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ResumenEl aislamiento social en los seres humanos se caracteriza por una menor calidad social 
que se ve agravada aún más después de la jubilación, disminución en el número de 
relaciones por la pérdida de amigos cercanos o incluso la viudedad. Por lo tanto, el 

aislamiento social es particularmente frecuente en las personas de edad avanzada y un problema 
creciente en los países con una esperanza de vida media más larga. En la actualidad, existe eviden-
cia epidemiológica que indica que el aislamiento social es un factor de riesgo para el desarrollo de 
diversas enfermedades tales como trastornos cardiovasculares, depresión, deterioro cognitivo e 
incluso aumento de la mortalidad. Mientras que muchos estudios en animales se han investigado 
los efectos del aislamiento social en el comportamiento durante el periodo pre-destete, sólo en 
unos pocos estudios se han investigado las consecuencias conductuales y cognitivas del aislamien-
to social en la edad adulta o en la vejez. La principal hipótesis de este trabajo es que el aislamiento 
social puede considerarse como una situación estresante que, cuando se produce a fi nales de la 
edad adulta o en la vejez, induce cambios en ciertos procesos fi siológicos y neurobiológicos que 
afectan al comportamiento y exacerban el deterioro cognitivo relacionado con la edad.

En la primera parte de este estudio hemos utilizado hembras adultas de Octodon degus para 
investigar los efectos del aislamiento social a largo plazo sobre la memoria del miedo condicionado 
al contexto, y la posible modulación de los niveles sinápticos de NCAM y PSA-NCAM en el hipocam-
po. Después de 6 ½ meses de aislamiento social, las hembras degus adultas mostraron una memo-
ria normal del miedo condicionado al tono, pero un défi cit en la memoria del miedo contextual, 
una tarea dependiente del hipocampo. Posteriormente, se observó una reducción de los niveles 
sinápticos de PSA-NCAM en el hipocampo de las degus aisladas en comparación con las agrupadas. 
Curiosamente, el aislamiento social redujo además el volumen de la subregión de CA1 del hipocam-
po, sin afectar al volumen de la subregión CA3 del hipocampo o la totalidad de esta región. Por 
otra parte, se detectó una disminución en el aumento de peso corporal así como una reducción 
del número de granulocitos en los animales aislados. Nuestros hallazgos indican, por primera vez, 
que el aislamiento social a largo plazo de las hembras adultas induce la contracción específi ca de la 
subregión de CA1 y una disminución en los niveles sinápticos de PSA-NCAM en el hipocampo. Estos 
efectos pueden estar relacionados con el défi cit de la memoria del miedo contextual observada en 
las hembras degus aisladas.

Nuestros estudios con ratas Wistar machos, llevados a cabo en la segunda parte del estudio, 
indican que el aislamiento social durante el envejecimiento altera progresivamente la actividad 
simpática, y aumenta la ansiedad y el comportamiento tipo depresivo. Además, las ratas aisladas a 
largo plazo muestran niveles elevados de corticosterona plasmática y cambios morfológicos, bio-
químicos y electrofi siológicos en el hipocampo que pueden conducir a la alteración de la memoria 
espacial observada en estos animales. Tras el aislamiento social a largo plazo, la administración sis-
témica de un péptido sintético que imita algunas de las acciones de la molecula de adhesión celular 
neuronal fue capaz de revertir el deterioro de la memoria espacial inducida por el aislamiento, lo 
que indica que este tratamiento farmacológico puede ser de relevancia terapéutica.
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AbstractSocial isolation in humans is marked by fewer quality social relationships and is agrava-
ted after retirement, widowhood and the loss of close friends. Thus, social isolation 
is particularly prevalent in elderly people and is becoming an increasing problem in 

countries with a longer average lifespan. At present, there is epidemiological evidence indicating 
that social isolation is a risk factor for the development of various diseases such as cardiovascular 
disorders, depression, cognitive decline and even increased mortality. While many animal studies 
have investigated the eff ects of social isolation during the pre-weaning and juvenile period on be-
havior, only a few studies have investigated the behavioural and cognitive consequences of social 
isolation in adulthood or in old age. The main hypothesis of this work is that social isolation can be 
considered a stressful situation that, when occurs at late adulthood or in old age, induces changes 
in certain physiological and neurobiological processes aff ecting behavior and exacerbating age-
related cognitive decline. 

In the fi rst part of this study we used adult female Octodon degus to investigate the eff ects 
of long-term social isolation on contextual and cued fear conditioning, and the possible modulation 
of the synaptic levels of NCAM and PSA-NCAM in the hippocampus. After 6½ months of social isola-
tion, adult female degus showed a normal auditory-cued fear memory, but a deficit in contextual 
fear memory, a hippocampal dependent task. Subsequently, we observed reduced hippocampal 
synaptic levels of PSA-NCAM in isolated compared to grouped-housed female degus. Interestingly, 
social isolation reduced the volume of the hippocampal CA1 subfield, without aff ecting the volume 
of the CA3 subregion or the total hippocampus. Moreover, attenuated body weight gain and re-
duced number of granulocytes were detected in isolated animals. Our findings indicate for the first 
time, that long-term social isolation of adult female animals induces a specific shrinkage of CA1 and 
a decrease in synaptic levels of PSA-NCAM in the hippocampus. These eff ects may be related to the 
deficit in contextual fear memory observed in isolated female degus.

Our studies with male Wistar rats, carried out in the second part of the study, indicate that 
social isolation at aging progressively alters sympathetic activity, and increases anxiety and depres-
sive-like behaviour. In addition, long-term isolated rats showed elevated plasmatic corticosterone 
levels and displayed morphological, electrophysiological and biochemical changes in the hippo-
campus that may lead to the spatial memory impairment observed in these animals. After long 
term social isolation, systemic administration of a synthetic peptide that mimics some neural cell 
adhesion activities was able to revert isolation-induced spatial memory impairment, indicating that 
this pharmacological treatment may be of therapeutic relevance. 
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Clave de Abreviaturas
AB: amígdala basal 
ACTH: hormona adrenocorticotrópica 
AL: amígdala lateral, LA del inglés
AMPA: α-amino-3-hydroxy-5-metil-4-isoxazolpropiónico 
BLA: complejo basolateral de la amígdala, BLA del inglés
BMA: amígdala basomedial, BMA del inglés
BDNF: del inglés factor neurotrófi co derivado del cerebro
CA: Cornu Ammonis
CE: corteza entorrinal
CeA: núcleo central de la amígdala (CeA)
CeL: núcleo central lateral de la amígdala 
CeM: núcleo central medial de la amígdala
CPF: corteza prefrontal
CRH: hormona liberadora de corticotropina 
DG: giro dentado, DG del inglés
FGFR: receptor para el FGF
FGF: factor de crecimiento de fi broblasto, FGF del inglés 
GCs: glucocorticoides 
GR: receptor glucocorticoide 
HFS: hormona folículo-estimulante, FSH del inglés
HHS: eje hipotálamo-hipófi sis-suprarrenal 
HP: hipocampo 
Ig: inmunoglobulinas  
LH: hormona luteinizante 
LTD: depresión a largo plazo, LTD del inglés
LTP: potenciación a largo plazo, LTP del inglés
DM: trastorno de depresión mayor, MDD del inglés
MR: receptor para los mineralocorticoides 
NCAM: molécula de adhesión celular neural
NMDA: N-metil-D-aspartato 
NSQ: núcleo supraquiasmático 
NT-3: Neurotrofi na-3
NTS: núcleo del tracto solitario
PSA: ácido polisiálico, PSA del inglés
PVN: núcleo paraventricular del hipotálamo
SMA: sistema nervioso simpático médulo-adrenal
SNA: sistema nervioso autónomo  
SNE: sistema nervioso entérico 
SNP: sistema nervioso parasimpático
SNS: sistema nervioso simpático
TSH: hormona estimulante de la tiroides 
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El estrés

1. El estrés
1.1. El concepto de estrésA fi nales de la década de los treinta, Hans Selye demostró el papel crítico que desem-

peña el eje hipotálamo-hipófi sis-suprarrenal (HHS) para la vida y los potentes efectos 
que tiene este eje en la respuesta al estrés. Desde ese momento las investigaciones 

se centraron en el eje HHS, lográndose avanzar en el conocimiento sobre las hormonas catabóli-
cas llamadas  glucocorticoides (GCs), y son el último sustrato en la respuesta neuroendocrina del 
estrés -activado por el eje HHS- que ejercen un espectro muy amplio. Se consiguió demostrar que 
tienen un espectro muy amplio de acción en los tejidos de los vertebrados.

El concepto de estrés se ha ido perfi lando en su defi nición y ha sido de gran debate científi -
co por parte de diferentes investigadores importantes. En este campo, destacamos desde el autor 
anteriormente mencionado y primer ejecutor del término procedente de la física, hasta los autores 
más recientes como Levine, McEwen o Koolhaas. 

En 1936 Selye utilizó por primera vez el término estrés en la investigación fi siológica y bio-
médica y lo defi nió como la respuesta no específi ca del cuerpo a cualquier estímulo nocivo. Pos-
teriormente concretó y diferenció entre “estrés” y “respuesta al estrés”. La respuesta de estrés 
es entendida como la reacción del organismo destinado a recuperar la homeostasis del individuo 
(Chrousos, 2009) y es desencadenada tras un estímulo estresante causante de poner en peligro su 
equilibrio homeostático.

 El término homeostasis fue acuñado originalmente por Walter B. Cannon en 1932 para defi -
nir la tendencia de un organismo a mantener en equilibrio su estado interno, un medio que se basa 
en el concepto “Milieu Intérieur” descrito previamente por el autor Claude Bernard a mediados del 
siglo XIX. Cannon demostró que muchas variables fi siológicas como la presión arterial, la glucosa 
en sangre y/o la osmolaridad tienen un cierto nivel de referencia, y que una desviación de este pun-
to de ajuste es contrarrestado por respuestas fi siológicas que restablecen los niveles fi siológicos 
adecuados. Varios autores se han apoyado en este concepto para hacer hincapié en la ambigüedad 
de la defi nición de estrés en términos de una amenaza para la homeostasis en general (Day, 2005; 
Levine, 2005; McEwen, 1998; Ursin, 1991). 

Aparte de estos problemas de defi nición, Selye (1936, 1950) destacó el carácter adaptativo 
de la respuesta de estrés al describir el Síndrome General de Adaptación (SGA) en el que se distin-
guen tres fases; alarma, resistencia y agotamiento, pudiendo ocurrir que el individuo sin llegar a la 
etapa de agotamiento pueda entrar en la fase de adaptación al estrés. Esta defi nición contrastaría 
con diferentes autores que diferencian el concepto de adaptación y de inadaptación en la res-
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puesta de estrés (Dallman, 2007; de Kloet, Joëls, & Holsboer, 2005; Korte, Koolhaas, Wingfi eld, & 
McEwen, 2005; McEwen & Wingfi eld, 2003), debido a que resulta ser muy difícil disociar estos dos 
tipos de respuesta.

En general, la naturaleza de los estímulos estresantes se pueden dividir en cuatro catego-
rías: 1) Estresores físicos (frío, calor, ruido, radiación intensa, etc.), que dependiendo de la situación 
pueden resultar negativos para el organismo. 2) Psíquicos, que pueden ser el resultado de una res-
puesta aprendida ante una condición adversa previa (por ejemplo, un estrés agudo previo). 3) Es-
trés social, en el que se refl ejan las interacciones que hay entre individuos (por ejemplo, en el caso 
de los animales, un animal dominante y la lucha por el territorio; en el caso de humanos, estar en 
una situación de desempleo, sufrir una separación matrimonial, etc.). 4) Estresores que cambian la 
homeostasis cardiovascular y el metabolismo (por ejemplo, ejercicio, hipoglucemia, hemorragias, 
etc.) (Pacák & Palkovits, 2001). Por tanto, según lo indicado anteriormente, hay que destacar ade-
más que el estrés integra tres componentes: el psíquico, el social (del que nos centraremos en este 
trabajo) y el biológico, y es a raíz de esto cuando el concepto se entendería como una magnitud 
bio-psico-social. 

La falta de recursos del individuo para controlar las demandas sociales y psicológicas pue-
den dar lugar al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, hipertensión, asma, úlceras, pérdi-
das de peso, depresión, así como otros problemas de salud (Mechanic, 1976; Siegrist, Siegrist, & 
Weber, 1986; Turner & Lloyd, 1995). Por ello, los trabajos centrados en la interpretación del estrés 
siguen una línea razonada a partir del estudio del eje HHS y del sistema nervioso simpático médulo-
adrenal (SMA) que desempeñan una función crítica en la respuesta de estrés.

En resumen, actualmente podríamos entender el estrés como una condición en la que las 
expectativas, ya sea genéticamente programadas, establecidas por el aprendizaje previo o por las cir-
custancias, no coinciden con la percepción actual o con lo esperado del ambiente interno o externo. 
Esta discrepancia entre lo que se observa o lo que se percibe y lo que se espera, provoca un modelado 
de las respuestas compensatorias (Goldstein, 1995). Por tanto, el estrés debe ser considerado como 
una percepción cognitiva de la falta de control y/o imprevisibilidad donde la previsibilidad y capaci-
dad de control están en juego. La imprevisibilidad se caracteriza por la ausencia de una respuesta 
anticipada y pérdida de control refl ejada por un retraso en la recuperación de la respuesta y la pre-
sencia de un perfi l típico neuroendocrino (Koolhaas et al., 2011). 

1.2. La respuesta fi siológica de estrés 

En la respuesta al estrés, dependiendo tanto de la naturaleza del estresor, como de caracte-
rísticas tales como la intensidad, duración y frecuencia podemos distinguir dos fases diferentes en 
la respuesta fi siológica: la primera fase se correspondería a una respuesta rápida y, dependiendo 
de las características del estresor anteriormente mencionadas, podríamos hablar de una segunda 
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respuesta más retardada, en la que se producen cambios a corto o largo plazo en una serie de siste-
mas (cardiovascular, inmune, endocrino, etc.) dirigidos a afrontar con éxito las demandas externas. 

La primera fase es defi nida como reacción de alarma o respuesta de lucha-huida, la cual pro-
voca una activación del sistema nervioso autónomo. Este sistema lo abordaremos con mayor dete-
nimiento en el siguiente apartado.

La reacción de alarma está relacionada con la adrenalina y noradrenalina que, una vez se-
cretadas desde la médula suprarrenal al torrente sanguíneo, favorecen rápidamente el aumento 
del metabolismo basal, la presión sanguínea y la respiración, así como el incremento del fl ujo san-
guíneo a los órganos vitales tales como el corazón, los pulmones o el músculo esquelético. De esta 
forma, se favorecería la respuesta de huida en una primera etapa. 

En una fase posterior se activa el eje HHS. En este circuito neuroendocrino, los sistemas lím-
bico e hipotalámico coordinan la respuesta cognitiva, emocional, neuroendocrina y las respuestas 
del sistema nervioso autónomo, los cuales, en coordinación, determinan la magnitud y la respuesta 
comportamental individual, neural y hormonal de estrés (Lucassen et al., 2014).

1.2.1. El estrés. Sistema nervioso autónomo y corazón

Ernst Heinrich Weber, miembro de una numerosa familia de investigadores, dedicó su vida 
al estudio de la psicofísica. Este autor, nacido en 1795 fue uno de los primeros científi cos en perci-
bir que el Sistema Nervioso Autónomo (SNA) (referido hoy en día como un sistema que regula el 
músculo liso, el músculo cardíaco y las glándulas) estaba constituido por tres sistemas nerviosos 
diferentes. Hoy en día estos sistemas son conocidos como el Sistema Nervioso Simpático (SNS), el 
Sistema Nervioso Parasimpático (SNP) y el Sistema Nervioso Entérico (SNE). 

A nivel central, el hipotálamo es la estructura más relevante en la regulación del SNA. Esta 
estructura integra la información sensorial y visceral que recibe de zonas cerebrales tales como 
la corteza cerebral, la corteza entorrinal (CE), el hipocampo (HP), la amígdala, algunos núcleos 
talámicos, los ganglios basales y el cerebelo y, por otra parte, ante una situación de estrés activa 
la respuesta simpática directamente a partir del núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN) o a 
través del núcleo del tracto solitario (NTS). 

Además, la activación del hipotálamo va a desencadenar una serie de sucesos que provo-
quen la liberación de noradrenalina, haciendo que tenga efecto sobre sus órganos diana. Entre 
otros, en el corazón tendrán como resultado un aumento en la fuerza de contracción y en la tasa 
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cardíaca, mientras que en el hígado provocarán glucogenolisis, produciendo cambios metabólicos 
en el organismo en general, tendientes en última instancia a la liberación de energía. 

Por tanto, un buen ejemplo de la medida del control del sistema nervioso autónomo po-
demos estudiarlo en el corazón. En este caso, la regulación de la variabilidad  de la tasa cardíaca o 
HRV,  descubierto por Sayers y su equipo (Hyndman, Kitney, & Sayers, 1971; Sayers, 1973), es llevada 
a cabo tanto por la activación simpática, como la activación parasimpática (equilibrio simpático-
vagal). La estrecha relación que guarda la activación simpática, encargada de la preparación de 
un organismo ante una situación de estrés frente a la activación parasimpática, que predomina en 
las funciones fi siológicas normales en ausencia de estrés, nos puede aportar información sobre el 
estado fi siológico de un organismo al que se le ha sometido a un periodo de estrés crónico.

Tanto la activación simpática como la parasimpática son tónicamente activas, y generalmen-
te actúan oponiéndose la una a la otra. Es importante indicar que la frecuencia en las respuestas 
de ambas ramas del SNA es diferente debido a la bioquímica de los neurotransmisores implicados. 
Por ejemplo, los efectos parasimpáticos (vagales) al corazón actúan rápidamente para disminuir la 
tasa cardíaca por un corto periodo de tiempo y, por el contrario, la activación simpática del corazón 
tiene una latencia más lenta, pero con una mayor duración relativa. El tiempo de latencia superior 
se debe al segundo mensajero utilizado por el sistema de receptores adrenérgicos. En este caso, la 
noradrenalina, con una mayor vida media, tiene un catabolismo que se basa en la recaptación por 
el terminal presináptico, o su incorporación al fl ujo sanguíneo. Sin embargo, la acetilcolina (siste-
ma vagal) se hidroliza enzimáticamente en la sinapsis. Esto explicaría las diferencias en el tiempo 
de acción (Altimiras, 1999; Thayer & Lane, 2009). Por tanto, y de acuerdo con los diferentes com-
portamientos del organismo, se produciría un incremento de noradrenalina cuando predomina la 
activación simpática y un decremento de ésta cuando predomina la activación vagal (Costoli et 
al., 2004). Más concretamente, ante situaciones de afrontamiento, tanto físico como psicológico, 
se produciría la activación del SNS lo que facilitaría desarrollar acciones de supervivencia. Sin em-
bargo, una activación excesiva o continua de este sistema puede representar un factor de riesgo 
mayor para la aparición de enfermedades cardiovasculares o de otro tipo (Kleiger, Miller, Bigger, 
& Moss, 1987; Malik, Farrell, Cripps, & Camm, 1989; Montano et al., 2009). En estos casos la causa 
que lo provoca es un incremento de la infl uencia simpática (menores frecuencias de variación), con 
un correspondiente descenso en la variabilidad (Carney et al., 1995).

Los cambios de la HRV pueden ser debidos a distintas circunstancias: (a) Cambios relativos a 
la edad: la tasa cardíaca tiende a disminuir con la edad debido a cambios estructurales y hemodiná-
micos; (b) Cambios estacionales: hibernación. La variabilidad se debería a cambios de temperatura 
y hormonales; (c) Ritmos circadianos; (d) Ritmos ultradianos, de 1 a 3 horas, debidos a cambios 
hormonales y centrales; (e) Cambios de minutos, debidos a variaciones en el sistema adrenalina-
noradrenalina y/o niveles de angiotensina circulantes en sangre; (f) Cambios en el intervalo entre 
latidos, son mediados por el SNA, debidos a la actividad de los mecanismos refl ejos involucrados 
en el control cardiovascular (Altimiras, 1999).
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En resumen a todo lo anterior, y dado que las respuestas comportamentales de estrés están 
acompañadas de cambios en la actividad del SNA, la HRV supone una medida indirecta que mide la 
activación del SNA traducido como cambios en la tasa cardíaca, en la tensión arterial, en la tempe-
ratura corporal y en la motilidad gástrica. Un ejemplo de esto lo vemos en experimentos con ratas 
realizados en 1998 por Nijsen y colaboradores. La exposición a un estresor en estos animales pro-
dujo respuestas de taquicardia y aumento de catecolaminas circulantes, resultados que se corre-
lacionaban con un incremento de la actividad del SNS. Sin embargo, no encontraron una relación 
lineal entre intensidad del estresor y cambios en la tasa cardíaca (Nijsen et al., 1998).

1.2.2. Activación del eje hipotálamo-hipófi sis-suprarrenal

Con los estudios de Ernest H. Starling (1905) se denominaron por primera vez a los mensaje-
ros químicos con el nombre de hormonas. Este término, que deriva del verbo griego ó (poner 
en movimiento, estimular), será un concepto clave que trataremos en este apartado. 

Hacia la década de 1930 se caracterizaron ya varias hormonas, entre ellas esteroides y pro-
teínas, y se reconoció el papel integrador de la hipófi sis anterior o adenohipófi sis como la estructu-
ra cerebral directora de la orquesta endocrina. Sin embargo, no fue hasta más adelante cuando se 
identifi có que el cerebro y el hipotálamo en particular eran los centros de control de las respuestas 
neuroendocrinas. 

Figura 1. Eje hipotálamo-hipófi sis-suprarrenal 
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Las neuronas del PVN del hipotálamo sintetizan las hormonas liberadoras de corticotropina 
(CRH) y son las primeras responsables en la secreción de la “hormona del estrés”; cortisol en hu-
manos, y corticosterona en la mayoría de los roedores. A través de una serie de capilares sanguí-
neos en la eminencia media, el CRH llega hasta la adenohipófi sis estimulando a las células cortico-
trópicas que, a su vez, liberan la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) (Figura 1). Paralelamente, 
las células magnocelulares del hipotálamo liberan en la neurohipófi sis otras hormonas, como la 
oxitocina y la vasopresina.

A través de la circulación sanguínea la ACTH llega a la corteza suprarrenal, y estimula la libe-
ración de los GCs que han sido sintetizados en la capa fascicular de la corteza suprarrenal a partir 
del colesterol. Así pues, los GCs son el producto fi nal de la activación del eje HHS (Figura 1). Una 
vez liberados al torrente sanguíneo, los GCs tienen efectos directos sobre el cerebro y el resto del 
organismo.

Cuando los niveles de GCs son elevados debido a una sobre-activación del eje HHS, los GCs 
también participan en la regulación de sus niveles por mecanismos de retroalimentación negativa 
(Rich & Romero, 2005). Esto es debido a que los GCs actúan directamente sobre la adenohipófi sis y 
el PVN; o indirectamente, tienen infl uencia sobre otras estructuras cerebrales como el HP, la amíg-
dala o, el sistema noradrenérgico, modulando de esta manera la actividad del hipotálamo (Jankord 
& Herman, 2008).

Cabe destacar que otras vías de señalización actúan en concierto con el eje HHS regulando 
de esta forma los recursos energéticos. Cuando se trata de enfrentarse a un desafío estresante, el 
organismo centrará la atención en aquellas funciones de mayor importancia, dejando al margen 
aquellos con menor prioridad como por ejemplo, la ingesta de alimentos, la digestión o la repro-
ducción, que quedan suprimidas temporalmente (Joëls, Sarabdjitsingh, & Karst, 2012). Entre estas 
vías de señalización paralelas se encuentran el eje Hipotálamo-Adiposo-Gonadal y el sistema inmu-
nológico (más información en: Cruces, Venero, Pereda-Pérez, & De la Fuente, 2014)

  1.2.2.1. Acciones de los glucocorticoides 
Los GCs se caracterizaron aproximadamente en los años 30 del siglo pasado y años más 

tarde se consiguió determinar cuál era su modo de actuación. 

Los niveles plasmáticos basales de GCs están determinados por variaciones circadianas 
(Butte, Kakihana, & Noble, 1976; Liston et al., 2013; Qian, Droste, Lightman, Reul, & Linthorst, 2012). 
Estas variaciones dependerán del periodo de actividad e inactividad del organismo o, lo que es lo 
mismo, de su ciclo circadiano. De esta manera, en humanos, durante las horas correspondientes 
a la menor actividad (periodo de somnolencia) se observan los niveles plasmáticos más bajos de 
cortisol y, durante la mañana y el periodo diurno, las concentraciones más altas. De manera similar, 
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encontramos que en la mayoría de los roedores, que son nocturnos, las mayores concentraciones 
plasmáticas de corticosterona se obtienen durante sus periodos de vigilia, en la noche, mientras 
que durante el periodo de luz, correspondiente a su fase de somnolencia, las concentraciones de 
estas hormonas son menores (Butte et al., 1976). La falta de esta ritmicidad en el ciclo de los GCs 
provocaría desajustes fi siológicos en el organismo, destacando, entre otros, la pérdida del ciclo 
circadiano (Boyar, Witkin, Carruth, & Ramsey, 1979). Cabe señalar que la variación circadiana de 
cortisol también interactúa con otras oscilaciones biológicas importantes tales como la temperatu-
ra del cuerpo (Bailey & Heitkemper, 2001).

Los GCs tienen capacidad de actuación en el sistema nervioso central y en la mayoría de los 
órganos periféricos mediante receptores específi cos que se encuentran en estos órganos. Estos 
receptores se caracterizan por la diferente afi nidad a los GCs, así como por su distribución, y se di-
viden en dos clases: 1) El receptor mineralocorticoide (MR) o tipo I; y 2) el receptor glucocorticoide 
(GR) (Russell, Kalafatakis, & Lightman, 2014) o tipo II.

A los MRs se les unen los mineralocorticoides (siendo la aldosterona la principal hormona 
esteroidea de esta familia) y se caracterizan por presentar una alta afi nidad para la unión de los 
GCs. Los MRs tienen una localización más limitada que los GRs; se encuentran principalmente en 
tejidos cardiovasculares, hígado y riñones, así como en la mayoría de regiones corticolímbicas del 
cerebro, incluyendo las implicadas en la regulación del eje HHS (De Kloet, Vreugdenhil, Oitzl, & 
Joëls, 1998). Por otra parte, los GR tienen una afi nidad entre seis y diez veces menor que los MR por 
los GCs y, en el cerebro, se encuentran en altas concentraciones en el HP, neuronas de los ganglios 
basales y en el septo lateral y medial de la amígdala (Patel et al., 2000). Más concretamente, el HP 
humano muestra una expresión abundante de GRs tanto en neuronas de la capa del Cornu Ammo-
nis 1 (CA1), como en neuronas del giro dentado (DG), habiéndose demostrado los niveles más bajos 
en la subregión CA3 del HP. Además, los GRs se expresan en otro grupo celular, los astrocitos. A 
pesar de que los niveles de GRs se mantienen estables con la edad, se ha observado que, en pacien-
tes con trastornos de depresión mayor (DM) y esquizofrenia se suele observar hipercortisolemia y 
una disminución del ARNm para los GRs en el HP (Wang et al., 2013).

El grupo de investigación dirigido por el Dr. Bruce McEwen postuló por primera vez la aso-
ciación entre el estrés crónico y el daño neuronal en la hipótesis de la cascada glucocorticoide (Sa-
polsky, Krey, & McEwen, 1986). Según esta hipótesis, si la exposición a altos niveles de GCs se 
prolongaba durante un largo periodo de tiempo, lo que corresponde a las situaciones de estrés 
crónico o a una disfunción del eje HHS, induciría un daño progresivo en las áreas clave del cerebro 
implicadas en la regulación del eje HHS, siendo particularmente vulnerable el HP. 
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1.3. El estrés y el control del ciclo circadiano

El hecho de que la mayoría de los individuos tengamos actividad durante el día e inactividad 
durante la noche, tiene una razón de ser. Todos los animales, plantas y seguramente todos los or-
ganismos, muestran algún tipo de variación fi siológica que está asociada con un cambio ambiental 
rítmico. El conocimiento de la periodicidad de los fenómenos biológicos data de épocas muy anti-
guas. Ya Aristóteles o Galeno describieron la periodicidad del sueño, señalando principalmente al 
corazón como centro de control. A fi nales del siglo XX (1962), con Aschoff , Wever y Siff e, surgieron 
las primeras investigaciones en animales de laboratorio y, paralelamente, se comenzaron a descri-
bir los cambios en los ritmos diarios de la temperatura en trabajadores por turnos o en soldados 
durante guardias nocturnas. 

En los vertebrados, la existencia de variaciones fi siológicas asociadas a cambios ambien-
tales rítmicos está regulada, principalmente, por el núcleo supraquiasmático (NSQ) del hipotála-
mo anterior (Meijer, Rusak, & Harrington, 1989; Stokkan, Yamazaki, Tei, Sakaki, & Menaker, 2001). 
Aquél actúa como un oscilador que marca el ritmo de muchas funciones biológicas, entre las que se 
encuentra, por ejemplo, la síntesis de CRH (Kalsbeek, van Heerikhuize, Wortel, & Buijs, 1996), de la 
hormona luteinizante (LH), de la hormona estimulante de la glándula tiroides (TSH) o la hormona 
folículo-estimulante (FSH). La liberación de todas estas hormonas se encuentra sincronizada endó-
genamente y regulada por los ciclos de luz y de temperatura, así como por los ritmos de actividad 
animal. En los periodos de estrés se puede producir la interrupción de esta periodicidad (Oishi et 
al., 2014) independientemente de la edad o de las condiciones exteriores de luz y temperatura. 

El NSQ del hipotálamo es modulado fundamentalmente por la variación de luz a través de 
la retina de los ojos. La retina contiene fotorreceptores unidos a las células ganglionares que, a su 
vez, cuentan con un pigmento llamado melanopsina. La información de estas células pasa por el 
tracto retinohipotalámico hasta el NSQ. Si hay luz, se disminuye la liberación de la hormona segre-
gada por la glándula pineal, llamada melatonina; y con la ausencia de luz, los niveles de melatonina 
se incrementan. Esta hormona, conocida también como la hormona del sueño en humanos, se ha 
comprobado que en roedores interacciona con el sistema GABAérgico, que tiene una gran impor-
tancia en la regulación funcional de las interneuronas del NSQ, el cual está involucrado en la ritmi-
cidad del reloj circadiano.

Cuando se produce un periodo de estrés o una disrupción en el ciclo circadiano, diversos 
resultados experimentales obtenidos en ratas de laboratorio muestran que la ausencia de la libera-
ción rítmica de melatonina en la circulación sanguínea conduce a la cronodisrupción de funciones 
asociadas con el metabolismo de la energía (Kumar Jha, Challet, & Kalsbeek, 2015). En particular, se 
ha observado que la pinealectomía, que conlleva la supresión del aumento nocturno de melatoni-
na, perturba el ritmo de 24 h de la concentración de glucosa en plasma (la Fleur, Kalsbeek, Wortel, 
van der Vliet, & Buijs, 2001) y suprime el ritmo diario de la secreción de insulina inducida por la glu-
cosa (Picinato, Haber, Carpinelli, & Cipolla-Neto, 2002).
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Por otra parte, la actividad termorreguladora y el inicio o el fi n de la fase del sueño también 
se han visto estrechamente relacionados con la liberación de melatonina (Kräuchi, Cajochen, Wer-
th, & Wirz-Justice, 2000). El inicio del sueño generalmente coincide cuando la temperatura corporal 
comienza a disminuir, lo cual es explicado fundamentalmente por la vasodilatación de las regiones 
distales de la piel y, por el contrario, sube cuando se inicia el despertar (Kräuchi et al., 2000). 

Además de este control central anteriormente explicado, el NSQ a su vez dirige el oscilador 
periférico o reloj periférico presentes en órganos vitales y células no nerviosas que responden tam-
bién a ritmos circadianos, incluyendo el corazón, el hígado, músculo, riñón y tejido adiposo (Dibner, 
Schibler, & Albrecht, 2010). Sin embargo, mientras que el reloj periférico está infl uenciado princi-
palmente por la disponibilidad de nutrientes (en humanos, alta disponibilidad durante el día, au-
sente en la noche), que altera la transcripción de hormonas endocrinas clave (Dibner et al., 2010), 
el reloj central mantiene un control maestro a través de la liberación de factores neurohormonales 
dependiendo de la detección de luz por la retina.

