerar que la expresión de c-Fos en NPV y la respuesta del eje HHA también 

estén asociadas a un aumento en la expresión de AVP. Sería interesante explorar si la 

exposición a macho influye sobre los niveles de CRH y AVP en las crías dentro y fuera del 

período de HRE. Asimismo, sería interesante caracterizar a las poblaciones de neuronas 

magno y parvocelulares del NPV en crías y determinar si la exposición a intruso influye sobre 

su fisiología. 

 

● Hipotálamo ventromedial: mediador de la respuesta comportamental de 

miedo 

El HVM tiene un rol central en el circuito de control del miedo ya que recibe información 

directa de áreas de procesamiento sensorial olfativo como la AMe y la ACo(Bergan et al., 

2014; Choi et al., 2005; Swanson & Petrovich, 1998) necesarias para detectar estímulos 

relacionados con amenazas, y al mismo tiempo proporciona la salida directa al área gris 

periacueductal (PAG) implicada en las respuestas comportamentales defensivas (D. C. 

Blanchard et al., 1981; Deng et al., 2016; Graeff, 1994; Motta et al., 2009). Por este motivo, 

el incremento en la expresión de c-Fos en el HVM de crías de 8 días expuestas previamente 

a macho y de crías de 14 días expuestas a jaula vacía, podría mediar su respuesta 

comportamental de miedo frente a macho anestesiado. 

 

Es importante destacar que este es el primer estudio que evalúa el rol del HVM en las 

respuestas de miedo en crías. Sería interesante profundizar en el rol del HVM en la respuesta 

de miedo de las crías hacia machos intrusos. 
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● Hipocampo   

En estudios previos se ha observado que el hipocampo se activa selectivamente en función 

del tipo específico de estímulo aversivo al que los individuos se enfrentan. En este sentido, la 

exposición a depredadores activa el HCV de ratas adultas (Day et al., 2004; Heale et al., 

1994; Phillips & LeDoux, 1992) y únicamente lesiones en esta región, pero no en HCD, 

inhiben las respuestas de miedo frente al olor de gato (Pentkowski et al., 2006). Al igual que 

en ratas adultas, el HCD no participaría de la respuesta de miedo en crías, dado que no se 

observó una activación de c-Fos en esta área (Fanselow & Dong, 2010; Takahashi, 2014). En 

contraste con lo observado en adultos, las crías de 14 días de edad, que presentan una 

respuesta de miedo hacía macho anestesiado, no presentaron una activación de c-Fos en 

HCV. A su vez, en crías de 8 días de edad expuestas a macho se observó una mayor 

activación de c-Fos en HCV respecto al control positivo, sin embargo, estas crías no se 

diferenciaron de las expuestas a jaula vacía (control negativo). Tomando en cuenta estos 

resultados no podemos descartar que el HCV esté involucrado en la respuesta de miedo de 

crías durante el periodo de HRE. Su implicancia en la respuesta de miedo podría estar 

asociada al reforzamiento en el procesamiento sensorial del estímulo macho como estímulo 

aversivo ya que posee conexiones recíprocas con AMe, ACo y el bulbo olfatorio (Kim & 

Fanselow, 1992; Phillips & LeDoux, 1992; W. N. Zhang et al., 2001). 

 

Patrón de activación del circuito de miedo: influencia de la condición 

experimental y el sexo de los individuos 

Si bien no observamos diferencias en la respuesta comportamental de miedo dentro y fuera 

del periodo HRE, al integrar la expresión de c-Fos en las diferentes áreas del circuito de 

miedo emergen diferencias en el patrón de activación y la intensidad de la misma de acuerdo 

a la condición experimental y el sexo de los individuos (Figura 12).  

 

En las hembras el patrón de activación fue similar entre experiencia macho y control 

positivo, lo que sugiere que el circuito neural de miedo se está activando durante el período 

de hiporespuesta, pero el mismo aún está madurando. De forma interesante, las crías 

machos expuestas a machos intrusos presentaron un patrón de activación del circuito neural 

de miedo con predominancia del NPV. A diferencia de la alta expresión de c-Fos en NPV, 

Ame y ACo observada en los machos de 14 días de vida. Este resultado podría deberse a que 

la maduración del circuito de miedo difiere entre ambos sexos, y/o a que el efecto de la 
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experiencia con un macho intruso tiene un efecto diferente en crías hembras y machos. 

Estas hipótesis se refuerzan por el hecho de que tanto en las crías de 8 días expuestas a 

macho intrusos como en las de 14 días de vida los machos exhibieron una mayor expresión 

de c-Fos en el circuito de miedo, y durante el período de hiporespuesta el patrón de 

activación de este circuito difirió de acuerdo al sexo. En este sentido, durante la etapa 

postnatal temprana aún están ocurriendo procesos de maduración y organización del SN 

diferentes en machos y hembras (Bock et al., 2005, 2014; Cirulli et al., 2003, 2010; Garvin & 

Bolton, 2022; Kikusui et al., 2009).  

 

La expresión mayor de c-Fos en el NPV de crías machos respecto a las crías hembras de 8 

días de vida previamente expuestas a un macho, concuerda con otros estudios donde se 

identificaron diferencias de sexo en la organización y función de este núcleo del hipotálamo 

(Bingham et al., 2006; Garvin & Bolton, 2022; Heck & Handa, 2019; Renard et al., 2010). En 

este sentido, se ha reportado que las células del NPV en ratas macho tienden a ser más 

grandes y exhiben una mayor densidad de receptores para hormonas esteroides en 

comparación con las de las hembras (Bingham et al., 2006). En tanto, en ratas adultas se 

observa una mayor cantidad de neuronas AVP activadas en hembras que en machos en 

respuesta a un estesor (Renard et al., 2010). Asimismo, las experiencias adversas tempranas 

alteran la función microglial y la poda sináptica en NPV, resultando en un mayor número de 

sinapsis excitadoras en las neuronas PVN-CRH positivas en crías machoss que en hembras  

(Garvin & Bolton, 2022). Por lo tanto, estas diferencias en la actividad neuronal y la 

sensibilidad a la señalización hormonal y experiencias tempranas entre los sexos en el NPV 

durante el desarrollo postnatal, podrían influir en la maduración y función de los circuitos 

neuroendocrinos que regulan la respuesta al estrés, la homeostasis y otros procesos 

fisiológicos cruciales (Bingham et al., 2006; Garvin & Bolton, 2022; Heck & Handa, 2019; 

Renard et al., 2010; Sánchez-Lafuente et al., 2022; Winkelmann-Duarte et al., 2007).  

 

Debido a que observamos una expresión diferencial de c-Fos en el núcleo paraventricular 

entre machos y hembras expuestas a macho, que no se replicó en crías de 14 días. Sería 

interesante profundizar en la organización del circuito de miedo, en particular analizando el 

rol del núcleo paraventricular del hipotálamo y la respuesta endócrina asociada a su 

activación. En este sentido, proponemos determinar si existen diferencias entre crías machos 

y hembras de 8 y 14 días de vida, expuestas o no a macho en los niveles de CRH y AVP, así 

como en las poblaciones de neuronas magno y parvocelulares asociadas a la síntesis de 

estas hormonas. 
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La mayor expresión de c-Fos en la AMe detectada en crías machos de 14 días de edad 

respecto a hembras, previamente expuestas a jaula vacía, está en consonancia con 

investigaciones previas que han identificado marcadas diferencias sexuales en esta región. 

En particular, se ha reportado un mayor volumen del área, del tamaño neuronal y la 

densidad de receptores para andrógenos y/o estrógenos en machos respecto a hembras 

(Cooke et al., 2007; Simerly et al., 1990), así como diferencias funcionales(Cooke & Woolley, 

2009). El hecho de que las diferencias de sexo en AMe se observaron en un grupo que no 

fue expuesto a un ambiente temprano adverso, nos permite concluir que la exposición a 

macho no estaría involucrada en este proceso de diferenciación sexual, sino que podemos 

atribuirlo a los efectos organizacionales sobre la AMe de las hormonas gonadales. En este 

sentido, los machos presentan elevados niveles de testosterona hasta el DPN 6-10 y la 

administración de estradiol y testosterona desde el DPN 1 hasta el DPN 30 masculiniza el 

volumen de AMe en ratas (Nishizuka & Arai, 1981a, 1981b, 1982). 

 

El hecho de que el patrón de activación de las áreas neurales difiera entre crías machos y 

hembras expuestas a machos y aquellas que están fuera del periodo HRE, sugiere que la 

relevancia relativa de las áreas cambia de acuerdo a la edad y/o al efecto de las experiencias 

adversas vividas. Sería interesante evaluar si el patrón de activación cambia en crías 

expuestas a machos a mediada que se avanza en el periodo de HRE. Futuros experimentos 

podrían abordar esto. 
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iii. CAPÍTULO II. EFECTO DE LA EXPOSICIÓN TEMPRANA A UN 

MACHO INTRUSO SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE LA MADRE Y LA 

MEMORIA OLFATIVA DE LAS CRÍAS 

 

Las modificaciones en el ambiente postnatal temprano también pueden afectar los procesos 

de aprendizaje olfativo de las crías (do Prado et al., 2016; Garcia et al., 2013; McEwen, 

2000). A partir del DPN 10 las crías pueden caminar y desplazarse, lo que aumenta la 

posibilidad de que salgan del nido sin estar bajo el cuidado materno, por lo que es 

fundamental poder reconocer y orientarse hacia el nido. El aprendizaje del olor materno 

surge prenatalmente, continúa durante el periodo postnatal y es mantenido por los cuidados 

maternos (Raineki et al., 2010). Hasta el momento tampoco se ha estudiado qué ocurre con 

este comportamiento relevante para la supervivencia de las crías, como el reconocimiento 

del nido materno, una vez finalizada la exposición al macho.  

 

Por lo tanto, este capítulo profundizará en los efectos sobre las crías de la exposición a 

macho intruso una vez concluida la experiencia adversa.  

 

HIPÓTESIS 
 

La exposición de la díada madre-crías a machos intrusos afecta el reconocimiento del olor del 

nido materno por parte de las crías luego de la exposición/experiencia adversa. 

OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar si luego de la exposición de la díada madre-crías a un macho intruso modifica la 

capacidad de reconocimiento del nido de las crías. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Evaluar si la exposición previa a macho intruso afecta la preferencia por el olor materno de 

crías de 11 días de edad luego de la exposición, y si esta posible afectación varía de acuerdo 

al sexo de las crías.  
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
 

 

Experimento 1. Efecto de la exposición a machos sobre el reconocimiento del nido 

de las crías 

Del DPN 1 al 4, hembras primíparas lactantes junto a sus crías fueron expuestas en la caja 

materna a macho intruso (ndíadas=12) o jaula vacía (control, ndíadas=10) de acuerdo al 

protocolo de exposición a intrusos descrito anteriormente. En el DPN 11, evaluamos la 

preferencia a olor del nido materno de crías machos y hembras expuestas a la condición 

control o macho intruso de acuerdo al protocolo previamente descrito. Las pruebas se 

realizaron durante la fase de luz del ciclo (de 1000 a 1200 h, Figura 14). 

 

Figura 14. Representación esquemática del procedimiento realizado. Las díadas madre-crías fueron 
expuestas a un macho intruso dentro de una jaula (experiencia macho) o una jaula vacía (control) en 
la caja materna del DPN 1-4. En el DPN 11, una cría macho y una cría hembra de los grupos 
experimentales fueron expuestos individualmente a la prueba de preferencia a olor materno.  
 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos se expresan como medianas (rango intercuartil, RIQ) dada la falta de una 

distribución normal u homogeneidad de varianzas (Siegel, 1956). En la prueba de 

reconocimiento del nido, el tiempo de permanencia, el número de entradas y la latencia 

entrar entre las distintas áreas de las crías se analizó mediante la prueba de Wilcoxon y el 

análisis del efecto de la convivencia con machos sobre la prueba de preferencia a nido se 

analizó con la prueba U de Mann-Whitney. Dado que las crías machos y hembras provienen 
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de la misma camada, las comparaciones entre sexos se realizaron mediante la prueba de 

Wilcoxon. En todos los casos el nivel de significación estadística seleccionado fue p ≤ 0,05. 

 

RESULTADOS 
 

Experimento 1. Efecto de la exposición a machos sobre el reconocimiento 

del nido de las crías 

Como se muestra en la figura 15, las crías machos expuestas a machosintrusoso a jaula 

vacía permanecieron más tiempo en el área con viruta de nido que en el área con viruta 

limpia o en el área neutral (experiencia macho: nido vs. limpia: T(11)= 0,0; p ≤ 0,05; nido vs. 

neutral: T(11)= 0,0; p ≤ 0,05; control: nido vs. limpia: T(10)= 0,0; p ≤ 0,05; nido vs. neutral: 

T(10)= 0,0; p ≤ 0,05). Asimismo, las crías machos de ambos grupos mostraron un tiempo de 

permanencia mayor en el área neutralrespecto al área limpia (experiencia macho: neutral vs. 

limpia: T(11)= 0,0; p ≤ 0,05; control: neutral vs. limpia: T(10)= 7,0; p ≤ 0,05). 

