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Resumen

La exposicion a estimulos estresantes de tipo emocional induce activacion neuronal en muchas
regiones del SNC que cursa en paralelo con una estimulacion del eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal (HPA). La activacion neuronal suele valorarse mediante la induccién de genes de expre-
sién temprana como c-fos, mientas que la activacion del eje HPA se basa en la expresion del
factor liberador de corticotropina (CRF) en el ntcleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) y en
la liberacién de hormonas como la ACTH y los glucocorticoides. Numerosos estudios sugieren
que la expresion de c-fos y CRF alcanza un maximo alrededor de los 15-30 min de iniciada la
exposicion al estrés, para disminuir posteriormente a pesar de la persistencia del estimulo estre-
sante. Esta disminucion de la respuesta podria obedecer a cambios en las sefales estimuladoras
y/o inhibidoras que llegan a la neurona como consecuencia de la exposicion prolongada al mis-
mo estimulo estresante, o bien a mecanismos de represion intracelular. Razonamos que si la
hipotesis de los cambios en las sefiales es correcta, la expresion de dichos genes se restableceria
en gran medida en respuesta a un nuevo estimulo estresante, en tanto que si la segunda hipotesis
es la valida, la expresion deberia estar bloqueada.

Utilizando la rata como modelo, hemos estudiado en un primer experimento mediante hibrida-
cién in situ (ISH), los cambios en la expresion de c-fos y CRF, y los cambios en los niveles plas-
maticos de ACTH vy corticosterona tras la exposicion prolongada (unas 4 h) a una inmoviliza-
cion en plancha (IMO) y como esta exposicion a la IMO afecta a la respuesta a un nuevo estimu-
lo estresante (nado forzado). Los resultados de expresion de c-fos indicaron que en la corteza
prefrontal medial (mPFC), el septum lateral ventral (LSv) y la amigdala medial (MeA) la res-
puesta al nado tras la IMO prolongada es capaz de restablecerse en gran medida, dando validez a
la hipdtesis de una reduccion de las sefiales que llegan a las neuronas. Sin embargo, en el PVN la
expresion de c-fos en respuesta al nado tras la IMO prolongada se encuentra en su mayor parte
bloqueada, sugiriendo un bloqueo intracelular. En consonancia con los resultados de expresion
de c-fos en el PVN, tanto la expresion de CRF como la secreciéon de ACTH en respuesta al nado
se encuentran totalmente bloqueadas tras la IMO prolongada.

Una interpretacion correcta de estos primeros resultados, precisa conocer si las poblaciones
neuronales activadas durante la IMO prolongada coinciden o no con las que responden al nado
tras esta IMO. Al objetivo de identificar estas neuronas hemos realizado un nuevo experimento
similar al anterior pero incluyendo un grupo de animales que fue liberado de la IMO prolonga-
da y re-expuesto a una nueva IMO. La finalidad de este grupo era diferenciar la activacion debi-
da exclusivamente al nado de la que pudiera producirse por otros procesos como la simple ma-
nipulacion del animal o la propia liberacion de la IMO. Para identificar las poblaciones neuro-
nales que responden a la IMO prolongada y al nado, hemos realizado un doble marcaje de la
proteina c-Fos y el mRNA que codifica para esta proteina mediante inmunofluorescencia e ISH
fluorescente (IF-FISH). Basindonos en la dindmica de ambos marcadores, las neuronas que
responden a la IMO prolongada mostrarian fundamentalmente proteina y poco o nulo mRNA,
mientras que las que responden al nado aplicado tras esta IMO mostrarian fundamentalmente
mRNA y nula proteina. Tras este analisis hemos observado que en regiones como el mPFC, el
LSV y la MeA, la exposicion al nado tras la IMO prolongada provocé la activacién de nuevas
neuronas sugiriendo cierta especificidad en la respuesta a ambos estimulos estresantes. Sin em-
bargo, en el PVN con la exposicién al nado tras la IMO prolongada no provocé activacion de
nuevas neuronas, confirmando la existencia de una sola poblacion neuronal que responde indis-



tintamente frente a estimulos estresantes de distinta naturaleza que es bloqueada tras una esti-
mulacién prolongada.