Como  mencionamos anteriormente, un ejemplo de esto lo encontramos en el sistema car-
diovascular que también se encuentra bajo el control del ritmo circadiano (Stöhr, Marx, & Federici, 
2014). El estudio de los mecanismos de interrupción del ritmo circadiano y sus efectos se ha estu-
diado en los trabajadores con ciclo nocturno. En ellos se ha observado un alto riesgo de desarrollar 
obesidad (Kubo et al., 2011) o muerte prematura (Huang, Ramsey, Marcheva, & Bass, 2011). El ciclo 
circadiano estudiado en este grupo de sujetos ha demostrado incluso que se correlaciona con la 
resistencia a la insulina y trastornos en el ciclo del cortisol. Aunque sigue sin haber un mecanismo 
único que explique este fenómeno, ciertos autores presentan un razonamiento válido que res-
ponde a estas variaciones, basándose en que la privación de sueño se encuentra inducida por la 
predominancia de la actividad del sistema nervioso simpático y la liberación de las catecolaminas 
(Zhong, Xiao, Huang, & Huang, 2005), apoyándose además en que estos sujetos suelen presentar 
alteraciones en el control circadiano del eje HHS.

Por otra parte se ha estudiado que el sueño puede contribuir a mantener la conectividad en-
tre la corteza medial prefrontal y la amígdala, que es fundamental para responder adecuadamente 
a los desafíos emocionales del siguiente día (Yoo, Gujar, Hu, Jolesz, & Walker, 2007).

Para terminar, únicamente indicar que los trastornos de la actividad psicomotora y del ciclo 
sueño-vigilia son los principales síntomas en los trastornos del estado de ánimo (Salvatore, Indic, 
Murray, & Baldessarini, 2012) y a menudo conllevan cambios afectivos. La actividad locomotora, así 
como los patrones de sueño diferentes, parecen ser específi cos para determinados tipos de enfer-
medad afectiva como, por ejemplo, el observado en la depresión unipolar (estado de ánimo que 
se mantiene en un solo polo emocional), asociados con incrementos de la actividad psicomotora 
frente a la depresión bipolar (estado de ánimo que cursa con el trastorno maníaco-depresivo), que 
a su vez muestra periodos de insomnio (Kupfer, Weiss, Foster, Detre, & McPartland, 1974).
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1.4. Estrés y metabolismo

En 1934, el endocrinólogo Hans Selye estudiaba los cambios hormonales que se producían 
en el organismo de ratas de laboratorio tras inyectarles extractos ováricos. En este experimento, 
las ratas comenzaron a desarrollar ciertos síntomas que él mismo describió como crecimiento de 
la corteza suprarrenal, atrofi a del bazo, del timo y de los nódulos linfáticos, así como úlceras san-
grantes profundas en el revestimiento interno del estómago y duodeno.Todo indicaba el descubri-
miento de una nueva hormona implicada en estos cambios. Sin embargo se comprobó que inyec-
ciones con diferentes extractos producían los mismos efectos. El propio Selye apuntó más tarde: 
Se suponía que la mía era una nueva hormona y quién iba a saber que tal vez la hipófi sis también podía 
manufacturar esa misma. De la manera más casual concibió las consecuencias de lo que más tarde 
apuntó en el concepto de estrés. 

Hoy en día se conoce que una de las consecuencias más graves relacionadas con el estrés 
y el sistema digestivo son las úlceras gástricas y/o las duodenales. Éstas parecen estar asociadas a 
un incremento crónico de los GCs. Estos esteroides parecen vincularse al aumento del ácido clor-
hídrico, principal causante de la reducción de la protección gástrica de las paredes del estómago. 

Sin embargo, este no es el único trastorno ocasionado por el incremento de los GCs. La 
secreción de estas hormonas también produce aumento del apetito (Hoebel, 1997). Aunque este 
hecho en algunas personas predisponga a la obesidad, debido a que el estrés crónico induce la acu-
mulación de tejido adiposo abdominal e inhibición del eje HHS, el patrón de la distribución de las 
hormonas juega un papel muy importante, así como el de la secreción de GCs y la CRH. Por ejemplo, 
los efectos de la CRH sobre el apetito es el contrario, es decir, provoca su inhibición.Los problemas 
de obesidad y bulimia en muchas ocasiones se han relacionado con trastornos asociados al estrés. 
Los ejemplos de anorexia y bulimia nerviosa son trastornos que probablemente sean el resultado 
de diferentes factores emocionales, psicológicos, fi siológicos y sociológicos (Kaye, 2008).

Según hemos ido avanzando en el conocimiento del estrés y los problemas vinculados con 
éste, se han relacionado nuevos sistemas implicados en el desajuste fi siológico del organismo. Hoy 
en día es bien conocido que tanto el SNS como el HHS provocan la liberación de glucosa desde los 
almacenes de energía, lo que puede afectar el equilibrio energético. 

A nivel metabólico, las hormonas adrenales y tiroideas son los principales factores cata-
bólicos que regulan el metabolismo basal. Esto tiene una explicación fi siológica constatada. La 
adrenalina y el aumento de cortisol secretados por las glándulas suprarrenales activan la vía de la 
glucólisis de los músculos, movilización de los ácidos grasos del tejido adiposo y la termogénesis. 
En última instancia, la termogénesis provocaría el consumo de energía, por lo que el gasto ener-
gético se ve incrementado al regular la expresión de proteínas desacopladoras en tejido adiposo 
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pardo y músculo, que permiten la generación de calor. Por otra parte, las hormonas tiroideas son 
las responsables del 20-25% del gasto energético y de la termogénesis del cuerpo. 

Un ejemplo de lo que ocurre en regímenes de estrés crónico se ha estudiado en el caso de 
la subordinación social en roedores. Estos animales reducen el consumo de comida, la ganancia de 
peso y la adiposidad. Como resultado, también se reduce la leptina y la insulina plasmáticas. Al mis-
mo tiempo, el estado metabólico puede infl uenciar también la respuesta de estrés activando el eje 
HHS y el SNS debido a que la leptina tiene efectos sobre el eje HHS. A modo de retroalimentación 
también se ven modifi cadas las respuestas conductuales al estrés, así como el equilibrio simpático-
vagal inclinándose hacia una activación simpática. 

Para terminar, solamente destacar que existen otro tipo de dolencias comunes, que apa-
recen con más frecuencia, tras la exposición al estrés como es el caso de la colitis, la impotencia, 
la amenorrea, el envejecimiento prematuro, y otras afectaciones del sistema inmune (Ver revisión 
Cruces, Venero, Pereda-Pérez, & De la Fuente, 2014) e incluso embolias. 

1.5. Efectos del estrés en la plasticidad sináptica y la LTP

Santiago Ramón y Cajal fue uno de los impulsores de la neurociencia moderna de los últimos 
años del siglo XIX. Sentó sus bases describiendo a la neurona como la unidad básica del cerebro. 
En contra de lo que se pensaba, fue el primero en describir la individualidad funcional e histológica 
de las neuronas y más adelante los estudios explicaron que las conexiones entre las neuronas es-
taban fuertemente activas en unas regiones o espacios especializados, que hoy en día conocemos 
como sinapsis (Sherrington, 1906). Sin embargo, no fue hasta 1948 cuando Donald Hebb formaliza 
fi siológicamente el concepto de que el aprendizaje se produce por el establecimiento de contactos 
sinápticos entre las neuronas que se activan de manera concurrente formando redes neuronales. 

En 1973, Tim Bliss y Terje Lømo describieron por primera vez un evento de plasticidad sináp-
tica en el HP de conejo que pareció describir las especifi caciones descritas previamente por Hebb. 
Se proponía que las neuronas podían generar nuevas conexiones o sufrir cambios metabólicos que 
daban lugar a una mejor comunicación entre ellas (Bliss & Lomo, 1973). Este evento, ocasionado 
por la inducción de actividad, podía durar horas e incluso días y es conocido como potenciación a 
largo plazo (LTP, del inglés Long Term Potentiation). 

La formación hipocampal es una estructura cerebral particularmente favorable para estu-
diar la LTP por el empaquetamiento, número y capas de células que posee. Los cambios sinápticos 
de la LTP dependen principalmente de dos tipos de receptores de glutamato que se encuentran en 
las espinas dendríticas de las neuronas; los que responden preferentemente al agonista N-metil-D-
aspartato (NMDA) se denominan receptores tipo NMDA, y los que responden preferentemente al 
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agonista α-amino-3-hydroxy-5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA), son los receptores AMPA. Los 
receptores NMDA tienen unas propiedades especiales que permiten la entrada de Ca2+ y Na+ en 
la espina postsináptica solo cuando la activación presináptica y postsináptica ocurren al mismo 
tiempo. De esta manera, el fl ujo de iones desencadena una cascada de procesos moleculares en las 
neuronas que, fi nalmente, favorecen los procesos de aprendizaje y memoria. 

1.5.1. Plasticidad sináptica 

El término de plasticidad fue introducido en 1890 por el psicólogo William James para des-
cribir la naturaleza modifi cable del comportamiento humano (Nieto Sampedro, 2003). Sin embar-
go, no fue hasta mediados del siglo XX con Donald Hebb, cuando se dio a conocer el término de 
plasticidad sináptica, entendida como una sucesión de eventos que cambian la fuerza de las cone-
xiones sinápticas que facilitan la memoria. 

Los estudios más recientes indican que las alteraciones en la plasticidad y en los cambios 
estructurales y volumétricos de zonas corticolímbicas específi cas contribuyen a los desequilibrios 
relacionados con el estrés. Esta idea, muy al contrario de lo que se ha pensado tradicionalmente, 
añade que, además de los desequilibrios neuroquímicos,  existen una serie de dianas a nivel mole-
cular y celular que resultan susceptibles al cambio como consecuencia del estrés. Entre estos ob-
jetivos estaríamos hablando de la retracción dendrítica o la disminución en la densidad de espinas 
dendríticas, la pérdida neuronal o glial y otros cambios a nivel molecular que destacaremos más 
adelante.

1.5.2. Complejidad del árbol dendrítico

La complejidad del árbol dendrítico depende del incremento del número dendritas o núme-
ro de ramifi caciones de las neuronas. Este hecho se ha visto relacionado con el incremento de las 
sinapsis entre las neuronas (Fiala & Harris, 1999), discutiéndose mucho sobre el papel crítico y la re-
lación que guarda en el almacenamiento de la información.Por tanto, el conocimiento acerca de la 
remodelación dendrítica ha servido como punto de apoyo para entender cuál es el funcionamiento 
del sistema nervioso concebido como un sistema plástico.  

A nivel estructural, la exposición prolongada a altas dosis de corticosterona como ocurre en 
un estrés crónico por inmovilización parece reducir la complejidad de las ramas apicales (aunque 
no de las basales) de las neuronas piramidales (para revisión ver Lucassen et al., 2014), así como 
en neuronas de la corteza prefrontal medial (Dias-Ferreira et al., 2009; Liston et al., 2006; Radley 
et al., 2004; Wellman, 2001). Sin embargo, otros estudios con estrés crónico muestran el efecto 
contrario en neuronas de la amígdala basolateral (Vyas, Mitra, Shankaranarayana Rao, & Chattarji, 
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2002) o en neuronas de la corteza orbitofrontal (Liston et al., 2006). Igualmente se ha observado 
que una exposición prolongada a diversos tipos de estrés conlleva resultados similares en diferen-
tes especies animales (Galea et al., 1997; Magariños, McEwen, Flügge, & Fuchs, 1996). Cabe señalar 
que, cuando la fuente de estrés cesa, se ha observado que, mientras ciertas regiones presentan 
modifi caciones reversibles después de un periodo de recuperación (Goldwater et al., 2009), otras 
regiones parecen ser resistentes a nuevos cambios tras el periodo de estrés (Miracle, Brace, Huyck, 
Singler, & Wellman, 2006). 

Estos cambios en la morfología dendrítica generalmente necesitan varias semanas para de-
sarrollarse. Asimismo, y aunque se expondrá con mayor detalle en el siguiente apartado, se ha 
demostrado que el estrés crónico también conduce a una pérdida de las sinapsis en las fi bras mus-
gosas y a reordenamientos de las mitocondrias y de las vesículas sinápticas en los terminales presi-
nápticos (Sandi et al., 2003; Tata, Marciano, & Anderson, 2006). 

Pese a que pueden existir relaciones recíprocas entre comportamientos relacionados con 
el estrés y cambios en la plasticidad estructural y neuronal, en general todavía no está claro si los 
sustratos anteriores deben clasifi carse como verdaderamente patológicos o si se pueden clasifi car 
como un sistema de adaptación dinámica ante un factor estresante. En cierta medida, estos cam-
bios pueden considerarse reversibles o irreversibles dependiendo de la situación. Veamos algunos 
ejemplos a continuación.

El primer ejemplo es el estudio llevado a cabo en ratas subordinadas sometidas a estrés 
crónico por otras ratas dominantes en un sistema de madrigueras. Se ha observado que las ratas 
subordinadas sufren una remodelación en las dendritas del HP, reduciéndose y simplifi cándose el 
número de sus ramifi caciones neuronales. Este hecho ha resultado ser independiente del tamaño 
de las glándulas adrenales (McKittrick et al., 2000). Lo que este efecto particular enfatiza es que 
no es el tamaño de la glándula adrenal o la presunta cantidad de estrés fi siológico per se lo que 
determina la remodelación dendrítica, sino un complejo conjunto de otros factores que interac-
túan y modulan la estructura neuronal. De hecho, en las especies de mamíferos que hibernan, la 
remodelación dendrítica es un proceso reversible, y se produce pocas horas después del inicio de la 
hibernación (visto en hámsteres europeos y en las ardillas de tierra) (Magariños, McEwen, Sabou-
reau, & Pevet, 2006; Popov, Bocharova, & Bragin, 1992). Esto implica que la reorganización del ci-
toesqueleto se lleva a cabo con rapidez y de forma reversible, por lo que los cambios en la longitud 
de las dendritas y la ramifi cación de éstas no son “daños” sino una forma de plasticidad estructural.

El siguiente ejemplo que podemos mencionar es el llevado a cabo en ratones de laboratorio 
y cuyos resultados se asemejan a otros resultados obtenidos bajo condiciones de estrés crónico. 
Cuando se produce la interrupción del ciclo circadiano, se ha comprobado que existe una remode-
lación dendrítica de las neuronas de la región prelímbica de la corteza prefrontal medial. Concreta-
mente, se ha observado una pérdida en la ramifi cación dendrítica y reducción de la longitud de las 
dendritas apicales, pero no se ha constatado que haya una disminución en la densidad de la espinas 
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(Karatsoreos, Bhagat, Bloss, Morrison, & McEwen, 2011). En cuanto a los cambios en el comporta-
miento, estos animales muestran una adquisición normal en las tareas de la navegación espacial, 
pero denotan un deterioro en la fl exibilidad cognitiva mostrando défi cits en el cambio de estrate-
gia ante una nueva ubicación. Esto sugiere que, si bien la interrupción circadiana crónica puede no 
poner en peligro las tareas cognitivas simples, las tareas más complejas que requieren fl exibilidad 
cognitiva pueden verse afectadas. 

1.5.3. Densidad de espinas

La sinapsis es un proceso esencial de comunicación entre las neuronas. Ocurre en sitios 
especializados de las dendritas y consisten en protrusiones dendríticas llamadas espinas. Estas for-
maciones fueron descritas por primera vez en 1892 en neuronas del cerebelo por el premio nobel 
español Santiago Ramón y Cajal. 

Una sola dendrita puede contener cientos de miles de espinas con un citoesqueleto dinámi-
co. Su estructura les confi ere dinamismo y la capacidad de cambiar rápidamente sus volúmenes o 
formas en respuesta a diferentes estímulos. En cuestión de horas, y dependiendo de la estabilidad 
del citoesqueleto de la espina, se ha comprobado que entre el 10 y el 20% de las espinas pueden 
aparecer o desaparecer de forma espontánea en las dendritas (De Roo, Klauser, Mendez, Poglia, 
& Muller, 2008).

Hoy en día está bien descrito que la memoria a largo plazo está mediada, en parte, por el 
crecimiento de nuevas espinas dendríticas estables para reforzar una vía neural en particular. Aun-
que los efectos del estrés en la densidad de las espinas dendríticas se han visto modifi cados, du-
rante los últimos años los estudios han mostrado en muchas ocasiones resultados contradictorios. 
Se ha observado que, mientras unos autores han descrito un aumento en el número de espinas de 
las dendritas de las neuronas  piramidales de CA3 (Yoshiya et al., 2013), así como un aumento en 
las densidades postsinápticas de las neuronas de CA1 (Sebastian, Estil, Chen, Schrott, & Serrano, 
2013), otros autores no han encontrado estos cambios (Chen et al., 2010). Por el contrario, otros es-
tudios han demostrado una disminución de la complejidad dendrítica de CA3 y CA1 tras el periodo 
de estrés que, rápidamente, se hizo reversible después de un período de recuperación (Alfarez et 
al., 2009; Sousa, Lukoyanov, Madeira, Almeida, & Paula-Barbosa, 2000). Esto nos indica que la for-
mación o desaparición de las espinas tienen un comportamiento dinámico y constante, pudiendo 
encontrar la clave de su funcionalidad en la estabilidad de aquéllas.

Entre otros, este dinamismo en muchas ocasiones resulta afectado por diversos mecanis-
mos. Por ejemplo, se ha observado que la eliminación de las espinas presentes antes de un apren-
dizaje motor, así como el mantenimiento de las nuevas espinas para la retención del mismo (Liston 
et al., 2013), guarda una relación muy importante con las concentraciones plasmáticas oscilantes 
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de los GCs a lo largo del ritmo circadiano; sugiriendo que la eliminación de espinas, provocada por 
las diferentes concentraciones de GCs, es mediada a través de los MRs (Liston et al., 2013).

En conjunto, estos estudios sugieren que la exposición prolongada al estrés crónico y a 
los GCs altera marcadamente el número y la morfología de ambos elementos estructurales tanto 
pre como post-sinápticas y, por lo tanto, la fuerza de las sinapsis excitadoras en las espinas de las 
neuronas. Sin embargo, y aunque este hecho ha sido ampliamente estudiado en el HP, los efectos 
del estrés a largo plazo también podrían traducirse en cambios sinápticos en zonas claves del SNC 
como la CPF (Goldwater et al., 2009) o la amígdala. Cambios que podrían refl ejarse además en la 
expresión de moléculas sinápticas (por ejemplo, receptores NMDA y AMPA) y en cambios morfo-
lógicos en el árbol dendrítico. 

1.6. Aprendizaje y glucocorticoides

Hasta ahora, nos hemos centrado únicamente en los cambios que ejerce el estrés a nivel 
estructural. Sin embargo, a continuación, nuestra pregunta fundamental en el presente apartado 
tratará de explicar cuál es el resultado fi siológico y cognitivo de los cambios en la plasticidad y las 
conexiones sinápticas por el efecto de los GCs. Como hemos ido viendo a lo largo de la introduc-
ción, los GCs son los principales protagonistas de una serie de cambios fi siológicos que ocurren en 
situaciones de estrés.

En la actualidad se sabe, además, que los GCs son reguladores clave del aprendizaje y la 
memoria tanto intrínseca como extrínseca (tipo condicionamiento Pavloviano y espacial) (Sandi 
& Pinelo-Nava, 2007), cuyas bases neuroanatómicas se encuentran en las áreas corticolímbicas, 
principalmente en la formación hipocampal (Russell et al., 2014), en la corteza prefrontal y en la 
amígdala (Sandi & Pinelo-Nava, 2007). Dentro de este sistema, los GCs interactúan en múltiples 
niveles y, dependiendo del periodo de exposición, se pueden producir cambios estructurales o 
incluso consecuencias funcionales con un resultado opuesto o bidireccional al esperado (Joëls et 
al., 2004).

Diversos estudios de investigación en roedores han puesto de manifi esto que cuando la vi-
vencia del estrés es moderada y se repite diariamente por un periodo aproximado de dos semanas, 
generalmente no se producen consecuencias negativas sobre la función cognitiva. Muy al contra-
rio, algunos investigadores han llegado a observar que algunos procesos de aprendizaje pueden 
verse potenciados bajo estas condiciones (Luine, Martinez, Villegas, Magariños, & McEwen, 1996). 
Sin embargo, si la exposición al estrés se prolonga a tres semanas, generalmente se produce un 
cierto empeoramiento de las capacidades de aprendizaje, manifestándose especialmente en el 
aprendizaje espacial (Sandi, 2004). Aunque si al cumplirse las tres semanas cesa la fuente estre-
sante, los animales suelen recuperar sus capacidades cognitivas en el transcurso de las siguientes 
dos semanas; también se ha estudiado que, cuando la vivencia de estrés se extiende por periodos 
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superiores a tres meses o implican situaciones de estrés muy intensas, las perturbaciones cogniti-
vas observadas son más profundas y tal vez resulten irreversibles (Bruce S McEwen & Tucker, 2011).

Estos resultados se explican de la siguiente manera. A nivel sináptico, los GCs modulan la 
actividad presináptica y las respuestas postsinápticas glutamatérgicas y GABAérgicas que están 
implicadas en los fenómenos moleculares de potenciación (LTP, long-term potentiation) y depre-
sión (LTD, long-term depression) sinápticas (reducción de la efi cacia de la sinapsis neuronal) de 
los procesos de aprendizaje (Russell et al., 2014). A nivel celular (fi siológico y estructural), los GCs 
infl uyen en las propiedades eléctricas de la actividad neuronal (Joëls et al., 2012) y en el volumen 
de las espinas dendríticas, ambas características importantes para la comunicación efi caz entre 
las neuronas (Jeanneteau & Chao, 2013). Por otra parte, los GCs interactúan con los circuitos nora-
drenérgicos y colinérgicos que inervan el HP y la amígdala, y afectan a la formación de la memoria, 
así como al sistema endocannabinoide (Manzanares, Corchero, & Fuentes, 1999) y a la regulación 
de las adaptaciones del comportamiento. La naturaleza variable de estos efectos se determina 
por la fase del ciclo ultradiano de los GCs, las concentraciones de éstos, el momento y el tipo de 
aprendizaje analizado (Roozendaal, 2002; Schwabe, Tegenthoff , HöƩ  en, & Wolf, 2012). Aumentos 
agudos en los GCs justo inmediatamente antes del aprendizaje pueden promover procesos tales 
como la formación de la memoria, la consolidación y el recuerdo de los estímulos emocionalmente 
conmovedores (Cahill, Gorski, & Le; McReynolds et al., 2010; Roozendaal, 2002). Sin embargo, si 
el estrés se produce temporalmente mucho antes del aprendizaje, las consecuencias genómicas 
provocadas por la acción de los GCs pueden impedir los procesos de la memoria (Buchanan, Tra-
nel, & Adolphs, 2006). Además, la exposición crónica a niveles elevados de GCs puede perjudicar 
al establecimiento y recuperación de la memoria espacial (Dumas, Gillette, Ferguson, Hamilton, & 
Sapolsky, 2010; Roozendaal, 2002). El estrés agudo desencadena altos niveles de GCs. Estos GCs, al 
interaccionar con los MRs; principalmente localizados en poblaciones neuronales y gliales del HP y 
la amígdala, provocan un aumento en la liberación de glutamato en los espacios presinápticos con 
un efecto rápido y no genómico (Karst, Berger, Erdmann, Schutz, & Joels, 2010). A este efecto le 
sigue un aumento de los receptores intracelulares de NMDA y AMPA en la membrana plasmática 
postsináptica (Musazzi, Racagni, & Popoli, 2011). La duración del efecto entre la interacción de los 
GCs y los MRs sobre la regulación de la neurotransmisión glutamatérgica es específi ca de cada 
región, siendo de corta duración en el HP y de larga duración en la amígdala dorsolateral, donde 
posteriores estímulos estresantes agudos conducen a una regulación a la baja de los GRs por la 
estimulación glutamatérgica (Karst et al., 2010). Por el contrario, durante una exposición crónica al 
estrés, la neurotransmisión glutamatérgica permanece constante en el HP aunque los GCs también 
contribuyen a la eliminación de glutamato a través de los transportadores localizados principal-
mente en las células gliales. 

En vista de todas estas investigaciones se podría concluir que la cantidad de GCs circulantes 
podría tener consecuencias negativas o positivas sobre la consolidación de la memoria o el apren-
dizaje; sin embargo, cabría preguntarse cuál sería la cantidad adecuada de exposición. De esta 
forma, se ha sugerido que los efectos de estas hormonas sobre el aprendizaje y la memoria sigan 
una función de “U invertida”; de manera que, niveles muy bajos o elevados deteriorarían el apren-
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dizaje, mientras que cantidades moderadas de GCs lo potenciarían, aunque esta curva no parece 
refl ejarse en las memorias emocionales (Finsterwald & Alberini, 2014; Sandi & Pinelo-Nava, 2007; C 
Venero et al., 2002). 

2. Efectos del estrés crónico
Hasta el momento hemos hablado de las consecuencias fi siológicas, morfológicas y molecu-

lares que causan diferentes tipos de estrés sobre la salud del individuo. Sin embargo, hay que tener 
presente que un estrés agudo o puntual no siempre tiene las mismas consecuencias fi siológicas y 
conductuales que un estrés crónico o prolongado a lo largo del tiempo. De hecho, a menudo se 
observan efectos diferentes, incluso, contrapuestos. En este apartado nos centraremos esencial-
mente en matizar algunos de los principales efectos que ocurren tras un periodo de estrés crónico 
por aislamiento social.

El estudio sistemático de las consecuencias cognitivas y fi siológicas tras la exposición repe-
tida al estrés ha sido investigado principalmente en animales de experimentación. Sin embargo, 
también podemos encontrar en la literatura científi ca multitud de estudios sobre las consecuencias 
negativas que el estrés crónico produce en la salud de las personas, siendo de gran importancia la 
duración y cronicidad de la situación estresante. Cuando se tiene en cuenta la duración del estrés 
crónico y las consecuencias cognitivas en animales, podríamos diferenciar entre diferentes subti-
pos de estrés (Sandi Pérez, Venero, & Cordero, 2001): El estrés subcrónico caracterizado por una 
duración entre 1 o 2 semanas, muestra efectos contradictorios en cuanto al aprendizaje. El estrés 
crónico, con una duración más prolongada que la anterior, en el que comienzan a hacerse eviden-
tes las consecuencias cognitivas, existiendo cierta reversibilidad de los efectos ocasionados por 
dicho estrés.

 En los estudios de investigación básica cuyo objetivo ha sido evaluar los efectos fi siológicos 
y conductuales de la exposición a situaciones de estrés, se han empleado modelos animales que 
reproducen las alteraciones conductuales y fi siológicas que se observan en los sujetos que sufren 
estrés psicosocial. De esta manera, encontramos en la literatura algunos ejemplos con modelos 
animales de depresión por estrés crónico moderado (CMS, del inglés chronic mild stress) en los que 
se han descrito que se induce un estado anhedónico equivalente a algunos de los síntomas de la 
depresión humana. En estos experimentos se han constatado alteraciones en los niveles de corti-
costerona y ACTH, de aldosterona, y de renina plasmática, además de una alteración en la retroali-
mentación negativa de los GCS sobre el eje HHS; aumento de la expresión del ARNm y densidad de 
los sitios de acoplamiento de los receptores de GCs en el HP, la corteza y el núcleo dorsal del Rafe; 
así como mayores niveles de CRH en este núcleo. Por otro lado, el sistema inmunológico también 
se ha visto afectado (Cruces, Venero, Pereda-Pérez, et al., 2014), observándose una elevación de 
los niveles circulantes -en plasma y en tejido neural del SNC-, tanto de IL-1β,  como de TNF-α, lo cual 
se ha relacionado con que se produzca también mayor anhedonia. 
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Los estudios llevados a cabo en humanos también han demostrado que el estrés crónico con-
tribuye a incrementar la probabilidad de padecer enfermedades cardíacas (Rozanski, Blumenthal, 
& Kaplan, 1999), e incluso al aumento de la tasa de infarto de miocardio en humanos  (Rosengren et 
al., 2004). Aunque los mecanismos implicados no están dilucidados, se cree que deberían ser tanto 
centrales, como periféricos. 

En humanos, los estresores crónicos ambientales tales como problemas de pareja, de salud, 
o exceso de trabajo, están asociados a trastornos de tipo depresivo. Se ha postulado que los daños 
que el estrés crónico puede producir en el HP son un mecanismo central que conduce a síntomas 
depresivos a través de su infl uencia sobre la actividad del eje HHS (Delgado y Palacios et al., 2011). 
Algunos estresores sociales, como el rechazo, pueden inducir un desequilibrio autonómico hacia 
la rama simpática, con la ocurrencia de arritmias ventriculares; mientras que un estresor no social, 
como la inmovilidad forzada, se caracteriza por una fuerte respuesta vagal y casi ninguna inciden-
cia de extrasístoles ventriculares (Sgoifo et al., 1998). 

2.1. El aislamiento social 

Es bien conocido que cierto tipo de animales, como los roedores o los humanos, viven en or-
ganizaciones sociales, lo cual contribuye a la supervivencia y al éxito reproductivo de las especies. 
Este sistema de organización les proporciona protección contra amenazas del medio ambiente y 
se asocia con un aumento en la esperanza de vida (House, Landis, & Umberson, 1988; Lillard, Brien, 
& Waite, 1995). Más aún, los fuertes lazos sociales ayudan a promover el funcionamiento correcto 
de los sistemas de regulación y a mantener el equilibrio homeostático en cada individuo (Kiecolt-
Glaser & Newton, 2001; Waltz, Badura, Pfaff , & Schott, 1988). Por otra parte, es sabido que muchos 
cambios genéticos, moleculares y hormonales han ayudado a apoyar este tipo de organización 
social. 

Existe un gran número de estudios en los que se ha descrito que las personas que reciben 
mayor apoyo social o se encuentran más integrados dentro de una red social tienen mayor capa-
cidad cognitiva y son menos propensos a experimentar cambios cognitivos deletéreos a lo largo 
de su vida (Berkman & Syme, 1979; Fratiglioni, Paillard-Borg, & Winblad, 2004; House et al., 1988; 
House, Robbins, & Metzner, 1982; Seeman, Lusignolo, Albert, & Berkman, 2001; Zunzunegui, Alva-
rado, Del Ser, & Otero, 2003) incluyendo en este periodo la vejez (Bassuk, Glass, & Berkman, 1999; 
Fratiglioni et al., 2004; Gow, Corley, Starr, & Deary, 2013; Seeman et al., 2001; Zunzunegui et al., 
2003). Otros estudios han sugerido que las personas que viven solas son dos veces más propensas 
a desarrollar demencia (Fratiglioni, Wang, Ericsson, Maytan, & Winblad, 2000; Helmer et al., 1999). 
En este sentido, algunos estudios han indicado que el matrimonio o la cohabitación se asocian con 
una mejor función cognitiva en la vejez (Wang, He, & Dong, 2015; Yeh & Liu, 2003), e incluso puede 
ser un factor protector contra el desarrollo de la EA (Håkansson et al., 2009; Helmer et al., 1999). 
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Finalmente, cabe indicar que los individuos con una buena red social gozan de una mejor 
salud y una mayor esperanza de vida que los individuos que tienen una red social pequeña y/o con 
relaciones sociales de baja calidad (Gow et al., 2013). Por tanto, podríamos destacar que las relacio-
nes sociales, así como la red de las relaciones con el resto de individuos, son comprendidas desde 
el punto de vista de las circunstancias y del núcleo social al que pertenecen. 

La concepción y la investigación sobre el aislamiento social ha ido cambiando con el tiempo. 
Los primeros estudios sobre este tema estaban enfocados a defi nir el concepto en sí, y más adelan-
te se llevaron a cabo estudios que implicaban una investigación práctica incluyendo el análisis de 
cohortes de sujetos o muestras reales. Posteriormente, la investigación se centró en estudios más 
avanzados que se preocupaban por el conocimiento de los atributos, elementos o consecuencias 
que llevaban a esta situación (Nicholson, 2009). Los estudios sobre este tema comenzaron a dirigir 
su atención hacia trabajos con un mayor enfoque objetivo.