 

Las crías hembras del grupo control presentaron una mayor permanencia en el área con 

viruta de nido que en el área con viruta limpia o neutral (nido vs. limpia: T(10)= 1,0; p ≤ 

0,05; nido vs. neutral: T(10)= 0,0; p ≤ 0,05). No se observó una diferencia significativa entre 

los tiempos de permanencia entre el área con viruta limpia y el área neutra (limpia vs. 

neutral: T(10)= 0,0; p ≤ 0,05). En tanto, las crías hembras expuestas a macho permanecieron 

más tiempo en el área con viruta de nido respecto al área con viruta limpia (T(12)= 0,0; p ≤ 

0,05), pero no con el área neutral (T(12)= 32,0; p= 0,58). De forma interesante, el tiempo de 

permanencia en el área neutral fue mayor respecto al área con viruta limpia (T(12)= 0.0; p ≤ 

0,05, Figura 15). 

 

La comparación de las preferencias entre sexos en el grupo control, no arrojó diferencias 

significativas en el tiempo de permanencia en las áreas con viruta de nido o limpia (nido: 

T(10)= 25,0; p= 0,8; limpia: T(10)= 18,0; p= 0,3). Sin embargo, las hembras del grupo control 

pasaron más tiempo en el área neutral en comparación con los machos (T(10)= 0,0; p ≤ 

0,05). Por otro lado, la experiencia macho previa afectó el tiempo de permanencia en las 

áreas dependiendo del sexo de las crías. Así, las crías hembras expuestas a machos 

disminuyeron el tiempo de permanencia en el área con viruta del nido (T(11)= 0,0; p ≤ 0,05) 
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y aumentaron el tiempo en el área neutral (T(11)= 0,0; p ≤ 0,05) en comparación con las 

crías machos del mismo grupo (Figura 15). 

 

Al comparar el comportamiento de las crías entre los grupos experimentales observamos que 

las hembras expuestas a machos disminuyeron el tiempo de permanencia en el área con 

viruta del nido en comparación con el grupo control (U(10,12)= 8,0; p ≤ 0,05) y aumentaron el 

tiempo de permanencia en el área neutral (U(10, 12)= 0,0; p ≤ 0,05). No se observó diferencia 

significativa en el tiempo de permanencia en el área con viruta limpia entre los grupos 

(U(10,12)= 45,0; p= 0,3). En tanto, los machos expuestos a macho solo aumentaron el tiempo 

de permanencia en el área neutral (U(10,12)= 12,0; p ≤ 0,05), pero el tiempo de permanencia 

en las áreas con viruta del nido o viruta limpia no difirió del control (U(10,11)= 53,0; p= 0,9; 

U(10,11)= 29,0; p=2.0; respectivamente). 

 

 

Figura 15. Tiempo de permanencia en segundos (s) en las áreas con viruta de nido (barra roja), 
viruta limpia (barra blanca) o neutra (barra gris) del modelo de preferencia a olor materno de crías 
machos y hembras de 11 días de edad expuestas previamente a jaula vacía (control, n=10) o macho 
intruso (experiencia macho, n=12).Los datos se expresan como mediana (RIQ) y fueron analizados 
mediante la prueba de Wilcoxon para comparar el tiempo de permanencia entre las tres áreas y entre 
sexos, y la prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos experimentales. Los 
círculos, triángulos y cuadrados representan los valores individuales. *p ≤ 0,05 vs. área limpia, **p ≤ 
0,05 vs. áreas limpia y neutra, †p ≤ 0,05 vs. machos del mismo grupo, ‡p ≤ 0,05 vs. control (jaula 
vacía). 
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La figura 16 muestra que el número de entradas al área de viruta de nido fue mayor que al 

área de la viruta limpia tanto en crías expuestas a machos como las expuestas a jaula vacía 

(Control: machos: T(10)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: T(10)= 0,0; p ≤ 0,05; Experiencia macho: 

machos: T(11)= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: T(12)= 0,0; p ≤ 0,05).  

 

No se observó una variación en el número de entradas al área limpia o de nido entre crías 

machos y hembras controles (limpia: T(2)= 0,0; p= 0,18; nido: T(9)= 15,0; p= 0,37). En tanto 

en el grupo experiencia macho, las hembras mostraron más entradas al área limpia que los 

machos (T(8)= 3,5; p ≤ 0,05). 

 

La exposición a machos generó una disminución en el número de entradas al área con viruta 

de nido en comparación con el control (machos: U(10,11)= 18,0; p ≤ 0,05; hembras U(10,12)= 

5,0; p ≤ 0,05), mientras que el número de entradas al área con viruta limpia solo aumentó 

en crías hembras expuestas a macho (hembras: U(10,12)= 5,0; p ≤ 0,05; machos: U(10,11)= 

35,0; p= 0,16). 

 

Figura 16. Número total de entradas a las áreas con viruta de nido (barra roja) o viruta limpia (barra 
blanca) del modelo de preferencia a olor materno de crías machos y hembras de 11 días de edad 
previamente expuestas a jaula vacía (control, n=10) o macho intruso (Exp. macho, n=12). Los datos 
se expresan como mediana (RIQ) y fueron analizados mediante la prueba de Wilcoxon para comparar 
el tiempo de permanencia entre las tres áreas y entre sexos, y la prueba U de Mann-Whitney para las 
comparaciones entre grupos experimentales. Los círculos y triángulos representan los valores 
individuales. *p ≤ 0,05 vs. área limpia, †p ≤ 0,05 vs. machos del mismo grupo, ‡p ≤ 0,05 vs control 
(jaula vacía). 
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Se observó que tanto machos como hembras de ambos grupos entraron primero al área con 

viruta del nido que al limpio (Control: machos: T= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: T= 0,0; p ≤ 

0,05; Intruso: machos: T= 0,0; p ≤ 0,05; hembras: T= 0,0; p ≤ 0,05). Las hembras 

expuestas a macho presentaron una mayor latencia a entrar al área con viruta de nido (T= 

9,0; p ≤ 0,05) y una menor latencia a entrar al área con viruta limpia que los machos de su 

mismo grupo (T= 11,0; p ≤ 0,05). Asimismo, las hembras expuestas a machos presentaron 

un aumento en la latencia a entrar al nido (U(10,12)= 2.0; p ≤ 0,05) y disminuyeron la latencia 

a entrar al área con viruta limpia (U(10,12)= 10.0; p ≤ 0,05) respecto a las hembras control 

(Figura 17). 

 

Figura 17. Latencias (en segundos, s) a entrar al área con viruta de nido (barra roja) o viruta limpia 
del (barra blanca) modelo de preferencia a olor materno de crías machos y hembras de 11 días de 
edad previamente expuestas a jaula vacía (control, n=10) o macho intruso (Exp. macho, n=12). Los 
datos se expresan como mediana (RIQ) y fueron analizados mediante la prueba de Wilcoxon para 
comparar el tiempo de permanencia entre las tres áreas y entre sexos, y la prueba U de Mann-
Whitney para las comparaciones entre grupos experimentales. Los círculos y triángulos representan 
los valores individuales. *p ≤ 0,05 vs. área limpia, †p ≤ 0,05 vs. machos del mismo grupo, ‡p ≤ 0,05 
vs control (jaula vacía). 
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DISCUSIÓN 

 

Los principales resultados obtenidos en este capítulo son: 

 

● La exposición a macho intruso no afectó la capacidad de las crías machos y hembras 

de reconocer el olor a nido materno. Sin embargo, redujo el tiempo de permanencia 

en la viruta del nido materno en las hembras. 

 

La experiencia macho y el reconocimiento del olor a nido de las crías 

El mayor número de entradas y tiempo de permanencia en el área con viruta del nido en la 

prueba de preferencia olfativa de las crías, independientemente de su condición 

experimental, evidencia que la exposición a machos intrusos no afecta la capacidad de las 

crías de reconocer el olor a nido materno. El hecho de que la experiencia macho, no afectara 

el reconocimiento del nido marca la robustez de este comportamiento y da cuenta su 

importancia para la supervivencia de las crías. En este sentido, previamente reportamos 

(Zuluaga et al., 2014) que otro comportamiento fundamental para la supervivencia de las 

crías, como es la respuesta de “llanto” de las crías durante el aislamiento, tampoco es 

alterado por la experiencia macho. Este comportamiento que ocurre cuando la cría es 

separada del nido, de la madre y de sus hermanos, se caracteriza por la emisión de USVs 

con el fin de captar la atención de la madre y promover su acercamiento (D’Amato & Cabib, 

1987; Hofer, 1996; Hofer & Shair, 1987; Jans & Leon, 1983; Noirot, 1972).  

 

Una posible explicación a estos resultados podría ser que la adquisición de esta memoria 

olfativa fuera previa a la exposición al macho. En este sentido, es sabido que el olor materno 

se aprende prenatalmente y se refuerza durante el parto ya que la hembra lactante unta 

líquido amniótico en su región ventral, lo que atrae a las crías y favorece posteriormente la 

preferencia por su olor (Schaal & Orgeur, 1992; Teicher & Blass, 1976, 1977; Varendi et al., 

1996). 

 

Tomando en cuenta que la madre es la mediadora principal de la información del ambiente, 

la ausencia de efecto negativo de la experiencia macho sobre el reconocimiento olfativo del 

nido, podría deberse a que la afectación del comportamiento maternal que esta experiencia 

genera es transitoria, ya que ésta representa un estresor moderado para la madre (como se 
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discutió previamente). Por otra parte, también es posible que el aumento transitorio en la 

frecuencia de lamidos de la madre provocado por la exposición al macho (Zuluaga et al., 

2014), sea responsable del mantenimiento de la preferencia por el olor a nido. Esta idea se 

fundamenta en que la administración de estimulación táctil artificial, que imita el lamido 

materno, a crías durante la exposición a un olor nuevo, provoca una preferencia por este 

olor (Kojima & Alberts, 2009; Raineki et al., 2010; Sullivan et al., 1989).  

 

De forma interesante, a pesar de mostrar una preferencia por el olor a nido, las crías 

hembras expuestas a machos, redujeron su permanencia en el área con viruta de nido en 

comparación con las crías machos del mismo grupo y a las crías hembras del grupo control. 

Este resultado muestra un efecto sexualmente diferente de la exposición al macho sobre los 

procesos de aprendizaje olfativo e indica una mayor sensibilidad de las hembras a los efectos 

de esta experiencia, lo cual concuerda con otros estudios (de Souza et al., 2012; Raineki 

et al., 2009). El efecto dependiente del sexo de la exposición al macho sobre los procesos de 

aprendizaje olfativo quizás esté asociado a variaciones en el comportamiento maternal. En 

este sentido, si bien reportamos que la exposición a macho aumenta la frecuencia de 

lamidos en las hembras lactantes durante la exposición (Zuluaga et al., 2014), no 

distinguimos si uno de los sexos recibió más lamidos. Debido a que variaciones en el lamido 

recibido por las crías se asocian a perfiles conductuales diferentes en los individuos 

(Champagne et al., 2003; Curley & Champagne, 2016; C.-D. Walker, 2010), un incremento 

diferencial de acuerdo al sexo en los lamidos maternos podría ser responsable de la 

diferencia en el comportamiento de machos y hembras en el modelo de preferencia olfativa. 

En línea con esta idea, se ha reportado que las hembras lactantes lamen más a las crías 

machos que a las hembras (Melniczek & Ward, 1994; Moore et al., 1997), por lo que 

podríamos hipotetizar que la robusta preferencia de las crías machos por el olor a nido se 

deba a una mayor estimulación por parte de la madre. Sería interesante abordar si el 

comportamiento maternal se modifica de forma diferente del acuerdo al sexo de las crías en 

función de las experiencias en el postparto temprano, así como evaluar otros procesos de 

aprendizaje mediados por el comportamiento de la madre en ambos sexos. 