Una gran parte de la activaciéon neuronal observada en términos de expresion de c-fos en res-
puesta a los distintos estimulos estresantes podria deberse a procesos de activacion generalizada
o de arousal que enmascararia aquellas neuronas que son realmente importantes en la respuesta
al estrés. En un ultimo experimento hemos pretendido disminuir la aportacion del arousal, ad-
ministrando a nivel sistémico DSP-4, una neurotoxina altamente selectiva para las terminales
noradrenérgicas provenientes del LC. Una semana después de la administracion de DSP-4, ex-
pusimos a los animales a estimulos estresantes de diferente intensidad (ambiente nuevo, olor al
depredador e IMO) para posteriormente analizar la expresion de c-fos mediante FISH en el
mPFC, el LSv, la MeA y el PVN. El alcance de la lesion sobre las terminales noradrenérgicas del
LC se valoré mediante inmunoflorescencia de la dopamina beta-hidroxilasa (DBH). En concor-
dancia con datos de la literatura, s6lo en el mPFC y la MeA se pudo apreciar una disminucion
en las terminales noradrenérgicas. La lesion con el DSP-4 no tuvo un impacto sobre la expresion
de c-fos en respuesta a los distintos estimulos estresantes, salvo en la respuesta del LSv a la IMO
donde se observé una disminucion.

En conjunto, los resultados sugieren que en la reduccion de la expresion de c-fos observada tras
la exposicion prolongada a un estimulo emocional pueden intervenir tanto la familiarizacién
con el estimulo y la consiguiente reduccion de las senales estimuladoras como la represion in-
tracelular de la expresion del gen. La contribucion de cada uno de los mecanismos es marcada-
mente dependiente del drea estudiada. Por otro lado, parecen existir poblaciones de neuronas
que responden especificamente a la IMO y al nado, aunque muchas de ellas pueden ser comunes
a ambos. En la respuesta del eje HPA podrian anadirse bloqueos adicionales que probablemente
contribuyen a reducir el posible impacto negativo de una liberacion excesiva de glucocorticoi-
des. El escaso impacto de la administracion de DSP-4 podria explicarse por la existencia de me-
canismos compensatorios y por lo tanto seria necesario valorar otras alternativas para disminuir
la aportacion del arousal a la respuesta de estrés.



Abstract

Exposition to emotional stressful stimuli leads to neuronal activation of several regions of the
Central Nervous System (CNS) that converge into the stimulation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA). This neuronal activation can be measured by the induction of
early expression genes (IEG) such as c-fos, while the activation of the HPA axis can be measured
by the expression of the corticotrophin-releasing-factor (CRF) in the paraventricular nucleus of
the hypothalamus (PVN) and also by the release of hormones such as ACTH and glucocorti-
coids. There are several studies that suggest the expression of c-fos and CRF to reach its maxi-
mum around 15-30 min after initiation of the exposition to stress. A decline in these parameters
is observed even with the persistence of the stressful stimuli. This decline could be due to chang-
es in the stimulatory/inhibitory signals arriving to the neurons as a consequence of a prolonged
exposition to the same stressful stimuli, or it could also be due to intracellular repression mech-
anisms. If the former hypothesis is correct, the expression of such genes would be mostly
reestablished in response to new stressful stimuli, however, if the second hypothesis is valid, the
expression should be blocked.

In a first experiment we studied changes in the expression of c-fos and CRF in the rat CNS and
changes in plasma levels of ACTH and corticosterone after a prolonged exposure (4 h approx.)
to immobilization (IMO). We then assessed how this exposure could affect the response to a
new stressor (forced swim). The results of expression of c-fos indicated that in the medial pre-
frontal cortex (mPFC), the ventral lateral septum (LSv) and the medial amygdala (MeA) the
response after prolonged IMO can be greatly restored, validating the hypothesis of a reduction
of signals arriving to the neurons. However, in the PVN, the c-fos expression in response to
forced swimming after prolonged IMO is largely blocked, suggesting an intracellular repression.
Corroborating the results of c-fos expression in the PVN, the expression of CRF and ACTH
secretion in response to forced swim are completely blocked after prolonged IMO.