Actualmente el aislamiento social podríamos dividirlo en dos tipos: el aislamiento físico 
(Cornwell & Waite, 2009a; Hawthorne, 2008; Waite & Hughes, 1999) y el aislamiento relacionado 
con la participación social (Benjamins, 2004). Sin embargo, Cornwell y Wait (2009b) proponen es-
tudiar el aislamiento social en dos vertientes diferentes; una de ellas dirigida a entenderla como la 
desconexión del mundo social; la segunda, explicada desde el punto de vista de la percepción del 
sentimiento de aislamiento o del inglés, loneliness.

Algunos estudios señalan que los riesgos que el aislamiento social puede suponer para la 
salud son comparables a los que se asocian con el consumo de cigarrillos o la obesidad (House, 
2001). Las personas que carecen de conexiones sociales, o sienten sentimientos frecuentes de so-
ledad, tienden a sufrir mayores tasas de morbilidad y mortalidad (Brummett et al., 2001; Seeman, 
2000; Uchino, Cacioppo, & Kiecolt-Glaser, 1996), así como de infecciones (Pressman et al., 2005), 
depresión (Heikkinen & Kauppinen, 2004) o deterioro cognitivo (Barnes, Mendes de Leon, Wilson, 
Bienias, & Evans, 2004). Sin embargo, a diferencia de lo estudiado en el tabaquismo y la obesidad, 
poco se sabe acerca de cómo y por qué el aislamiento social afecta a la salud (Cacioppo & Hawkley, 
2003; House et al., 1988).

Aunque es cierto que el aislamiento social y el sentimiento de soledad están relacionados, la 
asociación entre ambos es moderada (Cornwell & Waite, 2009a), y rara vez se consideran los dos 
conceptos unidos (Yi & Hwang, 2015). Un ejemplo de esta interacción se ha visto refl ejado en un 
estudio experimental, en el que se entrevistaron a 3015 personas y se observó que, si bien la ma-
yoría de los participantes estaban conectados socialmente, el 9% indicó algún tipo de aislamiento 
social y en un 7% se clasifi caron como aislados o muy aislados. En este estudio, se determinó que el 
aislamiento social percibido variaba dependiendo del sexo y grupo de edad, región de nacimiento 
o tipo de ingresos; y el hallazgo clave fue que los adultos más jóvenes tenían mayores probabilida-
des de ser clasifi cados como socialmente aislados y los síntomas de depresión fueron asociados de 
manera potente con la percepción de aislamiento social (Hawthorne, 2008). 
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Por tanto, la desconexión social estaría marcada por la falta de relaciones sociales y los 
bajos niveles de participación en las actividades sociales, y el aislamiento percibido o loneliness, 
se entendería  como el sentimiento de soledad y una supuesta falta de apoyo social (Yi & Hwang, 
2015). Como bien indican los autores Yi y Hwang (2015), estos dos conceptos dejan una serie de pre-
guntas importantes sin respuesta. Por ejemplo, ¿el vínculo entre la desconexión social y la salud, en 
realidad refl eja el impacto de la soledad? ¿Es la unión entre la desconexión social y los sentimientos 
de soledad la que provocaría cambios en la salud o cada factor actúa por separado?

2.1.1. Aislamiento social: Efectos neuroendocrinos
Estudios en humanos y en especies de animales sociales indican que el aislamiento social 

puede ser considerado un modelo de estrés que, aunque de naturaleza puramente psicogénica, in-
duce la activación de los dos sistemas principales implicados en la regulación de la respuesta de los 
organismos al estrés: el sistema simpático médulo adrenal (SMA) y el eje HHS, cuya consecuencia 
fi nal es la liberación de GCs (Hatch et al., 1965). Esta respuesta se acompaña de una disminución 
de la respuesta infl amatoria e inmunitaria, alteraciones metabólicas, neurológicas y desórdenes 
conductuales y cognitivos (Arranz, Giménez-Llort, De Castro, Baeza, & De la Fuente, 2009), que 
constituyen un factor de riesgo para la aparición y evolución de múltiples patologías que incluyen 
desde enfermedades cardiovasculares, inmunitarias (ver más información en Cruces et al., 2014) y 
metabólicas, hasta patologías neurológicas y neuropsiquiátricas. 

Los efectos del aislamiento social en la etapa adulta, o durante el envejecimiento, suelen 
diferir de los efectos en neonatos. A continuación se hará referencia a las principales alteraciones 
fi siológicas, neuroinmunoendocrinas y comportamentales que se han descrito tras la exposición a 
situaciones de aislamiento social, si bien existe información más detallada en la revisión de (Cruces, 
Venero, Pereda-Pérez & De la Fuente, 2014). 

Existe una extensa información en la literatura científi ca que indica que el aislamiento social 
durante la adolescencia y la edad adulta tiene consecuencias neuroendocrinas que dependerán, 
a su vez, de la especie, el sexo y la edad de los sujetos (Cruces, Venero, Pereda-Pérez, et al., 2014; 
Martin et al., 2000; Sapolsky, Alberts, & Altmann, 1997). Así, y aunque hay resultados contradic-
torios, se ha observado que en algunos estudios el aislamiento social durante la edad adulta no 
siempre altera los niveles basales de los GCs o la relación con la ACTH y/o GRs en el HP. Cuando ha-
blamos de la proporción de receptores para los mineralocorticoides y GCs no se han visto alteracio-
nes durante el aislamiento en el período de destete (Holson, Scallet, Ali, & Turner, 1991) o en edad 
adulta (Filipović, Gavrilović, Dronjak, & Radojcić, 2005). Además, en la mayoría de los estudios, y  
aunque los niveles de GCs dependen del sexo y la cepa del animal, parece que se suman resultados 
contrapuestos en cuanto a la concentración de estas hormonas del estrés. Esto es así debido a que 
mientras que en unos estudios aumentan (Gambardella, Greco, Sticchi, Bellotti, & Di Renzo, 1994; 
Giralt & Armario, 1989; Hatch et al., 1965; Moore, 1968; Palanza, Gioiosa, & Parmigiani, 2001), en 



Introducción

35

Efectos del estrés crónico

otros disminuyen (Viveros, Hernández, Martínez, & González, 1988) e incluso en otros no parecen 
diferir los resultados (Moore, 1968; Pereda-Pérez et al., 2013). 

No obstante, y aunque existe gran cantidad de resultados en la literatura científi ca, podría-
mos enumerar una serie de características que parecen ser disfunciones frecuentes asociadas al 
aislamiento social. Entre estas anomalías pueden destacarse las siguientes: una mayor resistencia 
vascular (Cacioppo, 2002); presión arterial elevada (Hawkley, Masi, Berry, & Cacioppo, 2006); au-
mento de la actividad del eje HHS (Adam, 2006) y desregulación de los niveles plasmáticos de  GCs 
(Hawkley, Cole, Capitanio, Norman, & Cacioppo, 2012). Además se han descrito trastornos del sue-
ño (Adam, 2006; Cacioppo, 2002; Hawkley, Preacher, & Cacioppo, 2010); disminución del control 
infl amatorio; deterioro de la respuesta inmunológica (Arranz et al., 2009; Cole, 2008; Cole et al., 
2007) de la capacidad cognitiva y de la atención, así como un comportamiento con evidencias de 
ansiedad manifi esta (Arranz et al., 2009; Cacioppo & Hawkley, 2009; Cruces, Venero, Pereda-Pérez, 
et al., 2014). También se ha observado un incremento de peso de las glándulas suprarrenales de 
animales aislados (Hatch et al., 1965; Holson, Scallet, Ali, Sullivan, & Gough, 1988); aunque estos 
cambios no han sido siempre evidentes (Gamallo, Villanua, Trancho, & Fraile, 1986; Gentsch, Lichts-
teiner, & Feer, 1981; Morinan & Leonard, 1980; Pereda-Pérez et al., 2013; Viveros et al., 1988). En 
consecuencia, el aislamiento social puede producir cambios fi siológicos perjudiciales para la salud 
y es considerado como un factor de riesgo de morbilidad y mortalidad (Carnevali et al., 2012; House 
et al., 1988).

Por otra parte, es bien conocido que tras un periodo prolongado de estrés se pueden pro-
ducir alteraciones morfológicas en estructuras cerebrales, siendo el HP una de las más vulnerables. 
A este respecto, se ha descrito que la reducción del volumen hipocampal está asociada con trastor-
nos de tipo depresivo, resultando ser uno de los hallazgos más replicados en psiquiatría biológica 
(Kempton et al., 2011).

En conjunto, todos estos resultados indican que el aislamiento social puede ser considerado 
un potente estresor psicológico en las especies sociales, advirtiéndose una posible afectación en la 
actividad del eje HHS de manera directa o indirecta. No obstante, hay trabajos en los que no se ha 
observado una relación directa entre el aislamiento social en animales en edad temprana y el peso 
de las glándulas adrenales (Sánchez, Aguado, Sánchez-Toscano, & Saphier, 1998).

Finalmente, cabe señalar que, en humanos, el sentimiento de soledad o loneliness está rela-
cionado con niveles elevados de cortisol tanto en niños, como en adultos (Adam, 2006; Cacioppo 
et al., 2000; Doane & Adam, 2010); y parece que, aunque hay una menor capacidad de respuesta del 
cortisol al estrés  (Hackett, Hamer, Endrighi, Brydon, & Steptoe, 2012), no se manifi esta de la misma 
manera en todos los casos (Steptoe, Owen, Kunz-Ebrecht, & Brydon, 2004).
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2.1.2. El aislamiento social: Efectos en el comportamiento y la cognición 

Curiosamente, al comienzo de esta tesis sólo encontramos un estudio publicado por Arranz 
y colaboradores en 2009, en el que los autores describieron, por primera vez, los efectos del aisla-
miento social en ratones hembra viejas (a la edad de 18 meses) en las capacidades de aprendizaje y 
memoria espacial; la conclusión más relevante de dicha investigación fue que el aislamiento social 
aumentaba la ansiedad y aceleraba el declive cognitivo asociado con la edad (Arranz et al., 2009).

En general, los estudios sobre el efecto del aislamiento social en modelos animales, fun-
damentalmente rata y ratón, han resultado ser controvertidos, particularmente en relación a la 
conducta y la cognición.  Ello puede ser debido, al menos en parte, a que factores críticos como 
la edad y el estado de desarrollo infl uyen de manera crítica en los efectos del aislamiento social 
(Arakawa, 2005). La mayoría de estudios se han centrado principalmente en los periodos neonatal/
destete/adolescente o adulto. Sin embargo, poco se sabe de los efectos del  aislamiento social du-
rante el último periodo del proceso vital que sigue a la madurez del individuo, durante el proceso 
de envejecimiento y la vejez. Este último tramo de edad será el principal objetivo de estudio en esta 
tesis enfocándonos principalmente en los efectos conductuales, cognitivos y neurobiológicos del 
aislamiento social.

El aislamiento social durante el periodo postnatal induce un “síndrome de aislamiento” 
(Hatch et al., 1965) caracterizado por cambios bioquímicos (Blanchard et al., 1998; Heim & Neme-
roff , 1999) y alteraciones conductuales que incluyen hiperactividad locomotora (Gentsch, Lichtstei-
ner, Kraeuchi, & Feer, 1982), défi cits en la inhibición prepulso (Geyer, Wilkinson, Humby, & Robbins, 
1993), mayor respuesta a ambientes novedosos (Gentsch et al., 1982) y diferencias en las capacida-
des cognitivas (Juraska, Henderson, & Müller, 1984).

Cuando se ha estudiado el efecto del aislamiento social en ratones adultos o ratas ado-
lescentes, algunos autores han observado que durante el periodo de 1-3 semanas de aislamiento 
aumenta la agresividad (Bourke & Neigh, 2012; Mathews, Wilton, Styles, & McCormick, 2008; Par-
migiani, Palanza, Rogers, & Ferrari, 1999), pero no se afectan signifi cativamente los parámetros 
de ansiedad en el laberinto en cruz elevado (Rodgers & Cole, 1993). En otros estudios sí se han 
observado diferencias en estos parámetros (Cruces, Venero, Pereda-Pérez, et al., 2014; Moragrega, 
Carrasco, Vicens, & Redolat, 2003).  Curiosamente, cuando ratones de la cepa “senescence accele-
rated mice” (SAM), un modelo animal de envejecimiento acelerado, fueron sometidos a aislamien-
to social durante 12 semanas se observó que aumentaba el daño oxidativo en la amígdala de estos 
ratones, aunque no parecían observarse alteraciones en la memoria espacial (Chida, Sudo, Mori, & 
Kubo, 2006). 

En ratas, cuando el aislamiento social tiene lugar durante la etapa juvenil, la actividad explo-
ratoria se ve reducida mientras que, cuando tiene lugar durante la edad adulta, se observan patro-
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nes exploratorios alterados con un patrón más activo (Arakawa, 2005). Estos resultados sugieren 
que las pautas exploratorias dependen de la experiencia social en interacción con otras ratas du-
rante la etapa juvenil, y son modifi cadas por las condiciones sociales en la edad adulta.

Por tanto, los efectos del aislamiento social en animales neonatos no parecen ser compara-
bles a los efectos que se producen en la edad adulta. No obstante, existen pocas investigaciones 
sobre el impacto del aislamiento social en el adulto a pesar de que éste es más frecuente en huma-
nos adultos y, especialmente, en personas mayores.

En relación a los efectos cognitivos que hemos encontrado al revisar la literatura específi ca 
(indicados en la TABLA 1), en los resultados de las investigaciones destacan de manera especial dé-
fi cits en el aprendizaje (Arranz et al., 2009; Huang et al., 2011) y en la memoria de trabajo (Garrido 
et al., 2013), además de otros también señalados. Por ejemplo, los estudios realizados en ratones 
macho sobre la memoria del miedo al contexto resultan inconsistentes, mostrando en unos ca-
sos incremento (Pibiri, Nelson, Guidotti, Costa, & Pinna, 2008); y en otros reducción (Hsiao, Chen, 
Chen, & Gean, 2011) o ausencia de cambios (Martin & Brown, 2010). 

3. El envejecimiento
Es un hecho ampliamente constatado que el envejecimiento normal conduce a un cierto 

grado de deterioro cognitivo que implica cambios cerebrales que están caracterizados por un pro-
ceso neurodegenerativo. En éste intervienen de manera conjunta factores genéticos, ambientales, 
metabólicos y hormonales, donde los GCs juegan un papel crucial (Garrido, 2011). Todo esto lleva 
consigo alteraciones anatomofi siológicas que acaban desencadenando daño y/o pérdida neuronal 
y deterioro funcional (Burke & Barnes, 2006).

Aunque no todos los individuos ancianos muestran alteraciones en la regulación del eje HHS 
(Lupien et al., 2005), el proceso de envejecimiento lleva consigo un declive de los mecanismos de 
regulación de este eje. Algunas personas mayores, cuando están expuestos ante situaciones de 
estrés, pierden la capacidad para inhibir el proceso de retroalimentación negativa que modula a la 
baja la actividad del eje HHS. Por lo tanto, algunos individuos presentan una elevación signifi cativa 
de sus niveles de cortisol endógeno (Lupien et al., 1994), así como de catecolaminas (Ferrari et al., 
2004). 

Este fenómeno aparece también en animales de laboratorio. De hecho, en ratas viejas, ade-
más de observarse una concentración mayor de corticosterona en plasma, existe una disminución 
de los receptores para MR y GR en las áreas CA1 y CA3 del HP (de Kloet, Rots, & Cools, 1996). Como 
consecuencia, la función y morfología hipocampales se ven comprometidas durante el envejeci-
miento (Lupien et al., 1998; Lupien et al., 2005). Muchos aspectos de la plasticidad hipocampal se 
reducen con la edad como, por ejemplo, el grado del proceso de neurogénesis (Couillard-Després, 
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2013); los niveles de proteínas sinápticas (Eastwood, Burnet, Beckwith, Kerwin, & Harrison, 1994) 
y la cantidad de espinas dendríticas (Anderson & Rutledge, 1996; Tsamis et al., 2010; von Bohlen 
und Halbach, Zacher, Gass, & Unsicker, 2006). Hechos todos estudiados tanto en humanos, como 
en roedores. 

Por otra parte, además del HP, existen algunas estructuras cerebrales que se ven más afec-
tadas que otras con el paso de los años. Es el caso también de la amígdala (Sherman, Cheng, Fin-
german, & Schnyer, 2015) o la corteza prefrontal y la corteza parieto-temporal que, a diferencia 
de la amígdala, son susceptibles de sufrir atrofi a dendrítica y muerte neuronal (Rapp & Heindel, 
1994). A pesar de que estos cambios en humanos son coincidentes con los observados en anima-
les de experimentación, se ha observado que los descensos de la población neural de la sustancia 
negra o del HP, encontrados en ratas viejas, no suele superar el 20% (Jones, 1983; Morgan, May, & 
Finch, 1987). Hoy en día se considera que la muerte neuronal en el envejecimiento ocurre en mu-
cho menor grado de lo que se estimó en la década de los años 80 y comienzos de los 90 (Vincen & 
Cristofalo, 1996).

Además, el envejecimiento está asociado con reducciones en los factores neurotrófi cos de-
rivados del cerebro (Ziegenhorn et al., 2007), los cuales son importantes en la plasticidad neural y 
están comprometidos con la depresión y otro tipo de enfermedades frecuentes en el envejecimien-
to. De esto trataremos en los apartados siguientes.

El envejecimiento también se asocia con alteraciones en la reactividad vascular que se mani-
fi esta como cambios exagerados en la presión arterial: hipertensión arterial e hipotensión ortostá-
tica. La respuesta de la frecuencia cardiaca a los cambios de la tensión arterial y al ciclo respiratorio 
está muy disminuida en los pacientes de edad más avanzada. La primera alteración del sistema au-
tónomo que se detecta en estos pacientes es una disminución en la recaptación de NA. El aumento 
de las concentraciones de la NA se ha asociado a una reducción de la actividad vagal, lo cual está 
directamente relacionado con el padecimiento de arritmias e incluso muerte súbita en pacientes 
con patologías cardíacas asociadas. La pérdida de la efi cacia en el control del sistema simpático 
sobre el sistema cardiovascular podría explicar el aumento de incidencia y vulnerabilidad de los 
pacientes de edad avanzada a sufrir enfermedades cardiovasculares como la insufi ciencia cardíaca. 

Por tanto, si a estas patologías asociadas a la edad se le suman periodos de estrés, podría-
mos ver acelerado el proceso de envejecimiento. Este hecho es el que trataremos de investigar 
en este trabajo, vinculándolo a un suceso que resulta ser una clave más en la aceleración de este 
proceso: El aislamiento social.
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3.1. Envejecimiento y aislamiento social

Como hemos mencionado anteriormente, los riesgos para la salud que plantea el aislamien-
to social pueden ser especialmente graves para las personas mayores (Cacioppo & Hawkley, 2003; 
Tomaka, Thompson, & Palacios, 2006). Concretamente porque es una etapa vital en la que el indi-
viduo tiene que hacer frente a los cambios estresantes del curso de la vida, problemas de salud y 
discapacidad (Brummett et al., 2001) que suponen una serie de retos que le difi culta permanecer 
conectado socialmente (Thoits & Hewitt, 2001). Los cambios de rumbo en la vida pueden ser de-
bidos además, por ejemplo, a la jubilación, el duelo y/o problemas socioeconómicos (Ferraro, Mu-
tran, & Barresi, 1984).

Por otra parte, aunque la independencia de los hijos u otros muchos factores puedan afec-
tar de una manera más o menos adversa, se podría destacar que pueden resultar circunstancias 
para los que el individuo esté preparado y no conduzcan a ese sentimiento de soledad (Cornwell & 
Waite, 2009b). En este caso contrario, un aumento en la participación social, como puede ser reali-
zar actividades de voluntariado, debido en parte al aumento del tiempo libre interpuesto por la ju-
bilación, junto con otro tipo de respuesta contrapuesto en el que el individuo tiene menos recursos 
sociales, contribuyen a una gran variedad de trayectorias relacionadas con esta etapa (Cornwell, 
Laumann, & Schumm, 2008).

Dado que las personas mayores son más propensas a experimentar aislamiento social (Cor-
nwell & Waite, 2009b) y/o loneliness (Berkman & Syme, 1979; Hawkley et al., 2006; Krause, 1987; 
Thoits & Hewitt, 2001) y que su estado de salud suele estar más comprometido, es más probable 
que el aislamiento social tenga consecuencias particularmente perjudiciales para la salud en eda-
des avanzadas (Cacioppo, Hughes, Waite, Hawkley, & Thisted, 2006; Heikkinen & Kauppinen, 2004; 
House et al., 1988). Esto implicaría un mayor riesgo de mortalidad por cualquier causa, aumento de 
la morbilidad, disminución de la función inmunológica, depresión y deterioro cognitivo (Barnes et 
al., 2004; Brummett et al., 2001; House, 2001; Seeman, 2000; Uchino et al., 1996). 

Por lo tanto, es importante que entendamos los mecanismos mediante los cuales las distin-
tas formas de entender el aislamiento social pueden resultar ser un factor de riesgo para la salud de 
las personas mayores, en particular. Sin embargo, cuando se examinan por separado estas formas 
en el aislamiento social, es difícil identifi car el principal protagonista en el aislamiento social que 
conduce a sus efectos deletéreos sobre la salud (House, 2001).
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4. Hipocampo y Amígdala: implicación funcional en la me-moria y el aprendizaje
El cerebro es uno de los órganos diana de las hormonas del estrés. Como se ha expuesto 

hasta el momento, existen ciertas estructuras cerebrales en las que se encuentran altas concen-
traciones de receptores para los GCs, resultando ser áreas especialmente vulnerables frente a la 
respuesta de estrés.

Dada la importancia que tiene en este trabajo el estudio de la memoria, el aprendizaje y el 
estrés, nos centraremos como primer objetivo en la comprensión de las regiones implicadas en 
estos procesos haciendo especialmente hincapié en el HP y la amígdala. Estas regiones tienen una 
relación funcionalmente dinámica que depende de las condiciones de la tarea (Baddeley et al., 
2000). Específi camente se ha sugerido que el HP y la CPF medial pueden, en ocasiones, operar inde-
pendientemente o en paralelo bajo condiciones en las que hay un tiempo breve de demora entre la 
fase de entrenamiento y la fase de prueba (Seamans, Floresco, & Phillips, 1998); e incluso, pueden 
interactuar en condiciones en las que la memoria tiene un mayor tiempo de retardo (Giustino & 
Maren, 2015; Milad & Quirk, 2012).

Igualmente otros tipos de memoria resultan de gran importancia cuando hablamos, por 
ejemplo, de situaciones en las que se presenta un cierto tipo de estímulo (aversivo o estimulante). 
A modo de introducción, la amígdala es una estructura fuertemente ligada a la regulación emocio-
nal, así como elemento clave en reacciones frente al estrés. Esta estructura nos ayuda a anticipar 
un peligro, lo que resulta altamente adaptativo. El conocimiento acerca del condicionamiento del 
miedo que generalmente muestran los organismos cuando se encuentran ante una señal de peli-
gro, así como los procesos de extinción del miedo, han sido ampliamente estudiados (Fanselow 
& Poulos, 2005; Herry et al., 2010; Johansen, Cain, Ostroff , & LeDoux, 2011; Maren, 2001; Milad & 
Quirk, 2012).

 Debido a que la amígdala tiene una fuerte conectividad con la formación hipocampal y la 
CPF, es posible recordar o anticiparse ante un estímulo tanto benefi cioso como aversivo. Esto se 
debe a que la vía HP-CPF, además de proyectar desde el subiculum y la región CA1 del HP, el HP ven-
tral también tiene conexiones bidireccionales con la amígdala, y la amígdala a su vez tiene conexio-
nes bidireccionales con la CPF. Todo esto lo veremos con mayor detalle en los siguientes epígrafes.

4.1. El hipocampo

El HP es una de las estructuras corticales cuya anatomía y plasticidad ha merecido mayor 
atención por parte de los investigadores en las últimas décadas. Ya en tiempos de Ramón y Cajal 
se observaron en esta región dos grandes áreas, el Giro Dentado (GD), que presenta en la rata una 
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característica forma de “v”, y Cornu Ammonis (CA) que, a su vez, se subdivide en tres zonas; CA1, 
CA2 y CA3 imbricándose con el GD (Figura 2).

La región CA2 tiene una capa de células piramidales relativamente compacta y estrecha dan-
do la sensación de que algunas de estas células se extiendan sobre la capa de células piramidales de 
CA1. Por esta razón, las fronteras de CA2 son difíciles de establecer y dependerá en gran medida del 
tipo de tinción histológica que se utilice. Sin embargo, una característica típica de esta región nos 
puede ayudar a delimitar la zona porque, cerca de la frontera de CA2, la capa de células piramidales 
de CA1 está en su punto más delgado y las células de ambas subcapas aparecen diferentemente 
compactadas.

El HP en su totalidad presenta una alta variedad de neuronas tanto inhibitorias como ex-
citadoras, todas ellas distribuidas a su vez en diferentes subregiones. En el GD se puede apreciar 
una capa granular en la que se agrupan de manera empaquetada los somas elípticos de neuronas 
granulares cuya proyección dendrítica se dirige hacia la capa molecular del GD. En esta región se 
encuentran otro tipo de células a las que se les ha dado diferentes nombres, como células en cesto; 
así como varios tipos de células polimórfi cas incluyendo los somas de células multipolares o células 
en candelabro. Además el GD se divide en una última capa a la que se le ha dado el nombre de capa 
polimórfi ca. Esta capa tiene una amplia variedad de tipos neuronales, pero poco se sabe sobre 
ellas salvo en el caso de las células musgosas de las que, con su apariencia de forma triangular o 
multipolar, se tiene un mayor conocimiento de sus características. Las células musgosas de la rata 
tienen unas dendritas distintivas que entran en la capa molecular (Buckmaster & Amaral, 2001). 
Esto implica que este tipo de células, en ratas, reciben poca o ninguna entrada de la vía perforante 
(Amaral & Scharfman, 2012).

Figura 2. Esquema de las zonas y principales conexiones de la formación hipocampal
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Por otra parte, en la región del CA, en la cara más cercana a la comisura hipocampal, po-
demos distinguir el stratum oriens donde proyectan las dendritas basales de las neuronas de la 
capa piramidal de la misma, así como de varios tipos de interneuronas. Las dendritas apicales de 
las neuronas de  la región CA proyectan a tres regiones específi cas; 1) el stratum lucidum 2) el 
stratum radiatum y 3) el lacunosum moleculare. La primera capa únicamente se encuentra en CA3 
resultando ser indistinguible en la mayoría de las ocasiones. En el stratum lucidum y en el stratum 
radiatum se encuentra el principio de las dendritas apicales de las neuronas piramidales, mientras 
que el estrato lacunosum-moleculare contiene las ramas terminales de estas dendritas (Schultz & 
Engelhardt, 2014).

  En el stratum lucidum de CA3, las fi bras musgosas que provienen de los axones de las neu-
ronas del GD viajan y realizan sinapsis únicamente con las dendritas proximales de las neuronas 
de esta región. Por otra parte, en el stratum radiatum las dendritas apicales de las neuronas CA3 
y CA2 reciben además proyecciones de asociación de niveles rostrocaudales, así como aferencias 
colinérgicas e histaminérgicas de los núcleos septales y regiones supramamilares. En CA1, las pro-
yecciones que provienen del stratum radiatum de CA3 y CA2 -las denominadas colaterales de Scha-
ff er- terminan en el stratum oriens, desde donde se envía la información a la CE. 

Por tanto y a modo de resumen, la entrada de información al HP se produce fundamental-
mente desde las neuronas de la capa II de la CE (Witter & Amaral, 1991), aunque también del fórnix 
y/o, en menor medida, del núcleo del Rafe. Estas aferencias entran por la vía perforante, haciendo 
sinapsis con las dendritas de las neuronas del GD que proyectan a la capa molecular,  y continúan 
con las dendritas del stratum lacunosum-moleculare de CA3. Por otra parte, las neuronas de la capa 
III de la CE proyectan hacia CA1 y el subiculum (Schultz & Engelhardt, 2014) (Figura 2).

Las investigaciones sobre el HP en roedores indican que esta estructura cerebral participa 
en un tipo de memoria utilizada en la ejecución de diversas tareas espaciales y otras relacionadas 
con discriminaciones sensoriales. La información sensorial que llega al HP sufre un procesamiento 
que conduce al almacenamiento de los recuerdos de un modo que une o relaciona todos los even-
tos que ocurren en el momento en que el recuerdo se almacenó. Además, el HP es una estructura 
especialmente preparada para codifi car información relacionada con el entorno espacial en que se 
encuentra el sujeto (Cohen & Eichenbaum, 1991), de manera que los numerosos estudios llevados 
a cabo con roedores han utilizado distintos tipos de pruebas, entre las que destacan:

• El laberinto radial. 
• El laberinto acuático diseñado por Richard Morris (Morris, 1981).
• El condicionamiento del miedo al contexto (Phillips & LeDoux, 1992).
A pesar de que existen controversias en lo que respecta a las funciones del HP, éste ha sido 

centro de atención de una gran parte de las investigaciones sobre la memoria. En estudios lleva-
dos a cabo mediante registros electrofi siológicos se detectó que en el HP no sólo existían células 
de lugar, sino que también había otras células que presentaban actividad en respuesta a distintos 
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eventos tales como las Phase cells o Conjunctive cells.  Estos estudios sugieren que el HP llevaría a 
cabo el procesamiento tanto de información espacial como no espacial y la interrelación entre am-
bas (Hampson, Simeral, & Deadwyler, 1999). 

El HP, además de jugar un papel muy importante en procesos de aprendizaje y memoria, 
también contribuye a modular la activación del eje HHS que da lugar a la liberación de los GCs en 
respuesta a una situación de estrés (Jankord & Herman, 2008).

4.2. La amígdala

En 1888, Brown y Schäfer, mientras estudiaban las consecuencias comportamentales tras 
la extirpación completa de los lóbulos temporales en un grupo de mono Rhesus (Macaca mulatta), 
descubrieron un profundo cambio en la disposición emocional de uno de ellos.  Especialmente 
apuntaron que, previamente a la operación, uno de los monos tenía un comportamiento agresivo 
y salvaje; pero que, sin embargo, tras la operación el mono comenzó a mostrar un comportamiento 
dócil y presentaba ausencia de miedo incluso cuando era atacado por un mono agresivo (Brown 
& Schafer, 1888). Aunque la importancia de estos resultados no se estudiaron hasta 44 años más 
tarde, tuvieron una gran relevancia cuando Kluver y Bucy en los años 30 también describieron cam-
bios similares en las respuestas emocionales en monos de experimentación después de provocar 
lesiones en el lóbulo temporal (Kluver & Bucy, 1937). 

Pese a que en principio se entremezclan efectos de la lesión con las características que aho-
ra le atribuimos a otras regiones del cerebro, estos fueron los primeros informes que describían 
la función de una región del cerebro que conecta e interrelaciona los estímulos con un signifi cado 
emocional. Estos resultados se atribuyeron fi nalmente a una recolección anatómica y funcional de 
núcleos distintivos que, en su totalidad, fueron denominados con el nombre de amígdala, situada 
en la una región profunda de los lóbulos temporales del cerebro. Desde entonces se ha valorado el 
rol importante que desempeña la amígdala en la emoción y en la memoria emocional.

En 1956, Weiskrantz, experimentando con lesiones en la amígdala, demostró que se produ-
cía un deterioro en la adquisición del comportamiento en respuesta a un choque eléctrico poste-
rior a una señal predictiva del mismo. Este es el resultado de un aprendizaje asociativo conocido 
como condicionamiento pavloviano. En este tipo de condicionamiento, aplicado típicamente en 
el laboratorio para el estudio del miedo, consta de un estímulo condicionado inicialmente neutral, 
emparejado con un estímulo aversivo, tal como un choque eléctrico, el cual lleva al sujeto experi-
mental a mostrar signos de comportamiento del miedo (Janak & Tye, 2015). Este procedimiento 
simple de comportamiento ofrece una ventana básica para el estudio de los mecanismos de apren-
dizaje pavloviano que actúan con el fi n de aumentar la supervivencia, y se encuentra íntimamente 
ligado a la función de la amígdala.
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Los resultados posteriores de estudios con lesiones y las investigaciones en el campo de la 
electrofi siología también son consistentes con estas observaciones (LeDoux, 2003; Nishijo & Ono, 
1992).