 

La exposición a macho provocó una respuesta temprana de miedo, pero no alteró el 

reconocimiento del nido materno. Estos dos resultados favorecen a la supervivencia de las 

crías frente a la situación de amenaza en la que se encuentran. Sin embargo, desconocemos 

si estas respuestas son transitorias o tienen un efecto más a largo plazo volviendo a los 

individuos más alertas o más tolerantes al riesgo. Sería interesante evaluar si la exposición a 
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machos afecta funciones cognitivas y emocionales en otros contextos de amenaza que se 

pueden presentar durante adolescencia o la adultez, por ejemplo, evaluando la respuesta de 

forrajeo en condiciones de estrés o la respuesta en modelos de evaluación de riesgos.  
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iv. CAPÍTULO III. RESPUESTA DE MIEDO DE CRÍAS A UN ESTÍMULO 

SOCIAL NO INNATO DE MIEDO: EVIDENCIA DE LA PARTICIPACIÓN 

DE PROCESOS DE MEMORIA 

 

 

Las crías son capaces de aprender y retener memorias tempranas (Gruest et al., 2004; 

Hoffman et al., 2013; Kehoe & Blass, 1986; Languille et al., 2008, 2009). Sin embargo, se 

desconoce si la madre puede influir en el aprendizaje aversivo de las crías y si ese 

aprendizaje es diferente en machos y hembras. Con base en la fuerte influencia que tiene la 

madre en el desarrollo cognitivo y emocional de las crías, nos preguntamos si la exposición 

prolongada de la díada a una hembra adulta en proestro, que constituye un estímulo no 

innato de miedo, pero es aversivo para la madre, resulta en el desarrollo de la respuesta de 

miedo de las crías. La expresión de miedo frente a un macho anestesiado luego de la 

exposición a machos intrusos en el período de HRE (capítulo I) podría deberse a una 

maduración de áreas relacionadas al control del miedo o a un aprendizaje asociativo entre el 

comportamiento alterado de la madre y el olor del macho, que es un estímulo innato de 

miedo luego del período de HRE. El uso de hembras, que no son estímulos innatos de miedo 

para las crías incluso fuera del período de HRE, permite plantear la hipótesis de que la 

expresión de miedo frente a una hembra anestesiada se deba a un proceso de aprendizaje 

entre el olor de la hembra intrusa y el comportamiento alterado de la madre. Si la respuesta 

de miedo de estas crías a una hembra anestesiada se debe a un proceso de memoria 

asociado al comportamiento alterado de la madre hacia la hembra intrusa, esperamos que 

ésta se vea alterada por agentes amnésicos. El uso de hembras en proestro como intrusas se 

sustenta en el hecho de que provocan una mayor agresión en la madre y un mayor tiempo 

fuera del nido, en comparación con las hembras en otras etapas del ciclo estral(Haney & 

Miczek, 1993; Zuluaga et al., 2014), pero no provocan respuestas de miedo en las crías 

(Zuluaga et al., 2014). 

 

Los resultados de este capítulo dieron lugar a la publicación: Zuluaga, M. J., Agrati, D., 

Athaíde, V., Ferreira, A., Uriarte, N. (2023). Fear response of rat pups to a non-

aversive social stimulus: Evidence for the involvement of memory processes. 

DevelopmentalPsychobiology, 65(7), e22417, 

https://doi.org/10.1002/dev.22417 que se adjunta en el ANEXO II de esta tesis. 
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HIPÓTESIS 
 

Las crías son capaces de expresar respuesta de miedo frente a un estímulo social no innato 

de miedo en el período del hiporrespuesta al estrés, como consecuencia de un proceso de 

aprendizaje mediado por la madre. 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar si la exposición de la díada madre-crías a un estímulo social aversivo para la 

madre pero no para las crías, induce respuestas de miedo en las crías frente a este estímulo 

social a través de un proceso de memoria dependiente de la madre.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Determinar si la exposición temprana de la díada madre-crías a hembras intrusas en 

proestro induce la expresión de miedo en crías durante el período de hiporrespuesta 

al estrés. 

 

2. Determinar el efecto de la administración de agentes amnésicos sobre la respuesta 

de miedo de crías expuestas a hembra en proestro junto a su madre en los primeros 

días posparto. 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

 

Experimento 1: Respuestas de miedo de las crías hacia una hembra adulta 

Para determinar si la exposición prolongada de la díada a una hembra intrusa en proestro 

promueve la expresión de respuestas de miedo en las crías, se evaluaron las respuestas de 

crías expuestas a la condición hembra intrusa (ndíadas = 8) o a la condición de control (ndíadas= 

9) en la prueba de miedo. En el DPN 8, una cría macho y una hembra de cada camada 

expuestas a hembra intrusa o jaula vacía se sometieron a la prueba de miedo frente a una 

hembra en proestro anestesiada. El orden de las pruebas fue contrabalanceado entre 

machos y hembras. 

 

Experimento 2: Efecto de CHX en la respuesta de miedo de las crías hacia 

una hembra adulta 

Como mencionamos anteriormente, si la respuesta de miedo de las crías hacia una hembra 

adulta fuera consecuencia de un proceso de memoria, entonces el valor aversivo de la 

hembra estaría sujeto a un proceso de reconsolidación luego de una nueva exposición, y 

sería susceptible de ser alterado por agentes amnésicos como la cicloheximida (CHX), un 

inhibidor de la síntesis de proteínas(Dudai & Eisenberg, 2004; Flint & Marino, 2007; Pavlík & 

Teisinger, 1980). Por lo tanto, determinamos si la administración de CHX, luego de la 

exposición a hembra anestesiada en el DPN 8, inhibe la respuesta de miedo de las crías 

durante una prueba de miedo en el DPN 9. 

 

Debido a que solo las hembras presentaron respuestas de miedo frente a hembra en 

proestro (resultados obtenidos en el Experimento 1), para este experimento se utilizaron 

crías hembras. La Figura 18 muestra una representación esquemática del procedimiento 

llevado a cabo y los grupos experimentales utilizados en el experimento 2. En primer lugar, 

las díadas madre-camada se dividieron en dos condiciones experimentales: exposición a 

hembra intrusa (ndíadas= 10) o a una jaula vacía (condición de control, ndíadas= 8) según el 

procedimiento de exposición a hembra intrusa descrito en el Experimento 1. Durante la 

mañana del DPN 8, las cuatro crías hembras de cada camada de ambas condiciones fueron 

asignadas a uno de los grupos experimentales que se detallan a continuación: 
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Grupos CHX/expuesto y vehículo (VEH)/expuesto: Dos crías hembras de 8 días de 

edad de camadas expuestas a intrusas fueron expuestas individualmente a la prueba de 

miedo hacia una hembra anestesiada e inmediatamente después fueron inyectadas con CHX 

(Sigma 0,2 mg/kg/2 ml 0,2% NaCl, sc.) o VEH (solución salina estéril, 2 ml/kg, sc.), y 24 h 

después (DPN 9), se re-evaluaron las respuestas de miedo hacia una hembra anestesiada 

diferente.  

 

Grupos VEH/no expuesto y CHX/no expuesto: Con el fin de controlar si la 

administración de CHX influye sobre el proceso de reconsolidación, las otras dos crías 

hembras de la camada expuesta a hembra intrusa fueron sometidas individualmente a las 

condiciones de la prueba de miedo, pero en ausencia de la hembra adulta anestesiada, y 

posteriormente fueron tratadas con CHX o VEH. Veinticuatro horas después, estas crías 

fueron evaluadas en la prueba de miedo con una hembra adulta anestesiada. 

 

Grupos en la condición control: Para controlar el posible efecto de CHX per se sobre el 

comportamiento de las crías, las cuatro crías hembras de la condición de control (jaula vacía, 

ndíadas=8) fueron sometidas a las mismas condiciones experimentales descritas anteriormente 

y por lo tanto se obtuvieron los mismos cuatro grupos experimentales en la camada de 

control (CHX/expuesto, VEH/expuesto, CHX/no expuesto y VEH/no expuesto).  

 

Las dosis y la latencia de administración de CHX se eligieron a partir de estudios previos 

(Dudai&Eisenberg, 2004; Flint & Marino, 2007; Pavlík&Teisinger, 1980) y se ajustaron en 

experimentos preliminares. El orden de asignación al grupo experimental en el DPN 8, así 

como el orden de prueba de las crías en la prueba de miedo en el DPN 9 fue 

contrabalanceado. 
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Figura 18. Representación esquemática del procedimiento realizado y los cuatro grupos 
experimentales generados en el Experimento 2. Las díadas madre-críass fueron expuestas en la caja 
materna a una hembra intrusa dentro de una jaula de malla de alambre (condición de intrusa hembra) 
o a una jaula vacía (condición control) desde el DPN 1 al 4. Del DPN 8 al 9, evaluamos el efecto de la 
cicloheximida (CHX) sobre la respuesta de miedo de las crías hacia una hembra en proestro 
anestesiada. En el DPN 8, cuatro crías hembras de cada díada de las condiciones hembra intrusa y 
control fueron asignadas a uno de los grupos experimentales ilustrados. Grupos VEH o CHX/ 
expuestos: las crías fueron expuestas a una hembra anestesiada en el DPN 8, inmediatamente 
después, se les inyectó VEH o 0,2 mg/kg de CHX, y en el DPN 9 se evaluaron sus respuestas de miedo 
hacia una hembra anestesiada en la prueba de miedo. Grupos VEH o CHX/ no expuestos: en el 
DPN 8 se expusieron crías al recinto donde se hizo la exposición a hembra, pero sin la presencia de la 
hembra adulta anestesiada, luego se les inyectó VEH o 0,2 mg/kg de CHX, y en el DPN 9, se 
observaron sus respuestas de miedo hacia una hembra anestesiada. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos se expresan como medianas (rango intercuartil) ya que no se detectó distribución 

normal ni homogeneidad de varianzas (Siegel, 1956). En el Experimento 1, el efecto de la 

convivencia previa con una hembra intrusa sobre las respuestas de miedo de las crías se 

analizó mediante la prueba U de Mann-Whitney. Dado que las crías machos y hembras 

provienen de la misma camada, las comparaciones entre sexos se realizaron mediante la 

prueba de Wilcoxon. En el Experimento 2, las comparaciones entre los grupos hembra 

intrusa y condición control se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney, y las 

comparaciones dentro de cada condición (VEH o CHX/expuesta y VEH o CHX/no expuesta) 

se realizaron mediante la prueba de Friedman seguido de la prueba de Wilcoxon. En todos 

los casos, el nivel de significación estadística seleccionado fue p ≤ 0,05. 

 

 

RESULTADOS 
 

Experimento 1: Respuestas de miedo de las crías hacia una hembra adulta 

La exposición prolongada a hembras intrusas promovió la expresión de respuestas de miedo 

en las crías hembras, lo que se reflejó en una disminución en el número de USV (U(8,9)= 8,0; 

p ≤ 0,05) y un aumento en el TTI (U(8,9)= 7,0; p ≤ 0,05), en comparación con la condición 

de control (Figura 19). Por el contrario, las respuestas de las crías machos expuestas a una 

hembra intrusa no difirieron de las de las crías machos del grupo control (USV: U(8,9)= 24,0; 

p= 0,27 y TTI: U(8,9)= 19,5; p= 0,07, Figura 21). En consecuencia, la exposición a hembra 

intrusa provocó que la respuesta de miedo de las crías hembras difiriese de la de la crías 

machos (USV: T(8)= 0,0 y TTI: T(8)= 3,0; p ≤ 0,05), mientras que no se encontraron 

diferencias significativas entre machos y hembras en la condición control (USV: T(9)= 6,0; 

p=0,17 y TTI: T(9)= 9,0; p=0,75). 
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Figura 19. Respuestas de miedo hacia una hembra en proestro anestesiada. A) Número de 
vocalizaciones ultrasónicas (USV) y B) tiempo total de inmovilidad (s) (TTI) de crías macho (barra 
blanca) y crías hembra (barra gris) de 8 días de edad expuestos del PND 1 al 4 a una jaula vacía 
(condición control) o una hembra intrusa. Los datos se expresan como medianas (rango intercuartil 
[IQR]) con círculos y triángulos que representan valores individuales. Las comparaciones entre los 
grupos experimentales se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney, *p ≤ 0,05 vs. condición 
control. Las comparaciones entre sexos se realizaron mediante la prueba de Wilcoxon, **p ≤ 0,05 vs. 
crías machos. 
 

 

Experimento 2: Efecto de CHX en la respuesta de miedo de las crías hacia 

una hembra adulta 

En la condición de exposición a hembra intrusa, la respuesta de miedo de las crías hembras 

durante la prueba realizada en el DPN 9 varió en función del tratamiento farmacológico (VEH 

o CHX) y de la exposición previa a una hembra anestesiada en el DPN 8 (grupos expuestos o 

no expuestos; USV: χ2
(3) = 14,85 y TTI: χ2

(3)= 16,6; p ≤ 0,05). Como se muestra en la figura 

20, en la condición de intrusa, las crías CHX/expuestas no exhibieron una respuesta de 

miedo, presentando un número mayor de USV y una disminución del TTI en comparación 

con las crías VEH/expuestas (USV: T(10) = 0,0, TTI: T (10)= 1,0; p ≤ 0,05). Cuando las crías 

de la condición de hembra en proestro intrusa no fueron expuestas a una hembra 

anestesiada en el DPN 8 (grupos CHX/no expuesto y VEH/no expuesto), su respuesta 

conductual en la prueba de miedo del DPN 9 no difirió (USV: T(10) = 15,5; p=0,72; TTI: T(10) 

= 9,5; p=0,12, Figura 20). 
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La exposición a una hembra anestesiada en DPN 8 de las crías de la condición hembra 

intrusa no afectó las respuestas de miedo en DPN 9, ya que no se detectaron diferencias 

entre la respuesta de miedo de los grupos VEH/expuestos y VEH/no expuestos (USV: T(10) = 

11,0; p=0,17 y TTI: T(10) = 22,0; p=0,57). Como se muestra en la Figura 20, dentro de la 

condición control (crías expuestas a una jaula vacía del DPN 1 al 4), ni la exposición previa a 

una hembra anestesiada en el DPN 8 ni la administración de CHX afectaron el número de 

USV o TTI de las crías durante la prueba de miedo en DPN 9 (USV: χ2
(3)= 2,7; p= 0,44 y 

TTI: χ2
(3)= 3,2; p= 0,36). 