A correct interpretation of these first results requires knowing whether the neuronal popula-
tions activated during prolonged IMO are the same as those responding to the forced swim ap-
plied after the prolonged IMO. In order to identify these neurons we performed a new experi-
ment which was similar to the previous one but including a new group of animals that was re-
exposed to a second IMO instead of the forced swim. The purpose of this group was to differen-
tiate activation due exclusively to forced swim from the one that could be produced by other
processes such as the simple manipulation of the animal or the release of IMO. To identify the
neuronal populations that respond to prolonged IMO and forced swim, we have performed a
double labeling of c-Fos protein and its mRNA. Given the dynamics of both markers, the neu-
rons which respond to the prolonged IMO would show essentially protein and little or no
mRNA, while those responding to forced swim applied after this IMO would show essentially
mRNA and no protein. After this analysis we found that in regions such as the mPFC, LSV and
MeA, exposure to forced swim after prolonged IMO triggered activation of new neurons sug-
gesting some specificity in the response to both stressors. However, in the PVN exposure to
forced swim after the prolonged IMO did not cause activation of new neurons, confirming the
existence of a single neuronal population that responds similarly to different stressful stimuli, by
which activation is inhibited after prolonged stimulation.

A great part of the neuronal activation observed in terms of expression of c-fos in response to
various stressful stimuli could be due to generalized activation or arousal processes. This activa-



tion could mask those neurons that are really important in the stress response. In a final experi-
ment we tried to decrease the contribution of arousal administrating DSP-4, a neurotoxin that is
highly selective for LC noradrenergic terminals. One week after the administration of DSP-4, we
exposed the animals to stressful stimuli differing in intensity (new enviroment, predator odor
and IMO) and then we analyzed the expression of c-fos in the mPFC, LSV, MeA and PVN . The
extent of the lesion on the noradrenergic terminals of LC was assessed by immunofluorescence
of dopamine beta-hydroxylase (DBH). We observed only a decrease in noradrenergic terminals
in the mPFC and MeA supporting data found in the bibliography. The DSP-4 lesion had no
effect on the expression of c-fos in response to various stressors, except in the LSV in animals
exposed to IMO where a decrease was observed.

The results of this work suggest that the reduction of c-fos expression observed after prolonged
exposure to an emotional stimulus may involve both familiarization with the stimulus, with the
consequent reduction of stimulatory signals, as well as an intracellular repression of this gene.
The contribution of each mechanism seems to be markedly dependent of each region con-
cerned. On the other hand, it seems to exist neuronal populations that respond specifically to
IMO and forced swim, although many of them may be common to both. The HPA axis response
could probably include additional blockages that may help to reduce the negative impact of an
excessive glucocorticoid release. The limited impact of the DSP-4 administration could be ex-
plained by the existence of compensatory mechanisms, therefore other alternatives to reduce the
contribution of arousal to stress response should be considered.
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Abreviaturas