En paralelo a los primeros estudios sobre el condicionamiento del miedo, también se en-
contró que lesiones en la amígdala deterioraban el condicionamiento basado en recompensas. Por 
ejemplo, asociar una ubicación espacial ligada a los efectos reforzantes de la administración de 
anfetamina (Hiroi & White, 1991). Esto vendría a indicar que diferentes lesiones en la amígdala han 
demostrado que puede afectar al comportamiento, ya sea por una recompensa o por una conse-
cuencia a un estímulo nocivo. 

La amígdala, además de modular el aprendizaje de eventos emocionales y procesos de aten-
ción,  regula el apetito y tiene una función crítica en el procesamiento de la respuesta al estrés 
en reacciones tales como el temor, la agresión y la ansiedad. Esto último se ha visto refl ejado en 
experimentos realizados en ratones a los que se les suministró un tratamiento crónico con corti-
costerona en el agua de bebida. Se observó que esta exposición reiterada a los GCs producía un 
efecto ansiogénico (Ardayfi o & Kim, 2006; Karatsoreos et al., 2010). Este resultado se podía expli-
car debido al aumento de la actividad del CRH en la amígdala provocado por la interacción con los 
GCs (Makino, Gold, & Schulkin, 1994). 

Aunque modesta en tamaño, la amígdala se compone de múltiples núcleos interconectados 
entre sí.  Estos núcleos se encuentran englobados a su vez en varios complejos aunque destacare-
mos principalmente dos: el complejo basolateral de la amígdala (ABL o BLA, del inglés), formado 
a su vez por la amígdala lateral (AL o LA del inglés), basal (BA) y basomedial (BMA); y el segundo 
complejo, el núcleo central de la amígdala (CeA); subdividido en un núcleo lateral (CeL) y otro me-
dial (CeM). 

La entrada sensorial se transmite a través de vías 
talámicas y talámico-corticales a la zona basolateral y, 
posteriormente, al núcleo central. La amígdala basola-
teral es el sitio de interacción entre el sistema noradre-
nérgico y los GCs, mediando los efectos del estrés en la 
potenciación a largo plazo y consolidación de la memoria 
en el HP (Figura 3).

Como un núcleo de salida primaria, el núcleo cen-
tral activa la salida de adrenalina (gracias a la interacción 
con el sistema noradrenérgico), así como la liberación de 
GCs en la glándula suprarrenal. Estas respuestas desen-
cadenan el comportamiento de congelación/paralización 

Figura 3. Conexiones entre amígdala, hipo-campo, corteza entorrinal y corteza prefrontal en la rata.
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(LeDoux, 2003), que ha sido relacionado con una cadena de circuitos neuronales vinculados con 
la supervivencia del animal. Por su parte, el núcleo central también está conectado con las áreas 
corticales implicadas en el procesamiento del estrés, incluyendo la corteza cingulada anterior, la 
corteza prefrontal ventromedial, y la corteza prefrontal orbital (McEwen & Gianaros, 2010). 

Se ha comprobado que un nivel socioeconómico bajo, durante las primeras etapas de vida, 
correlaciona con un incremento en la reactividad funcional de la amígdala (Gianaros et al., 2009); 
además, infl uye también la falta de sueño (Yoo et al., 2007) e, incluso, predispone a padecer enfer-
medades cardiovasculares (Gianaros et al., 2008). Este último punto es debido a que la amígdala 
tiene eferencias a sistemas de regulación fi siológica, tales como el SNA y el sistema endocrino, vol-
viéndose activa durante la amenaza y la incertidumbre o en enfermedades crónicas. Por lo tanto, 
los procesos inhibitorios son vitales para la preservación del sistema y para la salud. Estudiando la 
HRV se puede evaluar la funcionalidad de estos sistemas porque, concretamente, la activación del 
núcleo central de la amígdala (Rosenkranz, Venheim, & Padival, 2010) puede conducir a un aumen-
to de la tasa cardíaca y a un descenso de la HRV; siendo la actividad cortical anterior la que inhibe 
tónicamente los circuitos que aceleran la tasa cardíaca, tomando el mayor control vagal desde el 
hemisferio derecho (Thayer & Lane, 2009). 

Por otra parte, la excitación emocional se encuentra asociada a un descenso en la activación 
de la corteza anterior. Esta inactivación selectiva de la corteza prefrontal puede resultar adaptativa 
para facilitar conductas predominantemente no voluntarias, asociadas con estructuras neurales 
subcorticales tales como la amígdala. De esta manera se organizan respuestas sin la demora pro-
ducida por la corteza prefrontal, que resultan más deliberativas y guiadas conscientemente (Fig. 3).

5. Factor de crecimiento de fi broblasto y moléculas de adhe-sión celular
 5.1. El Sistema del FGF: Posible implicación en neuroprotección y su importancia en los efectos o consecuencias del estrés

Los factores de crecimiento de fi broblasto (FGFs) son una familia de 23 polipéptidos, al me-
nos 10 de los cuales están presentes en el cerebro. Poseen múltiples funciones en el sistema ner-
vioso central en desarrollo. Participan en procesos de neurogénesis, supervivencia y diferenciación 
neuronal, así como en procesos de reparación tras lesiones en la edad adulta (Reuss & von Bohlen 
und Halbach, 2003). El FGF1, implicado en neuroprotección, se expresa predominantemente en 
neuronas. El FGF2, importante en procesos de neurogénesis, crecimiento axonal, neuroprotección 
y regeneración, se expresa en neuronas y astrocitos (Reuss & von Bohlen und Halbach, 2003).  Exis-
ten cuatro tipos de receptores para los FGFs, los FGFR1-4, que difi eren en su distribución regional 
en el cerebro, así como en su expresión neuronal y astrocitaria (Reuss & von Bohlen und Halbach, 
2003). 
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En el cerebro adulto, los niveles de FGF2 aumentan en el HP tras un entrenamiento en una 
prueba de aprendizaje espacial (Gómez-Pinilla, So, & Kesslak, 1998); y el FGFR1 parece ser crítico en 
la mediación de los efectos del FGF2 en los procesos de aprendizaje y memoria espacial, dado que 
los ratones knockout para el FGFR1 muestran un défi cit en la consolidación de la memoria espacial 
(Zhao et al., 2007) (Figura. 4).

Aunque existen distintas evidencias de que el estrés y los GCs liberados durante la respuesta 
de estrés son los causantes directos de la modulación al alza o a la baja del FGF2, dependiendo de 
si se trata de una situación de estrés agudo o de unos días respectivamente, todavía no se ha estu-
diado cómo es la modulación del FGF2 y el FGFR1 en situaciones de estrés crónico, así como durante 
el envejecimiento. Se sabe que el estrés regula los niveles cerebrales de FGFs, en especial del FGF2. 
Así, el estrés agudo incrementa la expresión de FGF2 en todo el cerebro adulto (Bland et al., 2007; 
Molteni et al., 2001); mientras que dos semanas de exposición a un estrés impredecible promueve 
la aparición de efectos regionales, no alterando los niveles de FGF2 en el HP, pero sí disminuyéndo-
los en la corteza prefrontal (Fumagalli, Di Pasquale, Caffi  no, Racagni, & Riva, 2008). Hoy por hoy, 
no se sabe cómo el estrés más prolongado o una administración continuada de niveles elevados 
de GCs pueden modular los niveles de FGF2. A pesar de ello, hay evidencias de que los GCs podrían 
mediar el daño neural asociado al estrés crónico al modular la expresión del FGF2 en el SNC. Así: (i) 
en cerebros postmortem de pacientes con depresión mayor, enfermedad que cursa en un 50% de 
casos con hipercortisolemia, el FGF2 disminuye en algunas áreas del HP, mientras que aumenta la 
expresión génica del FGFR1 (Gaughran, Payne, Sedgwick, Cotter, & Berry, 2006); (ii) la modifi cación 
experimental de los niveles circulantes de GCs, ya sea induciendo una respuesta similar a la produ-
cida por el estrés agudo con la administración exógena de GCs, o mediante adrenalectomía (Chao 
& McEwen, 1994), muestra que los GCs ejercen un control tónico sobre la expresión del FGF2 en el 
cerebro. 

5.2. Moléculas de adhesión celular

Por otra parte, las moléculas de adhesión celular son efectores bien conocidos en el desa-
rrollo neuronal y la plasticidad estructural (Washbourne et al., 2004). Algunos de ellos también han 
sido vinculados a la plasticidad sináptica, el aprendizaje y la memoria (Doherty, Fazeli, & Walsh, 
1995), en particular, a través de su interacción con la señalización mediada por el factor de creci-
miento (Kiss & Muller, 2001). Desde este punto de vista, las moléculas de adhesión celular están 
siendo consideradas como posibles dianas terapéuticas para el desarrollo de potenciadores cogni-
tivos farmacológicos. Este es el caso de la molécula de adhesión celular neural (NCAM) (Doherty et 
al., 1995), una proteína prominente de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig), que desempe-
ña un papel clave en el desarrollo neuronal y en la plasticidad sináptica, así como en los procesos de 
aprendizaje y memoria (Dityatev et al., 2004; Kochlamazashvili et al., 2010; Lüthl, Laurent, Figurov, 
Muller, & Schachner, 1994; Muller et al., 1996; Rutishauser, 2008; Sandi, 2004), incluyendo el condi-
cionamiento del miedo (López-Fernández et al., 2007; Senkov et al., 2006). 
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La molécula NCAM se expresa como tres isoformas principales con pesos moleculares de 
180, 140 y 120 kDa. Extracelularmente, todas las isoformas de NCAM contienen cinco dominios Ig 
y dos dominios de tipo fi bronectina 3 (F3) (Walmod, Kolkova, Berezin, & Bock, 2004) (Figura 4). 
Los mecanismos por los que NCAM afecta a la plasticidad neural incluyen la activación de cascadas 
de señalización intracelular y la regulación de la unión célula-célula, así como la adherencia célula-
matriz extracelular (Kleene & Schachner, 2004). Los procesos de adhesión están mediados en gran 
medida por la adición de residuos de cadenas largas de ácido siálico (ácido polisiálico, PSA del 
inglés) al dominio GI5 de NCAM (Rutishauser, 2008), y además incluyen tanto interacciones homo-
fílicas como heterofílicas de NCAM (Berezin & Bock, 2004).

En trabajos de investigación con animales de laboratorio, se ha observado que el entrena-
miento en tareas espaciales o contextuales producen un aumento transitorio en la expresión de 
NCAM en el HP (Merino, Cordero, & Sandi, 2000; Venero et al., 2006). Interferir con la función o 
la expresión de NCAM a través de herramientas farmacológicas o genéticas altera la función de la 
memoria y la LTP (Bisaz, Schachner, & Sandi, 2011; Lüthl et al., 1994). Esta evidencia señala a NCAM 
como un objetivo particularmente relevante para el desarrollo de fármacos potenciadores de la 
cognición.

Por otra parte, estudios previos con PSA-NCAM han demostrado que diferentes tipos de 
factores de estrés (por ejemplo, la inmovilización o el estrés variable e impredecible) pueden mo-
dular los niveles cerebrales de NCAM y PSA-NCAM (Bisaz et al., 2011; Cordero et al., 2005; Foley, 
Rønn, Murphy, & Regan, 2003; Murphy, O’Connell, & Regan, 1996; Murphy & Regan, 1999; Sandi et 
al., 2003; Touyarot, Venero, & Sandi, 2004; Venero et al., 2002; Wielgat, Walesiuk, & Braszko, 2011). 
Hasta la fecha, los efectos del aislamiento social a largo plazo en la edad adulta y su relación con 
los niveles de PSA-NCAM en el cerebro sólo se han estudiado en ratas Wistar machos (Djordjevic, 
Djordjevic, Adzic, & Radojcic, 2012). 

Si bien la molécula de NCAM tiene cierta complejidad estructural y funcional, en los últimos 
años se ha logrado el desarrollo de péptidos miméticos y sintéticos de NCAM que imitan secuencias 
relevantes a las interacciones específi cas sobre la base de la química combinatoria y los estudios 
estructurales (Berezin & Bock, 2004). Así, se ha observado que el pentadecapéptido FGL (Kraev et 
al., 2011), que abarca el dominio de interacción de NCAM con el FGFR: F y G β-capítulos y el bucle de 
interconexión del segundo módulo de FIII de NCAM, es crítico en la modulación de la cognición en 
animales de laboratorio (Cambon et al., 2004; Klementiev et al., 2007) (Figura 4). Así, se ha obser-
vado que la administración de FGL, in vivo, aumenta la memoria espacial y social en ratas (Cambon 
et al., 2004; Secher et al., 2006), previene el deterioro cognitivo inducido por estrés (Bisaz et al., 
2011; Borcel et al., 2008) y por oligómeros de β-amiloide (Klementiev et al., 2007), y tiene efectos 
de tipo antidepresivo en ratas (Turner, Gula, Taylor, Watson, & Akil, 2008). Por tanto, el FGL parece 
actuar como un potenciador cognitivo, posiblemente mediante la participación de procesos de 
señalización relacionados con la interacción NCAM-FGFR y aumentando el número de receptores 
AMPA en la región sináptica (Knafo et al., 2012).
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Factor de crecimiento de fi broblasto y moléculas de adhesión celular

Figura 4. PSA-NCAM, NCAM y FGFR. Unión de FGF2 y FGL con FGFR.
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Social isolation in humans is marked by fewer quality social relationships and is aggra-
vated after retirement, widowhood and the loss of close friends. Thus, social isolation 
is particularly prevalent in elderly people and an increasing problem in countries with 

a longer average lifespan. At present, there is epidemiological evidence indicating that social iso-
lation is a risk factor for the development of various diseases such as cardiovascular disorders, 
depression, cognitive decline and even increased mortality. While many animal studies have inves-
tigated the eff ects of social isolation during the pre-weaning and juvenile period on behavior, only 
a few studies have investigated the behavioural and cognitive consequences of social isolation in 
adulthood or in old age. In addition, little is known about the mechanism through which social iso-
lation exerts its detrimental eff ects on cognitive function. The main hypothesis of this thesis is that 
social isolation can be considered a stressful situation that, when occurs at late adulthood or in old 
age, induces changes in particular physiological and neurobiological processes aff ecting behavior 
and exacerbating age-related cognitive decline.
In order to assess this hypothesis, we used two diff erent animal species: 

Adult female degus (Octodon degus). This species was used for four reasons:
O. degus are highly social diurnal caviomorph rodents that, in natural conditions, live in groups 
(Fulk, 1976).
While in most rodents the main glucocorticoid is corticosterone, in degus is cortisol, as occurs in 
humans.
Female individuals of this species show a long estrous cycle that typically lasts 17–21 days (Ma-
honey, Rossi, Hagenauer, & Lee, 2011). This characteristic facilitates the design and conclusion of 
the study, and minimizes the problem of cycling fl uctuations of hormones every four days that 
typically occurs over the oestrous cycle of mice and rats.
In the literature there was only one study that used age female rodents (mice), to evaluate the 
eff ects of social isolation on cognition. 
Old male Wistar rats were used for three main reasons:
As we also highlighted above, there were no previous studies that investigated the eff ects of social 
isolation on cognition in old male rats.
In natural conditions, rats are social animals.
This strain of rats are commonly used in experimental research studies, being one of the main 
model species used in biochemical, physiological and toxicological analysis. In addition, laboratory 
rats allow researchers to have strict control of some variables to get reproducible results and 
be able to extrapolate the results to be applicable to humans (Rodríguez Martínez, Hernández 
Lorente, 2001).
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The specifi c aims of the present work were:
In adult female degus
1. To analyze whether chronic social isolation can aff ect contextual and cued fear conditioning. 
2. To evaluate whether chronic social isolation aff ects hippocampal levels of certain synaptic 

plasticity-related proteins involved in learning and memory processes.
3. To study the consequences of chronic social isolation in the volume of specifi c subfi elds areas 

of the hipocampus.  
4. To investigate plasma cortisol levels and other blood biological markers of the stressful situ-

ation of being isolated.
In old male Wistar rats
1. To analyze, longitudinally, whether short-term chronic social isolation can aff ect the activity of 

the autonomic nervous system and plasma corticosterone, as markers of the stress response.
2. To investigate the eff ects of chronic social isolation on anxiety and depressive like-behavior.
3. To study the consequences of exposure aged animals to short- or long- term chronic social 

isolation on spatial learning and memory abilities. 
4. To analyze the eff ect of submitting aged animals to short- or long- term chronic social isola-

tion on spine density and brain volume in specifi c subfi elds areas of the hippocampus, a brain 
region primarily involved in certain forms of learning and memory.

5. To study the eff ects of short- and long-term chronic social isolation on LTP induction in den-
tate granule cells and CA1 pyramidal cells of the hippocampus.

6. To analyze how chronic social isolation aff ects hippocampal levels of the FGF2 system  and 
certain synaptic plasticity-related proteins involved in learning and memory processes.

7. To evaluate whether spatial memory impairment induced by chronic social isolation can be 
reversed by administration of FGL, a NCAM mimetic peptide that binds to the FGFR1. 
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Ethics StatementAll procedures related to animal maintenance and experimentation were performed 
following the European Union Council guidelines (86/609/EEC and 2003/65/ EC) and 
Spanish regulations (BOE 252/2005, 34367-91) for the use of laboratory animals in 

chronic experiments. All surgery was performed under anesthesia (Isofl uorane and Urethane), and 
all eff orts were made to minimize suff ering.

Chapter 1
1. AnimalsIn this study we used 12 female O. degus, (39–44 months old at the beginning of the experi-

mental procedure), that were obtained from the Animal Service of the University of Mur-
cia. The animals were housed in groups of three per cage in transparent plexiglas cages 

(48.3 cm length x 26.7 cm width x 20.3 cm height), under a 12:12 light/dark cycle; light on from 08:00 
to 20:00 h), with humidity (60%) and temperature (23 ± 1 ºC) controlled conditions. The degus were 
fed ad libitum throughout the experiment, using a commercial rat chow (A04 rat–mouse mainte-
nance Panlab). In captivity, degus show a life-span of 6–7 years, although some signs of aging (i.e. 
falls and signifi cant Ab deposits in blood vessel walls) can already be found in 3-year-old animals. 
The fear conditioning was performed during the light period (09:00–15:00 h), that corresponds to 
their main activity phase since these rodents exhibit, predominantly, diurnal pattern with two cre-
puscular peaks of activity, around dusk and before lights-on (Otalora, Vivanco, Madariaga, Madrid, 
& Rol, 2010). Freezing behavior was recorded using a digital camera to enable subsequent evalua-
tion by two researchers (one of them was kept blind concerning the animal groups). To avoid the 
eff ect of hormonal fl uctuation in 17–21-day regular cycling females, animals were trained in the fear 
conditioning in a period that corresponds to the diestrous phase of the oestrous cycle. All proce-
dures related to animal maintenance and experimentation were in accordance with the European 
Communities Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC) and the guidelines issued by 
the Spanish Ministry of Agriculture, Fishing and Feeding (Royal Decree 1201/2005 of October 21, 
2005) and were approved by the Institutional Animal Ethics Committee. Eff orts were made to mini-
mize the number of animals used, as well as their suff ering. 

2. Experimental groups and design 
At the age of 39 months, the animals were divided into two homogenous groups: individual-

housed (N = 6) and group-housed (N = 6). Cardboard panels to avoid visual contact separated the 
individual cages. After maintenance during six months and a half in these conditions, we observed 
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that two animals (one isolated and one group-housed) showed eyelid drooping. These animals 
were excluded from the experimental design since contextual fear conditioning requires a proper 
functioning of vision that allows animals to recognize the context. Animals were sacrifi ced 45 days 
after fear conditioning in order to avoid the possible modulation of biological markers after train-
ing. During this period, animals were kept housed in the same conditions as before (individually or 
grouped-housed) (Figure 7).

2.1. Delay fear conditioning

The animals were handled for 2 min daily for 3 days before being trained to the fear condi-
tioning for habituation to experimental manipulations. Conditioning and testing took place in a 
rodent observation cage using a shock generator (model LI100-26 Shocker, LETICA I.C., Madrid, 
Spain). The observation cage (30 x 37 x 25 cm) was placed in a sound-attenuating chamber. The 
side walls of the observation cage were constructed of stainless steel and the back walls and doors 
were constructed of clear Plexiglass. The fl oor consisted of 20 steel rods through which a scram- 
bled shock from a LETICA I.C. (Spain) shock generator (Model LI100-26 Shocker) could be delivered. 
The observation cage was cleaned with a 0.1% acetic acid solution before and after each session. 
Ventilation fans provided a background noise of 68 dB and a 20W white light bulb illuminated the 
chamber.

On the conditioning day each animal was transported from the colony room to the labora-
tory (situated in adjacent rooms) and placed in the conditioning chamber. After 160 s three tone-
shock pairings were delivered with an inter-shock interval of 60 s. The tone (85 dB sound at 1000 
Hz) was presented for 20 s and at the end of each tone an electric foot shock was delivered (1 s, 
0.4 mA, constant current). The rodents were removed from the conditioning chambers 30 s after 
the fi nal shock presentation, and returned to their home cages. Thus, a conditioning session lasted 
330 s. Testing for contextual fear conditioning was performed 1 day after conditioning. At testing, 
degus were placed back in the same chamber as used for conditioning but in the absence of shock 
or tone, for an 8 min context test. Testing for auditory fear conditioning was performed 2 days af-
ter conditioning. Female degus were placed in the absence of shock in a novel context (same cages 
but with diff erent walls, fl oor and background odor) in the absence of the conditioning tone (3 
min; pre-tone period) and then re-exposed to the tone (5 min; tone period). Using a time-sampling 
procedure the behavior was evaluated in each experimental session and each animal was scored 
blindly as either freezing or active every 2 s. Freezing was defi ned as behavioral immobility except 
for movement required for breathing. This freezing response is considered as a fear index. At con-
ditioning, behavioral scores were noted for the 3 min period prior to shock (pre-shock period) 
and for the 2.5 min period starting immediately after presentation of the fi rst shock (post-shock 
period). Scores for each of these periods were analyzed separately. At testing for auditory fear 
conditioning, the scores for the pre-tone and tone periods were also considered separately. At 
testing for contextual fear conditioning, the scores for the total 8 min context test were analyzed.
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2.2. Foot shock sensitivity test 

To assess if social isolation modifi ed the sensitivity to foot shocks in our experimental con-
ditions each animal was placed individually in a conditioning chamber diff erent to that used for 
conditioning. After 120 s each degu received an ascending series of 1 s foot shocks, separated by 
20 s, in 0.05 mA increments from 0 mA until the animal showed the fi rst signs of discomfort and 
pain (defi ned as the animal’s paws leaving from the grid fl oor, jumping and showing or evidencing 
vocalizations, scored as jump). The shock intensity that elicited this reaction was assessed.

3.Tissue processing 
Immediately after decapitation, the brain was removed and split into the two hemispheres. 

The left hemisphere was fi xed in 4% paraformaldehyde for 48 h. Both hemispheres were removed 
and saturated in sucrose gradient solutions (10%, 20%, 30%) for a total of 48 h. Whole series of 40 m 
thick coronal sections were cut in a vibratome Leica VT1000S, cryoprotected and frozen in -20ºC. 
Subsequently, sections were stained with cresyl violet and mounted on histological glass slides 
with DPX mount (Sigma). 

Anatomical boundaries of the hippocampal formation and CA1 and CA3 subfi elds were dis-
tinguished under light microscope according to the degus brain atlas (Wright & Kern, 1992).

The right hemisphere was kept on ice, the hippocampus was dissected out and rapidly fro-
zen in liquid nitrogen. Tissue samples were coded and stored at -80 ºC until use. 

3.1. Hippocampal volumetric analysis

Cresyl-violet serial sections of the left-brain hemisphere were used to determine volume 
of the left hippocampus using a Leica DRIV microscope equipped with a MicroFire digital camera 
(Optronics) and a motorized stage using a 20x objective lens. The hippocampal volume was calcu-
lated, with assistance from StereoInvestigator software (Micro-BrightField), according Cavalieri’s 
estimator; Vref = T x A x 1/ssf, where T is the mean thickness of the vibratome section (40 m), A 
is the area of hippocampus and ssf is section-sampling fraction (1/ssf = 10).
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4.Blood sampling procedure and measurements
Animals were sacrifi ced by rapid decapitation, and trunk blood was collected into sodium-

heparinized or EDTA-containing tubes to prevent coagulation. Blood samples collected in EDTA-
containing tubes were used to determine hematological parameters immediately after sampling. 
The remaining blood samples collected in heparinized tubes were centrifuged for 15 min at 4 ºC to 
2026g. The plasma obtained was stored at -80 ºC until cortisol analysis was carried out.

4.1. Blood cell analysis

Hematological parameters were measured using an automatic hematology analyzer (Aba-
cus Junior Vet; CVM S.L., Navarre, Spain). Analyzed hematological variables were white blood cells 
(WBC), lymphocytes (LYM), monocytes (MID), granulocytes (GRA), red blood cells (RBC), hemo-
globin concentration (HGB), hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscu-
lar hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), red cell distribution 
width (RDWc), platelet count (PLT), platelet percentage (PCT), mean platelet volume (MPV) and 
platelet distribution width (PDWc). 

4.2. Plasma cortisol measurement and adrenal weight 

Plasma cortisol was measured using an ELISA (DRG Instruments GmbH, Germany) with a 
sensitivity of 2.5 ng/mL. The left and right adrenals were weighed together. All values represent 
absolute (mg) or relative (mg organ weight/g body weight) weights. 

5. PSA-NCAM measure 
PSA-NCAM was quantifi ed by enzyme-linked immunoabsorbent assays (ELISA). Briefl y, fl at-

bottomed 96-well microplates were allowed to adsorb a coating solution (Na2CO3 0.1 M/NaHCO3, 
0.1 M) for 2 h at room temperature. The solution was removed and 50 l of pellet samples added 
at a concentration of 10 lg/ml to each well of polystyrene fl at-bottomed ELISA plate. Plates were 
incubated overnight at 4 ºC and then washed three times with 1 M phosphate buff ered saline 
(PBS) containing 0.05% Tween 20, pH 7.4. Additional binding sites were blocked with bovine serum 
albumin (BSA) (3%) for 2 h at room temperature. The wells were rinsed three times as described 
above, and incubated with 50 µl aliquots of a monoclonal mouse IgM antibody (AbCys) at a dilution 
(1:300) for 20-24 h at 4ºC. Then, the wells were washed and 50 µl aliquots of peroxidase-conjugated 
second antibody were added for a 2 h incubation period. Afterwards, 50 l of citrate buff er (50 
mM Na2HPO4, 25 mM citric acid, pH 4.5) containing 1 mg/ml o-phenylenediamine and 0.06% H2O2, 
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added just before use, was placed in each well, and the peroxidase allowed to react for 10 min at 
room temperature. The reaction was terminated by the addition of 50 l of 5 N H2SO4 to each well. 
The optic density was determined by measuring absorbance at 492 nm with a Microplate Reader 
(DigiScan Reader V3.0 and DigiWIN software Program; ASYS Hitech GmbH, Austria). 

6. Data analysis 
All results were expressed as mean ± SEM. Diff erences between isolated and group-housed 

animals were analyzed using Mann Whitney test. Signifi cance was accepted at p < 0.05.

Chapter 2
1. AnimalsIn this study we used old male Wistar rats, 20 months old and 18 month old divided in 

seventh experimental groups with the respective design for behaviour and cognition, 
telemetry studies, neuronal injection, electrophysiology or biochemical described in re-

sults. All the rats were sacrifi ced with 21 months old approximately. The rats were purchased at 3-4 
months age from Harlan, Barcelona and kept in the animal house till they reached the above stated 
ages for the start of experimentation. Animals were housed in groups of two per cage in transpa-
rent Plexiglas cages (48.3 cm length x 26.7 cm width x 20.3 cm height). 

All the animals were kept under a 12:12 light/dark cycle; light on from 08:00 to 20:00 h, with 
controlled humidity (60%) and temperature (23±1°C). Food and water were available ad libitum. 

2. Social stressor procedure
The rats for the stress group were isolated and housed in individual shadow boxes (48.3 cm 

length x 26.7 cm width x 20.3 cm height) during one (20 months old) and three months (18 months 
old) respectively. Simultaneously, control animals were housed in groups of two per cage in the 
same conditions, but in transparent Plexiglas cages (both groups with the same size). 



Neuronal and behavioural eff ects of social isolation in old age

64

3. Behavioural testing
Behavioural and cognitive tests were performed during the light period (09:00–15:00 h) to 

avoid the infl uence of circadian hormonal fl uctuations and were recorded using a digital camera to 
enable subsequent evaluation. 

3.1 Elevated plus maze 

Anxiety-related behavior was evaluated using the plus-maze test. The plus-maze consists of 
two opposing open arms (45 × 10 cm) and two enclosed arms (45 × 10 × 50 cm) that extend from a 
central platform (10 × 10 cm), elevated 65 cm above the fl oor. The rats were placed individually on 
the central platform facing an enclosed arm and were allowed to freely explore the maze for 5 min. 
The movements of the rats were automatically registered and analyzed with a computerized trac-
king system (Ethovision 1.90, Noldus IT, Wageningen, Netherlands). Entry into an arm was defi ned 
as entry of all four paws into one arm. The time spent in the open and closed arms, as well as the 
number of times the animal entered each type of arm and the latency before entering an open arm 
for the fi rst time were recorded. 

Animals were handled daily for 3 days before being tested in the elevated plus-maze (EPM).

3.2 Morris Water Maze

The water maze was a black circular pool (2 m diameter, 45 cm high) fi lled with water (30 
cm depth, at 24 °C). The pool was divided into four quadrants of equal size. An invisible escape plat-
form (11-cm diameter) was placed in the middle of one of the quadrants (1.5 cm below the water 
surface) equidistant from the sidewalls and the middle of the pool. The testing room contained nu-
merous maze cues. The behavior of the animal was monitored by a video camera mounted on the 
ceiling above the center of the pool and a computerized tracking system (Ethovision 1.90, Noldus 
IT, Wageningen, Netherlands). 

The MWM task was performed with three successive steps. The acquisition phase was di-
vided into 3 training sessions (day 1–3) and one probe trial (day 4). During training sessions, the 
platform was hidden to develop spatial learning. Each rat received three 90s trials per day with 
60s inter-trial intervals. All animals were left on the platform for 30s and then removed from the 
pool for a 30s rest period, after which the next trial commenced. The starting points were semi-
randomized so that each trial started from a diff erent quadrant. If the rat did not fi nd the platform 
within 90s, the experimenter gently guided the animal to the platform. In this case, 90s was recor-
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ded as the escape latency. A 60s probe session (day 4), during which the platform was removed, 
was performed 24 h after the last trial of the learning period. 

The same procedure was applied for the reversal phase in which the hidden platform was 
located in the opposite quadrant during training sessions (day 4). And fi nally, for the working me-
mory the hidden platform was located in diff erent parts of each quadrant during training sessions 
(day 5 to day 7, 2 trainings per day). For this test, each animal was left on the platform for 15s and 
then removed from the pool for a 15s rest period, till next trial commenced.

Diff erent parameters of rats performance were analysed: latency or total time that rats 
need to fi nd the platform (sec); total distance swum to reach the platform (cm); swim speed (cm/
sec); and, during the transfer test, the percentage of time spent by the rat swimming in each qua-
drant (analyses performed on the percentage of time spent in the quadrant in which the platform 
was placed at training). 

3.4 Porsolt Forced Swim Test

The forced swim test is a 2 day test wherein rats swim under conditions in which escape 
is not possible. The rats are forced to swim for 5 minutes on each of the days. Briefl y, rats were 
placed in a transparent plexiglass cylinder (height = 50 cm, diameter = 30 cm) containing tap water, 
maintained at 24±1 °C, at a depth of 30 cm in order to adjust for larger rats. Care was taken so that 
the rats could not use their tail or hind legs to maintain immobility. 

Floating was defi ned by the absence of any movement except minor adjustments to main-
tain fl oating. 

4. Blood Sampling Procedure: Plasma corticosterone mea-surement
Basal plasma samples to measure corticosterone were obtained between 9:00 and 10:00 

am a week before starting any previous week or in the afternoon between 7:00 and 7:30 pm. Each 
animal was transferred individually from the animal facility to a nearby room, covered with a cloth 
and gently held in place, and small cut was issued on the tail.