 

Cuando comparamos las condiciones intrusa y control, las crías de la condición hembra 

intrusa tratadas con VEH (VEH/expuestos) exhibieron una clara respuesta de miedo, como lo 

muestra la reducción de la emisión de USV y el aumento de TTI, en comparación con el 

grupo VEH/expuesto en condición de control (USV: U(8,10) = 0,0, TTI: U(8,10)= 4,0; p ≤ 0,05). 

Sin embargo, no se detectaron diferencias en la emisión de USV y TTI entre los grupos 

CHX/expuestos de condiciones de intrusa y control (USV: U(8,10) = 30,0; p= 0,39 y TTI: U(8,10) 

= 20,0; p= 0,08; Figura 20). Tanto las crías de los grupos VEH/no expuestos como las del 

grupo CHX/no expuestos de la condición hembra intrusa mostraron respuestas de miedo, en 

comparación con los mismos grupos de la condición de control (condición de intrusa versus 

control: VEH/no expuesto: USV: U(8,9) = 4,0; TTI: U(8,10) = 1,0; p ≤ 0,05 y CHX/no expuesto: 

USV: U(8,9) = 13,0; TTI: U (8,9) = 9,0; p ≤ 0,05). 
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Figura 20. Respuestas de miedo hacia una hembra en proestro anestesiada en la prueba de miedo. 
A) Número de ultravocalizaciones (USV) y B) tiempo total en inmovilidad (TTI, en segundos, s) de 
crías hembras en DPN 9 expuestas a jaula vacía (condición control) o hembra en proestro intrusa. La 
barra blanca representa a las crías hembras tratadas con vehículo (VEH) y la barra gris a las tratadas 
con cicloheximida (CHX) que fueron expuestas o no a una hembra anestesiada en el DPN 8. Los datos 
se expresan en medianas (RIQ), los círculos y triángulos representan los valores individuales. Se 
utilizó la prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones entre las condiciones control y hembra 
intrusa, *p ≤ 0,05 vs. el mismo grupo experimental en la condición control. Las comparaciones dentro 
de las condiciones se realizaron mediante el ANOVA de Friedman seguido de la prueba de Wilcoxon, 
**p ≤ 0,05 frente a los grupos VEH/expuestos, CHX/expuestos y VEH/no expuestos de la condición de 
hembra intrusa. 
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DISCUSIÓN 
 

 

Los principales resultados obtenidos en este capítulo son: 

 

● La exposición prolongada a una hembra intrusa provocó una respuesta de miedo en 

las crías hembra, pero no en las crías machos, durante la prueba de miedo frente a 

hembra en proestro.   

 

● La administración del inhibidor de la síntesis de proteínas cicloheximida, luego de la 

exposición a hembra en proestro anestesiada en el DPN 8, bloqueó la respuesta de 

miedo de las crías hembras cuando se las re-expuso a este adulto en el DPN 9. 

 

La hembra lactante como mediadora en la adquisición de memorias de 

miedo en las crías 

El hecho de que las hembras adultas en proestro no representen un estímulo aversivo per se 

para las crías (Brunelli et al., 1998; Zuluaga et al., 2014, 2023) indica que la respuesta de 

miedo de las crías hembras previamente expuestas a una hembra intrusa no puede atribuirse 

únicamente a una maduración temprana de los sistemas de miedo/estrés como consecuencia 

de la convivencia con la intrusa tal como observamos en los experimentos del capítulo I. 

Estos resultados, a su vez, indican que probablemente la madre sea la mediadora del valor 

aversivo que la hembra intrusa adquiere para sus crías durante la convivencia. A su vez, la 

inhibición farmacológica (mediante la administración de un inhibidor de la síntesis de 

proteínas) de la respuesta de miedo de las crías hembras hacia la hembra adulta prueba que 

esta respuesta es el resultado de la evocación de una memoria de miedo. Ambos 

experimentos demuestran que las crías aprenden que la hembra en proestro intrusa es un 

estímulo aversivo debido a los cambios en el comportamiento materno, desencadenando así 

una respuesta de miedo hacia este adulto cuando se las re-expone. En este sentido, Debiec 

y Sullivan (2014) mostraron que las crías durante el período de HRE, son capaces de 

expresar miedo frente a un olor cuando este es previamente asociado con la respuesta de 

miedo de la madre hacia ese mismo olor.  
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Estos resultados resaltan la importancia crucial del entorno y del comportamiento materno a 

la hora de influir sobre el desarrollo emocional, social y cognitivo de las crías (Champagne 

et al., 2003; Cirulli et al., 2003; Coutellier et al., 2008; Levine, 1994; Mashoodh et al., 2009; 

McLeod et al., 2007; Uriarte et al., 2007; C.-D. Walker et al., 2004), ya que la madre media 

el valor aversivo que la hembra en proestro adquiere para sus crías durante la convivencia. 

En este sentido, la presencia de la hembra intrusa en proestro provoca en las hembras 

lactantes un aumento en la agresión maternal la cual conduce a un mayor tiempo fuera del 

nido (Zuluaga et al., 2014). Se ha demostrado que cuando se lleva a cabo un 

condicionamiento de miedo, se observan resultados diferentes en presencia o ausencia de la 

madre, indicando que su presencia puede influir en los procesos de aprendizaje temprano en 

crías (Debiec & Sullivan, 2014; Moriceau et al., 2006). A su vez, la separación maternal se ha 

asociado con una mejora en la retención de memorias de miedo (Callaghan & Richardson, 

2011; Sampath et al., 2014). En este sentido, las crías de 17 días que fueron separadas de 

sus madres y condicionadas a un sonido combinado con shocks eléctricos, retuvieron esta 

memoria del miedo por 10 días después del condicionamiento, a diferencia de las criadas en 

condiciones estándar (Callaghan & Richardson, 2011).  

¿La respuesta de miedo de las crías hacia una hembra adulta es 

consecuencia de un proceso de memoria? 

En la condición de exposición a una hembra intrusa, la administración de CHX a las crías 

inmediatamente después de la exposición a una hembra en proestro anestesiada en el DPN 

8 suprimió la expresión de miedo en el DPN 9, sugiriendo que las respuestas de miedo de las 

crías son el resultado de un proceso de memoria. En este sentido, la evocación de memorias 

consolidadas genera un período lábil en el cual la reconsolidación de una memoria a largo 

plazo necesita la síntesis a novo de proteínas (Bevilaqua et al., 2008; Dudai et al., 2015; 

Dudai & Eisenberg, 2004; Nader et al., 2000). El tratamiento con CHX después de la 

exposición a una hembra adulta en el DPN 8 probablemente abolió las respuestas de miedo 

hacia ella en el DPN 9 porque bloqueó la síntesis a novo de proteínas necesaria para 

reestabilizar la memoria evocada el día anterior. En consonancia con este resultado, otros 

estudios han mostrado que el tratamiento con anisomicina, otro inhibidor de la síntesis de 

proteínas, en crías de 3 días de edad bloquea el comportamiento de evitación hacia sabores 

que previamente fueron asociados negativamente con la ingesta de litio (Gruest et al., 2004; 

Languille et al., 2008, 2009). 
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La especificidad del tratamiento CHX para afectar el proceso de reconsolidación de la 

memoria está respaldada por el hecho de que su administración no tuvo efecto sobre las 

respuestas de miedo de aquellas crías donde no se produjo la exposición a una hembra 

adulta en el DPN 8 (VEH/no expuesto y CHX/grupos no expuestos), es decir en aquellas 

donde no se evocó la memoria de miedo. Dado que la memoria no se reactivó en las crías no 

expuestas a una hembra en el DPN 8, independientemente del tratamiento farmacológico, la 

huella de la memoria permaneció intacta ante el efecto del inhibidor de la síntesis de 

proteínas (como lo demostraron Nader et al., 2000). Por tanto, las respuestas de miedo 

pudieron expresarse en el DPN 9. 

 

Dentro de la condición control, ni la exposición previa a un adulto hembra en el DPN 8 ni la 

administración de CHX influyó en el número de USV o el TTI de las crías en la prueba de 

miedo en el DPN 9. Dado que las crías no estuvieron expuestas a hembras intrusas y por 

tanto no adquirieron memorias de miedo, se esperaba que las crías de la condición control 

vocalizaran y se movieran cuando se enfrentaran a la hembra anestesiada en la prueba de 

miedo. Estos resultados concuerdan con hallazgos previos que muestran que las hembras en 

proestro provocan un acercamiento de las crías fuera del periodo HRE (Brunelli et al., 1998; 

Zuluaga et al., 2014). Además, los resultados obtenidos en la condición control demuestran 

que la CHX per se no tuvo efecto sobre las vocalizaciones o la movilidad de las crías, lo que 

descarta un efecto motor del fármaco en el aumento de las mismas. Los resultados de 

ambos experimentos, junto con el comportamiento observado en los grupos control, 

sugieren fuertemente que la exposición de la díada madre-crías a una intrusa del DPN 1 al 4 

puede promover la adquisición y consolidación de una memoria de miedo, que está siendo 

mediado por la madre, y que esta memoria de miedo puede reactivarse al volverse a 

exponer al estímulo de miedo. Estos resultados apoyan la idea de que los procesos de 

consolidación y reconsolidación son habilidades que ya están presentes al comienzo de la 

vida, como se informó anteriormente en otros estudios (Gruest et al., 2004; Languille et al., 

2008, 2009). 

 

La respuesta de miedo de las crías ante una hembra adulta anestesiada sugiere que ciertos 

atributos de este estímulo son suficientes para evocar la memoria del miedo. Estudios 

anteriores han demostrado que diferentes tipos de recordatorios pueden inducir la 

recuperación de la memoria en diversas condiciones. Por ejemplo, las señales contextuales 

pueden facilitar la memoria de hábitos olvidados en los laberintos (Deweer et al., 1980). Al 

igual que en los adultos, en las crías no es necesario revivir la experiencia donde se adquirió 
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la memoria del miedo, sino que ésta puede ser desencadenada por un atributo de ese 

recuerdo (Spear, 1973). Nuestra hipótesis es que es el olor de la hembra anestesiada lo que 

desencadena el recuerdo y la expresión de miedo durante la prueba de miedo, ya que no se 

permitió ningún contacto físico con este adulto. En este sentido, durante las interacciones 

agresivas se liberan señales olfativas (J.-X. Zhang et al., 2008), que podrían influir 

directamente en las crías y contribuir a la adquisición de la memoria del miedo. En línea con 

esta hipótesis, se ha observado que la anosmia en crías de 12 días de edad bloquea su 

inmovilidad frente a un adulto (Shair et al., 1999). Curiosamente, ciertos olores individuales 

pueden ser comunes, mientras que otros pueden variar entre las hembras dependiendo de la 

fase de su ciclo estral(Brown, 1988; Lucas et al., 1982). Aunque hemos determinado que la 

exposición previa a una hembra intrusa en proestro induce una respuesta de miedo a este 

estímulo social, no está claro si esta respuesta es específica de las hembras en proestro o si 

se extiende a todas las hembras. Sería interesante investigar si la presencia de una hembra 

en diestro durante la prueba de miedo, o incluso los olores de las hembras en diestro y en 

proestro, provocan una respuesta de miedo en crías de 8 días previamente expuestos a 

hembras intrusas en proestro. 