5-HT: Serotonina

6-0HDA: 6-hidroxidopamina

AC: Nicleo anterior comisural del
hipotdlamo

Ach: Nicleo accumbens

ACTH: Hormona adrenocorticotropa

All: Angiotensina Il

AMPc; AMP ciclico

ANOVA: Andlisis de la varianza

AP-1: Proteina activadora 1

apPVN: Nicleo paraventricular del
hipotalamo, anterior parvocelular

Arc: Nticleo arqueado del hipotalamo

AVP: arginina-vasopresina

Bar: Niicleo de Barrington

BLA: Amigdala, subdivision hasolateral

BSA: Seroalbimina bovina

BST: Nicleo del lecho de la estria terminal

(a"/CRE: Elemento de respuesta a
(a2+/cAMP

catFISH: FISH de localizacion subcelular el
MRNA

¢DNA: DNA copia

(eA: Amigdala, subdivision central

(ot: Corteza cingulada 1

CRF: Factor liberador de corticotropina

CRFRy: Receptor de CRF tipo 1

CRFR,: Receptor de CRF tipo 2

DB: Haz noradrenérgico dorsal

DEPC: Dietilpirocarbonato

DIG: Digoxigenina

DM: NUcleo dorsomedial del hipotalamo

DNAsa I: Desoxirribonucleasa |

DOI: Densidad dptica integrada

dpPVN: Nicleo paraventricular del
hipotalamo, dorsal parvocelular

DR: Rafe dorsal

DSP-4: N-(2-cloroetil)-N-etil-2-
bromobenzilamina

DTT: Ditiotreitol

Dz H: Dopamina beta-hidroxilasa

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EEG: Electroencefalografia

FH: Formacidn hipocampal

FISH: Hibridacion in situ fluorescente

GABA: Acido gamma-aminobutirico

GAD: Glutamato descarboxilasa

GAS: Sindrome de adaptacién general

GR: Receptor de glucocorticoides

GzLM: Modelo lineal generalizado

hnRNA: RNA heteronuclear

HPA: Eje hipotalamico-pituitario-adrenal

ICER: represor temprano inducible por
AMPc

ICV: Intracerebroventricular

[EG: Genes de expresién temprana

IF: inmunofluorescencia

IL: Corteza infralimbica

IL-1R3: Interleuquina-1-heta

IMO: Inmovilizacion en plancha

IP: Administracion intraperitoneal

ISH: Hibridacion in situ

ITF; Factores de trascripcion inducibles

KPBS: Tampdn fosfato potasico

LC: Locus coeruleus

LH: Hipotalamo lateral

LPS: Lipopolisacarido bacteriano

LS: Septum lateral

LSv: Septum lateral, ventral

MC2-R: Receptor de melanocortina

MeA: Amigdala, subdivision medial

MFB: Haz noradrenérgico telencefalico
medial

MnR: Rafe medial

mpdPVN: Niicleo paraventricular del
hipotalamo, medial parvocelular
dorsal

mPFC: Corteza prefrontal medial

mPOA: Area predptica medial del
hipotdlamo

mpPVN: Ntcleo paraventricular del
hipotalamo, medial parvocelular

mPVN: Nicleo paraventricular del
hipotalamo, lateral magnocelular

mpvPVN: Nucleo paraventricular del
hipotalamo, medial parvocelular
ventral

MR: Receptor de mineralocorticoides

mRNA: RNA mensajero

NA: Noradrenalina

NE: Ambiente nuevo

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NPY: Neuropéptido Y

NTS: Nuicleo del tracto solitario

ON: overnight

0X: Oxitocina

PAG: Sustancia gris periacueductal

p-CREB: proteina de union a CRE
fosforilada

pemPVN: Grupo periventricular
magnocelular

pePVN: Niicleo paraventricular del
hipotalamo, periventricular
parvocelular

PFA: Paraformaldehido

PFC: Corteza prefrontal

PH: Area hipotalamica posterior

Pir: Corteza piriforme

POA: Area predptica del hipotalamo

POD: Peroxidasa

POMC: Proopiomelanocortina

poPVN: Nicleo paraventricular del
hipotalamo, posterior parvocelular

pPVN: Nicleo paraventricular del
hipotalamo, parvocelular

PrL: Corteza prelimbica

PRL: Prolactina

PVA: Nicleo paraventricular del talamo

PVN: Ncleo paraventricular del
hipotdlamo

RIA: Radioinmunoanalisis

SCN: Niicleo supraquiasmatico

SEM: Error estandar

SMA: Eje simpatico-médulo-adrenal

smPVN: Nucleo paraventricular del
hipotalamo, submagnocelular
parvocelular

SNC: Sistema nervioso central

SRE: Elemento de respuesta al suero

SSC: Citrato de sodio salino

TEA: Trietanolamina

TH: Tirosina hidroxilasa

tRNA: RNA transferente

UA: Unidades arbitrarias

UTP: uracilo trifosfato

VB: Haz noradrenérgico ventral

VLM: Médula ventral lateral

VM: Nicleo ventromedial del hipotalamo

vmPFC: Corteza prefrontal ventro-medial

VSUB: Subiculum ventral

VTA: Area tegmental ventral
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Concepto de estrés

El Sindrome de Adaptacion General

En el afio 1929, Walter Cannon acui¢ el término homeostasis (del griego “homeo” igual y “sta-
sis” posicion) para referirse al complejo conjunto de mecanismos fisioldgicos que permiten a los
organismos adaptarse a los cambios fisicos o bioldgicos del entorno y mantener ciertos pardmetros
fisiolégicos criticos dentro de un rango operacional limitado (v.g. glicemia, osmolaridad o tempe-
ratura corporal). Ademds, destacd la participacion del sistema simpatico-médulo-adrenal
(SMA) como componente esencial del mantenimiento de la homeostasis y describi6 la respuesta
de lucha o huida (“fight or flight”) como la respuesta conductual frente a situaciones amenazan-
tes. Cannon dio especial relevancia a los estimulos psicoldgicos, aspecto muy importante en el
desarrollo de las posteriores definiciones de estrés (Goldstein y McEwen, 2002)