To measure plasma corticosterone levels, approximately 300 l of blood were collected in 
tubes impregnated with sodium heparin (Microvette; Sarsted). Afterwards, the tubes were centri-
fuged at 3000 r.p.m. for 15 minutes at 4 °C and the supernatant was collected and stored at -80 °C 
for later determination. 
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5. Neuronal injection
Animals were deeply anesthetized with tribromoethanol and transcardially perfused with 

phosphate buff er (PB) (0.1M, pH7.4) followed by PB+4% paraformaldehyde. The brains were remo-
ved and post-fi xed in the same solution for 24 h. Coronal sections (150 µm) were cut on a vibra-
tome (Leica VT1000S) and, immediately, hippocampal neurons (CA1 and DG area) were individua-
lly injected with Alexa 594 (Invitrogen, Eugene, OR) by passing a steady hyperpolarizing current 
through the electrode (-0.5 to -1.0 nA). The current was applied until the distal tips of each neuron 
fl uoresced brightly. The sections were mounted on a glass slide in fresh ProLong Gold antifade 
reagent (Invitrogen, Eugene, OR). Slides were left for 24 h in the dark at room temperature for the 
mounting medium to cure, and the coverslip was then sealed with nail polish. Images were obtai-
ned with a confocal microscope (Zeiss LSM510 Meta) and 1 dendrite of 5 diff erent neurons from 
stratum oriens was scanned from the soma (105 Neurons from CA1 and 110 from DG). The image 
stacks (physical size 45 x 45 µm, logical size 1024 x 1024 pixels) consisted of 100-200 image planes 
and a 63 x glycerol-immersion were used with a calculated optimal zoom factor of 3.2 and a z-step 
of 0.14 µm. For each stack, the laser intensity and detector sensitivity were set so fl uorescence sig-
nal from the spines occupied the full dynamic range of the detector. This meant that some pixels 
were saturated in the dendritic shaft, but no pixels were saturated within the spines. 

Dendritic spine density was determined by tra-
cing the image of the acquired dendrites in three dimen-
sions with Neurolucida (MicroBrightField Inc., Williston, 
VT). All protusions were considered spines, applying no 
correction factors to the spine counts. The reconstruc-
ted data were exported to Neurolucida Explorer (Micro-
BrightField Inc., Williston, VT,) for quantitative analysis, 
and the spine density was automatically calculated by 
dividing the number of spines by the dendrite length. 
Spines were also analyzed as a function of its distance 
from its origin (Sholl analysis).

6. Stereology 
A group of animals transcardially perfused with 

phosphate buff er followed by 4% paraformaldehyde 
(0.1M, pH7.4) was used for this analysis. The extracted 
brains were fixed using 4% paraformaldehyde for 48 h. 
Subsequently, brains were saturated in sucrose gradient 
solutions (10%, 20%, 30%) for a total of 48 h. Serial sec-
tions (40µm, every 10th section) of whole series of coro-
nal sections were cut in a vibratome Leica VT1000S, cryo-

Figure 5. Coronal rat brain. Coordinates 
of hippocampal region -3.80mm Bregma. 
It is subdivided in Granular layer (blue) 
and Molecular layer (yellow) of Dentate 
Gyrus, and Radiatum (Rad), Pyramidal 
(Pyr) and Oriens (Or) of CA1, CA2 and 
CA3. Modiϐied from Paxinos and Watson, 
Atlas of 1998.
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protected and frozen in -20ºC. Subsequently, sections were stained with cresyl violet and mounted 
on histological glass slides with DPX mount (Sigma). 

6.1 Volumetric analysis of the hippocampal structure 

The slices were taken for stereological quantifi cation of volumes of the diff erent hippocam-
pal sub-regions (Granular layer and Molecular layer of Dentate Gyrus, and Radiatum, Pyramidal and 
Oriens layers of CA1, CA2 and CA3) (Figure 5). The above sub-regions were distinguished according 
to the rat brain atlas (Paxinos and Watson, 1998) using a light microscope (Leica DRIV microscope 
equipped with a MicroFire digital camera (Optronics) and a motorized stage using a 5x objective 
lens. The volume was calculated, with assistance from StereoInvestigator software (Micro-Bright-
Field), according Cavalieri’s estimator; Vref = T xA x 1/ssf, where T is the mean thickness of the 
vibratome section, A is the area and ssf is section-sampling fraction (1/ssf= 10). 

 7. Telemetry
7.1 Surgery, HR measurements, and data evaluation using Radio-telemetric probe implantation

ECG transmitters (Data Sciences, TA11CTAF40, St. Paul, MN, USA) were implanted into abdo-
minal cavity with two electrodes used to record the ECG. The ECG transmistter was placed subcu-
taneously, and tightly sutured to muscles at the level of the last rib left, and under the right armpit 
(Stiedl & Spiess, 1997). ECG were extracted utilizing subcutaneously placed electrodes located in 
line with the long axis of the heart. One electrode is placed in the upper right quadrant of the chest 
and the other in the lower left quadrant of the chest in the rat. The upper right electrode can be 
placed just below the pectoral muscles against the rib cage near the fi rst interspace. In the rat, the 
lower left electrode is placed within the muscle tissue in the lower left abdominal wall, just cranial 
to the groin area.

Implantation was performed at an age of 18 months old. The surgery was done in aseptic 
conditions and under anesthesia (Isofl uorane) and received antibiotic (gentamicin 5mg/kg s.c.) at 
the end of surgery and animals were allowed to recovery over 1 week before measurement of 
heart rate, activity and body temperature. Before the recovery period the animals were handled to 
habituate them to the experimenter.
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7.2 Data collection and analysis 

Three parameters were concurrently measured; cardiovascular heart rate (HR), locomotor 
activity and body temperature. 

HRs were automatically recorded by the radiotelemetric probes, using the ART gold soft-
ware (Data Sciences International) running on a PC computer. They were sampled every 1 min from 
10s time windows during 24 hours for the register and for the behavior every 1 min from 2s time 
windows of the register. Activity was a continuous measure of body movements, which was au-
tomatically tracked by the software from changes in orientation of the probes. Body temperature 
was also automatically tracked every 10 s from those probes that had a thermometer inside (C50-
PXT, n 10). All these parameters were later averaged over 1 min periods. In addition to those 
three automatic measures, an experimenter manually recorded the time spent freezing. 

7.3 Telemetric testing every week and in the Elevated Plus Maze and the Porsolt forced swim test

The subjects were recorded for 24 hours in the home cage once every week for 5 weeks. 
One recording was done 1 week prior to the beginning of the experiment in order to obtain a base-
line control value.

The EPM was done in conditions described above following the end of the experimental 
period; HR, activity and body temperature were recorded during the test.

Finally, animals underwent the forced swim test described earlier and video and telemetric 
data were collected for fi rst and second days using the same procedure as above.

8. Electrophysiology 
Experiments were performed on urethane-anesthetized (1.6 g/kg i.p.) 20 month old Wistar 

rats. Urethane was used because, unlike other drugs (e.g., barbiturates) (Nicoll, Eccles, Oshima, & 
Rubia, 1975), it appears to have little eff ect on GABAergic inhibition in the rat dentate gyrus (Shi-
rasaka & Wasterlain, 1995) and the EEG pattern is similar to a natural slow sleep. Local anesthetic 
(lidocaine 1%) was applied to all skin incisions and supplemental doses of anesthetic were given to 
maintain arefl exia. Animals were placed in a Kopf stereotaxic device in which surgical procedures 
and recordings were performed. The body temperature was maintained at 37 °C with a heating 
platform. Holes were drilled through the skull, and electrodes were directed to the dentate gyrus 
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(DG: −3.3 mm posterior, 2.0 mm lateral and 3.5 mm deep, relative to Bregma) and to the perforant 
pathway fi bers and -3.3 mm posterior, 0.5 mm lateral and 4.0 mm deep for the stimulating electro-
de. CA1: −3.3 mm posterior, 1.5 mm lateral and 3.0 mm deep for the recording electrode activated 
the Schaff er collaterals pathway and -3.3 posterior, 3.0 mm lateral and 3.5 mm deep for the stimu-
lating electrode (Figure 6). 

Field potential was obtained using 120 µm thick nichrome macroelectrodes (<1 MΩ). Sig-
nals were fi ltered (0.3 Hz to 1 KHz), amplifi ed in a P15 preamplifi er (Grass Instruments) and fed 
into a personal computer (sample rate 10 kHz) with the temporal references of the stimuli for off -
line analysis with Spike 2 software (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK). The performant 
pathway was stimulated by a bipolar electrode (World Precission Instruments). The intensity was 
set as the double of the threshold intensity to elicit a response (10-50 µA).  

The experimental protocol consisted in a control period for a 10 min duration to ensure a 
stable activity where the perforant pathway was stimulated at 0.5 Hz. To induce LTP, a tetanic sti-
mulation of the perforant pathway was delivered as three stimulation trains of 100 Hz frequency 
stimulation during 500 ms. Trains were separated by 2 seconds. After the tetanic stimulation train 
the perforrant pathway was stimulated again at 0.5 Hz during 30 minutes.

Figure 6. Wistar  rats were mounted on a stereotaxic frame and trephine holes were drilled in the 
skull at preselected coordinates: GD (AP, -3.3; L, 2; D, 3.5) (A) and CA1 (AP, -3.3; L, 1.5; D, 3) (B) Modi-
ϐied from Paxinos and Watson, Atlas of 1998. Controls (n=7), STI (n=6), LTI (n=5).
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The average of the evoked fi eld potential was calculated every minute (30 stimuli). The slo-
pe of the evoked fi eld potential was measured and was plotted considering 100% the mean slope 
during the control period.

9. Biochemical analysis
For this experimental group, the brain was removed immediately after decapitation. One 

hemisphere was kept on ice, the hippocampus and PFC were dissected out and fl ash frozen in li-
quid nitrogen. Tissue samples were coded and stored at -80 °C until use.

9.1 Preparation of homogenates and synaptosomes (Chapters 1 and 2)

Biochemical isolation of crude synaptosomes was carried out essentially as previously des-
cribed (Carlin, Grab, Cohen, & Siekevitz, 1980). Briefl y, hippocampus from old rats was homogeni-
zed in a Dounce glass homogenizer with buff er (0.32 M sucrose, 4 mM HEPES, 2 mM EDTA, 2 mM 
dithiothreitol and a cocktail of protease inhibitors from Roche—‘Complete Mini EDTA-free’). This 
homogenate was spun down at 1400 g for 10 min at 4°C. The supernatant was kept and the pellet 
was resuspended in buff er A and spun again at 700 g for 10 min at 4°C. Both supernatants were 
mixed and spun down at 13 800 g for 10 min at 4°C. The pellet (crude synaptosomal fraction) was 
resuspended in the buff er. Protein amount was quantifi ed by Bradford and analysed by PAGE–SDS 
and western blot. Images were analysed using NIH Image J software.

9.2 Quantification of NCAM isoforms, NR1 and GluR1 by Western blot (Chap-ters 1 and 2) 

The three major NCAM isoforms; NCAM120, NCAM140 and NCAM180, and the NMDA 
receptor subunits NR1 and NR2B and AMPA subunit GluR1 were measured in crude synaptosomal 
preparations using Western Blotting. In brief, hippocampal synaptosomal samples from each rat 
were incubated overnight at room temperature with Endo-N (AbCys) (final dilution 1:120) in order 
to selectively cleave the PSA moiety of NCAM. The reaction was then stopped by denaturation 
of samples at 100 °C for 2 min in 30 mM Tris–HCl buff er (pH 7.4) containing 0.05% SDS and 2% 
b-mercaptoethanol. Equal amounts of protein (15 µg) were applied in each lane, separated on 7% 
(w/v) SDS–PAGE and transferred (1 mA/cm2, 1 h) to an Immobilon-P membrane (Amersham). After 
saturation of the non-specific sites with 5% (w/v) skimmed milk in 50mM Tris–HCl, pH 8, 138mM 
NaCl, 0.05 % Tween 20 (TBST) the blots were incubated for 1.5 h at room temperature with the 
corresponding antibody; a polyclonal rabbit anti-rat NCAM (1:15,000), mouse anti-NR1 (1:3000) 
(Millipore) or goat anti-NR2B (1:1000) (Santa Cruz). The blots were washed with TBST, incubated 
for 1 h with the corresponding secondary antibody; an anti-rabbit Ig peroxidase conjugate for 
NCAM (whole molecule conjugate; diluted 1:20,000; Sigma, UK and Spain), anti-mouse or anti-
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goat Ig peroxidases conjugates (1:10,000) (Santa Cruz). Finally, western blots were developed 
using the enhanced chemiluminescence (ECL) system (Amersham). All blots were reprobed with 
a β-actin antibody and the signal value was normalized to that of b-actin. For the quantification 
of autoradiographic films, images were captured by high-resolution (600 X 600 dpi), 8 bit (256 
grey levels) microdensitometry with a flatbed scanner (AGFA Arcus II). Videoimages of the 
autoradiographs were converted to grey values and analyzed for optical density measurements 
using image analysis software (LeicaQwin).

9.3 ELISA

PSA-NCAM, FGF2, corticosterone and FGFR1 levels were quantified by enzyme-linked im-
muno absorbent assays (ELISA). PSA-NCAM hippocampal levels were quantifi ed using an ELISA 
(AbCys Eurobio, Francia) charging 10 µgr/prot per well. Evaluation of FGF2 hippocampal levels was 
done using an ELISA kit (NeoBiolab, Massachusetts, USA) charging 5 µgr/prot per well. FGFR1 hip-
pocampal levels were quantifi ed using ELISA (Elabscience, Wuhan, P.R.C.) charging 30 µgr/prot per 
well. Evaluation of plasma corticosterone levels was performed using an ELISA (DRG Instruments 
GmbH, Germany) with a sensibility of 2.5 ng/mL. The optic density was determined by measuring 
absorbance at 450 nm with a Microplate Reader (Digi-Scan Reader V3.0 and DigiWIN software Pro-
gram; ASYS Hitech GmbH, Austria).

10. In vivo FGL Treatments
10.1 Subcutaneous FGL administration

Twenty-one month old male Wistar rats (600-700g) were subcutaneously injected with 
FGL (6.6 mg/kg body weight) or vehicle (0.9%NaCl). The pharmacological treatment began three 
months after social isolation started, and was administered every two days during twelve days 
before training in the Morris water maze and maintained during behavioral testing until one month. 
Animals were sacrifi ed after the end of the pharmacological treatment. 

11. Data Analysis
Statistical analyses were performed with SPSS version 15.0. Generalized linear models (Mc-

Culloch & Searle, 2001) and generalized linear model repeated measures analysis (generalized es-
timating equations models, GEE) (Hardin & Hilbe, 2003) were used where appropriate. In all cases, 
if a statistically signifi cant interaction was found, additional pairwise comparisons (Bonferroni se-
quential adjustment) were made and the method of estimation was the maximum likelihood (ML). 
Normality distribution and identity as a link function was always used. In all cases, the signifi cance 
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of the eff ects was determined by the Wald X2 statistic. Student’s t test was also used when appro-
priate. Data are presented as mean ± SEM and statistical signifi cance was set at p<0.05. Detection 
of outliers was performed and, when necessary, they were removed from analyses.  
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Experimental designIn this study, we used adult female Octodon degus to investigate the eff ects of long-term 
social isolation (6½ months of social isolation) on contextual and cued fear conditioning, 
and the possible modulation of the synaptic levels in the hippocampus of NCAM and PSA-

NCAM and other proteins related with learning and memory. Furthermore, we analyzed volume 
changes in the hippocampus after long-term social isolation and body weight gain, granulocyto-
penia and plasma cortisol levels aff ection like so adrenal weight after sacrifi ce. Animals were ran-
domly assigned to either living alone or to stay with the same home-cage three degus (control), 
before the experimental procedure was (Figure 7).

1. Reduced post shock freezing at fear conditioning training

We tested the auditory fear conditioning in these degus using immobility (freezing) as an in-
dex of fear learning (Blanchard & Blanchard, 1969). During conditioning training, baseline-freezing 
behavior was extremely low in isolated and group-housed animals (p = 0.222; Figure. 8A). Freezing 
behavior during conditioning was statistically lower in isolated animals compared to group-housed 
female degus (p = 0.046, Figure 8).

2. Social isolation reduces contextual, but not auditory, fear memory

One day after fear conditioning training, female degus were placed inside the original con-
ditioning chamber and tested for contextual fear conditioning. Isolated animals showed lower 
freezing levels in contextual fear memory as compared to group-housed degus (p =0.032; Figure 

Figure 7. Twelve female O. degus, (39–44 months old at the beginning of the experimental procedure) were used. Animals were housed in groups of three per cage in transparent plexiglas cages. Fear conditioning was performed during the light period (09:00–15:00 h).
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8B). With purpose to test the auditory cued fear memory, two days after conditioning, the animals 
were exposed to the new context. Freezing levels in the auditory testing boxes before tone reap-
pearance remained low in both groups, indicating that the new context diff ered significantly to 
the original context and was not recognized by the animals. No significant diff erences were found 
between groups during tone exposure in this memory test (p = 0.151; Figure 8C). Importantly, mea-
surement of pain threshold did not reveal diff erences between groups (grouped: 0.70 ± 0.08mA; 
isolated: 0.08± 0.10 mA; p = 0.265). Together, these results indicate that social isolation of female 
degus at adulthood impairs contextual, but not auditory-cued, fear conditioning memory.

3. Synaptic content of PSA-NCAM, but not NCAM, is down regulated in the hippocampus of socially isolated female degus

Western blot assays were performed to evaluate the relative amount of the three main 
NCAM isoforms in hippocampal crude synaptosomes, using an antibody that recognizes all NCAM 
isoforms. No significant diff erences were found between groups in any of the main NCAM iso-
forms; NCAM120 (p = 0.916), NCAM140 (p = 0.963) and NCAM180 (p = 0.841; Figure 9A). Synaptic 
PSA-NCAM levels in the hippocampus were evaluated by ELISA, and significant reduced levels of 
PSA-NCAM were detected in hippocampal synaptosomes of individually housed female degus com-
pared to group-housed animals (p = 0.047; Figure 9C). In order to investigate whether this eff ect 
was restricted to synaptic contacts or it was a general eff ect of isolation on polysialylation of NCAM 
in the hippocampus, we also measured PSA-NCAM in whole hippocampal homogenates, but no 
significant diff erences were found between both groups (p = 0.917; Figure 9D ).
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Figure 8. Fear conditioning. (A) Time that degus spent freezing during the pre-tone and tone-shocks pairings periods at training in the fear conditioning. (B) Freezing time during the test to the context. (C) Freezing responses on the auditory-cued testing day before and during the presentation of the tone. Isolated female degus displayed significantly lower freezing levels during the context test than grouped-housed animals. 
Data are the median ± interquartile range from 5 degus per group. P < 0.05.
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4. Social isolation does not aff ect synaptic levels of NR1 and NR2B subunits of the NMDA receptor in the hippocampus

Given that PSA-NCAM can interact with NMDA receptor, we decided to investigate whether 
long-term social isolation modulated NR1 and NR2B subunits of the NMDA receptor. Compared to 
group-housed animals, isolated female degus showed similar synaptic hippocampal levels of NR1 (p 
= 0.341) and NR2B (p = 0.712) subunits.

 Figure 9. (A) Eff ects of chronic social isolation on the expression of the three major NCAM isoforms (NCAM-120, -140, and -180) in hippocampal synaptosomes. (B) Immunoblotting of the three major NCAM isoforms in representative hippocampal synaptosomes samples from an iso-lated and a grouped-housed degus. C) Eff ects of social isolation on hippocampal PSA-NCAM levels in synaptosomes, or homogenates (D). 
Data are the median ±  interquartile range from 5 degus per group. p < 0.05.
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5. Hippocampal CA1 volume is reduced after social isolation

We used the Cavalieri’s method on Cresyl-violet stained serial sections to estimate 
hippocampal volume. Statistical analysis indicated no significant diff erences in the whole 
hippocampal volume between isolated and group-housed female degus (p = 0.421; Figure 10A). 
Since it is possible that regional specific changes in some areas of the hippocampus may be 
overlooked when analyzing the whole hippocampal formation, we decided to analyze the volume 
of two specific subfield areas of the hippocampus involved in fear contextual fear conditioning; CA1 
and CA3 (Figure 10B) (Kesner, 2007; Shimizu, Tang, Rampon, & Tsien, 2000; Nakazawa, McHugh, 
Wilson, & Tonegawa, 2004). Volumetric analysis of CA1 subfield indicated no significant diff erences 
in the dorsal (p = 0.095; Figure.10C) and ventral subdivision (p = 0.309; Figure. 10D) of isolated 
vs grouped animals, but a significant eff ect when the total CA1 subfield volume was compared 
(p=0.032; Figure 10E). In contrast, social isolation exerted no significant volume eff ects neither 
in the dorsal CA3 (p = 0.151; Figure. 10F), the ventral CA3 (p = 0.691; Figure. 10G), or the total CA3 
subfield (p = 0.222; Figure 10H). 

Figure 10. Stereological volume estimates in socially isolated and group-housed female degus. (A) Volu-metric analysis of the total hippocampus. (B) Boundaries of the two hippocampal regions studied CA1 and CA3 traced over a degus brain slice stained with Nissl. Dorsal, ventral and total average volumes of CA1 and CA3 hippocampal regions (C–H). 
Data are the median ± interquartile range from 5 degus per group. P < 0.05.
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6. Social isolation reduced body weight gain and induced granulocytopenia without aff ecting plasma cortisol levels and adrenal weight

After long-term social isolation, female degus showed a significant reduction in body weight 
gain (grouped: 40.6±6.2g; isolated: 20.7±3.8g; p = 0.031). To evaluate whether long-term individual 
caging was reflected in physiological parameters, we measured adrenal weight and plasma cortisol 
levels at the time of sacrifice. We found that individually and group-housed animals showed similar 
relative adrenal weight (grouped: 0.124±0.007 g/100g B.W; isolated: 0.110±0.013 g/100g B.W; p = 
0.463) and basal cortisol levels (grouped: 554±141mg/l; isolated: 362±80 mg/l; p = 1.183, p = 0.421). 
Finally, we performed a full blood count in order to investigate additional biological markers of the 
stressful situation of being isolated. Reduced number of granulocytes was observed in isolated vs 
group-housed female degus (p = 0.031). No significant diff erences were found in other red blood 
cells and parameters including: hemoglobin, erythrocyte volume fraction, mean corpuscular 
volume, mean corpuscular hemoglobin, platelet count percentage, mean platelet volume, etc. 
(all p > 0.189).
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Conclusions 
After 6½ months of social isolation, adult female degus showed a normal auditory-cued fear 

memory, but a deficit in contextual fear memory, a hippocampal dependent task. Subsequently, 
we observed reduced hippocampal synaptic levels of PSA-NCAM in isolated compared to grouped-
housed female degus. No significant diff erences were found between experimental groups in hip-
pocampal levels of the three main isoforms of NCAM (NCAM180, NCAM140 and NCAM120). Interes-
tingly, social isolation reduced the volume of the hippocampal CA1 subfield, without aff ecting the 
volume of the CA3 subregion or the total hippocampus. Moreover, attenuated body weight gain 
and reduced number of granulocytes were detected in isolated animals. Our findings indicate for 
the first time, that long-term social isolation of adult female animals induces a specific shrinkage 
of CA1 and a decrease in synaptic levels of PSA-NCAM in the hippocampus. These eff ects may be 
related to the deficit in contextual fear memory observed in isolated female degus.
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Study 1. Eff ects of short-term social isolation on circadian rhythm, sympathetic tone, anxiety- and depressive-like beha-viour in aged male Wistar rats
 Firstly, we decided to investigate whether aged male Wistar rats (20 months old) subjected 

to social isolation stress for one month showed altered body weight gain, circadian rhythm, sym-
pathetic tone, anxiety- and depressed-like behaviour. In order to measure circadian rhythm and 
sympathetic tone, animals were implanted with radiotelemetric transmitters to monitor HR, core 
body temperature and total activity. These variables were weekly registered for 24h, during the so-
cial isolation period. Subsequently, these animals were evaluated in the EPM and the forced swim 
test, and the analysis of the displayed behaviour was complemented by telemetry assessment. In 
addition, plasma corticosterone levels during social isolation were weekly monitored in a separa-
ted cohort of rats. Animals were randomly assigned to either living alone (short-term isolation, 
STI) or to stay with the same home-cage partner rat (Control), before physiological recording and 
behavioural evaluation (Figures 11 and 13). 
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 Experiment 1. Primary eff ects of short-term social isolation on plasma corticosterone levels
A cohort of animals was used to analyze whether short-term social isolation aff ected plas-

ma corticosterone levels. Two experimental groups were used, STI vs Control animals. Tail blood 
samples were collected before social isolation to assess baseline plasma corticosterone levels. 
Subsequently, during isolation procedure, blood samples were obtained once a week in the mor-
ning (around 9.00h) and in the evening (around 19.30h), before lights off  (fi gure. 11). 

Statistical analysis of plasma corticosterone levels indicated no group, time or interaction 
eff ects either in the morning (Wald X2 (1) = 0.004, p = 0.951; Wald X2 (4) = 6.711, p = 0.152; Wald X2 (4) 
= 2.117, p = 0.714, respectively) (Figure 12A) or in the evening (Wald X2 (1) = 0.000, p = 0.993; Wald X2 
(4) = 2.612, p = 0.625; Wald X2 (4) = 3.489, p = 0.480, respectively) (Figure 12B).

Figure 11. First experiment: Time course of plasma corticosterone levels. Tail blood samples were weekly collected during the isolation period. Control animals (n=10) vs STI (n= 10)
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Figure 12.  Plasma corticosterone levels during the social isolation period. A) Corticosterone levels in the morning.  B) Corticosterone levels in the evening.
Mean and SEM are shown. 
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Experiment 2. Time-course eff ects of short-term social isola-tion on body weight gain, heart rate, core body temperature and home cage activity: a radiotelemetric study 
The eff ects of social isolation on the circadian variation of several physiological variables 

were studied using telemetric radiotransmitters in another cohort of animals, in order to avoid the 
possible infl uence of tail blood cuts. Three diff erent variables were measured in animals´s home 
cage: heart rate, core body temperature and total activity (locomotor + vertical activity). Recor-
dings (each one lasted 24 hours) were weekly collected throughout the social isolation period. 
Furthermore, these parameters described above were also recorded during behavioral evaluation 
in the elevated plus maze and forced swim test (Figure 13).

Effect of short-term social isolation 
on body weight gain 

 Body weight gain was weekly evalua-
ted during social isolation. Statistical analy-
sis did show a signifi cant group eff ect (Wald 
X2 (1) = 21.482, p<0.001). There was no eff ect 
in time or group x time interaction (Wald 
X2 (3) = 2.056; p>0.01; Wald X2 (3) = 3.306; 
p>0.01, respectively). Subsequent statistical 
analysis indicated that the eff ect of social 
isolation on body weight gain was evident 
from the fi rst week of isolation (Figure 14). 

Figure 13. Second experiment: Radiotelemetry design. Control group (n=8), STI group (n=9). Telemetry recording was weekly performed measuring during 24 hours.  
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Figure 14. Body weight gain (gr) between month 20 to 21 of undisturbed animals (n=8) and STI (n=9). 

Mean and SEM are shown. ***p<0.001 IST vs control group.
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A) Eff ects during short-term isolation: telemetric study

Longitudinal telemetric study 

1. Heart rate measurement during 24 hours, once a week, in animals´s home cage during 
social isolation procedure is shown in Figure 15. Statistical analysis of heart rate for control and STI 
groups after the fi rst week of social isolation showed no signifi cant group eff ect (Wald X2 (1) = 1.15, 
p=0.251), but signifi cant time (Wald X2 (16) = 902,097, p<0.001) and interaction (group x time) (Wald 
X2 (16) = 6140.156, p<0.001) eff ects. Further analysis showed that, compared to control group, STI 
group had a signifi cant lower heart rate at 3:00 h, and a higher heart rate at diff erent hours during 
light phase (9:00 h, 16:00 h and 17:00 h) (all p<0.05; Figure 15). 

After completion of the second week of isolation, signifi cant time (Wald X2 (16) = 1917.656, 
p<0.001) group (Wald X2 (1) = 5.38, p<0.05) and interaction (group x time) (Wald X2 (15) = 1251.676, 
p<0.001) eff ects were found. Further statistical analysis showed that STI group had a signifi cant 
higher heart rate during 20:00, 21:00, 22:00, 23:00, 1:00, 3:00, 13:00, 14:00, 15:00, 18:00 and 19:00 
hours vs Control group (all p<0.05; Figure 15). 

Statistical analysis of heart rate after three weeks of social isolation indicated no signifi cant 
group eff ect (Wald X2 (1) = 2.87, p=0.09), but showed signifi cant time (Wald X2 (15) = 661045.814 
p<0.001) and interactions (group x time) (Wald X2 (16) = 8.17 x 1014, p<0.001) eff ects. Further analy-
sis showed that compared to Control group, STI group had a signifi cant higher heart rate at the 
beginning of lights off  (20:00 h) and at diff erent hours of the light phase; (14:00, 15:00 17:00 and 
19:00) (all p<0.05: Figure 15). 

After completion of the fourth week of isolation no signifi cant group eff ect (Wald X2 (1) = 
1.252, p=0.263) was found, but signifi cant time (Wald X2 (14) = 3169.763 p<0.001) and interaction 
(group x time) (Wald X2 (14) = 563.703, p<0.001) eff ects were observed. STI group had a signifi cant 
higher heart rate during 21:00, 22:00, 2:00 and 17:00 hours and lower heart rate at 5:00 h when 
compared to Control group (all p<0.05; Figure 15). 

2. The analysis of core body temperature during social isolation is shown in Figure 16. Statis-
tical analysis of body temperature for STI and control groups after the fi rst week of social isolation 
indicated no signifi cant group eff ect (Wald X2 (1) = 0.494, p=0.319), but signifi cant time and inte-
raction eff ects (Wald X2 (17) = 1.047E+0.14, p<0.001; Wald X2 (16) = 258.267, p<0.001), respectively. 
Further analysis showed that, compared to Control group, STI group showed a higher core body 
temperature at 9:00 h (p<0.01), 10:00 h (p<0.05), 11:00 h (p<0.01), 12:00 h (p<0.01), 17:00 h (p<0.01) 
and 18:00 h (p<0.05) (Figure 16). 
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After completion of the second week of isolation statistical analyses of core body tem-
perature data indicated no signifi cant group eff ect (Wald X2 (1) = 0.261, p = 0.61), but a signifi cant 
time (Wald X2 (15) = 5571.610 p < 0.001) and interaction (group x time) (Wald X2 (15) = 984.267, 
p<0.001). Further analysis showed that STI group had a signifi cant higher body temperature at 
19:00 h (p<0.01) vs Control group (Figure 16). 

Analysis of body temperature after three weeks of social isolation indicated no signifi cant 
group eff ect (Wald X2 (1) = 0.487, p = 0.485), but showed signifi cant time (Wald X2 (15) = 9793.587 
p < 0.001) and interaction (Wald X2 (15) = 264.125, p < 0.001) eff ects. Further analysis showed that 
STI group had a signifi cant higher core body temperature at 18:00 h (p < 0.001) vs control group 
(Figure 16). 

After the fourth week of isolation statistical analyses of body temperature data showed no 
signifi cant group eff ect (Wald X2 (1) = 0.028, p = 0.867), but signifi cant time (Wald X2 (14) = 303.344; 
p < 0.001) and interaction (group x time) (Wald X2 (14) = 225.395; p < 0.001) eff ects was found. 
When compared to Control group, STI group had a signifi cant lower body temperature at 6:00 h (p 
< 0.01), and a higher temperature at 17:00 h (p < 0.01), and 18:00 h (p < 0.05) (Figure 16). 

3. Statistical analysis of home cage activity data over 24 hours, once a week, during social 
isolation is shown in Figure 17. Analysis of total activity after the fi rst week of isolation did not 
show a group eff ect (Wald X2 (1) = 2.67, p = 0.102), but signifi cant time and interaction (group x 
time) eff ects (Wald X2 (16) = 196.511, p<0.001; Wald X2 (16) = 6062.148, p < 0.001, respectively) were 
found. Further analysis showed that, compared to Control group, STI group showed a higher home 
cage activity at several hours; 8:00 (p < 0.01), 7:00 (p < 0.05), 9:00 (p < 0.01), 12:00 (p < 0.05), 14:00 
(p<0.01), 15:00 (p < 0.001), 16:00 (p < 0.05), 17:00 (p <0.01), 18:00 (p < 0.05), 19:00 (p < 0.01).