Diferencias de sexo en el proceso de memoria las respuestas de miedo de 

las crías 

El hecho de que sólo las crías hembras y no las crías machos, que estuvieron previamente 

expuestas a intrusas expresaran una respuesta de miedo en el DPN 8 (experimento 1) indica 

una diferencia de sexo en los mecanismos que subyacen al efecto de esta experiencia 

temprana. Este resultado es consistente con nuestro estudio previo en el que demostramos 

que la exposición a una hembra intrusa provoca una mayor respuesta de miedo en las crías 

hembras, en comparación con la de las crías machos durante una prueba de miedo frente a 

un macho anestesiado (Zuluaga et al., 2014). De manera similar, también se han informado 

diferencias de sexo en la influencia de las experiencias estresantes en los procesos de 

memoria en individuos adultos. En este sentido, las hembras expuestas a estrés crónico por 

restricción muestran un mejor desempeño en tareas de memoria espacial y pruebas de 

memoria de reconocimiento (Beck & Luine, 2002; Bowman, 2005; Kitraki et al., 2004; 

McLaughlin et al., 2005), mientras que los machos estresados muestran deterioro en el 

desempeño de las mismas tareas (Beck & Luine, 2002; Bowman, 2005; Kitraki et al., 2004). 
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Las diferencias de sexo en la adquisición de memorias de miedo pueden estar relacionadas 

con variaciones en la respuesta endocrina al estrés, la cual se sabe que modula los procesos 

de aprendizaje (Chakraborty & Chattarji, 2019; Knox et al., 2012; Miracle et al., 2006) y la 

maduración del circuito neural involucrado en estos procesos(Moriceau et al., 2004; 

Takahashi, 1995). En esta línea de pensamiento,las hembras suelen exhibir una mayor 

respuesta del eje HHA en condiciones estresantes que los machos(Patchev et al., 1995; 

Seale et al., 2004) y fundamentalmente esta respuesta es mediada por AVP (Renard et al., 

2010).Como mencionamos anteriormente,la AVP sería el principal mediador de la respuesta 

de ACTH en crías (Dent et al., 2000). Por lo tanto, una mayor respuesta HHA, por acción de 

la AVP en las crías hembras podría haber facilitado la formación de memorias de miedo 

durante la exposición a una hembra intrusa. 

 

Por otro lado, variaciones en los niveles de esteroides gonadales durante la exposición a 

hembra intrusa podrían haber influido en la adquisición de la memoria de miedo. Así, hasta 

los DPN 6 a 10, la testosterona está elevada en las crías machos(Arnold & Gorski, 1984; 

MacLusky & Naftolin, 1981), y se ha demostrado que esta hormona enlentece la maduración 

de la amígdala (Kolodkin & Auger, 2011), un área necesariamente involucrada en la 

formación de la memoria del miedo tanto en adultos (Bailey et al., 1999; Kochli et al., 2015; 

Kwapis et al., 2011; Schafe & LeDoux, 2000) como en crías (Debiec & Sullivan, 2014; 

Moriceau et al., 2006; Tallot et al., 2016; Thompson et al., 2008). Este potencial efecto de la 

testosterona en los machos podría explicar por qué exhibieron una respuesta de miedo total 

(tanto USV como inmovilidad) sólo en condiciones altamente aversivas (es decir, un macho 

intruso). 

 

A su vez, numerosos estudios sugieren que los mecanismos moleculares implicados en la 

formación de memorias de miedo pueden variar entre sexos (Frick et al., 2015; Méndez-

López et al., 2009; Mizuno & Giese, 2010). El proceso de formación de memorias a largo 

plazo es complejo y no solo requiere la síntesis de proteínas a novo, sino que también 

implica la degradación de proteínas mediada por el sistema ubiquitina-proteosoma 

(SUP)(Bisaz et al., 2014; Josselyn & Tonegawa, 2020; Kandel et al., 2014). Se ha 

demostrado un papel fundamental del SUP en la formación de memorias de miedo (Cullen 

et al., 2017; Lopez-Salon et al., 2001). Curiosamente, las ratas macho y hembra difieren en 

sus mecanismos reguladores del proteosoma en la amígdala y el hipocampo (Devulapalli 

et al., 2021). Quizás la susceptibilidad de las hembras a formar un recuerdo de miedo hacia 

la intrusa podría estar relacionada con una diferencia en el SUP. 
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En resumen, los resultados de este capítulo indican que las crías pueden adquirir memorias 

de miedo desde los primeros días posnatales y resaltan la importancia del entorno materno 

temprano en la configuración del aprendizaje del miedo y las conductas de evitación en 

contextos sociales. Este efecto es dependiente del sexo, ya que únicamente estuvo presente 

en las crías hembras. Este fenómeno justifica una mayor investigación para desentrañar el 

papel de las hormonas gonadales y la interacción del estrés en estos efectos, así como su 

importancia adaptativa.  

 

En este sentido, sería interesante profundizar en el proceso de memoria asociado a la 

respuesta de miedo frente a hembras en proestro, evaluando las otras etapas vinculadas a 

este proceso, como la adquisición, la reactivación y la extinción de la memoria. Por ejmplo 

mediante intervenciones farmacológicas con agonistas gabaérgicos o inhibidores de la 

síntesis de proteínas podríamos afectar las distintas etapas del proceso de memoria y 

determinar si se mantiene o no la memoria de miedo hacia hembras en proestro. También se 

podría evaluar si esta respuesta de miedo se mantiene fuera del periodo de HRE o incluso 

luego del destete. Asimismo, dado que la respuesta de miedo hacia hembras en proestro 

solamente se observó en crías hembras y que los procesos de degradación de proteínas 

parecen ser más sensibles en las hembras, sería interesante evaluar el rol de las hormonas 

gonadales durante la etapa postnatal sobre el sistema ubiquitina-proteosoma.    
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v. DISCUSIÓN GENERAL 
 

 

En conjunto, los tres capítulos de esta tesis muestran que: 

1. La convivencia con machos durante el período de HRE afectó el comportamiento maternal 

de las madres durante su presencia e indujo respuestas de miedo y la maduración temprana 

de circuitos neurales de miedo que son semejantes a los que se activaron fuera del período 

de HRE (Capítulo I)  

2. La convivencia con machos no alteró el reconocimiento del olor a nido en crías machos ni 

en crías hembras, pero las crías hembras redujeron su tiempo de permanencia en el área 

con viruta de nido en relación al de los machos, sugiriendo que son más sensibles a los 

efectos de esta experiencia (Capítulo II)  

3. La experiencia de convivir con hembras intrusas, un estímulo social no innato de miedo, 

habilitó procesos de aprendizaje aversivo (Capítulo III) en las crías hembras, sugiriendo que 

la madre, a través de su comportamiento es clave para inducir comportamientos de miedo 

frente a potenciales peligros, incluso en el período de HRE.  

 

Esta evidencia aporta a la comprensión de períodos tempranos de la vida, e ilustra cómo el 

sistema nervioso de individuos neonatos con escaso grado de desarrollo es sensible 

variaciones en el ambiente, intermediadas por la madre, que modulan su desarrollo de forma 

compleja y específica de acuerdo a factores externos -como la naturaleza del intruso- e 

internos -como el sexo-. Esto abre un abanico de preguntas, desde cuáles son los 

mecanismos específicos que subyacen la influencia del ambiente a cuál es el posible 

significado biológico de los cambios observados en el desarrollo.  

 

¿Cómo influye la madre sobre la respuesta de miedo de las crías hacia 

machos o hembras intrusas? 

Si bien durante el periodo de HRE, las crías de 8 días de edad presentan una respuesta 

endócrina atenuada a varios factores estresantes (Moriceau et al., 2004; Takahashi, 1994; C. 

D. Walker et al., 1991), ésta es modulada por la madre y las variaciones en el 

comportamiento maternal recibido afectan esta hiporrespuesta (C.-D. Walker, 2010; C.-D. 
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Walker et al., 2004). Específicamente, se ha demostrado que la disminución de la 

estimulación táctil durante la separación maternal, potencian las respuestas de c-Fos, y de 

AVP y CRH a nivel del NPV e incrementan los niveles de ACTH y CORT en crías durante este 

período (Dent et al., 2000; M. Schmidt et al., 2004; Suchecki et al., 1993, 1995; C.-D. 

Walker, 2010).  

 

En este sentido, se ha demostrado que la administración exógena de CORT induce la 

expresión de respuestas de miedo hacia machos adultos desconocidos en el período de HRE, 

mientras que la adrenalectomía impide su expresión (Moriceau et al., 2004; Takahashi & 

Kim, 1994). Asimismo, la administración de CORT a crías de 7 días de edad habilita el 

aprendizaje aversivo, mientras que la adrenalectomía en crías de 12 días lo elimina 

(Moriceau et al., 2006). En concordancia con estos resultados, la separación maternal se ha 

asociado con una mejora en la retención de memorias de miedo (Callaghan & Richardson, 

2011; Sampath et al., 2014). Esta evidencia sugiere que un incremento en los niveles de 

CORT mediado por el cambio en el comportamiento maternal, podría subyacer la maduración 

temprana de circuitos de miedoen las crías expuestas a macho. 

 

Una estructura clave en el procesamiento de estímulos innatos aversivos, así como en los 

procesos de aprendizaje y memoria aversivas, y en la expresión de respuestas de miedo es 

la amígdala (LeDoux, 2000). En adultos, los procesos de consolidación y reconsolidación de 

la memoria de miedo dependen en gran medida de la actividad de la amígdala, y estos 

procesos generan la síntesis a novode proteínas en las neuronas de esta área (Bailey et al., 

1999; Kochli et al., 2015; Kwapis et al., 2011; Schafe & LeDoux, 2000). La inactivación 

temporal de la amígdala impide la consolidación de memorias de miedo (Ferry & McGaugh, 

2000; Takahashi et al., 2007). Esta área presenta receptores a glucocorticoides (RG) (Ahima 

& Harlan, 1990; Aronsson et al., 1988; Makino et al., 1994), y por ende es susceptible a 

señales relacionadas con variaciones en los niveles plasmáticos de CORT. De forma 

interesante, el estrés temprano y las interacciones madre-crías modulan la expresión y la 

función de los RG en la amígdala durante la etapa postnatal (Alcántara-Alonso et al., 2024; 

Trujillo et al., 2016). En este sentido, una separación maternal de 4 horas durante todo el 

periodo de lactancia provoca un aumento en la densidad de GR en amígdala medial (Trujillo 

et al., 2016). 

 

Tomando en cuenta esta evidencia en su conjunto podemos especular que la exposición a 

macho y hembra intrusos induce la maduración de la amígdala, área clave del circuito de 
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miedo, como producto del aumento en los niveles de CORT provocados por la disminución 

del tiempo de contacto de la madre con las crías. Apoyando esta hipótesis, la administración 

de CORT a crías acelera la activación de la amígdala (Moriceau et al., 2004; Upton & 

Sullivan, 2010) durante el período de HRE y la adrenalectomía durante este período la 

inhibe, eliminando la expresión de respuestas de miedo frente a machos adultos (Takahashi 

& Kim, 1994). 

 

La maduración temprana de la amígdala durante el período de HRE habilitaría procesos de 

aprendizaje de miedo mediados por la madre, como la respuesta de miedo ante una hembra 

adulta en proestro. En este sentido, se ha demostrado que es necesario que la amígdala 

haya madurado para que ocurran condicionamientos de miedo asociados a un estímulo 

neutro en crías (Debiec & Sullivan, 2014; Moriceau et al., 2006; Tallot et al., 2016; 

Thompson et al., 2008). Por otra parte, en el capítulo I de esta tesis, observamos que la 

presencia de un intruso macho, que provoca una disminución en el contacto materno (al 

igual que la presencia de una hembra en proestro intrusa) generó una activación temprana 

de la amígdala. Estos resultados sugieren fuertemente que la exposición a hembras intrusas, 

a través de incrementar el tiempo de separación madre-crías, también induce una 

maduración de esta área que permitirá el aprendizaje aversivo.  

 

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis indican que experiencias adversas 

tempranas, que provocan la maduración temprana del circuito neural del miedo, no sólo 

habilitan la expresión de respuestas de miedo innatas (como la observada ante un macho 

adulto), sino que habilita procesos de aprendizaje aversivo mediado por la madre (como se 

observa luego de la exposición a hembra intrusa). Sería interesante determinar si la 

exposición a machos o hembras intrusos altera los niveles de CORT en crías y si otras áreas 

del circuito de miedo se ven afectadas en su organización y funcionamiento por la exposición 

a esta hormona durante este periodo crítico del desarrollo. En este sentido, durante el 

período postnatal temprano, aún están ocurriendo procesos de organización del SN que 

pueden ser influidos por los niveles de CORT, como la neurogénesis, la gliogénesis y la 

mielinización (Figura 21) (Bock et al., 2005; Cirulli et al., 2003, 2010; Garvin & Bolton, 2022; 

Kikusui et al., 2007, 2009). 

 



 

-81 - 
 

 

Figura 21. Esquema representativo que ilustra la influencia del ambiente adverso para la madre en la 
respuesta de miedo de las crías, destacando cómo la presencia de los intrusos macho y hembra 
aumenta el tiempo fuera del nido de la madre lo que posiblemente genere una respuesta endócrina 
en crías. Estas alteraciones provocan la maduración del circuito de miedo, habilitando por un lado la 
respuesta temprana de miedo frente a macho adulto y por otro la capacidad de las crías en poder 
adquirir una memoria aversiva asociada a los cambios en la respuesta materna que posteriormente se 
expresa como una respuesta de miedo frente a la hembra en proestro. A su vez, los resultados 
plantean una serie de preguntas (líneas punteadas), que van desde los mecanismos específicos que 
subyacen a la influencia del ambiente y a las respuestas y memorias de miedo hasta el posible 
significado biológico de los cambios en el desarrollo observados.  