Poco después, el endocrindlogo canadiense Hans Selye creyé haber descubierto una nueva
hormona al observar una serie de sintomas comunes tras inyectar diversos extractos ovaricos a
las ratas de laboratorio. Estos sintomas incluian crecimiento de la corteza adrenal, atrofia de
bazo y nddulos linfaticos, y alteraciones gastrointestinales con pérdida de peso. Su hipdtesis
comenzo a desvanecerse cuando inyectando extractos de diferentes 6rganos e incluso formalina,
obtuvo los mismos resultados. Posteriormente, Selye record6 que sus pacientes con enfermeda-
des graves examinados durante su introduccién a la medicina clinica desarrollaban a menudo
sintomas similares a los observados en las ratas y acabé concluyendo que existia algiin meca-
nismo interno comun que combatia a los agentes nocivos. Fue asi como concibi6 el concepto del
Sindrome de Adaptacion General (General Adaptation Syndrome, GAS), al cual describi6 co-
mo la respuesta usual del organismo ante diferentes situaciones de estrés ambiental.

El GAS comprende tres etapas fundamentales: una etapa de alarma, durante la cual el cuerpo se
prepara para la defensa o la huida ante un estimulo determinado; una segunda etapa de resis-
tencia que permite al mismo sobrevivir frente a la situacion; y finalmente, si la duracion de la
situacion es suficientemente prolongada y ésta es demasiado intensa, una etapa de agotamiento
que conlleva el deterioro del organismo (Selye, 1936). En estudios posteriores Selye destacé que
los cambios fisioldgicos observados estaban asociados a la liberacién de glucocorticoides por
parte de la corteza adrenal, convirtiendo asi la activacion del eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal (HPA) en el aspecto fisioldgico mas relevante del estrés (ver Goldstein y Kopin, 2007).

El término “stress” fue acunado por Selye partiendo del término “strain”, utilizado en fisica
para describir procesos de fatiga y deformacion de materiales. El estrés o respuesta de estrés en
el 1éxico de Selye comprenderia la respuesta comiin no especifica frente a cualquier demanda que
aleje a los organismos de su equilibrio homeostdtico. De esta manera, un estimulo estresante o
“stressor” podria ser cualquier estimulo capaz de alterar la homeostasis, desde la privaciéon pro-
longada de alimento hasta la inyecciéon de una sustancia extrafia al cuerpo o un trabajo muscular
intensivo.

Es importante destacar que ademads de la respuesta comun e inespecifica, existe una respuesta
homeostatica caracteristica de cada estimulo estresante (Romero y Sapolsky, 1996; Pacak et al.,
1998; Pacak y Palkovits, 2001). Es posible que la respuesta tipica de estrés a nivel hormonal (ac-
tivacion de los ejes SMA y HPA) apareciera originariamente en respuesta a estimulos de tipo
tisico, como una hemorragia, y sélo posteriormente en respuesta a estimulos psicoldgicos, en
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cuanto éstos tienen en la naturaleza una alta probabilidad de desembocar en un daio fisico. Los
diferentes tipos de estimulos estresantes se discutiran mas adelante.

La homeostasis se centra en un numero de variables que son realmente esenciales para la vida y
es, por lo tanto, necesario mantener bajo un rango estrecho de variabilidad, como el pH, la tem-
peratura corporal y los niveles de oxigeno (revision en McEwen, 2000). Por el contrario, existen
sistemas que varian dentro de un rango muy amplio y constituyen la base de la adaptacion fren-
te a cambios reales, como por ejemplo las fluctuaciones hormonales, la frecuencia cardiaca y
presion sanguinea o ciertos parametros del sistema inmune. Son los cambios en estas variables
los que permiten que los sistemas esenciales se mantengan dentro de unos rangos estables.

Sterling y Eyer a finales de los 80 introdujeron el término alostasis para definir algunos de estos
cambios al caracterizar como muchas variables como la presion sanguinea y la frecuencia car-
diaca varian a lo largo del dia o en diferentes situaciones como mecanismo de adaptacion a dis-
tintas condiciones ambientales (revision en McEwen, 1998). Mas tarde, McEwen y Stellar (1993)
redefinieron la alostasis como el proceso activo de mantenimiento de la homeostasis y la adapta-
cién al ambiente. De este modo, la carga alostatica, seria el precio que pagaria el organismo por
verse forzado a adaptarse a situaciones psicosociales o fisicas adversas y la sobrecarga alostatica
representaria tanto el exceso como la respuesta ineficiente de los sistemas alostaticos, relacio-
nandose con las consecuencias negativas del estrés (revision en McEwen, 2003; 2004).