After the second week of social isolation, no group eff ect was found (Wald X2 (1) = 2.970, 
p=0.085). However, signifi cant time (Wald X2 (15) = 1132.724 p < 0.001) and interaction (group x 
time) (Wald X2 (15) = 44.142, p < 0.001) eff ects were observed in total activity. STI group displayed 
a signifi cant higher activity at the beginning of the night phase (20:00 h) (p < 0.01), and at diff erent 
hours of the light phase; 13:00 h (p < 0.05), 14:00 h (p < 0.001), 16:00 h (p<0.01), 17:00 h (p < 0.01) 
and 18:00 h (p < 0.001) when compared to Control group (Figure 17). 

Statistical analysis of total activity data after three weeks of social isolation showed no 
signifi cant group eff ect (Wald X2 (1) = 1.15, p = 0.251), but signifi cant time (Wald X2 (15) = 619.540, 
p<0.001) and interaction (group x time) (Wald X2 (15) = 459.096, p < 0.001) eff ects. Compared to 
Control group, STI group exhibited higher home cage activity during the following hours: 20:00 (p 
< 0.05), 00:00 (p < 0.05), 14:00 (p < 0.05), 15:00 (p < 0.05), 17:00 (p < 0.01), 18:00 (p < 0.05) and 19:00 
(p < 0.05) (Figure 17). 
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After completion of the fourth week of social isolation, statistical analyses of total activ-
ity data showed no group eff ect (Wald X2 (1) = 2.18, p = 0.140), but signifi cant time (Wald X2 (14) 
= 853.983 p < 0.001) and interaction (group x time) (Wald X2 (14) = 796.806, p < 0.001) eff ects. 
Further analysis showed that STI group displayed higher activity during the following hours: 20:00 
(p < 0.05), 21:00 (p < 0.05), 22:00 (p < 0.05), 4:00 (p < 0.05), 5:00 (p < 0.01), 6:00 (p < 0.001), 7:00 
(p<0.01), 11:00 (p < 0.05), 15:00 (p < 0.05), 16:00 (p < 0.001) and 18:00 (p<0.001), when compared to 
Control group (Figure 17). 

Pooled analysis of physiological variables during light/dark phases across social iso-
lation 

1. A detailed pooled analysis of heart rate measurement from animals during light and night 
phases across social isolation procedure is shown in Figure 18 A and B. Statistical analysis of heart 
rate for control and STI groups during the light phase showed signifi cant group (Wald X2 (1) = 6.764, 
p<0.01) and time (Wald X2 (4) = 21.730, p < 0.001) eff ects. Further analysis showed that, compared 
to control group, STI group showed a higher heart rate during the light period of the fi rst and sec-
ond week of isolation (both p < 0.05). There was no eff ect of the interaction group x time. During 
the night phase, no statistical signifi cant diff erences in heart rate were found between groups and 
interaction eff ects (Wald X2 (4) = 3.087; p = 0.079; (Wald X2 (4) = 6.608, p = 0.158, respectively).

2. Results from a pooled analysis of global core body temperature recorded for one 24-
hour period, once a week, during social isolation is shown in Figure 18 C and D. Statistical analysis 
of body temperature for STI and control groups during the light phase indicated a signifi cant group 
and time eff ect during the day (Wald X2 (1) = 6.49, p < 0.05; Wald X2 (4) = 11.082, p < 0.05, respec-
tively). No signifi cant interaction (group x time) eff ect was found. Further analysis showed that 
STI group displayed a higher body temperature during the fi rst week of isolation vs Control group 
(p < 0.005). In the night period, socially isolated animals and controls showed similar core body 
temperature. 

3. Pooled analysis of home cage activity over light/night phases during social isolation is 
shown in Figure 18 E and F. The results for control and STI groups did show a signifi cant group ef-
fect during the day (Wald X2 (1) = 24.97, p < 0.001). Further analysis showed that STI group exhibited 
a higher activity during the fi rst, second and third weeks of isolation compared to control group 
(p<0.001, p<0.05 and p<0.005, respectively). There was no interaction (group x time) eff ect. During 
the night period no statistical signifi cant diff erences were found between control and STI groups. 
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Figure 15. Telemetry Studies. Eff ect of social isolation on heart rate during the light and dark phases.
Mean and SEM are shown. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 STI vs Control group.
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Figure 16. Telemetry Studies. Core body temperature of Control and STI animals during the light and dark phases throughout the four weeks of social isolation.
Mean and SEM are shown. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 STI vs control group.



Results

95

Figure 17. Telemetry Studies. Home cage total activity data of control and STI animals during the light and dark phases throughout the 4 weeks of social isolation. 
Mean and SEM are shown. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 STI vs Control group.
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B) Eff ects of exposure to short-term social isolation on anxious- and depressi-ve-like behavior: Studies using radiotelemetry and behaviour

The second experimental group (Figure 13) was used to analyze variables of the circadian 
rhythm through radiotransmitters evaluating the anxious-like behavior in the elevated plus maze 
and the depressive-like behavior in the forced swim test. 
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Figure 18. T elemetry Studies. H eart rate, activity and core body temperature of control and STI animals dur-ing the light and dark phases. 
Mean and SEM are shown. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 STI vs Control group.
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After implanting radiotransmitters and allowing animals to recover for a week, three diff e-
rent measurements were taken in animals´s home cage: heart rate, body temperature and activity. 
Recordings (each one lasted 24 hours) were collected once a week throughout the four weeks of 
social isolation. Furthermore, these parameters described above were also recorded during eleva-
ted plus maze and forced swim test.

 1. Eff ects of short-term social isolation on anxiety-like beha-viour in the EPM
In the EPM, statistical analysis of the percentage (%) time in open arms did not reach a signi-

fi cant diff erence between STI and control groups (t = 0.987, df = 11, p < 0.349) (Figure 19A).

 Analysis of heart rate in control and STI groups during the EPM showed a signifi cant group 
eff ect (Wald X2 (1) = 28.333, p < 0.001). Compared to Control group, STI group displayed a lower 
heart rate in the fi rst four minutes in the EPM (Figure 19B). No signifi cant time or group x time in-
teraction eff ects were found. 

Statistical analysis of total activity data in the EPM in control and STI groups did show a 
signifi cant time and group eff ect (Wald X2 (1) = 7.284, p < 0.01; Wald X2 (4) = 12.891, p < 0.05, respec-
tively). Further analysis showed that STI group displayed more total activity in the third minute vs 
Control group (p < 0.01). (Figure 19C)

Figure 19. Elevated plus maze. Eff ect of social isolation on anxiety levels (A) heart rate (B), total activity (C) and core body temperature (D) during the EPM.
Mean and SEM are shown. *p<0.05 and **p<0.01 IST vs control group.
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Analysis of core body temperature during the EPM test in control an STI groups showed a 
signifi cant time eff ect (Wald X2 (4) = 20.214, p < 0.001) (Figure 19D), but did not reach signifi cant 
diff erences in group and interaction eff ects (Wald X2 (1) = 1.36, p = 0.243; Wald X2 (4) = 1.034, p = 
0.905, respectively). 

 2. Eff ects of short-term social isolation on depressive-like behaviour in the forced swim test
Analysis of immobility time in the fi rst day of the forced swim test revealed signifi cant 

group, time, and interaction eff ects (Wald X2 (1) = 20.513, p < 0.001; Wald X2 (4) = 46.231, p < 0.001; 
Wald X2 (4) = 26.447, p < 0.001 respectively). Further analysis showed that STI group showed a 
higher immobility in the third, fourth and fi fth minute vs Control group (p < 0.01, p < 0.001 and p < 
0.001 respectively) (Figure 20A). 

Analysis of the immobility time in the second day of the forced swim test showed a signi-
fi cant time eff ect (Wald X2 (4) = 32.132, p < 0.001). Compared to controls, STI animals displayed a 
higher immobility in the fourth minute (p < 0.05). No signifi cant diff erences in group and group x 
time interaction eff ects were observed (Figure 20B). 

Statistical analysis of heart rate reached signifi cant diff erences in time and interaction 
eff ects between STI and control groups on training and test days of the forced swim task (Wald X2 
(4) = 23.268, p<0.001; Wald X2 (4) = 11.427, p < 0.05; respectively on the fi rst day; and Wald X2 (4) = 
11.901, p < 0.05; Wald X2 (4) = 10.182, p < 0.05, respectively on the second day) (Figure 20 C and D). 
Statistical analysis of telemetric total activity in the fi rst day of the forced swim test showed a sig-
nifi cant time and group eff ect (Wald X2 (1) = 7.45, p < 0.01; Wald X2 (4) = 77.457, p < 0.001, respecti-
vely). Further analysis showed that, compared to Control group, STI group displayed more activity 
during the fi rst minute (p< 0.001) (Figure 20E). Statistical analysis of the activity in the second day 
of the forced swim test for the Control and STI groups showed a signifi cant time eff ect (Wald X2 
(4) = 180.528, p < 0.001). Group and (group x time) interaction eff ects were not  signifi cant (Figure 
20F). 

Statistical analysis of core body temperature in the fi rst day of the forced swim test (Figure 
G) in Control and STI groups indicated signifi cant diff erences in group and time eff ects (Wald X2 (1) 
= 8.36, p<0.01; Wald X2 (4) = 88.309, p<0.001, respectively). Further analysis showed that STI group 
showed a lower body temperature in the fourth and fi fth minutes vs control group (both p<0.05 
and p<0.005, respectively).
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Figure 20. Forced swim test. A and B show immobility time during the two days of the forced swim task in controls and isolated animals. Eff ect of social isolation on heart rate (C, D), activity (E, F) and core body temperature (G, H) during the two days of forced swim test. 
Mean and SEM are shown. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 STI vs Control group
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Comparison of body temperature data in the second day of the forced swim test between 
control and STI group showed a signifi cant diff erence in group and time eff ect (Wald X2 (1) = 9.87, 
p<0.01; Wald X2  (4) = 92.249, p<0.001, respectively) (Figure 20H). Further analysis showed that STI 
group showed a lower body temperature in the fourth and fi fth minutes vs Control group (both 
p<0.05 and p<0.01, respectively). 
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Conclusions
After one month of individual housing, aged male Wistar rats showed a signifi cant reduction 

in body weight gain. Corticosterone levels were not aff ected by social isolation either in the mor-
ning or in the evening. Compared to controls, isolated animals showed a higher heart rate during 
the light period of the fi rst two weeks of isolation, suggesting an increased sympathetic tone. In 
addition, isolated animals showed a higher activity in their home cages during the light, but not 
the dark phase. Furthermore, core body temperature was transitory elevated in STI rats compared 
to control animals, increasing during the light phase of the fi rst week of isolation and returning to 
baseline levels by the second week of isolation. 

Finally, compared to control animals, short-term chronic isolated animals did not show an 
increase in anxiety levels, evaluated in the EPM, but they showed a higher depressive-like beha-
viour in the forced swim test.
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Study 2. Behavioural, morphological and electrophysiolo-gical changes after Chronic Social Isolation in aged male Wistar rats
Social isolation is known to alter cognitive function in young and adult rodents. However, 

few studies have evaluated the impact of social isolation on cognitive function in aged rats. In 
the present chapter, we investigated the electrophysiological, morphological and cognitive con-
sequences of exposing aged male Wistar rats to short-term social isolation for 1 month (STI) or 
long-term social isolation for 3 months (LTI). Male Wistar rats (18-months old) (paired housed) 
were divided into three diff erent groups of animals in pairs (controls), STI and LTI, according to 
uniform body weight. LTI animals were socially isolated at this age, while STI animals were isolated 
only when they were 20 month-old. In four independent experiments, with various cohorts of male 
Wistar rats, we evaluated: i) anxiety levels, spatial learning and memory abilities of the animals in 
the Morris water maze test as well as hippocampal volume; ii) dendritic spine density of granular 
neurons of DG and pyramidal neurons of CA1; iii) in-vivo Long-Term Potentiation (LTP) in the DG 
and CA1 areas of the hippocampus; and iv) changes in hippocampal levels of several learning and 
memory-related proteins. 
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Experiment 3: Eff ects of short- and long-term social isola-tion on body weight, anxious-like behavior, spatial learning and memory and hippocampal volume.
In order to analyze anxiety levels and spatial learning and memory abilities of the animals 

after chronic social isolation, (experiment 3), paired-housed animals were divided into three diff er-
ent experimental groups according to uniform body weight; i) male Wistar rats were kept housed 
in pairs (controls); ii) 20 month-old male Wistar animals were socially isolated for one month, 
short-term isolation (STI) and; iii) 18 month-old male Wistar rats were chronically isolated for three 
months, long-term isolation (LTI). At the end of the isolation procedure, animals were 21 months 
age (Figure 21). 

1. Eff ect of social isolation on body weight gain 

Analysis of the percentage of body weight 
gain for control, short-term and long-term isolation 
groups showed signifi cant group, time and inter-
action eff ects (Wald X2 (2) = 13.36, p= 0.001; Wald 
X2 (11) = 362.39, p<0.001; Wald X2 (22) = 323.08, p < 
0.001, respectively). Further analysis showed that 
LTI group had a lower body weight gain compared 
to controls. In addition, short-term isolation group 
had a lower body weight gain in the last month 
coincident with the isolation period. Subsequent 
statistical analysis indicated that chronic short- and 
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Figure 22. Body weight gain (%) in animals submitted to chronic short- and long-term social isolation.
Mean and SEM are shown. *p<0.05 STI vs control group; 

@@p<0.01 LTI vs control group.

Figure 21. Third experimental design. After the isolation period elevated plus maze and water maze w  ere realized. Controls (n=10), STI (n=10), LTI (n=10)
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long-term social isolation at aging negatively infl uenced body weight gain of the animals from the 
fi rst week of isolation (Figure 22).

2. Evaluation of behaviour in the EPM in male Wistar rats 21 month-old

Anxiety-like behaviour in aged male Wistar 
rats was assessed in the elevated plus maze after 
short- or long-term social isolation. Statistical analy-
sis revealed a signifi cant diff erence in percentage of 
time in open arms of the EPM between experimental 
groups (Wald X2(2) = 6.678, p < 0.05). Further analysis 
revealed that LTI and STI animals spent less time in 
open arms of the EPM compared with controls (both 
p<0.05) (Figure 23).

3. Learning and spatial memory in the Morris water maze (MWM)

Statistical analysis of latency to fi nd the hidden platform during the acquisition phase 
of spatial learning in the MWM indicated a signifi cant trial and group x trial eff ect (Wald X2 (11) = 
183.753, p < 0.001; Wald X2 (22) = 68.545, p < 0.001, respectively], indicating that the three experi-
mental groups progressively learnt the platform location as training proceeded (Figure 24 A). Fur-
ther analysis of interaction showed that, compared to controls, STI animals needed more time to 
reach the hidden platform at trials 3 and 5 (both p < 0.05).

 Spatial memory for the previous platform location was assessed with a probe trial without 
the platform present. Statistical analysis (Figure 24B) revealed a signifi cant diff erence between 
experimental groups in the fi rst 1 min (Wald X2 (2) = 12.14, p < 0.01). Further analysis revealed that, 
compared to control animals, LTI rats spent less time in the target quadrant where the platform 
was previously located during the training days (p < 0.01).

 4. Hippocampal volume changes after chronic social isolation

 In order to analyze whether chronic social isolation can aff ect the volume of the hippo-
campus, animals were divided into three diff erent experimental groups according to uniform body 
weight (experiment 3). At the end of the isolation procedure, the three experimental groups were 
21 month-old. 
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Figure 23. Anxiety-like behaviour in the EPM after social isolation 
Mean and SEM are shown. *p<0.05 STI vs con-trol group; @p<0.05 LTI vs control group.
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The statistical analysis of CA1 hippocampal volume (Figure 25A) showed a signifi cant group 
eff ect in stratum oriens of CA1 (Wald X2 (2) = 12.015, p<0.01). Further analysis showed a signifi cant 
decrease of the volume of the stratum oriens of CA1 in STI and LTI groups compared to control 
group (p<0.01 and p<0.001, respectively). A tendency to a lower volume in the CA1 pyramidal layer 
was found in LTI vs controls (p=0.076). 

The other analyzed hippocampal areas; CA2, CA3 and DG did not show signifi cant diff eren-
ces between groups (all p> 0.05). (Figure 25 B, C and D)
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Figure 24. Eff ect of short- and long-term social isolation on spatial learning and memory abilities in the Morris water maze.  A) Spatial training-escape latency.  B) Transfer memory test.
Means and S.E.M. are shown. *p<0.05 LTI vs control group; @@ p<0.01 LTI vs control group.
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Experiment 4: Relative adrenal gland weight, morning plas-ma corticosterone levels, and structural plasticity changes indu-ced by social isolation 
In order to analyze whether chronic social isolation can aff ect structural plasticity of hippo-

campal neurons, we performed an independent experiment using the same experimental design 
as before. Old male Wistar rats were randomly assigned to 3 experimental groups, keeping animal 
weights balanced across groups: Controls; STI, animals exposed to 1 month of social isolation and 
LTI; animals exposed to 3 months of social isolation. In order to measure plasma corticosterone 

Figure 25. Hippocampal volume in control (n=8), STI (n=10) and LTI (n=6) animals. A) Volume of CA1.               B) Volume of CA2. C) Volume of CA3. D) Volume of DG.
Mean and SEM are shown.*p<0.05 STI vs control group, @@p<0.01 LTI vs control group.
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levels after social isolation, blood samples were collected from tail right before animals were sacri-
fi ced at the end of the experimental procedure (Figure 26) (Experiment 4). 

1. Relative adrenal gland weight

After the isolation period, animals were sacrifi ced and adrenal glands were weighted. The 
relative adrenal gland weight (adrenal gland to body weight ratio) was signifi cantly diff erent bet-
ween groups (Wald X2(2) = 6.703, p<0.05). Further analysis revealed that relative adrenal weight 
was higher in LTI animals compared with controls (p<0.05) (Figure 27A).

2. Morning plasma corticosterone levels and weight of adrenal glands

In order to analyze whether STI and LTI altered the stress response, plasma corticosterone 
levels, (experiment 4) and adrenal glands weight (experiment 5 and 6) were evaluated. At the end 
of the experimental procedure blood samples were obtained by tail cuts at the beginning of the 
light phase in order to measure morning plasma corticosterone levels. 

 The statistical analysis of morning plasma corticosterone levels showed a signifi cant group 
eff ect ( Wald X2 (2) = 8.025, p < 0.05). Further analysis showed that LTI group had higher plasma 
corticosterone levels compared with controls (p < 0.01) (Figure 27B). 

Figure 26. Design of Experiment 4. After the isolation period, blood tail samples were taken before animals were per-fused intracardially. The brain was removed and sliced in order to inject hippocampal granular and pyramidal neurons with Alexa Fluor 594 dye and to evaluate spine density (see Materials and Methods). Control (n=8), STI (n=8), LTI (n=8).
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3. Sholl analysis of spine density by neuronal injection

Once animals were perfused, and brain slices were obtained, hippocampal neurons of the 
GD and CA1 were injected with Alexa Fluor 594 dye and spine density was evaluated by sholl analy-
sis (see details in Materials and Methods).

Sholl analysis of spine density of granular cells of DG (Figure 28A) showed signifi cant ef-
fects for group and distance (Wald X2(2) = 69.37, p < 0.001; Wald X2 (17) = 287.064, p < 0.001, re-
spectively), but not for group x distance interaction. Further analysis showed a decrease in spine 
density in the STI and LTI groups compared to control group (both p < 0.001). 

Statistical analysis of the total spine density of the proximal zone of the dendritic tree of 
granule cells did show signifi cant diff erences across groups (Wald X2 (2) = 6.725, p < 0.05) (Figure 
28B). Further analysis showed that, compared to control group, STI and LTI groups showed a de-
crease in total spine density (both; p < 0.05). 

Total spine density of the distal zone was signifi cantly diff erent between groups (Wald X2 
(2) = 9.652, p < 0.005) (Figure 28C). Further analysis showed that, compared to control group, 
there was a decrease in total spine density in the STI (p < 0.05) and LTI groups (p < 0.005). 

 There were signifi cant diff erences in total spine density across groups (Wald X2 (2) = 12.081, 
p < 0.01) (Figure 28D). Further analysis showed a decrease in total spine density in the STI (p<0.005) 
and LTI groups (p<0.005) compared to control group.

Spine density using Sholl analysis in the stratum oriens of CA1 (Figure 29A) showed signifi -
cant eff ects for group and distance ( Wald X2 (2) = 21.538, p < 0.001; Wald X2 (13) = 468.79, p < 0.001, 
respectively), but not for group x distance interaction. Further analysis showed a decrease in spine 
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F igure 27. A) Relative adrenal weight (mg adrenal/g body weight) and B) morning corticosterone levels at sacrifi ce.
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 Figure 28. Eff ects of short- and long-term social isolation on spine density on granular cells of the hippocampus. A) Sholl analysis showing spine density as a function of distance from the soma. B) Spine density in proximal zone. C) Spine density in distal zone. D) Total spine density. 
Means and S.E.M. are shown. *p<0.05 STI vs control group; **p<0.01 STI vs control group; ***p<0.001 STI vs control group; @@ p<0.01 LTI vs control group;  @@@ p<0.001 LTI  vs control group; @ p<0.05 LTI vs control group.



Neuronal and behavioural eff ects of social isolation in old age

112

(CA1) Sholl Analysis

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 1400.0

0.5

1.0

1.5

2.0 @@@

Control
Short-term Isolation
Long-term Isolation

Distance to soma ( m)

Sp
ine

 De
nsi

ty 
(Sp

ine
s/

m
)

0.0

0.5

1.0

1.5
Total

Sp
ine

 De
nsi

ty 
(sp

ine
s /

m
)

CA1
A

B

Figure 29. Eff ects of short- and long-term social isolation on spine density in CA1 pyramidal neurons of the hippocampus. A) Sholl analysis showing spine density as a function of the distance from the soma. B) Total spine density (scale 5 m) 
Means and S.E.M. are shown. @@@ p<0.001 LTI vs control group. 

density in the LTI group compared to control group (p < 0.001). No signifi cant diff erences were 
found in STI group compared with control group.

Analysis of total spine density in the stratum oriens of CA1 did not show signifi cant diff eren-
ces between the three experimental groups (Wald X2(2) = 4.04, p=0.133) (Figure 29B).

Control LTI
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Experiment 5. Activity related plasticity changes induced by social isolation 
In order to investigate whether chronic social isolation can aff ect activity-related plasticity 

in the hippocampus (Experiment 5), animals were assigned to one of the experimental groups: 
Control, STI and LTI using the same experimental design as before. After the SI period, animals 
were anesthetized and in vivo electrophysiological recording performed in the stratum oriens of 
CA1 pyramidal cells and in the molecular layer of DG cells. Immediately following  electrophysiologi-
cal recording, animals were sacrifi ced and the adrenal glands were extracted (Figure 30). 

The analysis of the electrophysiological results obtained after in vivo LTP induction in DG 
indicated signifi cant diff erences between STI, LTI and control animals (Wald X2 (2) = 12.738, p < 
0.01). LTP induction in DG was observed in controls and STI animals, but not in LTI animals. Further 
analysis showed that LTI group presented a lower fEPSP than control animals (p < 0.01) (Figure 
31B).

The analysis of electrophysiological data after in vivo LTP induction in CA1 indicated that 
LTP was induced in control and STI groups, but not in LTI group (Figure 31D). Statistical analysis of 
electrophysiological data obtained in CA1 showed the existence of signifi cant diff erences between 
STI, LTI and control animals (Wald X2 (2) = 21.38, p<0.001). Further analysis showed that LTI group 
presented a lower fEPSP than control animals (p<0.001) (Figure 31E).

Figure 30. Fifth experimental design. After the isolation period animals were anesthetized and electrophysiological recording performed. Controls (n=7), STI (n=6), LTI (n=5).
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Experiment 6. Eff ects of social isolation on learning and me-mory related proteins in the hippocampus 
An independent experiment was performed in order to analyze the eff ects of SI on certain 

proteins related to learning and memory (Experiment 6). Animals were randomly assigned to the 
following three groups: Control, STI and LTI. After the SI period,  animals were sacrifi ced, adrenal 
glands and brains were removed and hippocampi dissected out. Subsequently, the hippocampi 
were processed to obtain homogenates and synaptosomes (Figure 32). 

Figure 31.  Eff ect of short- and long-term social isolation on in vivo LTP induction in the hippocampus. A) LTP induction in DG region; Vertical arrow indicates the application of a stimulation train at the perforant pathway. B) Mean % fEPSP calculated during the 10 last minutes of recording respect to basal activity in DG; black bar shows data from control animals, red bar from short-term isolation and blue bar from long-term isolation. C) Representative averages for DG region calculated during the 10 min previous to the onset of the stimulation (basal activity; gray trace) and during the 10 last minutes of recording (black trace). D-E) Some plots as in A-C by LTP induction in CA1 region. 
Means and S.E.M. are shown. @@p<0.01 and @@@ p<0.001 LTI vs control group. 
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1. Synaptic content of PSA-NCAM, but not NCAM, is down regulated in the hippocampus of long-term socially isolated male Wistar rats

Western blot assays were performed to evaluate the relative amount of the three main 
NCAM isoforms in hippocampal crude synaptosomes, using an antibody that recognizes all NCAM 
isoforms. No signifi cant diff erences were found between groups in any of the main NCAM isoforms 
(NCAM 180 kDa, Wald X2 (2) = 0.238, p = 0.888; NCAM 140 kDa, Wald X2 (2) = 2.259, p = 0.323; NCAM 
120 kDa, Wald X2 (2) = 0.459, p = 0.795) (Figure 33A).

PSA-NCAM levels in the hippocampus were evaluated in hippocampal homogenates by ELI-
SA. We found signifi cant diff erences between groups in the hippocampal levels of PSA-NCAM ( Wald 
X2(2) = 11.956, p<0.01). Further statistical analysis showed that, compared to undisturbed animals, 
rats submitted to LTI showed reduced hippocampal PSA-NCAM levels (p< 0.01; Figure 33B). 

2. Chronic social isolation aff ects FGF2 and FGFR1 hippocampal levels in a ti-me-dependent manner 

FGF2 levels were measured in hippocampal homogenates using an ELISA assay.  Signifi cant 
diff erences between groups in hippocampal FGF2 levels were found ( Wald X2 (2) = 6.4664, p < 0.05). 
Further statistical analysis showed a signifi cant increase in STI rats compared to group-housed ani-
mals (p <0.05; Figure 33C).

FGFR1 levels were measured in hippocampal homogenates using an ELISA assay. A signi-
fi cant group eff ect was found in hippocampal FGFR1 levels (Wald X2 (2) = 7.118, p < 0.05). Further 
statistical analysis showed that, compared to group-housed animals, LTI rats showed elevated hip-
pocampal FGFR1 levels (p<0.05; Figure 33D).

Figure 32. Sixth experimental design. After the isolation period, animals were sacrifi ced and hippocampi were taken for protein analysis. Controls (n=8), STI (n=7), LTI (n=7).
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3. Social isolation does not aff ect synaptic levels of NR1 and GluR1 of the hip-pocampus

NR1 levels were measured in hipocampal synaptosomes using western blot technique. No 
signifi cant diff erences between groups were observed in NR1 synaptic levels of the hippocampus 
(Wald X2 (2) = 1.971, p = 0.373) (Figure 33E).

GluR1 levels were measured in hipocampal synaptosomes using western blot technique. No 
signifi cant diff erences in hippocampal GluR1 synaptic levels were observed between groups (Wald 
X2 (2) = 2.423, p = 0.298) (Figure 33E).
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Figure 33. A) Eff ects of chronic social isolation on protein levels of the three major NCAM isoforms (NCAM-120, -140, and -180) in hippocampal synaptosomes. B) Eff ects of chronic social isolation on PSA-NCAM levels in hippocampal homogenates. C) Eff ects of chronic social isolation on hippocampal FGF2 levels. D) Eff ects of chronic social isolation on the expression of FGFR1 in hippocampal homogenates.  E) Eff ects of chronic social isolation on synaptic levels of GluR1 and NR1 in the hippocampus. 
Means and S.E.M. are shown. *p<0.05 STI vs control group; @ p<0.05; @@ p<0.01 LTI vs con-trol group.
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Conclusions
 Using independent experiments, we evaluated the consequences of exposing aged male 

Wistar rats to short and long-term chronic social isolation. Our data showed that:

i) Morning plasma corticosterone levels and the relative weight of adrenal glands were 
signifi cantly increased by long-term social isolation. Furthermore, anxiety-like behaviour was en-
hanced in the two socially isolated groups compared to control group. 

ii) LTI rats displayed a slower acquisition of spatial reference in the Morris water maze com-
pared to paired housed animals. In addition, LTI rats exhibited spatial memory impairment com-
pared to group-housed animals. 

iii) Stereological analysis of the volume of diff erent hippocampal layers showed a reduction 
in the stratum oriens of CA1 pyramidal cells in STI and LTI rats compared to paired housed rats. No 
signifi cant diff erences between groups were found in other layers of the hippocampus. 

iv) A reduction in spine density on the molecular granular layer cells was observed in ani-
mals submitted to short- and long-term isolation procedures. In the stratum oriens of CA1 pyrami-
dal cells, long-term, but not short-term, isolated rats showed a lower spine density compared to 
group-housed controls. 

v) LTP in the dentate gyrus of the hippocampus was absent in LTI rats, but it was not af-
fected in STI animals. In CA1, LTP was reduced in short-term isolated animals compared to group-
housed rats, while LTP was absent in animals exposed to long-term isolation. 

vi) The hippocampal levels of diff erent molecules involved in learning and memory processes 
such as NCAM, PSA-NCAM, FGF2, FGFR1 and constituent subunits of AMPA and NMDA receptors 
were evaluated after chronic social isolation. The results showed a decrease in hippocampal levels 
of PSA-NCAM in the hippocampus that was not paralleled with a reduction in any of the main NCAM 
isoforms. Concerning hippocampal FGF2, there was a signifi cant increase in STI rats that was not 
observed in LTI animals. Hippocampal FGFR1 levels were increased in LTI compared to controls. No 
signifi cant diff erences in hippocampal synaptic levels of either NR1 or GluR1 were observed.
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Study 3. Chronic FGL treatment reverses spatial memory im-pairment induced by long-term isolation
Continued exposure to stressful situations can cause cognitive impairment, which is belie-

ved to be connected with stress-induced neural damage in the hippocampus, a cerebral structure 
essential to learning and memory processes. Moreover, chronic stress has been postulated as one 
of the main epigenetic factors that can accelerate normal and pathological aging. Amongst the 
possible mechanisms underlying the neuronal damage caused by stress, the existence of a com-
plex modulation of neurotrophic factors has been suggested, given that these molecules play a 
fundamental role in synaptic plasticity and neuronal survival. Thus, the FGF system appears to play 
an important role in neural mechanisms underlying memory formation and neural damage caused 
by stress. In prior studies carried out in rats, we confi rmed that administration of a synthetic pep-
tide that binds to fi broblast growth factor (FGF) receptors prevents spatial learning and memory 
defi cit induced by chronic unpredictable stress. In vitro, FGL is capable of stimulating neurite out-
growth and promote neuronal survival. In this chapter the main objective was to study whether in 
vivo administration of FGL could prevent the cognitive defi cit induced by long-term social isolation.



Results

121

Experiment 7. Time-course plasma corticosterone levels du-ring long-term social isolation and eff ects of FGL treatment on spatial learning and memory
The last experiment was designed to investigate whether a chronic pharmacological admi-

nistration of FGL during twelve days after long-term social isolation might revert the defi cit in spa-
tial cognitive abilities observed in aged isolated animals. Before starting the experiment, groups 
were balanced according to animal weight. Initially, 18 month-old rats were randomly assigned 
to the following two groups: Control and LTI. In order to analyze time-course changes in plasma 
corticosterone levels induced by LTI, morning blood samples were collected by tail cuts across the 
three months of isolation procedure and before FGL treatment. When animals were 21 months 
old, they were divided into four diff erent experimental groups: i) pair-housed animals treated with 
vehicle, ii) pair housed animals + FGL treatment, iii) LTI + vehicle and; iv) LTI + FGL treatment. Every 
two days during 12 consecutive days, animals received a subcutaneous injection with vehicle or FGL 
(Figure 34).