 

La respuesta precoz de miedo como conducta adaptativa 

En esta tesis mostramos como una situación de estrés social para la madre, como lo es la 

presencia de la hembra intrusa, provoca una respuesta de miedo en las crías la cual depende 

de un proceso de memoria. Estos resultados resaltan la importancia del entorno materno 

temprano en la configuración del aprendizaje del miedo y las conductas de evitación en 

contextos sociales. Las crías son capaces de regular su comportamiento en situaciones 

nuevas utilizando la respuesta emocional de la madre durante la situación estresante. Esta 

capacidad les permite desarrollar estrategias de supervivencia eficientes, ya que los 

individuos en desarrollo deben aprender sobre amenazas ambientales específicas que 
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desencadenan el miedo en la madre (Debiec & Sullivan, 2017; Frith, 2008; Murray et al., 

2008). 

 

Podríamos interpretar nuestros resultados en el marco de la hipótesis de estrés de 

“match/mismatch”(Frankenhuis & Del Giudice, 2012; Nederhof & Schmidt, 2012; Oitzl et al., 

2010; M. V. Schmidt, 2011). Esta hipótesis propone que el resultado de la exposición al 

estrés en los primeros años de vida no es necesariamente patológica, sino que también 

puede desencadenar procesos adaptativos vinculados al ambiente en el cual esos individuos 

están siendo criados. Surge el concepto de respuesta adaptativa predictiva, es decir, la 

experiencia de estrés y las estrategias para afrontarlo en el pasado se pueden “aplicar” para 

hacer frente a condiciones ambientales futuras de forma adaptativa (match)(Gluckman et al., 

2005). Por ejemplo, las crías de madres “negligentes” mostraron un rendimiento cognitivo 

más bajo en condiciones basales (sin estrés) en comparación con las crías de madres que 

expresaron mayores cuidados maternales (mismatch). Sin embargo, dentro de una situación 

estresante, que es comparable a su experiencia en la vida temprana, las crías de madres 

“negligentes” tuvieron un mejor desempeño en comparación con las crías de madres que 

expresaron mayores cuidados maternales (match) (Champagne, 2008). Si tomamos en 

cuenta los resultados del capítulo I y III de esta tesis, al re-exponer a las crías a los intrusos 

macho o hembra en la prueba de miedo en el DPN 8 o 9, éstas exhiben una respuesta 

adaptativa coherente a la situación de amenaza en la que se encuentran, mientras que 

aquellas crías que no fueron expuestas a intrusos no presentan respuestas de miedo. 

Asimismo, en el capítulo II, la exposición a macho no alteró el reconocimiento del nido 

materno, lo que favorecería a la supervivencia de las crías ya que en el nido es probable que 

tengan la protección materna. 

El macho adulto: ¿un potencial depredador o un co-específico dominante? 

Hace ya varias décadas, Bolles (1970) postuló que los mismos comportamientos defensivos 

(como la inmovilidad y la huída) son desencadenados por todas las amenazas ambientales 

percibidas, desde los depredadores naturales hasta las descargas eléctricas (Crawford & 

Masterson, 1982). El circuito neural asociado a la organización de este comportamiento sería 

común al procesamiento de todas las amenazas (Fanselow, 1994). Sin embargo, los estudios 

de mapeo de c-Fos en individuos adultos han demostrado que la exposición a un depredador 

o a un co-específico dominante reclutan circuitos diferentes a los descriptos para el miedo 

condicionado (Fanselow & Ponnusamy, 2008; Motta et al., 2009; Silva et al., 2013). En este 
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sentido, se ha observado que tanto el HCV como el HVM se activan selectivamente en 

función del tipo específico de estímulo aversivo al que los individuos se enfrentan. En el caso 

de la exposición a depredadores, se activan el HCV y la división dorsomedial del HVM 

(HVMdm) en ratas adultas (Day et al., 2004; Esteban Masferrer et al., 2020; Heale et al., 

1994; Phillips & LeDoux, 1992; Silva et al., 2013; W. N. Zhang et al., 2001). En tanto, en el 

modelo de derrota social (presencia de co-específico dominante, otro macho adulto) se 

observa una activación a nivel del HVM ventrolateral (HVMvl) (Fekete et al., 2009; Silva 

et al., 2013), pero no a nivel del HVMdm o de hipocampo (Esteban Masferrer et al., 2020; 

Kunwar et al., 2015; Lin et al., 2011; Silva et al., 2013). Esta activación diferencial provoca 

las respuestas de miedo frente a estas dos situaciones aversivas (Silva et al., 2013). 

 

Nuestros resultados muestran que, en contraste con lo reportado en adultos, las crías de 14 

días de edad, que presentan una respuesta de miedo hacia macho anestesiado, no 

presentan activación de c-Fos en HCV, pero sí aumentaron la expresión de c-Fos a nivel del 

HVMvl respecto al control negativo. Tomando en cuenta estos resultados podemos sugerir 

que el HCV no estaría involucrado en la ontogenia de la respuesta de miedo de crías durante 

esta etapa del desarrollo.  

 

De manera interesante, el aumento en la expresión de c-Fos en HVM de crías de 14 días se 

concentró en el HVMvl. La activación específica del HVMvl, sugiere que las crías estarían 

catalogando al estímulo macho como un miedo social y no como un depredador y que por lo 

tanto la expresión de la respuesta de miedo fuera del periodo HRE se debería a la presencia 

de un co-específico dominante, el macho adulto. Esta afirmación se sustenta por el hecho de 

que la probabilidad de cometer infanticidios por parte de los machos adultos disminuye con 

la edad, siendo poco frecuente a la edad de 14 días (Paul & Kupferschmidt, 1975). No 

obstante, esta interpretación requiere de una investigación más exhaustiva, puesto que 

como mencionamos en el capítulo I, las áreas del circuito de miedo activadas en crías frente 

a machos adultos coinciden con las áreas que se activan en adultos frente a potenciales 

depredadores y frente a un co-específico dominante. Por lo tanto, debemos realizar una 

disección funcional de los circuitos neurales que subyacen a la respuesta de miedo en crías 

hacia estos dos tipos de estímulos aversivos. En este sentido, sería interesante determinar si 

la inhibición farmacológica del HVMvl en crías de 14 días de edad inhibe la respuesta de 

miedo hacia machos desconocidos o si las hembras intrusas activan esta área. 
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Consideraciones finales 

Esta tesis enfatiza la importancia de abordar las bases neurales de los efectos de las 

experiencias tempranas sobre el desarrollo del SN y destaca el impacto de la madre como 

transmisora de la información del medio, en particular de las experiencias adversas, en crías 

altriciales. A su vez, consideramos que el análisis de los efectos del estrés materno en las 

crías, desde los períodos iniciales de vida, es relevante permite identificar impactos 

inmediatos, contrastando con la tendencia a investigar los efectos a largo plazo en adultos. 
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vi. PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES 

 

 

Mis perspectivas contemplan finalizar la escritura y edición de manuscritos para publicar de 

los resultados obtenidos en la tesis. En este sentido y como ya mencionamos, los resultados 

obtenidos en el capítulo III dieron lugar a la publicación: Zuluaga, M. J., Agrati, D., Athaíde, 

V., Ferreira, A., Uriarte, N. (2023). Fear response of rat pups to a non-aversive social 

stimulus: Evidence for the involvement of memory processes. Developmental Psychobiology, 

65(7), e22417, https://doi.org/10.1002/dev.22417. Los resultados obtenidos en el capítulo I 

se reúnen en un mansucrito a ser enviado a la revista arbitrada International Journal of 

Developmental Neuroscience como un artículo completo: Zuluaga MJ, Agrati D, Ferreira A, 

Uriarte N. Effect of early exposure to a male intruder on the activation of the fear circuit. En 

tanto, los resultados del capítulo II y Anexo I serán resumidos y publicados en 

Developmental Psychobiology de forma conjunta con el fin de ampliar la caracterización del 

modelo sobre experiencia temprana adversas por exposición a un macho intruso. 

 

La exposición temprana a situaciones adversas influye sobre ciertos los procesos de 

memoria, como el reconocimento del intruso en la prueba de miedo, pero no alteró el 

reconocimiento del nido materno. A partir deestosresultadosnos propusimos profundizar en 

el efecto del contexto social temprano sobre procesos de memoria en la rata. Para ello la 

Dra. Vanessa Athaide, desarrolló su proyecto de investigación postdoctoral, en el cual 

participé como colaboradora, financiado por la Agencia Nacional de Investigación e 

Innovación donde se exploró si la exposición temprana a intruso tenía un efecto a largo 

plazo sobre las funciones cognitivas y emocionales durante adolescencia y la adultez. 

Planeamos junto con la Dra. Athaide trabajar en la escritura de un manuscrito para publicar 

los resultados obtenidos.  

 

Desde el punto de vista metodológico una de las contribuciones másdestacadasde este 

trabajo involucró la puesta a punto de la cuantificación de la expresión de la proteína c-Fos 

en el sistema nervioso de críasmediante la técnica deinmunohistoquímica. En este sentido, 

tuve que ajustar los protocolos de colecta de encéfalos y preparación del tejido, así como la 

identificación de las áreas a analizar, dado que las secciones varían en su morfología entre 

crías y adultos. Asimismo, me capacité en el análisis de imágenes para la determinación de 
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la expresión de c-Fos en el cerebro de crías realizando el curso de Posgrado y Seminario 

Interdisciplinario: Procesamiento de Imágenes para Biología y Medicina dictado por Imagina: 

Centro de obtención y Análisis de imágenes biomédicas. 

 

Los datos obtenidos en este trabajo de tesis fueron presentados comocomunicacionesenlos 

siguientes congresos nacionales, regionales e internacionales: 

 

 Zuluaga M.J., Ferreira A. Precocious fear expression in rat pups and its association 

with early maturation of areas related with fear control. Parental Brain: Biological and 

Behavioural Perspectives in Parental Health, satellite event to the International 

Congress on Neuroendocrinology, 2018. 

 

 Zuluaga M.J., Agrati D., Uriarte N., Bedó G., Ferreira A. Efecto del estrés temprano 

sobre la expresión de c-Fos en áreas relacionadas con expresión de respuesta de 

miedo en crías de Rattusnorvegicus. I Reunión de Biología del Comportamiento del 

Cono Sur, Argentina, 2017. 

 

 Athaide V.; Zuluaga M.J.; Uriarte N.; Ferreira A. Efecto del estrés temprano en los 

procesos de memoria de la rata (#0341). Congreso Nacional de Biociencias, Uruguay, 

2017. 

 

 Athaide V.; Uriarte N.; Zuluaga MJ; Agrati D; Ferreira A. Efecto del contexto social 

temprano en procesos de memoria en la rata. Simposio de Educación, Cognición y 

Neurociencias, Uruguay, 2017. 
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ANEXO I. EFECTO DE LA EXPOSICIÓN TEMPRANA A UN MACHO 

INTRUSO SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE LA MADRE 

 

Estrés durante el posparto y comportamiento de la madre 

El período posparto se caracteriza por grandes cambios fisiológicos, neuroendócrinos y 

comportamentales para las madres (Ferreira et al., 2002; Pereira & Ferreira, 2016). 

Comenzando durante la gestación y consolidándose luego del parto, estos cambios 

adaptativos incluyen la reducción de las respuestas neuroendócrina y comportamental de 

estrés (Lonstein et al., 2014; Neumann et al., 1998). Estas adaptaciones fisiológicas y 

conductuales permiten a la hembra, aún en situaciones adversas, brindar el cuidado 

adecuado crucial para el desarrollo de las crías, así como reducir el potencial impacto de la 

respuesta de estrés sobre las demandas fisiológicas propias del postparto (Gatewood et al., 

2005; Sukikara et al., 2006). Junto con el desarrollo de cuidados directos hacia las crías, las 

madres modifican su respuesta frente a diversos estímulos del medio. Así, las ratas madres 

no solo aumentan su agresividad hacia individuos intrusos en el nido (Erskine et al., 1980; 

Ferreira & Hansen, 1986), sino que presentan una reducción de la respuesta 

comportamental de miedo frente a un sonido fuerte e inesperado (Ferreira et al., 2002; Hård 

& Hansen, 1985), y de la ansiedad en el campo abierto (Fleming & Luebke, 1981), en 

pruebas de conflicto (Ferreira et al., 1989) y en el laberinto elevado en forma de cruz 

(Lonstein, 2005; Lonstein et al., 1998; Pereira et al., 2005) cuando son comparadas con 

hembras en otras fases del ciclo reproductivo. Esta reducción generalizada del miedo y la 

ansiedad está íntimamente relacionada al cuidado de las crías. En este sentido, las hembras 

lactantes se aventuran en un ambiente novedoso para ir en búsqueda de sus crías (Stern & 

Mackinnon, 1976) y permanecen más tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado en 

cruz si estas están presentes (Pereira et al., 2005). 