El peso del contexto y las diferencias individuales

Como hemos visto, en la respuesta de estrés existe una componente inespecifica comun y otra
especifica propia de cada estimulo estresante. Sin embargo, la respuesta de estrés viene influida
por factores individuales entre los que podemos destacar, en humanos, el estado de salud, las
habilidades psico-sociales o el control que podemos ejercer sobre nosotros mismos y sobre el
medio.

A finales de los anos 60, Richard Lazarus planted que la respuesta de estrés aparecia cuando los
sucesos sobrepasaban las estrategias de afrontamiento (“coping styles”) de los individuos, es
decir, las situaciones resultan estresantes solo si se perciben como amenazadoras, peligrosas e
incontrolables. Segiin Lazarus, los individuos no pueden reaccionar efectivamente a una situa-
cidn sin antes realizar una evaluacion cognitiva de ésta, que puede ser consciente o no (revision
en Lazarus, 1993). Asi, el modo particular en que se evalia y afronta una situacion estresante
modifica las consecuencias de la misma, no existiendo, por lo tanto, una respuesta estereotipada
igual para todos los individuos (revision en Korte et al., 2005).

La respuesta a una situacion en particular estaria influida por el procesamiento cognitivo de la
situacion (“appraisal”) y por las estrategias de afrontamiento, es decir, por el repertorio con-
ductual utilizado por el individuo para escapar de la fuente de experiencias aversivas o para re-
ducir el impacto de la situacion (revision en Koolhaas et al., 1999). En funcién de las conductas
desarrolladas frente a cada situacion particular, tradicionalmente se han definido dos tipos de
estrategias de afrontamiento: las proactivas (o activas) y las reactivas (o pasivas).

Estimulos estresantes sistémicos, emocionales y mixtos

De la revision de la literatura se deduce que no existe una definicion clara y aceptada del tér-
mino estrés. Una definicién que consideramos ttil podria ser la propuesta por Vigas (1984), que
bajo el concepto de estrés (o mas apropiadamente, de respuesta al estrés) incluye una amplia
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gama de cambios fisiologicos y conductuales, desarrollados a lo largo de la filogenia, que tienen
lugar en los organismos cuando se enfrentan a situaciones que ponen en peligro, de manera real,
anticipada o simbdlica, su integridad, y a las cuales no pueden hacer frente satisfactoriamente
mediante los mecanismos homeostdticos normales. Llegados a este punto y para ser precisos,
también debemos diferenciar los conceptos de estimulo estresante, estrés y respuesta al estrés
(Armario, 2006b), términos que usaremos de ahora en adelante. De esta manera, el estrés seria
un estado del organismo, intermediario entre el estimulo estresante y la respuesta desencadena-
da por dicho estimulo.

En la definicién de Vigas se indica que las situaciones estresantes pueden ser el resultado de la
exposicidn tanto a estimulos fisicos como puramente psicologicos, en tanto que éstos constitu-
yan una amenaza potencial para el organismo. Actualmente se defiende la existencia de dos
grandes grupos de estimulos (Kovécs et al., 2005): sistémicos y emocionales. Un estimulo estre-
sante del tipo sistémico (también denominados fisicos o reactivos) representa una amenaza real
a la homeostasis que es reconocida a través de vias sensoriales somdticas o viscerales. Estos esti-
mulos incluyen cambios pronunciados en el tono cardiovascular, alteraciones respiratorias, hi-
poxia, hipovolemia, alteraciones metabolicas u osmdticas, dafio tisular y sefiales quimicas y hu-
morales indicadoras de infeccidon o inflamacion. Los estimulos estresantes de tipo emocional
(también denominados anticipatorios o psicoldgicos) son capaces de desencadenar una res-
puesta de estrés de manera anticipatoria a una posible alteracion homeostatica. Estas respuestas
son generadas por la predisposicion innata de cada especie (reconocimiento de un depredador,
reconocimiento del peligro asociado a las alturas o los espacios abiertos) como por condiciona-
miento clasico (mediante aprendizajes basados en la asociacion entre estimulos). Como ejem-
plos tenemos los estimulos estresantes de tipo social (derrota social, aislamiento o privacion
materna) y el miedo a una situacion nueva y desconocida o a un peligro inminente (presencia de
un depredador).