1. Time course morning plasma corticosterone levels during long-term social isolation 

Statistical analysis of morning plasma corticosterone levels in control and long-term isola-
tion groups showed a signifi cant group eff ect (Wald X2 (1) = 7.477, p < 0.01). There were no signifi -
cant time or interaction (group x time) eff ects (Wald X2 (3) = 7.236, p = 0.065; Wald X2 (3) = 3.732, 

Figure 34: Seventh experimental design. Three months after social isolation started, animals were treated with FGL peptide or saline during twelve days. After one week of treatment, spatial learning and memory abilities of the animals were evaluated in the Morris water maze. Control+vehicle (n=10), Control+FGL (n=10), Long-term isolation+vehicle (n=9), Long-term Isolation+FGL (n=8).
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p=0.292, respectively). Further analysis showed that LTI group had higher plasma corticosterone 
levels compared to controls in the 8th and 12th weeks (both p < 0.05) (Figure 35). 

2. Eff ects of FGL treatment on spatial learning and memory in the MWM after long-term social isolation 

Analysis of the latency to fi nd the platform during the acquisition phase in the MWM after 
long-term chronic social isolation indicated the existence of signifi cant diff erences in trial and (trial 
x group) interaction (Wald X2 (10) = 38.83, p < 0.001; Wald X2 (30) = 1141.794, p < 0.001, respectively). 
Further analysis of interaction showed that LTI+FGL animals needed more time to fi nd the hidden 
platform vs control-veh at trial 5 (p < 0.01, respectively). In addition, LTI-vehicle animals needed 
more time to fi nd the hidden platform vs control-veh at trial 11 (p < 0.05) (Figure 36A).

Statistical analysis of spatial memory of the animals revealed a signifi cant group eff ect (Wald 
X2(3) = 18.476, p<0.001] in the fi rst 1 min (Figure 36B). Further analysis revealed that LTI-vehicle ani-
mals spent less time in the target quadrant as compared with control vehicle animals (p = 0.001) as 
well as with control + FGL and LTI + FGL (both p < 0.001 and p < 0.01, respectively).

Figure 35. Morning plasma corticosterone levels of undisturbed (Control) and long-term isolated animals. 
Means and S.E.M. are shown. LTT vs control group;@p<0.05
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Figure 36. MWM performance of vehicle injected undisturbed animals (Control-vehicle), FGL treat-ed-undisturbed animals (Control-FGL), animals exposed to long-term social isolation plus FGL treat-ment (isolated-FGL) or vehicle injection (isolated vehicle).  A) Training scape latency. B) Transfer memory test.
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LTI+FGL vs control+vehicle group; aaap<0.001 LTI+vehicle vs control+FGL ; bbp<0.01 LTI vehicle vs 
LTI+FGL.
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Conclusions
Our data showed that during morning, plasma corticosterone levels were increased from 

the 8th and the 12th week of social isolation. 

In addition, long-term social isolation induced an impairment in spatial memory of aged rats 
that can be reverted by subchronic systemic administration with FGL. 
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Capítulo 1

Capítulo 1. El aislamiento social crónico en hembras de Octodon degusEn este primer capítulo, estudiamos los efectos a largo plazo del aislamiento social en 
hembras adultas de la especie Octodon degus utilizando un diseño experimental en 
el que se evaluaron parámetros fi siológicos, comportamentales, neuroanatómicos y 

bioquímicos.

El aislamiento social produce défi cits en la memoria del miedo condicionado al contexto

Las hembras degus sometidas a un aislamiento social prolongado mostraron un défi cit sig-
nifi cativo en la memoria del miedo condicionado al contexto. Durante la fase de entrenamiento del 
condicionamiento del miedo, las hembras degus aisladas mostraron una reducción en el compor-
tamiento de inmovilización tras la descarga eléctrica, que puede ser utilizado como una medida 
de memoria a corto plazo o “inmediata’’ del miedo al contexto (Fanselow, 1980; Wood & Anag-
nostaras, 2011). Además, los animales aislados mostraron un défi cit en la memoria duradera del 
miedo condicionado al contexto (amígdala e HP dependiente), pero no en el recuerdo del miedo 
condicionado al tono (dependiente del control de la amígdala). Hasta donde sabemos, sólo hay un 
estudio en el que se ha evaluado con animales hembra el efecto de aislamiento social en la edad 
adulta sobre el condicionamiento del miedo al contexto. Este trabajo no mostró diferencias sig-
nifi cativas en el condicionamiento del miedo entre hembras aisladas en comparación con las que 
vivían en grupo (Martin & Brown, 2010). En otros estudios realizados en ratones machos adultos 
se han obtenido resultados contradictorios después del aislamiento social, mostrando desde un 
déficit (Hsiao, Chen, Chen, & Gean, 2011), hasta la mejora de la memoria del miedo condicionado 
al contexto (Pibiri, Nelson, Guidotti, Costa, & Pinna, 2008). Curiosamente, se ha encontrado que el 
aislamiento social después del destete afecta de una manera más severa al condicionamiento del 
miedo (Chida, Sudo, Mori, & Kubo, 2006; Weiss, Pryce, Jongen-Rêlo, Nanz-Bahr, & Feldon, 2004; 
Yusufi shaq & Rosenkranz, 2013). Las razones de estas diferencias no están claras, pero pueden de-
berse a diferentes factores como la edad de los animales en el momento de aislamiento, el tipo de 
especie o, incluso, la cepa utilizada en cada estudio. 

Implicación y regulación de las moléculas de adhesión celular NCAM en el aisla-miento social a largo plazo

La memoria del condicionamiento del miedo al contexto es una tarea dependiente del co-
rrecto funcionamiento hipocampal. Así pues, decidimos evaluar si las hembras degus adultas aisla-
das podrían mostrar alguna alteración en los niveles de NCAM y PSA-NCAM, moléculas involucradas 
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en la plasticidad sináptica del HP y en los procesos aprendizaje y memoria (Schachner, 1997). Los 
resultados obtenidos en esta tesis indicaron que, después del aislamiento social, los niveles sinápti-
cos de PSA-NCAM en el HP se encuentran reducidos. Curiosamente, esta reducción en el contenido 
hipocampal de PSA-NCAM se restringió a los contactos sinápticos, pero no pudo ser atribuida a 
una reducción en los niveles sinápticos de NCAM en ninguna de las tres isoformas principales de 
NCAM. Existen estudios previos en los que se ha evidenciado que la exposición crónica a situa-
ciones de estrés puede disminuir el contenido de PSA-NCAM en el HP (Bisaz, Schachner, & Sandi, 
2011; Cordero et al., 2005; Foley, Rønn, Murphy, & Regan, 2003; Murphy, O’Connell, & Regan, 1996; 
Murphy & Regan, 1999; Sandi et al., 2003; Touyarot, Venero, & Sandi, 2004; Venero et al., 2002; 
Wielgat, Walesiuk, & Braszko, 2011). A diferencia de nuestros resultados, un trabajo previo en ratas 
machos adultas indicó que tras un mes de aislamiento social, los niveles sinápticos de PSA-NCAM 
se incrementaban en el HP y disminuían en la corteza frontal (Djordjevic, Djordjevic, Adzic, & Ra-
dojcic, 2012). Hay varias razones que pueden explicar estas discrepancias: en primer lugar, se debe 
tener en cuenta que la duración del aislamiento es sustancialmente más larga en nuestro estudio, 
6½ meses frente a un mes en el estudio de Djordjevic y cols (2012). En segundo lugar, en nuestro 
estudio hemos utilizado hembras degus adultas en lugar de ratas macho adultas, y el aislamiento 
social podría afectar al estado de polisialización de NCAM de manera diferente dependiendo del 
género, así como de la especie animal investigada.

La reducción del contenido sináptico de PSA-NCAM en el HP que encontramos en las hem-
bras aisladas degus podría estar relacionado con el deterioro en la memoria del miedo al contexto 
que se muestra en estos animales. Varias líneas de investigación indican el papel crítico de PSA-
NCAM en el miedo condicionado al contexto: (i) Los niveles hipocampales de PSA-NCAM se mo-
dulan después del condicionamiento del miedo al contexto (López-Fernández et al., 2007; Merino, 
Cordero, & Sandi, 2000; Sandi et al., 2003); (ii) los estudios interventivos, en los que se añade PSA-
NCAM o se usa endoneuraminidasa para escindir PSA de NCAM en el HP, modulan la consolidación 
de la memoria del miedo al contexto (López-Fernández et al., 2007; Senkov et al., 2006). Las pro-
piedades de unión de PSA-NCAM y su capacidad para interactuar con otros receptores asociados 
a factores de crecimiento proporciona a esta molécula características especiales en la plasticidad 
sináptica (es decir, en la formación de sinapsis, selección y eliminación de contactos sinápticos), y 
afecta a la consolidación de diferentes destrezas en el aprendizaje, incluyendo el condicionamiento 
del miedo al contexto (Dityatev, Dityateva, & Schachner, 2000; Dityatev et al., 2004; Rutishauser, 
2008; Sandi, 2004). 

Cabe indicar que los ratones knockout para la polisialiltransferasa (ST8SialV/PST), la enzima 
responsable de la unión de PSA a NCAM, muestran un déficit en el condicionamiento del miedo al 
contexto, pero no en el condicionamiento del miedo al tono (Senkov et al., 2006). En consecuencia, 
los autores sugirieron que el PSA-NCAM no es relevante en la formación de tareas dependientes de 
la amígdala pero que, sin embargo, juega un papel fundamental en los procesos relacionados con 
el aprendizaje y en aquellos dependientes de la función del HP. 
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La molécula de PSA-NCAM puede modular la plasticidad sináptica y la memoria del miedo 
condicionado al contexto mediante la interacción con los receptores NMDA constituidos por las 
subunidades NR1/NR2B (Kochlamazashvili et al., 2010). Por ello, decidimos investigar qué subunida-
des podrían haberse alterado en el HP después del aislamiento social a largo plazo. Ambos grupos, 
tanto las hembras degus aisladas como las agrupadas, mostraron niveles sinápticos hipocampales 
de NR1 y NR2B similares. Dado que el PSA asociado a NCAM regula el aprendizaje y la plasticidad 
regulando regulando la actividad de los receptores NMDA compuestos por NR1/NR2B (Kochlama-
zashvili et al., 2010), aunque los niveles sinápticos de estas subunidades en el HP no se hayan visto 
afectados por el aislamiento social a largo plazo, es posible especular que la disminución de los ni-
veles sinápticos de PSA-NCAM observada en el HP de las hembras degus aisladas podría aumentar 
la transmisión mediada por NR1/NR2B, lo que resultaría en un deterioro de la memoria del condicio-
namiento del miedo al contexto. 

El aislamiento social a largo plazo y su relación con los cambios en el volumen hipocampal 

En el presente estudio se analizó el volumen total del HP en hembras degus y no se observó 
que estuviera afectado signifi cativamente por el aislamiento social a largo plazo. No obstante, un 
análisis detallado de las distintas áreas hipocampales indicó que se producía una reducción signi-
fi cativa en el volumen de la región CA1, pero no de la región CA3 del HP. Teniendo en cuenta que 
la integridad y el funcionamiento de la región CA1 del HP es crítica para la memoria contextual 
(Hunsaker & Kesner, 2008; Hunsaker, Tran, & Kesner, 2009), consideramos que la atrofi a de CA1 
observada en el HP de las hembras degus aisladas podría estar relacionada con el deterioro de la 
memoria del miedo condicionado al contexto mostrado por estos animales. Aunque existe en la 
literatura una amplia información que indica que la exposición crónica a situaciones estresantes 
puede inducir cambios morfológicos en la arborización dendrítica y en las espinas de neuronas 
en el HP de animales macho (Uno, Tarara, Else, Suleman, & Sapolsky, 1989; Vyas, Mitra, Shankara-
narayana Rao, & Chattarji, 2002), pocos estudios se han centrado en el análisis de los efectos del 
aislamiento en la morfología del HP u otras estructuras neurales de hembras. Por otro lado, cuan-
do se ha contrastado el efecto entre ambos géneros se ha observado que el estrés crónico induce 
alteraciones en la morfología cerebral de ratas macho, pero no en hembras (Lin et al., 2008) (para 
revisión, ver McLaughlin, Baran, & Conrad, 2009). Además, se ha descrito que el estrés crónico no 
induce pérdida neuronal en ratones hembra (Takuma et al., 2012). Por lo tanto, la retracción en la 
región de CA1 observada en el presente estudio probablemente se deba a una atrofi a dendrítica 
de las neuronas piramidales y/o a pérdida de la glía. Existe un estudio en el que se observó que las 
ratas criadas en aislamiento después del destete mostraron cambios neuroanatómicos en el HP de 
ratas hembra similares a los mostrados en el presente trabajo aunque, sin embargo, los animales 
machos mostraron un HP total menor, con reducción del volumen en el GD y CA2/CA3 (Fabricius, 
Helboe, Steiniger-Brach, Fink-Jensen, & Pakkenberg, 2010). Nuestros resultados actuales indican, 
por primera vez, que el aislamiento social a largo plazo en hembras adultas induce una reducción 
de la región CA1 del HP. 
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El aislamiento social crónico provoca un descenso en la ganancia de peso corporal y granu-
locitopenia, sin alterar los niveles de cortisol plasmático, ni del peso de las glándulas suprarrenales. 

En este estudio observamos una reducción signifi cativa en el aumento de peso corporal 
después del aislamiento social a largo plazo. Convencionalmente, una disminución en la ganancia 
del peso corporal se considera un marcador fi siológico de estrés psicosocial crónico, y se ha obser-
vado que ocurre en diferentes situaciones estresantes (Armario, Restrepo, Castellanos, & Balasch, 
1985; Sachser & Lick, 1989). Sin embargo, en relación a la ganancia de peso corporal después del 
aislamiento social, los resultados son controvertidos porque se ha indicado que pueden variar en 
función de la especie, del género y del tiempo de aislamiento. De esta manera, algunos grupos de 
investigación han observado una reducción en la ganancia de peso corporal en ratas macho (Pere-
lló, Chacon, Cardinali, Esquifi no, & Spinedi, 2006), mientras que otros estudios no han encontrado 
alteraciones del peso en ratas y cobayas (Hull, Rosselli, & Langan, 1973; Pérez et al., 1997) o, incluso, 
han descrito un incremento de peso en ratones (Martin & Brown, 2010) y hámsters (Castro & Matt, 
1997). 

Aunque la ganancia de peso corporal se redujo en las hembras degus aisladas a largo plazo, 
el peso de las glándulas adrenales y de los niveles plasmáticos de cortisol en estos animales fueron 
similares a los que mostraron los animales que vivían en grupo. A este respecto, en los roedores se 
han observado cambios inconsistentes en cuanto a la concentración plasmática de los glucocorti-
coides después de un aislamiento social crónico en la edad adulta. Así, algunos estudios indicaron 
que los niveles plasmáticos de corticosterona se vieron incrementados en los animales aislados 
socialmente (Brain & Benton, 1979; Dronjak, Gavrilović, Filipović, & Radojcić, 2004; Ehlers, Kaneko, 
Owens, & Nemeroff , 1993), mientras que otros grupos encontraron que no se alteraban sus niveles 
(Grippo, Gerena, et al., 2007; Pournajafi -Nazarloo et al., 2011; Scaccianoce et al., 2006), o incluso 
se veían disminuidos (Djordjevic, Djordjevic, Adzic, & Radojcic, 2010). La inconsistencia entre estos 
resultados probablemente sea debida a las divergencias metodológicas existentes entre los dife-
rentes estudios, que presentan una variabilidad notable en la cepa, sexo, tiempo de aislamiento, 
así como la fase del ciclo circadiano en el que se obtienen las muestras. Cabe indicar que diversos 
laboratorios coinciden en señalar que la respuesta del eje HHA aumenta en animales aislados res-
pecto a animales estabulados en grupo (Baldwin, Wilcox, & Baylosis, 1995; Ehlers et al., 1993; Giralt 
& Armario, 1989).

Por otra parte, en nuestro estudio, el hemograma indicó que los animales aislados mostra-
ron una reducción en los niveles de granulocitos, en comparación con los animales agrupados. En 
un estudio previo (Wilson, Terosky, Stull, & Stricklin, 1999) se indicó que el aislamiento social duran-
te 4 o 18 semanas no alteraba, en plasma, el número de neutrófi los; los granulocitos más abundan-
tes y principales fagocitos que forman la primera barrera en la defensa celular contra la infección 
microbiana. Nuestros datos indican que la reducción en el número de granulocitos observada tras 
el aislamiento social podría suponer una reducción en la resistencia a infecciones bacterianas y fún-
gicas del cuerpo (Tunkel & Sepkowitz, 2002).
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Capítulo 2. El aislamiento social a corto y largo plazo en ratas macho WistarEn este segundo capítulo hemos estudiado los efectos a corto y largo plazo del aisla-
miento social en ratas Wistar viejas utilizando un diseño experimental multidisciplinar 
(fi siológico, comportamental, morfológico, electrofi siológico y molecular). 

A su vez, hemos investigado si la administración sistémica del FGL, un péptido mimético de 
NCAM, puede tener utilidad terapéutica para revertir los efectos que tiene el aislamiento social a 
largo plazo en el deterioro cognitivo.

El aislamiento social como situación de estrés

A lo largo de este segundo bloque hemos observado que los animales viejos aislados social-
mente, ya fuera durante un periodo de un mes o de tres meses, muestran diversos signos de haber 
estado sometidos a una situación estresante, destacando los siguientes puntos:

i) El aislamiento social, al igual que en las hembras degus, produjo un descenso en el peso 
corporal de los animales, un efecto que se observa frecuentemente en situaciones de estrés, y 
que ya indicó Selye en 1936 al describir el Síndrome General de Adaptación. Aunque los animales 
aislados socialmente durante tres meses presentaron una recuperación de su peso corporal, al 
fi nalizar el periodo de aislamiento no llegaron a alcanzar la misma ganancia de peso que los anima-
les control. Este resultado coincide con algunos estudios de investigación realizados en roedores 
que fueron sometidos a estrés crónico, tanto por aislamiento social como por otros tipos de estre-
sores (Chida, Sudo, & Kubo, 2005; Miklós & Kovács, 2012; Zelena et al., 2003). No obstante, cabe 
mencionar, como ya apuntamos en el capítulo anterior, que existe controversia respecto a tales 
resultados. En este sentido, además de los ya mencionados, otro ejemplo destacable es el trabajo 
realizado por Grippo y colaboradores. En este estudio no se encontraron diferencias signifi cativas 
en los pesos corporales de topillos de la pradera hembras sometidas a aislamiento social (Grippo, 
Trahanas, Zimmerman, Porges, & Carter, 2009). Sin embargo, es necesario remarcar que en este 
trabajo se emplearon hembras adultas de una especie diferente a las ratas, y con la peculiaridad de 
presentar además algunas diferencias respecto a nuestro modelo, como el hecho de que los topi-
llos tienen ciclos circadianos de actividad y tasa cardíaca poco defi nidos, lo cual supone diferencias 
interespecie importantes a tener en cuenta a la hora de comparar resultados. 

Es importante destacar que, dada la relación entre el metabolismo y la respuesta al estrés, 
las modulaciones en el estado metabólico debidas a las pérdidas de peso inducidas por el estrés 
crónico pueden representar un componente sustancial de la respuesta fi siológica a la exposición 
prolongada al estresor (Joseph-Bravo & de Gortari, 2014). Así, cabría esperar que la pérdida en el 
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peso corporal, y fi nalmente la menor ganancia de peso corporal, provocara un menor peso de las 
glándulas adrenales, y atenuara la expresión de CRH en el PVN, lo que reduciría la activación del 
eje HHS (Flak, Jankord, Solomon, Krause, & Herman, 2011). Sin embargo, hemos encontrado que 
el peso relativo de las glándulas suprarrenales (peso de las glándulas suprarrenales en relación al 
peso corporal) se ha visto incrementado en las ratas macho aisladas durante un largo periodo de 
tiempo, de manera similar a lo que se ha descrito en otros estudios con animales sometidos a estrés 
crónico (Gómez, Lahmame, de Kloet, & Armario, 1996; Rygula et al., 2005; Ulrich-Lai et al., 2006). 

ii) Al fi nalizar la octava semana de aislamiento, las ratas macho aisladas mostraron un in-
cremento en los valores matutinos de corticosterona en comparación con sus controles. Este in-
cremento se mantuvo hasta la última semana del aislamiento a largo plazo. Por tanto, nuestros 
resultados indican que los animales expuestos a un aislamiento social prolongado liberan mayor 
cantidad de glucocorticoides, posiblemente debido a una activación del eje HHS en respuesta al 
aislamiento social, que puede ser considerado una situación de estrés. A este respecto, y como ya 
indicamos en el capítulo anterior, existen resultados contradictorios en la literatura. Así, algunos 
autores han indicado que el aislamiento social produce una disminución en los niveles basales de 
costicosterona cuando aquél se prolonga trece semanas (Miachon, Rochet, Mathian, Barbagli, & 
Claustrat, 1993); otros no encuentran diferencias con una semana de aislamiento (Niesink & van 
Ree, 1983) y otros describen, incluso, un incremento en los niveles de esta hormona en ratones ais-
lados (Misslin, Herzog, Koch, & Ropartz, 1982; Miyashita et al., 2006). Este hecho puede ser debido 
a la multitud de variables a tener en cuenta en cada estudio, entre las que cabe destacar la especie, 
el género y la duración del periodo de aislamiento. 

Junto al incremento en los niveles matutinos de corticosterona plasmática observado en 
los animales aislados, también debemos tener en cuenta que se produjo un incremento del peso 
relativo de las glándulas suprarrenales lo cual es indicativo de un incremento en la actividad del eje 
HHS y posiblemente del SMA. El incremento en la actividad del eje HHS fue gradual, estando los 
niveles plasmáticos de corticosterona signifi cativamente elevados en los animales aislados desde 
la octava semana de aislamiento. Además, como discutiremos más adelante, es importante señalar 
que en las dos primeras semanas también se observó un incremento en la actividad locomotora 
durante su periodo de menor actividad y una desregulación de la actividad cardiaca a lo largo de la 
fase diurna, lo cual hace suponer que el aislamiento social produce una alteración progresiva del 
funcionamiento del SNS-HHS. 

iii) Las ratas aisladas mostraron un menor porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del 
laberinto en cruz elevado, lo cual es indicativo de un mayor estado ansiogénico. Este hecho ha 
sido descrito de manera similar por otros autores (Serra, Pisu, Floris, & Biggio, 2005) y también en 
nuestro laboratorio (Cruces, Venero, Pereda-Pérez, & De la Fuente, 2014), aunque existe un trabajo 
en donde se ha descrito el efecto opuesto que ha sido interpretado como una mayor curiosidad y 
actividad exploratoria en los animales (Thorsell, Slawecki, El Khoury, Mathe, & Ehlers, 2006). 
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En el experimento de radiotelemetría el aumento en los índices de ansiedad en los animales 
aislados no fue signifi cativo, pero se constató que la tasa cardíaca se vio afectada como conse-
cuencia del aislamiento. Las ratas controles presentaron una mayor tasa cardíaca respecto a las 
aisladas. Los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado son una región en donde los animales 
suelen presentar un aumento en su estado ansiogénico. Así, al acercarse a los brazos abiertos, los 
animales desarrollan comportamientos de evaluación del riesgo, y se ha descrito que los niveles 
plasmáticos de corticosterona correlacionan con dicha conducta (Rodgers et al., 1999). Además, 
se ha observado que si los animales son confi nados en los brazos abiertos del laberinto en cruz se 
produce un mayor incremento en los niveles plasmáticos de corticosterona en comparación con 
animales confi nados en los brazos cerrados (Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985). Así pues, es de 
esperar que los animales que permanecen más tiempo expuestos en la zona de los brazos abier-
tos muestren una mayor frecuencia cardíaca (Grippo, Lamb, Carter, & Porges, 2007). Además, la 
actividad total de las ratas aisladas resultó ser signifi cativamente más alta en comparación con la 
del grupo control. Estos resultados van en consonancia con lo descrito por otros grupos de inves-
tigación que observaron un aumento en la actividad locomotora en la prueba de campo abierto en 
animales aislados (Gentsch, Lichtsteiner, Frischknecht, Feer, & Siegfried, 1988; Ishikawa, Ogawa, 
Owada, & Ishikawa, 2014). 

Iv) El aislamiento social favoreció que los animales mostraran una mayor conducta de tipo 
depresiva en la prueba de natación forzada; que fue desarrollada en 1978 por Porsolt y colaborado-
res. Utilizando la telemetría, hemos comprobado que durante la prueba de Porsolt se produce una 
actividad cardíaca elevada que puede ser debida tanto a la actividad física asociada a la natación, 
como a la situación altamente estresante que supone para el animal nadar y no encontrar escapa-
toria. Este hecho se ha visto refl ejado en los valores elevados de la tasa cardíaca tanto el primer día 
de la prueba como el segundo, lo cual puede ser motivo para que no se hayan observado diferen-
cias signifi cativas en la tasa cardiaca entre los animales controles y los aislados. Sin embargo, cuan-
do se estudiaron los niveles de actividad física durante el primer día de la prueba, sí se observaron 
diferencias signifi cativas entre ambos grupos en el primer minuto de la misma. El primer día, las 
ratas controles manifestaron una alta capacidad de lucha y mayor comportamiento para tratar de 
escapar del recipiente cilíndrico con agua al comienzo de la prueba, en comparación con las ratas 
aisladas. Durante el segundo día, los comportamientos de lucha y escape se vieron atenuados, sin 
observarse diferencias signifi cativas entre ambos grupos. 

En conjunto, los resultados fi siológicos obtenidos por telemetría, junto con los estudios 
comportamentales, apuntan a que hay un aprendizaje de la prueba tras la primera exposición al 
test. Son varios los autores que han defendido la validez conductual de la primera sesión de expo-
sición al recipiente cilíndrico con agua, pero no de la segunda, dado que tras la primera sesión los 
animales aprenden que no hay escapatoria. Como consecuencia, cuando los animales son expues-
tos a la segunda sesión, ya ha habido un aprendizaje de la situación experimentada en la primera 
sesión y, por tanto, luchan menos por escapar del recipiente cilíndrico (Borsini & Meli, 1988; De 
Pablo, Parra, Segovia, & Guillamón, 1989; West, 1990). Por tanto, el hecho de que durante el primer 
día de la prueba de Porsolt los animales aislados socialmente durante un mes presentasen una me-
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nor actividad y un mayor tiempo de inmovilización es indicativo de que el aislamiento social induce 
un comportamiento de tipo depresivo. Nuestros resultados están en consonancia con lo descrito 
por otros autores que indicaron que después de un corto y/o largo periodo de aislamiento social 
se produce un mayor comportamiento de tipo depresivo en los animales (Bourke & Neigh, 2011; 
Martin & Brown, 2010; Mathews, Wilton, Styles, & McCormick, 2008; Parmigiani, Palanza, Rogers, 
& Ferrari, 1999; Yates, Panksepp, Ikemoto, Nelson, & Conner, 1991).

Por otra parte, en nuestro estudio observamos que la temperatura corporal en la primera 
y segunda sesión del test de Porsolt fue signifi cativamente inferior en las ratas aisladas en com-
paración con las controles. Cabe señalar que en este resultado puede haber infl uido que existen 
diferencias de peso corporal entre ambos grupos de animales. Posiblemente la pérdida de peso y, 
por tanto, de grasa corporal en los animales aislados haya podido reducir su aislamiento térmico 
(Young, 1976), favoreciendo que hubiera una mayor pérdida de calor durante la ejecución de esta 
prueba.

Tasa cardíaca y ciclo circadiano: Activación simpática en el aislamiento social a corto plazo

En nuestro estudio hemos observado que, a partir de la primera semana de aislamiento, 
el grupo de ratas aisladas mostró una tasa cardíaca superior a la del grupo de animales controles 
durante la fase de luz, manteniéndose esta diferencia en la segunda semana del aislamiento. En la 
literatura no hemos encontrado ningún estudio que haya estudiado los efectos cardiovasculares 
del aislamiento social en ratas viejas.  No obstante, los análisis realizados en el presente estudio 
han puesto de manifi esto resultados similares a los mostrados por otros trabajos de investigación 
previos en otras especies animales, según los cuales, el aislamiento social produce cambios cardio-
vasculares similares a los que se observan en situaciones de estrés crónico moderado (con aumen-
to de tasa cardíaca, y descenso de HRV). Así, el aislamiento social da lugar a alteraciones en el sis-
tema autónomo, incluyendo disfunciones cardíacas, y en el estado de ánimo (Grippo et al., 2009). 
Cabe señalar que un estudio previo (Grippo, Beltz, & Johnson, 2003) indicó que un grupo de ratas 
sometidas a un estrés crónico moderado durante cuatro semanas mostró anhedonia, reducción de 
la actividad locomotora y, al igual que lo que hemos observado en nuestros animales aislados, ele-
vación de la tasa cardíaca y reducción de su variabilidad. Aunque en este trabajo mostraron que en 
las 4 semanas posteriores de recuperación del estrés la anhedonia y la actividad locomotora revir-
tieron a los niveles normales, los cambios cardiovasculares siguieron siendo patentes durante este 
tiempo. El incremento en la actividad cardiaca y la reducción en la variabilidad de la tasa cardiaca 
que hemos observado en las ratas aisladas podría refl ejar una activación simpática (para revisión 
ver Stein & Kleiger, 1999). Se ha descrito que en el envejecimiento la actividad simpática aumenta 
en distintos órganos, incluido el corazón (Esler et al., 1995; Seals & Esler, 2000) y que un incremen-
to en dicha actividad está relacionado con diversas alteraciones cardiovasculares cuya incidencia 
aumenta con la edad como el fallo cardiaco o la arritmia ventricular (Esler & Kaye, 2000). Por tanto, 
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nuestros datos sugieren que el aislamiento social en el envejecimiento produce un incremento en 
la actividad simpática que podría dar lugar a alteraciones cardiovasculares asociadas a la edad. 

En nuestro estudio hemos observado que, a lo largo de todo el periodo de aislamiento so-
cial, la actividad locomotora de las ratas en sus jaulas de estabulación fue similar en el grupo aislado 
y control durante la fase oscura. Sin embargo, durante la fase de luz observamos un aumento pro-
gresivo de la actividad total de las ratas aisladas con respecto a las ratas controles, siendo signifi ca-
tiva esta diferencia durante las tres primeras semanas de aislamiento. La mayor actividad física de 
las ratas aisladas durante la fase de luz puede deberse a un aumento de trastornos asociados al es-
trés como la ansiedad o la alteración en los patrones circadianos de actividad y sueño (Grippo, Wu, 
Hassan, & Carter, 2008). A este respecto, en la literatura existen varios trabajos que indican que 
el estrés crónico produce un mayor comportamiento de tipo ansioso y depresivo, alteraciones en 
el ritmo circadiano, así como defi ciencias cognitivas (Aslani et al., 2014; para revisión ver McEwen, 
2012).

Por el contrario, la temperatura corporal mostró únicamente diferencias signifi cativas du-
rante la primera semana de aislamiento en la fase diurna, aunque se mantuvo inalterable en el resto 
de las semanas de aislamiento, tanto en la fase de luz, como de oscuridad. A priori, el aumento de la 
temperatura corporal de las ratas aisladas podría explicarse como signo de la activación simpática 
producida por el estrés que supone el aislamiento social (Nijsen et al., 1998). 

En conjunto, las alteraciones cardiovasculares, de temperatura corporal y de actividad física 
apuntan a que el aislamiento social produce una activación simpática general que puede haber con-
tribuido a la menor ganancia de peso corporal observada en los animales aislados. En un estudio 
realizado por Flak y colaboradores (2011), se observó que en roedores sometidos a estrés crónico 
variable se produce una activación del SNS y del HHS, cuya consecuencia fi nal es la liberación de 
glucosa desde los almacenes de energía, lo que puede afectar el equilibrio energético. Como indi-
camos en la introducción, los cambios metabólicos activan el eje HHS y el SNS y, sumado a ello, en 
las respuestas conductuales al estrés, se incrementa la probabilidad de producirse un desequilibrio 
en la variabilidad de la tasa cardiaca hacia la activación simpática. Según Flak y cols. (2011), una 
menor ganancia de peso corporal ayuda a contrarrestar un efecto cardiovascular más severo del 
estrés. 