 

A diferencia de la extensa literatura que investiga el impacto de la exposición temprana al 

estrés postnatal sobre la descendencia, pocas investigaciones examinan si la exposición a 

estresores y a situaciones adversas durante el período postparto afectan de forma duradera 

el comportamiento de la madre hacia sus crías, así como su respuesta ante otros estímulos 

del medio. Algunos autores reportan que las hembras lactantes, expuestas a estímulos o 

situaciones estresantes durante el postparto, muestran alteraciones en la frecuencia y 

calidad de las conductas de cuidado maternal (Demaestri et al., 2022; Gallo et al., 2019; Ivy 
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et al., 2008). Curiosamente, en trabajos utilizando el modelo de separación maternal, se 

observó un aumento en algunos componentes del comportamiento maternal, como la 

adopción de la postura de amamantamiento y el lamido de las crías (Kosten & Kehoe, 2010; 

Marmendal et al., 2004; Orso et al., 2018, 2019; Own & Patel, 2013).  

 

A su vez, la separación de sus crías afecta la retención de la memoria a corto y largo plazo 

de la madre, aumenta sus niveles de ansiedad experimental (Aguggia et al., 2013) y las 

conductas de tipo depresivas (Boccia et al., 2007; Sung et al., 2010) al tiempo que reduce 

los efectos antinociceptivos de la morfina (Kalinichev et al., 2000). Sin embargo, también hay 

reportes contradictorios, mostrando que la separación maternal no afecta la conducta tipo 

depresiva (Aguggia et al., 2013) y, en algunos casos reduce la ansiedad experimental en 

comparación con las madres control (Kalinichev et al., 2000). Por otra parte, Ivy y 

colaboradores (2008) mostraron que tanto la cantidad como la calidad del cuidado maternal 

se ven afectadas en el modelo de restricción de materiales de nido, aumentando la 

fragmentación del comportamiento maternal, junto a un incremento de la ansiedad 

experimental de las hembras en el campo abierto, pero no en la prueba del laberinto elevado 

en cruz. 

 

En estudios previos (Zuluaga et al., 2014) mostramos que la exposición al macho altera el 

comportamiento de la madre durante el período de exposición a los intrusos (día 4 a 8 

posparto), provocando que la hembra permanezca más tiempo fuera del nido atacando al 

macho en la jaula y menos tiempo amamantando a sus crías. Sin embargo, hasta el 

momento no se ha evaluado si el comportamiento maternal y los cambios afectivos 

asociados de madres expuestas junto a sus crías a un macho intruso permanecen alterados 

una vez terminado el período de exposición a la situación adversa.  

 

Las modificaciones en el ambiente postnatal temprano influyen en el comportamiento de la 

madre (Baracz et al., 2020; Bölükbas et al., 2020; C. D. Smith & Lonstein, 2008; Uriarte 

et al., 2008). En estudios previos (Zuluaga et al., 2014) mostramos que el comportamiento 

de la madre se altera durante la exposición al macho intruso. Sin embargo, hasta el 

momento desconocemos si el comportamiento de la madre, tanto el cuidado directo de las 

crías como los cambios en los comportamientos afectivos característicos de la maternidad, 

permanece alterado una vez terminada la exposición al macho intruso.  
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Por lo tanto, en este experimento que se anexa a la tesis se profundizará en los efectos 

sobre la madre de la exposición a macho intruso una vez concluida la experiencia adversa.  

 

HIPÓTESIS 

 

La exposición de la díada madre-crías a machos intrusos provoca alteraciones del 

comportamiento maternal y los comportamientos afectivos que acompañan la maternidad 

luego de la experiencia adversa. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar si luego de la exposición de la díada madre-crías a un macho intruso se modifica 

el comportamiento maternal, la agresión maternal y la ansiedad experimental de las madres 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Determinar si el comportamiento y la agresión maternal y la respuesta de ansiedad maternal 

de madres luego de finalizado el periodo de exposición al macho cambia en relación a 

aquellas expuestas a una jaula vacía.  

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

ANIMALES 

Se utilizaron ratas adultas machos y hembras (Rattus norvegicus, cepa Wistar, de 3 a 4 

meses de edad) y crías machos y hembras de 5 días de edad. Los animales se alojaron en 

una habitación a temperatura (22±°C) y humedad (65%) controlada y bajo un ciclo de luz-

oscuridad de 12 horas (luces encendidas a las 06:00 horas), con libre acceso a alimento y 

agua. Las hembras sexualmente receptivas se alojaron con los machos durante la fase de 

oscuridad de 12 horas. Las ratas preñadas se mantuvieron en grupos de cuatro hasta el día 

21 de gestación, cuando se alojaron individualmente en jaulas (48 x 33 x 16 cm) y se 
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asignaron aleatoriamente a una de las condiciones experimentales. En el día del parto se 

igualaron las camadas a ocho individuos (cuatro crías de cada sexo) y se consideró al día de 

parto como día 0 posparto. El presente protocolo experimental fue aprobado por la Comisión 

de Ética en el Uso de Animales de la Facultad de Ciencias de la Universidad de la República 

(Exp. 240012‐000015‐23). 

 

EXPOSICIÓN TEMPRANA DE LA DÍADA MADRE-CRÍAS A MACHOS INTRUSOS 

(Lau & Simpson, 2004; Zuluaga et al., 2014) 
 

Se realizó el mismo protocolo descrito en materiales y métodos de la tesis. Brevemente, del 

día 1 al 4 del posparto, las hembras lactantes y sus camadas fueron expuestas a un nuevo 

macho intruso en una jaula o una jaula vacía como control durante 8 horas. 

 

PRUEBAS COMPORTAMENTALES 

Prueba de comportamiento maternal (Uriarte et al., 2014) 

La prueba consiste en el registro de los comportamientos maternales durante 30 minutos 

luego de 10 minutos de separación de las crías. Se inicia la prueba introduciendo las crías a 

la caja materna, las cuales son esparcidas frente al nido de la hembra. Se registra la 

frecuencia de acarreos de las crías al nido, mouthing (rearreglos de las crías en el nido), 

lamido corporal (LC) y anogenital (LA) y la construcción del nido (CN). Además, se registra la 

duración total de las actividades de hover-over (la hembra se posiciona sobre las crías en el 

nido mientras realiza activamente otras conductas como lamer a las crías o acicalarse, H-O), 

y de las posturas de amamantamiento (low-kyphosis, LKP, y high-kyphosis, HKP, de acuerdo 

a la intensidad del arqueo corporal durante el amamantamiento), así como el tiempo en que 

la madre pasa fuera del nido. 

 

Prueba de agresión maternal (Ferreira et al., 2002; Ferreira & Hansen, 1986) 

Se coloca una rata macho en la caja residencia de la hembra lactante y sus crías y se 

registra la frecuencia de los siguientes comportamientos durante una prueba de 10 minutos: 

postura de ataque (la hembra se acerca lentamente agazapada de cara al intruso); ataque (o 

"ataque frontal": la hembra se lanza hacia el macho, a veces seguido de rodar y arrastrarse 

durante un breve período); mordida (boca de la hembra en contacto con el cuerpo del 

intruso, usualmente acompañado de una vocalización por parte del macho); postura lateral 
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(o “ataque lateral”: la hembra se acerca al macho de lado presentándole la parte lateral de 

su cuerpo). Se registra, a su vez, el tiempo total en que el macho intruso adopta una postura 

de sumisión erguida (sentado sobre las patas traseras con la espalda curvada y las patas 

delanteras levantadas) durante la prueba. Además, se registran las latencias a la primera 

respuesta agresiva mostrada por la hembra (ataque, mordida o postura lateral) y a la 

primera postura subordinada del macho. A los animales que no responden se les asigna una 

latencia de 600 s. Para esta prueba se utilizaron machos diferentes a los utilizados en el 

protocolo de exposición a intruso del día 1-4 postparto.  

 

Prueba de ansiedad experimental: Laberinto elevado en cruz (Pellow & File, 1986) 

Este modelo consiste en un laberinto elevado (40 cm sobre el suelo) en forma de cruz con 

dos brazos cerrados opuestos entre sí y dos brazos abiertos también ubicados en oposición, 

que miden 50 cm de largo x 10 cm de ancho. Al comenzar la prueba cada animal es 

colocado en el centro del laberinto frente a un brazo cerrado. Se registra el tiempo total de 

permanencia en los brazos abiertos (TTA) y el número de entradas a los brazos abiertos (EA) 

y cerrados (EC) durante una sesión de 5 minutos. Una entrada en un brazo se define como 

una vez que el animal coloca sus cuatro patas dentro del mismo. Los datos se expresan 

como el porcentaje de entradas de brazos abiertos (100 x abiertos/total), el porcentaje de 

tiempo pasado en brazos abiertos (100 x abiertos/total), el número de cruces entre los 

brazos cerrados (CC) y el número de cruces entre los brazos abiertos (CA). También se 

registra el número de posturas erguidas y acicalamientos. 

 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

Experimento 1. Efecto de la exposición a machos sobre el comportamiento y la 

agresión maternal 

Las díadas madre-críass fueron expuestas en la caja materna a macho intruso (ndíadas= 10) o 

jaula vacía (control, ndíadas= 8). En el día 5 posparto, luego de finalizada la exposición, las 

hembras lactantes fueron transportadas a la sala de prueba y luego de una hora de 

habituación, se retiró toda la camada. Luego de diez minutos, ocho crías fueron esparcidas 

en la jaula frente al nido de la hembra y se registró el comportamiento maternal. 

Inmediatamente después de finalizada la prueba de comportamiento maternal, se procedió 

con la prueba de agresión maternal hacia un macho adulto (300-350 g) en la caja materna. 

Ambas pruebas se realizaron durante la fase de luz del ciclo luz-oscuridad. 
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Experimento 2. Efecto de la exposición a machos sobre la ansiedad experimental 

de la madre 

Las hembras primíparas lactantes junto a sus crías fueron expuestas en la caja materna a 

macho intruso (ndíadas=16) o jaula vacía (control, ndíadas=16) de acuerdo al protocolo de 

exposición a intrusos descrito anteriormente. En el día 5 postparto, luego de finalizada la 

exposición, se evaluó la ansiedad experimental de las hembras lactantes en la prueba del 

laberinto elevado en cruz, modelo ampliamente validado para evaluar ansiedad experimental 

(Pellow & File, 1986). Esta prueba se realizó durante la fase de luz del ciclo luz-oscuridad. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos se expresan como medianas (rango intercuartil, RIQ) dada la falta de una 

distribución normal u homogeneidad de varianzas (Siegel, 1956). El comportamiento de las 

madres entre las condiciones de exposición a macho y jaula vacía se comparó mediante la 

prueba U de Mann Whitney. En todos los casos el nivel de significación estadística 

seleccionado fue p ≤ 0,05. 

 

 

RESULTADOS 

 

Experimento 1. Efecto de la exposición a machos sobre el comportamiento 

maternal y la agresión maternal 

La exposición prolongada al macho intruso no provocó cambios en el comportamiento 

maternal (Figura 22) ni en la agresión maternal (Figura 23) de las hembras lactantes 

respecto a la condición control luego de finalizada la exposición al estresor social en el día 5 

posparto.  

 

Como se muestra en la figura 22A, el comportamiento maternal de las hembras previamente 

expuestas a macho intruso no varió respecto de a aquellas expuestas a jaula vacía en el 

número de acarreos (U(8,10) = 23,0; p= 0,11), mouthing (U(8,10) = 30,5; p= 0,42), lamidos 

corporales (U(8,10) = 34,5; p= 0,65), lamidos anogenitales (U(8,10) = 25,5; p= 0,21) ni en la 

construcción de nido (U(8,10) = 34,0; p= 0,62). Tampoco se observaron diferencias entre los 
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grupos en el tiempo en contacto con las crías (H-O: U(8,10) = 29,0; p= 0,35), la duración total 

de las posturas de amamantamiento (LKP: U(8,10) = 29,5; p= 0,35; HKP: U(8,10) = 36,0, p> 

0,99), o en el tiempo fuera del nido (U(8,10) = 29,5; p= 0,37, Figura 22B). 

 

La agresión maternal de las hembras con experiencia macho no se diferenció respecto al 

control en las postura de ataque (U(8,10) = 21,5; p= 0,1), ataques (U(8,10) = 32,0; p= 0,49), 

mordidas (U(8,10) = 36,0; p= 0,74) y posturas laterales (U(8,10) = 23,5; p= 0,15, Figura 23A). 