Si bien esta clasificacion es la mas aceptada, existen estimulos que comparten caracteristicas de
las dos clasificaciones anteriores y son denominados estimulos de tipo mixto. A este grupo
pertenecen la mayoria de estimulos estresantes utilizados en el laboratorio, como por ejemplo el
choque eléctrico, la inmovilizacién en plancha (IMO) o el nado forzado, que aunque son de
naturaleza fundamentalmente emocional también tienen una componente de tipo fisico. Asi
mismo y de manera compatible con estas definiciones, los factores incontrolabilidad e impre-
decibilidad deberian ser considerados como criticos para que una situacion sea considerada
como estresante (Koolhaas et al., 2011).

Respuesta al estrés y eje HPA

La respuesta al estrés comprende una amplia gama de modificaciones fisioldgicas, habiendo sido
especialmente estudiadas las metabdlicas y neuroendocrinas. Entre ellas, dos de las respuestas
fisiolégicas mejor caracterizadas y comunes a todos los tipos de estimulos estresantes son la
activacion de los ejes SMA y HPA. Ambos tienen como objetivo facilitar una respuesta activa
adecuada frente a situaciones adversas, asi como inhibir procesos fundamentalmente anaboélicos
(ingesta, crecimiento y reproduccion).

La activacion del eje SMA da lugar a los cambios mas inmediatos que son resultado de la libera-
cion de catecolaminas: incremento en la frecuencia e intensidad de contraccion del corazén,
incremento de la presion arterial, hiperglucemia y lipdlisis. La activacion del eje HPA es respon-
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sable de cambios a mas largo plazo, resultado de la liberacion de glucocorticoides al torrente
sanguineo.

Las respuestas del eje SMA y del eje HPA pueden disociarse en funcidon de las caracteristicas
diferenciales de los estimulos (Armario, 1998). Asi, la respuesta del eje SMA seria mas evidente
frente a situaciones en las que se requiere una conducta activa, mientras que el eje HPA se acti-
varfa en mayor medida frente a situaciones que generan incertidumbre (por la novedad, por
falta de control sobre ellas o por el no cumplimiento de las expectativas). Al estudiar la respuesta
inicial al estimulo estresante es logico observar activacion de ambos ejes, probablemente debido
a que una primera exposicion aguda no permite al animal evaluar suficientemente la situacion
para poder separar ambas respuestas.

La activacion del eje HPA se ha relacionado directamente con la génesis de fisiopatologias y
psicopatologias asociadas a la exposicion a estimulos estresantes (Michelson et al, 1995) y por
este motivo ha sido uno de los ejes neuroendocrinos mejor caracterizados (Armario, 2006b). En
el presente trabajo nos centraremos fundamentalmente en este eje y su regulacion por el SNC.

El eje hipotalamo-hipofisario-adrenal

El eje HPA (Fig. 1) esta conformado por distintos niveles anatomicos y su activacién supone en
ultimo término la liberacion de glucocorticoides. Independientemente de la naturaleza del es-
timulo estresante, la informacion es procesada en diferentes areas del SNC para acabar conver-
giendo en el nicleo paraventricular del hipotalamo (PVN) donde se localizan neuronas neuro-
secretoras que envian sus axones al sistema portal-hipofisario de la eminencia media.

En base tipo de neuronas predominantes, el PVN puede dividirse en distintos subntcleos
(Herman et al, 2003), distinguiéndose principalmente las regiones magnocelular (mPVN) y
parvocelular (pPVN). Las neuronas magnocelulares sintetizan fundamentalmente arginina-
vasopresina (AVP) y oxitocina (OX) que son liberados en la neurohipéfisis en respuesta a es-
timulos como la lactancia, la ndusea/distension gastrica (selectivos para la OX), las perturbacio-
nes del equilibrio hidrico e idnico y los descensos de la presion sanguinea (revisiéon en Engel-
mann et al., 2004).

Las neuronas parvocelulares se agrupan en tres areas: anterior parvocelular (apPVN), medial
parvocelular (mpPVN) y periventricular parvocelular (pePVN). El area medial parvocelular a su
vez se divide en porcion dorsal (mpdPVN) y ventral (mpvPVN) (Fig. 2). Existen ademas dos
areas neurosecretoras asociadas al PVN, aunque estrictamente no forman parte de él, son los
denominados nucleos neurosecretores auxiliares: el grupo periventricular magnocelular
(pemPVN) y el nucleo anterior comisural (AC) compuestos por neuronas magnocelulares que
producen OX y envian axones a la neurohipéfisis.