El aislamiento social produce un défi cit en las capacidades de aprendizaje espa-cial 

Los resultados obtenidos en el laberinto acuático de Morris mostraron que el grupo de ani-
males aislados presentaban un défi cit en las capacidades de aprendizaje espacial de referencia. Hoy 
en día existe un gran consenso en la literatura al considerar que el estrés es un potente modulador 
de la función cognitiva y, más concretamente, de los procesos de aprendizaje y memoria (Conrad, 
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2010). Diversos estudios de experimentación animal han puesto de manifi esto que cuando el aisla-
miento social se produce en el periodo postnatal induce cambios psicopatológicos en los roedores 
(Heim & Nemeroff , 1999). Además, apoyando nuestros resultados, se ha visto que las alteraciones 
cognitivas observadas en animales tras la exposición a situaciones de estrés crónico incluyen, entre 
otras, un défi cit en las capacidades de aprendizaje y memoria espacial (Sandi, Venero, & Cordero, 
2001). Por otra parte, nuestros resultados coinciden con los del primer estudio que encontramos al 
comienzo del proceso de documentación al inicio de esta Tesis, en el que se investigó el efecto del 
aislamiento social durante la vejez en las capacidades de aprendizaje y memoria espacial (Arranz, 
Giménez-Llort, De Castro, Baeza, & De la Fuente, 2009), si bien este estudio fue realizado en rato-
nes hembra. 

El aislamiento social induce cambios en el volumen hipocampal 

El HP es una de las principales estructuras cerebrales diana del estrés y los glucocorticoides, 
pudiendo verse afectada no solo su estructura, sino también su función. En nuestro estudio, el aná-
lisis volumétrico de la capa oriens de CA1 reveló que los grupos de animales aislados socialmente, 
tanto a corto como largo plazo, mostraban un menor volumen en esta región en comparación con 
los animales controles. Existen diversos trabajos de investigación en la literatura en los que se ha 
descrito que la exposición crónica a situaciones de estrés produce alteraciones en el volumen de 
distintas áreas del HP (para revisión ver Kim, Pellman, & Kim, 2015; Sousa, Lukoyanov, Madeira, 
Almeida, & Paula-Barbosa, 2000; Watanabe, Gould, & McEwen, 1992). Asimismo, se ha estudiado 
que el aislamiento social durante 15 semanas tras el destete produce una disminución en el número 
de células del GD y de las áreas CA2/3 en el HP (Fabricius et al., 2010). Otros estudios en roedores 
han indicado que la exposición crónica a una situación de estrés también provoca la pérdida de 
neuronas en CA3 y en el GD del HP (McEwen, 1999). Más aún, en nuestro laboratorio se ha descrito 
que, en ratas, el estrés crónico impredecible durante la edad adulta reduce el número de células 
granulares en el GD del HP cuando los animales son viejos (Borcel et al., 2008).

Los resultados mostrados en el presente capítulo van en consonancia con lo publicado por 
nuestro laboratorio en el año 2013 en hembras degus y que ya indicamos en el primer capítulo. 
Este hecho es importante teniendo en cuenta que el correcto funcionamiento de CA1 es necesario 
para la recuperación de recuerdos contextuales (Hunsaker & Kesner, 2008; Hunsaker et al., 2009), 
si bien la capacidad de aprendizaje y memoria espacial depende de la función de toda la estruc-
tura hipocampal en su totalidad (Moser, Moser, & Andersen, 1994). Recientemente Fabricius y 
colaboradores describieron que en las ratas criadas en aislamiento social después del destete se 
producen cambios neuroanatómicos similares a los obtenidos en el presente estudio, y destacados 
anteriormente. Sin embargo, en aquél, aunque los animales macho aislados en comparación a los 
correspondientes controles mostraron un descenso en el volumen hipocampal con cambios signifi -
cativos en la región de CA3, los cambios signifi cativos en la región de CA1 se observaron en las ratas 
hembra (Fabricius et al., 2010). 
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Por todo esto, la hipótesis de la hiperactivación del eje HHS, que hemos propuesto en el apar-
tado anterior, podría explicar, al menos en parte, la disminución del volumen de áreas cerebrales 
concretas que tienen una alta concentración de receptores para los glucocorticoides como el hi-
pocampo, en donde los glucocorticoides ejercen acciones críticas sobre la morfología y la supervi-
vencia neuronal (McEwen & Gianaros, 2010), lo cual permitiría entender los efectos morfológicos 
mostrados en este estudio. 

Análisis de la densidad de espinas en neuronas granulares del GD y piramidales de CA1 tras el aislamiento social a corto y largo plazo

Los efectos observados en los grupos de aislamiento social durante la vejez en relación a la 
densidad de espinas dendríticas de las neuronas del GD indican que se produce una disminución en 
la densidad de aquéllas a lo largo del árbol dendrítico que proyecta hacia la capa molecular, tanto en 
la región proximal como distal. Por otra parte, los cambios producidos en la densidad de espinas en 
las dendritas de la capa oriens de CA1 parecen ser persistentes únicamente en los animales aislados 
durante un largo periodo de tiempo. En la literatura, únicamente hemos encontrado dos trabajos que, 
coincidiendo con nuestros resultados, muestran un descenso en la densidad de espinas dendríticas en 
la región de CA1 en animales aislados bien cuando eran jóvenes (Moser, Trommald, Egeland, & Ander-
sen, 1997) o después del destete (Silva-Gómez, Rojas, Juárez, & Flores, 2003). Estos hechos apoyan la 
idea de la existencia de un défi cit en la plasticidad sináptica observada y, a su vez, de un défi cit funcio-
nal, como el deterioro cognitivo mostrado por los animales aislados en las pruebas de aprendizaje y 
memoria realizadas durante la prueba del laberinto acuático.  

Como mencionamos anteriormente, la menor densidad de espinas, tanto en la región proxi-
mal como distal del árbol dendrítico de las neuronas granulares del GD, podría suponer una alteración 
en la entrada de información al HP desde la CE, así como del paso de la misma hacia las células pira-
midales del área CA3 del HP, que terminan en el stratum oriens de CA1 (Szirmai, Buzsáki, & Kamondi, 
2012). A su vez, el descenso en la densidad de espinas de las dendritas de las neuronas de CA1 en 
los animales aislados a largo plazo puede inducir a suponer que las proyecciones del HP a la región 
entorrinal se encuentren afectadas o que la información que llega es menos precisa y, por tanto, la 
información relativa al aprendizaje y la memoria no pueda ser procesada de manera correcta según lo 
refl ejado en la prueba del laberinto acuático de Morris.

En concreto, numerosos estudios han demostrado la relación que existe entre el estrés cró-
nico y la retracción dendrítica (Bartesaghi, Raffi  , & Ciani, 2006; Bartesaghi, Severi, & Guidi, 2003; 
Kassem et al., 2013; Lucassen et al., 2014; Uno et al., 1989; Vyas et al., 2002). Por tanto, el declive en 
la capacidades cognitivas y la disminución del volumen de la capa oriens de CA1 observado en nues-
tros animales aislados podría guardar relación con alteraciones en la morfología neural (tanto en 
número de espinas, como en la ramifi cación del árbol dendrítico) y/o pérdida de la glía, dado que, 
tradicionalmente se ha asumido que el défi cit cognitivo que produce la exposición crónica a situa-
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ciones de estrés está relacionado con alteraciones morfológicas. Sin embargo, hay otros trabajos 
que han hallado resultados contradictorios al respecto (Conrad, LeDoux, Magariños, & McEwen, 
1999; Conrad, 2006; Luine, Villegas, Martinez, & McEwen, 1994; Pawlak et al., 2005); ello nos aporta 
nuevas consideraciones que apoyarían los resultados obtenidos en nuestra investigación, es decir, 
el comportamiento de tipo ansioso observado en los animales podría ir en consonancia con la mo-
difi cación dendrítica parcial o total de las neuronas del HP. 

Por tanto, y a modo de resumen, destacamos que en el aislamiento social a corto plazo se 
produce un descenso en la densidad de espinas de la región del GD, pero no en CA1. Sin embargo, 
con el trascurso del tiempo en aislamiento social, la disminución en la densidad de las espinas se ve 
agravada hasta llegar a afectar también a las dendritas basales de las neuronas piramidales de CA1.

Por todo lo expuesto anteriormente, podríamos argumentar que la disminución en el vo-
lumen de la capa oriens de CA1 del HP que induce el aislamiento social haya podido ser debida, al 
menos en parte, a una atrofi a signifi cativa de las dendritas de las neuronas piramidales, además 
de una disminución en la densidad de sus espinas. Si esto fuera así, una menor arborización y/o 
densidad de las espinas dendríticas implicaría una menor capacidad del HP para enviar información 
neocortical alterando el balance excitatorio/inhibitorio de todo el circuito intrahipocampal (Ahmed 
& Mehta, 2009). 

Efectos del aislamiento social sobre la plasticidad hipocampal 

Los estudios electrofi siológicos de nuestro trabajo indicaron que, tanto en la región de CA1 
como del GD del HP, la potenciación fue más débil en el grupo de ratas aisladas a largo plazo en 
comparación con los controles. Por el contrario, en el grupo de ratas aisladas a corto plazo, la po-
tenciación se mantuvo sin diferencias relevantes respecto a los del grupo control. 

Aunque no hemos encontrado ningún trabajo en el que relacionen el aislamiento social y la 
plasticidad en la vejez, en la literatura específi ca destacamos una investigación (Bartesaghi et al., 
2006) en la que se estudiaron, en cobayas, los efectos del aislamiento en la edad temprana sobre 
el procesamiento de la señal a lo largo del sistema de la CE-GD-CA3-CA1; un circuito que resulta 
importante para la formación de la memoria. En dicha investigación que mencionamos, a los 6-7 
días de edad, cobayas machos y hembras fueron distribuidos en dos grupos; animales agrupados y 
aislados socialmente. A los 90-100 días de edad se hicieron los registros electrofi siológicos, y el aná-
lisis de la función de entrada-salida del potencial postsináptico excitatorio poblacional en las dife-
rentes estructuras cerebrales mostró que en los machos aislados tuvieron una pequeña reducción 
en la función de entrada-salida del potencial postsináptico excitatorio poblacional, así como en los 
potenciales evocados en la capa II de la CE. Sin embargo, en su estudio no encontraron cambios 
electrofi siológicos en la CE de las hembras aisladas. El análisis de la función de entrada-salida en los 
potenciales postsinápticos excitatorios y en los potenciales evocados de la población de neuronas 
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del GD, CA3 y CA1 se redujo tanto en los machos como en las hembras aisladas, si bien el efecto fue 
mayor en machos. Este trabajo proporciona evidencias de que el mal funcionamiento de la red del 
HP puede ser la base de los défi cits de aprendizaje inducidos por un entorno de aislamiento duran-
te la vida temprana (Bartesaghi et al., 2006). 

Por otra parte, en nuestro trabajo mostramos por primera vez que el aislamiento social en 
la vejez resulta ser también una fase crítica en la que el circuito GD-CA1 se ve fuertemente infl uen-
ciado no solo por el aislamiento per se, sino por la temporalidad que tenga éste sobre el organismo. 
Esto es así porque nuestros resultados ponen de manifi esto que la progresión en el deterioro de 
la plasticidad en el HP se produce inicialmente con una tendencia, aunque no signifi cativa, en la 
región de CA1 (aislamiento a corto plazo), para terminar afectando también a la región del GD tras 
un largo periodo de aislamiento.

Es posible que este avance en el deterioro de ciertas regiones del HP pueda ser explicado 
porque los efectos causados por el tipo y duración del estrés probablemente difi eran de unas áreas 
cerebrales a otras. Por ejemplo, en CA1 se ha observado que bajo condiciones de estrés, tanto 
predecible como impredecible, la LTP se ve reducida (Joëls & Krugers, 2007), mostrando ser un 
área especialmente vulnerable a sufrir mayores cambios electrofi siológicos que otras regiones. 
Además, en la línea de nuestros resultados, esta reducción en la LTP guarda una estrecha relación 
con el aumento de la corticosterona mostrada en los animales, resultando ser los GCs modula-
dores de la plasticidad de CA1 y del GD (Sharvit, Segal, Kehat, Stork, & Richter-Levin, 2015). Más 
aún, Kavushansky y colaboradores han demostrado que la activación de la amígdala basolateral 
es la responsable de reducir los niveles de LTP en CA1 bajo condiciones de estrés (Kavushansky, 
Vouimba, Cohen, & Richter-Levin, 2006). En conjunto, los resultados publicados en la bibliografía 
en relación a los efectos de los GCS y el estrés pueden ayudar a explicar que el grupo de animales 
aislados socialmente a corto plazo muestre una tendencia  a una disminución de la LTP en CA1, y 
que cuando las condiciones de aislamiento social se prolongan, el deterioro de la plasticidad del 
sistema se haga evidente tanto en CA1 como en DG, tal y como hemos observado en los animales 
aislados socialmente a largo plazo.  

De acuerdo con los datos obtenidos en la densidad de espinas dendríticas y en relación con 
los resultados mostrados en la plasticidad sináptica, se podría especular que la transmisión y/o los 
contactos en la entrada de información comienzan a verse  afectados, en primera instancia, tras un 
corto periodo de aislamiento. Esta variación inicial no sería sufi ciente para producir efectos signi-
fi cativos en la memoria espacial, para la cual mantener la capacidad de inducción de la LTP en CA1 
parece ser más crucial que en el GD (Okada et al., 2003).

De la misma forma, en los animales aislados durante un largo periodo de tiempo, las áreas 
de CA1 y del GD se encuentran afectadas de manera más severa tanto en la densidad de espinas 
de sus neuronas, como en la inducción de la LTP, refl ejando una reducción de la función sináptica 
del sistema GD-CA1 que puede estar relacionada con el défi cit de memoria espacial que muestran 
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estos animales. Esta suposición se basa en que, como hemos indicado, las neuronas piramidales 
de la región de CA1 constituyen una red de interconexiones en ambos sentidos, que involucra no 
sólo a conexiones axonales, sino también interneuronales, que conectan con la CE, así como con 
amplias regiones de la corteza prefrontal, jugando un papel fundamental en el balance excitatorio/
inhibitorio (Admed y Mehta, 2009). Además, es importante destacar que tanto la región dorsal de 
CA1 como el subiculum están involucrados en el procesamiento de la información espacial y la me-
moria (McNaughton et al., 1996; Morris, Schenk, Tweedie, & Jarrard, 1990; O’Mara, Sanchez-Vives, 
Brotons-Mas, & O’Hare, 2009; Shansky & Morrison, 2009). Por tanto, es razonable postular que las 
alteraciones en la plasticidad sináptica en ambas regiones del circuito del HP encontradas en los 
animales aislados a largo plazo contribuyan a los défi cits de la memoria espacial observados, de 
manera similar a como se ha descrito que ocurre tras la exposición a una situación de estrés (Fa et 
al., 2014; Joëls & Krugers, 2007).

En resumen, los animales aislados a largo plazo muestran un défi cit de memoria espacial, 
dependiente del HP, que puede ser el resultado de alteraciones concurrentes en la LTP tanto de la 
entrada de información, como de la salida por CA1 (Macdougall & Howland, 2013).

El sistema del factor de crecimiento de fi broblasto (FGF), moléculas de adhesión y receptores sinápticos: su regulación en el aislamiento social 

En el presente estudio hemos observado que tras un mes de aislamiento social se produce 
un incremento en los niveles de FGF2 en el HP que es transitorio, pues al cabo de tres meses de ais-
lamiento los niveles hipocampales de FGF2 son similares a los mostrados por los animales que viven 
en grupo. Se ha sugerido que la familia de los FGF juega un papel neuromodulador durante la vida 
de un organismo y hace frente a los cambios del medio (Joly, Pernet, Chemtob, Di Polo, & Lacha-
pelle, 2007; Powell & Abraham, 1993; Schaff er & Gage, 2004). Además, los factores de crecimiento 
son modulados por el estrés y están implicados en procesos de aprendizaje, resultando ser buenos 
candidatos para mediar los procesos de atrofi a dendrítica inducidos por estrés. Así se ha observado 
que, en ratas adultas, la exposición a una situación de estrés agudo induce una regulación al alza de 
los niveles de FGF2 en el HP y otras estructuras cerebrales (Bland et al., 2007), probablemente para 
tratar de prevenir o paliar los efectos perjudiciales del estrés en la morfología neuronal. En contra-
posición con lo que hemos observado en nuestro estudio, en la literatura se ha descrito que, en 
los casos en los que la situación de estrés se prolonga durante varios días, se produce un descenso 
en los niveles de FGF2 en el HP y la corteza prefrontal (Fumagalli, Di Pasquale, Caffi  no, Racagni, & 
Riva, 2008; Turner, Gula, Taylor, Watson, & Akil, 2008). Estos efectos también se han encontrado 
en cerebros post mortem de sujetos con DM, así como en modelos animales que muestran un com-
portamiento de tipo depresivo (Kollack-Walker et al., 1997; Kollack-Walker et al, 1999).

 En la actualidad apenas existen estudios de investigación en los que se haya estudiado el 
efecto de la modulación del FGF2 en situaciones de estrés prolongado. Uno de estos ejemplos lo 
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encontramos en el trabajo de Kuroda y McEwen en el que describieron que, tras someter a ratas a 
un estrés crónico por inmovilización durante tres semanas, se producía una atrofia de las dendritas 
apicales de la región CA3 del HP que podía ser bloqueado mediante la administración de tianeptina; 
un fármaco antidepresivo. En este estudio, comprobaron que el estrés crónico no indujo cambios 
en la expresión hipocampal de varios factores neurotrófi cos tales como factor neurotrófi co deriva-
do del cerebro (BDNF), neurotrofi na-3 la (NT-3) y el FGF2 (Kuroda & McEwen, 1998). Por tanto, el 
presente estudio es el primero en describir que el aislamiento social durante un mes aumenta signi-
fi cativamente los niveles hipocampales de FGF2. Es posible que dicho aumento no sea generalizado 
y solo se produzca en regiones específi cas del HP. 

Además del incremento transitorio en los niveles de FGF2 en el hipocampo, cabía la posibi-
lidad de que otros componentes asociados al sistema del FGF2, como alguno de sus receptores, 
pudieran estar afectados por el aislamiento social. Así pues, decidimos centrarnos en el estudio del 
FGFR1 dado que juega un papel muy importante en la LTP y en la memoria espacial (Knafo et al., 
2012; Zhao et al., 2007). Observamos que, en comparación con el grupo control, los niveles hipo-
campales de FGFR1 estaban elevados en el grupo de animales aislados a largo plazo, pero no en el 
grupo aislado durante un mes.  

Como hemos visto hasta ahora, el impacto del estrés sobre la expresión de FGF2 parece ser 
dinámico en el marco de una ventana temporal concreta. En general, las moléculas neuroprotecto-
ras como el FGF2 son inducidas por el estrés a corto plazo o por la exposición a los glucocorticoides 
(Chadi et al., 1993), posiblemente para amortiguar el posible impacto negativo de la exposición a 
niveles elevados de estas hormonas (Molteni et al., 2001). De esta forma, el FGF2 podría desempe-
ñar un papel importante para hacer frente al estrés agudo protegiendo a las neuronas de daños 
excitotóxicos, metabólicos y oxidativos (Marcos et al., 1997). Sin embargo, varios autores han des-
crito que con el estrés repetido, o sostenido, esta inducción no es constante, y la expresión de FGF2 
y sus receptores se reduce de manera signifi cativa; (Fumagalli, Bedogni, Slotkin, Racagni, & Riva, 
2005; Turner, Calvo, Frost, Akil, & Watson, 2008; Turner, Watson, & Akil, 2012), probablemente con-
tribuyendo a las alteraciones comportamentales y cognitivas que puede producir el estrés crónico.

De esta manera, lo que proponemos en esta tesis es que, después de un mes de aislamiento, 
el incremento en los niveles hipocampales de FGF2 puede ayudar a evitar las alteraciones conduc-
tuales que produce el aislamiento social; pero que, sin embargo, cuando la exposición se prolon-
ga durante un periodo de tiempo más largo, los niveles de FGF2 vuelven a los mostrados por los 
controles, probablemente como consecuencia del incremento de la corticosterona plasmática. De 
manera paralela, los FGFR1 se regulan al alza en el hipocampo tras 3 meses de aislamiento, lo cual 
puede ser un intento de compensación del sistema del FGF, aunque resulte insufi ciente para evitar 
las alteraciones en el comportamiento de tipo ansioso y depresivo, así como el défi cit de memoria 
espacial que hemos observado en estos animales. 
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Es importante destacar el papel que puede desempeñar el FGFR1, dado que investigaciones 
recientes han demostrado el papel crítico de este receptor en la función hipocampal como modula-
dor, por ejemplo, de la consolidación de la memoria o la LTP en un modelo de aprendizaje y memo-
ria cuando interacciona con otro tipo de moléculas específi cas como PSA-NCAM (Zhao et al., 2007).

Siguiendo esta línea, a partir de diversos experimentos previos sugerimos que el aislamien-
to social en ratas Wistar podría afectar a ciertas moléculas como NCAM y PSA-NCAM, que partici-
pan en la plasticidad sináptica del HP y en los procesos de aprendizaje y memoria (Conboy, Bisaz, 
Markram, & Sandi, 2010; Schachner, 1997). En este estudio, al igual que el realizado en hembras de-
gus (Pereda-Pérez et al., 2013), hemos observado que el aislamiento social a largo plazo disminuye 
los niveles de PSA-NCAM en el HP. Este efecto, de la misma forma que destacamos en el capítulo 
anterior, no se puede atribuir a una reducción en los niveles de ninguna de las tres isoformas princi-
pales de NCAM. Sin embargo,  una reducción en los niveles de PSA-NCAM puede estar relacionada 
con un deterioro de la LTP (Dityatev et al., 2004; Senkov et al., 2006) y de memoria, dado que PSA-
NCAM juega un papel crítico en la consolidación de la memoria en distintas pruebas cognitivas (Fo-
ley et al., 2003; Knafo et al., 2005; Lopez-Fernandez et al., 2007; Sandi et al., 2003; Seymour, Foley, 
Murphy, & Regan, 2008; Venero et al., 2006).

Además, las propiedades de adhesión de PSA-NCAM y su capacidad para interactuar con 
otros receptores de factores de crecimiento como el FGFR1, proporciona a esta molécula carac-
terísticas especiales para promover la actividad dependiente de la plasticidad sináptica; es decir, 
la formación de sinapsis, así como su selección y eliminación (Dityatev et al., 2000; Dityatev et al., 
2004).

En conjunto, estos hechos indican que, probablemente, el FGF2, el FGFR1 y el PSA-NCAM 
sean tres de los sustratos moleculares implicados en las alteraciones neurales y el deterioro cog-
nitivo inducido por el aislamiento social. De tal forma que, a pesar de que en el aislamiento a largo 
plazo los FGFR1 hipocampales se regulen al alza, los niveles de PSA-NCAM son insufi cientes para 
el correcto funcionamiento de la vía trisináptica del HP y, por tanto, para la consolidación de la 
memoria. 

Por otra parte, en este trabajo se han medido los niveles de expresión de NR1, estructu-
ra base de la organización funcional del receptor de NMDA donde se localizan los diversos sitios 
de unión y de reconocimiento para diferentes ligandos, tanto fi siológicos como farmacológicos, 
pertenecientes a una de las subunidades del heterodímero NR1-NR2 de NMDA (Flores-Soto et al., 
2012). Además, también se han analizado los niveles sinápticos de la subunidad GluR1 del receptor 
de glutamato tipo AMPA. Ambas subunidades son claves en la LTP y las sinapsis del HP; además 
de ser cruciales en los procesos celulares básicos para la formación del aprendizaje y la memoria 
(Riedel, 1996; Riedel, Platt, & Micheau, 2003; Sanderson et al., 2008). Concretamente, la LTP es 
dependiente del receptor de NMDA en la vía excitatoria del HP en la región del GD y la región de 
CA1 (Bliss & Collingridge, 1993; Nicoll & Malenka, 1995). Dado que no hemos encontrado cambios 
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signifi cativos en los niveles de estas proteínas en sinaptosomas hipocampales, es posible que los 
cambios observados en la LTP in vivo sean debidos, fundamentalmente, al descenso en los niveles 
hipocampales de PSA-NCAM, que es un modulador directo de la actividad del receptor AMPA (Dal-
va, McClelland, & Kayser, 2007).

Tratamiento con FGL: reversión del deterioro cognitivo inducido por el aisla-miento social a largo plazo.

En nuestro laboratorio habíamos constatado previamente que la administración sistémica 
del péptido sintético FG loop (FGL), mimético de la molécula de adhesión celular neural (NCAM) y 
que tiene propiedades agonistas sobre el FGFR1, posee efectos neuroprotectores cuando es admi-
nistrado durante un estrés crónico (Borcel et al., 2008), y tiene además capacidad nootrópica cuan-
do se administra a ratas jóvenes (Cambon et al., 2004; Knafo et al., 2012). Esto nos hizo suponer 
que el uso de este tipo de péptidos, con capacidad para imitar la acción del FGF2 sobre el FGFR1, 
pudiese tener una aplicabilidad terapéutica para prevenir el deterioro cognitivo inducido por el 
aislamiento social en animales viejos. 

El FGL es un potenciador cognitivo que aumenta la LTP in vivo en el DG (Dallérac et al., 2011) 
y en el área CA1 de rodajas hipocampales (Knafo et al., 2012).  Se sabe que un hecho importante 
para la potenciación sináptica durante la LTP es la incorporación de nuevos receptores de gluta-
mato de tipo AMPA en las sinapsis excitatorias a través de la actividad dependiente del tráfi co de 
proteínas (Malinow & Malenka, 2002). Las vías de transducción de señales que regulan la incor-
poración de receptores AMPA en las sinapsis durante la LTP han demostrado ser múltiples, entre 
las que destacan; i) las vías controladas por Ca2+/calmodulina dependiente de la proteína quinasa 
II (CaMKII) [20]; ii) Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) (Lisman, Schulman, & Cline, 2002); iii) 
proteína quinasa C (PKC) (Zhu, Qin, Zhao, Van Aelst, & Malinow, 2002) y; iv) la phosphoinositide-
3-quinasa (PI3K) (Arendt et al., 2010; Qin et al., 2005). Estas últimas tres vías (MAPK, PKC, y PI3K) 
forman parte de la señalización dependiente del FGFR (Dailey, Ambrosetti, Mansukhani, & Basilico, 
2005) y, por lo tanto, son las principales vías candidatas que pueden estar implicadas en los efectos 
del FGL sobre la función cognitiva (Knafo et al., 2012). En el trabajo que publicamos en 2012 se des-
cribieron por primera vez los mecanismos sinápticos específi cos y vías de señalización responsa-
bles de la mejora cognitiva inducida por el FGL al mimetizar el sitio de unión de NCAM con el FGFR. 
En particular, se mostró que el FGL activa procesos de señalización relacionados con la interacción 
NCAM-FGFR, concretamente PKC, y que esto facilitaba la localización de los receptores AMPA en 
las sinapsis tras la activación de los receptores NMDA. 

En resumen, creemos que es lógico postular que la administración sistémica  de FGL tras el 
aislamiento social a largo plazo haya podido favorecer la localización de los receptores AMPA en las 
sinapsis hipocampales al interaccionar con los FGFR1 de manera mimética a como lo hace NCAM. 
De esta manera, el FGL resulta ser un tratamiento farmacológico efi caz para revertir el déficit cog-
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nitivo causado por el aislamiento social a largo plazo. Dado que este péptido atraviesa la barrera 
hematoencefálica y que su administración sistémica ha resultado ser útil pare revertir el deterioro 
cognitivo inducido por el aislamiento social, sería interesante seguir investigando en futuros es-
tudios la capacidad terapéutica del FGL en otros modelos animales o situaciones experimentales 
asociados a deterioro cognitivo. 

Modelo dinámico temporal de los efectos fi siológicos, morfológicos, y conductuales producidos por el  aislamien-to social en el envejecimiento: En el primer mes de aislamiento los animales aislados muestran una menor ganancia de peso corporal en comparación con los animales controles, efecto que se mantiene durante todo el tiempo de aislamiento. Durante las primeras 4 semanas de aislamiento  se produce un incremento de la frecuencia cardiaca y la temperatura corporal, así como del comportamiento de tipo ansioso y depresivo. 
La exposición al aislamiento social durante un mes también produce cambios morfológicos; disminución de la den-sidad total de las espinas a lo largo de las dendritas de las células granulares del giro dentado, así como una re-ducción en el volumen del stratum oriens de CA1 del hipocampo. Los niveles hipocampales de FGF2 aumentaron durante las primeras semanas de aislamiento, posiblemente como una medida compensatoria, pero volvieron a los niveles normales al cabo de tres meses. 
Los niveles de corticosterona en plasma aumentan conforme avanza el tiempo de aislamiento, siendo signifi cati-vamente elevados desde el segundo mes de aislamiento y hasta fi nalizar el aislamiento. Asimismo, el peso relativo de las glándulas suprarrenales aumenta al cabo de 3 meses de aislamiento. Es posible que a partir del segundo mes de aislamiento, la elevación en los niveles de glucocorticoides pueda estar contribuyendo a que se produzca una disminución en la densidad en las espinas dendríticas tanto en las células granulares del hipocampo como en las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo, manteniéndose un menor volumen del stratum oriens de CA1 del hipocampo. 
Los cambios morfológicos observados en los animales aislados a largo plazo pueden estar relacionados con el de-terioro de la LTP in vivo en el giro dentado y CA1 mostrado por estos animales.
Por otra parte, los niveles sinápticos hipocampales de FGFR1 aumentan y los de PSA-NCAM disminuyen tras tres me-ses de aislamiento social, lo cual puede afectar a los procesos de plasticidad sináptica relacionados con los procesos de aprendizaje y memoria espacial. 
En conjunto, los cambios morfológicos, electrofi siológicos y bioquímicos inducidos por el aislamiento social a lo largo del tiempo pueden estar relacionados con los distintos cambios conductuales y cognitivos que se observan al cabo de 1 o 3 meses de aislamiento social.
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1. Long-term social isolation in adult female Octodon degus impaired contextual, but not au-
ditory-cued, fear conditioning.
2. Socially isolated adult female degus showed a specifi c shrinkage of the hippocampal CA1 

subfi eld, with no changes in the volume of the CA3 subregion or the whole hippocampal forma-
tion. In addition, chronic social isolation induced a reduction in hippocampal synaptic levels of 
PSA-NCAM without aff ecting any of the three main isoforms of NCAM (NCAM180, NCAM140 and 
NCAM120). These changes may be related to the defi cit in contextual fear memory observed in 
isolated animals.
3. Isolated adult female degus displayed granulocytopenia and a reduction in body weight 

gain, suggesting that social isolation in adulthood may be considered a psychological stressor.
4. Aged male Wistar rats submitted to short-term chronic isolation showed reduced body 

weight gain and a signifi cant predominance in sympathetic nervous activity during the light 
phase, as indicated by an enhanced heart rate and body temperature. In addition, plasma cor-
ticosterone levels were elevated after 2 months of isolation, while relative adrenal weight was 
increased in long-term isolated animals. These physiological and endocrine changes induced by 
chronic isolation resembles a stress state. 
5.  One month of social isolation induced anxiety and depressive–like behavior in aged male 

Wistar rats. Enhanced anxiety levels were also found in animals isolated for three months.
6. Long-term, but not short-term, social isolation in old male Wistar rats impaired spatial lear-

ning and memory in the Morris water maze, a hippocampal- dependent task. 
7. Short-term social isolation led to a decrease in total spine density of dentate granular cells 

and to a reduction in the volume of stratum oriens of CA1. Three months of social isolation not 
only induced these morphological changes, but also a decrease in spine density along the basal 
dendrites of CA1 pyramidal neurons.
8. Long-term, but not short-term social isolation in aged male Wistar rats, impaired in vivo LTP 

induction in dentate granule cells and CA1 pyramidal neurons of the hippocampus.
9. Chronic social isolation induced a dynamic temporal modulation of hippocampal levels of 

FGF2, FGFR1 and PSA-NCAM; three synaptic plasticity-related proteins involved in learning and 
memory processes.
10.  Systemic administration of FGL, a synthetic NCAM mimetic peptide, resulted an effi  cient 

pharmacological treatment to revert spatial memory impairment induced by long-term social 
isolation. 
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