Tampoco difirieron entre los grupos experimentales las latencias al primer ataque de la 

hembra (U(8,10) = 21,5; p= 0,1) y la primera postura de sumisión del macho (U(8,10) = 28,5; 

p= 0,32) y el tiempo total que el macho permaneció en postura de sumisión (U(8,10) = 24,0; 

p= 0,17, Figura 23B). 
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Figura 22. Comportamiento maternal registrado en el DPN 5 durante una prueba de 30 min de 
hembras lactantes previamente expuestas del día 1-4 postparto a jaula vacía (control, barra blanca) o 
a machos intrusos (experiencia macho, barra azul). A) Número de observaciones registradas de 
componentes activos del comportamiento maternal. B) Duración total en segundos de los 
componentes pasivos de este comportamiento maternal, así como el tiempo que las hembras 
permanecieron fuera del nido. Los datos se expresan en medianas (RIQ) y fueron analizados mediante 
la prueba U de Mann-Whitney. Los círculos y cuadrados representan los valores individuales. LC: 
lamido corporal, LA: lamido anogenital, CN: construcción del nido, H-O: hover-over, LKP: postura de 
amamantamiento low-kyphosis (LKP), HKP: postura de amamantamiento high-kyphosis. 
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Figura 23. Agresión maternal frente a un macho adulto en el DPN 5 de hembras lactantes 
previamente expuestas del día 1-4 postparto a jaula vacía (control, barra blanca) o a machos intrusos 
(experiencia macho, barra azul). A) Número de los comportamientos agresivos exhibidos por las 
hembras lactantes frente al macho. B) Se muestran las latencias al primer ataque de la hembra 
lactante y a la primera postura de sumisión por parte del macho y el tiempo total que permaneció el 
macho en postura de sumisión. Los datos se expresan en medianas (RIQ) y fueron analizados 
mediante la prueba U de Mann-Whitney. Los círculos y cuadrados representan los valores individuales.  
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Experimento 2. Efecto de la exposición a machos sobre la ansiedad 

experimental de la madre 

En el día 5 postparto, luego de finalizados los cuatro días de exposición al estresor social, las 

hembras lactantes expuestas a machos mostraron un aumento en la ansiedad maternal en 

comparación con las hembras control. Esto se reflejó en una disminución en el porcentaje de 

tiempo de permanencia en los brazos abiertos (U(16,16)= 58,5; p ≤ 0,05) y en el porcentaje 

de entradas a los brazos abiertos (U(16,16)= 67,5; p ≤ 0,05) del laberinto, respecto a las 

hembras control (Figura 24). 

 

No se observaron diferencias significativas en el número de entradas a los brazos cerrados 

(EBA: U(16,16)= 83,0; p=0,09), número de cruces dentro de los brazos cerrados (CC: U(16,16)= 

107,0; p=0,43) o abiertos (CA: U(16,16)= 96,0; p=0,24), ni en comportamientos como 

posturas erguidas (U(16,16)= 82,5; p=0,09) o acicalamiento (U(16,16)= 102,5; p=0,35) 

registrados durante la prueba (Tabla 3). 

 

 

Figura 24. Ansiedad experimental de hembras lactantes expuestas a jaula vacía (control, n=16) o 
macho intruso (experiencia macho, n=16) evaluada en el laberinto elevado en cruz. A) Porcentaje de 
tiempo que permanecieron las hembras lactantes en los brazos abiertos y B) porcentaje del número 
de entradas a los brazos abiertos durante la prueba. Los datos se expresan como medianas (RIQ) y 
fueron analizados mediante la prueba U de Mann-Whitney. *p≤0,05 vs. control. 
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Tabla 3. Comportamiento de hembras lactantes en el laberinto elevado en cruz 
 

 EBC CC CA Posturas 

erguidas  

Acicalamiento 

Control 4,5    

(2,0-6,0) 

2,5      

(0,8-3,3) 

0,0     

(0,0-1,0) 

10,0    

(5,8-12,3) 

4,5 (3,0-7,0) 

Experiencia 

macho 

2,5    

(0,0-4,3) 

2,0      

(0,0-3,0) 

0,0     

(0,0-0,0) 

8,0      

(4,0-9,3) 

4,5 (2,0-5,3) 

 

EBC: entradas a brazos cerrados, CC: cruces cerrados, CA: cruces abiertos, Datos expresados en 

mediana (RIQ) y analizados con la prueba U de Mann-Whitney; p=ns para todas las comparaciones. 

 

 

DISCUSIÓN 

 

Los resultados mostraron que la convivencia con un macho intruso no alteró las respuestas 

comportamentales de las madres en la prueba de comportamiento maternal y agresión 

maternal. Sin embargo, aumentó la ansiedad maternal, sugiriendo que esta experiencia 

representa un estresor moderado para las madres. 

 

La ausencia de cambios en la respuesta de las madres hacia las crías en una prueba de 

comportamiento maternal y de agresión hacía un macho intruso luego de la exposición al 

machos intrusos, contrasta con los cambios en el comportamiento maternal observados en la 

mayoría de estudios que evalúan el efecto de protocolos de estrés aplicados durante la 

gestación o durante el posparto (Cost et al., 2021; Demaestri et al., 2022; Gallo et al., 2019; 

Ivy et al., 2008). De forma interesante, el efecto de estas experiencias adversas sobre el 

comportamiento maternal no es uniforme, sino que varía de acuerdo al protocolo de estrés 

aplicado. Por ejemplo, protocolos de separación maternal diaria durante el posparto 

aumentan la expresión de los cuidados maternos (Bölükbas et al., 2020; Kosten & Kehoe, 

2010; Marmendal et al., 2004; Orso et al., 2018, 2019; Own & Patel, 2013), mientras que la 

reducción del material disponible para la construcción del nido, disminuye la expresión de 

componentes activos del comportamiento maternal y altera su ejecución, aumentando la 

fragmentación de la conducta (Ivy et al., 2008; Rincón-Cortés & Grace, 2022) 
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Utilizando un modelo de inestabilidad social crónica, similar al empleado en la presente tesis, 

Nephew y Bridges (2011) observaron que luego de la exposición a machos intrusos durante 

un período prolongado (del día 2 al 16 de lactancia) el comportamiento y la agresión 

maternal se ven disminuidos. Este protocolo de estrés, así como otros que reducen los 

cuidados brindados por las madres de forma sostenida en el tiempo, impacta en el desarrollo 

físico de las crías (Nephew & Bridges, 2011; Rincón-Cortés & Grace, 2022), indicando su alto 

grado de severidad. En contraposición, nuestro modelo de exposición a macho intruso del 

día 1 al 4 de lactancia, modifica el comportamiento maternal de forma transitoria cuando el 

macho está presente, pero no genera efectos a largo plazo en el comportamiento maternal o 

en el crecimiento de las crías (Zuluaga et al., 2014; presente tesis). Por lo tanto, la 

comparación de estos dos modelos de estrés psicosocial postparto, indica que la duración y 

la naturaleza de la experiencia generan efectos diferentes sobre el comportamiento y la 

agresión maternales. De acuerdo con este análisis, nuestro modelo constituye un protocolo 

de estrés moderado que genera consecuencias menos duraderas y perjudiciales que el 

propuesto por Nephew y Bridges (2011). Contar con modelos de estrés o experiencias 

adversas con diferentes características e intensidades permite ampliar el estudio del espectro 

de adaptaciones comportamentales y fisiológicas de la madre y las crías, así como evaluar 

cuál es el límite de la capacidad de flexibilidad y adaptación de la madre ante situaciones 

adversas. 

 

Es importante destacar que en nuestro modelo de exposición a intruso, el comportamiento 

de la madre sí se ve alterado durante los cuatro días de exposición, aumentando el tiempo 

fuera del nido y el comportamiento agresivo hacia los intrusos (Zuluaga et al., 2014). Este 

resultado, junto con lo observado en el día 5 de lactancia, resalta la capacidad de adaptación 

de la madre al contexto en el que se desarrolla el comportamiento maternal, ya que una vez 

desaparecido el estímulo aversivo, es capaz de continuar cuidando de las crías en forma 

contingente a sus necesidades y el contexto (Agrati & Uriarte, 2023). 

 

A pesar de que las alteraciones del comportamiento maternal son transitorias y se mantienen 

únicamente durante la presencia de los intrusos, tienen efecto en el desarrollo del SN y las 

respuestas comportamentales de las crías, como demostramos en el Capítulo I. Una posible 

explicación para este fenómeno radica en que las alteraciones del comportamiento maternal 

observadas durante la exposición adversa ocurren en el período en que las crías son más 

susceptibles a las variaciones del cuidado maternal (Champagne et al., 2003). Por ejemplo, 

los efectos de adopciones cruzadas en las crías de madres que naturalmente despliegan 
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diferentes frecuencias de lamido no se detectan si las adopciones se realizan luego del día 6 

de lactancia (Curley & Champagne, 2016). 

 

En contraste con la ausencia de cambios en el comportamiento y la agresión maternales, la 

exposición de la díada madre-crías a machos intrusos aumentó los niveles de ansiedad 

experimental de las madres, señalando un efecto de esta experiencia adversa sobre el 

estado emocional de las madres. Este resultado, que reafirma el carácter estresante de la 

experiencia macho, está de acuerdo con estudios previos que utilizan otros modelos de 

estrés donde se observa un efecto similar en en la respuesta de ansiedad maternal (Agrati & 

Lonstein, 2016; Aguggia et al., 2013; Ivy et al., 2008). 

 

El mayor impacto de la experiencia macho sobre la ansiedad respecto al comportamiento 

maternal de las hembras lactantes, podría deberse a un efecto directo de esta experiencia 

estresante sobre los sistemas de control de los estados emocionales. En este sentido, las 

experiencias adversas inducen cambios en el funcionamiento de diversos sistemas de 

neurotransmisión y neuromoduladores como el sistema GABAérgico (Ghosal et al., 2017; 

Skilbeck et al., 2010) o CRH (Reul & Holsboer, 2002a, 2002b), ambos implicados en la 

regulación de la ansiedad (Kalueff & Nutt, 2007; Miczek et al., 1995; Reul & Holsboer, 

2002a, 2002b).  

 

Un aumento de la actividad del sistema de CRH central puede tener un efecto ansiogénico 

durante la lactancia (Klampfl et al., 2013, 2014, 2016), pero también genera una afectación 

importante del comportamiento maternal de las hembras (Klampfl & Bosch, 2019). Por este 

motivo, si en nuestro modelo, el incremento de la ansiedad de las madres se asociara a un 

cambio en el sistema de CRH central, esperaríamos a su vez una reducción del cuidado de 

las crías. Por otra parte, el sistema de neurotransmisión GABAérgico, en particular el 

receptor GABAA, también ha sido implicado en la reducción del miedo y de la ansiedad típica 

del período postparto (Hansen et al., 1985; Lonstein et al., 2014). Este sistema de 

neurotransmisión sufre cambios importantes mediados por experiencias estresantes, 

destacándose modificaciones funcionales del mismo en la corteza prefrontal medial (CPFm), 

área central en la coordinación de las respuestas endócrina, autónoma y comportamental 

frente a situaciones adversas (McKlveen et al., 2015). Por ejemplo, una disfunción del 

sistema GABAérgico a nivel de la CPFm se ha asociado a los efectos negativos del estrés 

crónico en los estados emocionales (Czéh et al., 2018; Ghosal et al., 2017; Page & Coutellier, 

2019). De forma interesante, Sabihi y colaboradoras (2021) mostraron que antagonizar al 
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receptor GABAA en la subregión Prelímbica de la CPFm de hembras lactantes aumenta la 

ansiedad de las madres en el laberinto elevado en cruz a niveles comparables a los 

observados en hembras vírgenes. Asimismo, las autoras observaron que la administración de 

un agonista del receptor GABAA en esta región revierte el efecto ansiogénico de una 

separación prolongada de las crías en las madres en este modelo, sin afectar los niveles de 

ansiedad de hembras lactantes sin separación previa (Sabihi et al., 2021). Si bien son 

múltiples los posibles mecanismos a través de los cuales la experiencia macho impacta en la 

ansiedad de las madres, sería interesante determinar si el incremento de la neurotransmisión 

GABAérgica a través del receptor GABAA en la región Prelímbica de la CPFm, revierte el 

efecto ansiogénico de la experiencia macho.  

 

En resumen, estos resultados junto a los provenientes de estudios previos muestran que la 

experiencia de exposición a un macho intruso durante los primeros días de la lactancia afecta 

el comportamiento maternal y los cambios afectivos asociados de forma dependiente del 

contexto, modificando el comportamiento maternal durante la experiencia aversiva y la 

ansiedad experimental de las madres luego de la misma. Estos resultados indican que esta 

experiencia representa un estresor moderado para las madres, y abre caminos para 

profundizar en los mecanismos neurales o neuroendócrinos a través de los cuales se 

modifica el comportamiento de las madres. 
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