A diferencia de las neuronas magnocelulares, los axones de las neuronas parvocelulares proyec-
tan a la capa externa de la eminencia media donde, mediante la liberacion de factores estimula-
dores o inhibidores, regulan la secreciéon de determinadas hormonas desde la adenohipdfisis.
Aparte de las proyecciones a la eminencia media, existen otras neuronas en la region ventral
(submagnocelular, smPVN), posterior (poPVN) y dorsal (dorsal cap, dpPVN) que proyectan
hacia un gran namero de nuicleos, como el 6rgano subfornical, la glandula pineal, la amigdala, el
mismo hipotalamo, el arqueado, el tronco encefalico y la médula espinal (Armstrong, 1995).
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Figura 1. Esquema del funcionamiento general del eje HPA.

ACTH: Hormona adrenocorticotropa; AVP: arginina-vasopresina; CRF: factor liberador
de corticotropina; PVN: nucleo paraventricular del hipotdlamo.

En respuesta al estrés se activan dentro del PVN un numero discreto de neuronas localizadas
sobretodo en la subdivision mpPVN (Johnson ef al, 1992; Cullinan et al, 1995; Herman et al,
2002). Muchas de estas neuronas parvocelulares expresan el factor liberador de corticotropina
(CRF) vy, algunas de ellas también AVP (Whitnall, 1993). CRF y AVP son transportados
axonalmente y liberados en la zona externa de la eminencia media, donde se incorporan a la
circulacion portal para alcanzar la adenohipéfisis. Alli el CRF induce la sintesis de proopiomela-
nocortina (POMC) y la liberacién a la circulacién de los diversos péptidos derivados de la
POMC, entre ellos la hormona adrenocorticotropa o ACTH. La AVP no estimula por si misma
la sintesis de ACTH pero si que ejerce un papel en su liberacion, potenciando el efecto del CRF
(Rivier y Vale, 1983; Makara et al, 2004; Engelmann et al., 2004) a través del receptor Vla (tam-
bién denominado V3). En la respuesta de la ACTH a las situaciones de estrés intervienen, ade-
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mas del CRF y de la AVP, otros factores entre los que destacan la OX, angiotensina II (AII) y las
catecolaminas. Asi, la respuesta de la ACTH a cada estimulo estresante, podria ser el resultado
de un coctel especial de factores secretagogos liberados en la eminencia media (ver Antoni,
1986), aunque éste es un tema dificil de demostrar experimentalmente por las dificultades técni-
cas para obtener muestras del sistema portal hipofisario en animales pequeios.
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Figura 2. Organizacién de la regién medial del PVN.

Izquierda: tincién de Nissl. Derecha: esquema de las distintas regiones. Abreviaturas: 3V: tercer ven-
triculo; dp: dorsal cap; mpv: region medial parvocelular; mpdd: subdivisién medial parvocelular dor-
sal; mpdv: region medial parvocelular ventral; pm: regién magnocelular posterior.
Adaptado de Viau y Sawchenko, 2002.

Hay que destacar que también existen neuronas secretoras de CRF en varias zonas como el nu-
cleo del lecho de la estria terminal (BST), la amigdala central (CeA), el Rafe y ntcleo de Barring-
ton (Bar), que podrian estar también implicadas en la regulacion de las respuestas conductuales
y autondmicas al estrés (Swanson et al., 1983; Champagne et al., 1998; Morin et al., 1999). Tam-
bién se han encontrado neuronas de CRF dispersas en diferentes dreas de la corteza cerebral y en
la formacion hipocampal (FH), cuya funcién es atin poco conocida (George et al., 2012).

El CRF ejerce sus efectos mediante dos tipos de receptores, CRFR; y CRFR; (con dos subtipos
CRFR..y CRFRy) que presentan una distribucion diferencial en el SNC (revision en Aguilera et
al, 2004; Bale y Vale, 2004). Los receptores de tipo CRFR; son los principales responsables de la
sintesis y liberacion de ACTH vy tienen una distribuciéon mas ubicua que los CRFR,. Estos recep-
tores también presentan afinidad por otras proteinas como las urocortinas, las cuales estan co-
dificadas por genes de la familia del CRF y presentan alta afinidad por el receptor CRFR,; (revi-
sioén en Zorrilla y Koob, 2005). Su distribucion es fundamentalmente sub-cortical y tienen pro-
piedades anorexigénicas cuando son administradas centralmente. Existen tres tipos de urocorti-
na, las cuales difieren en su distribucidn y en sus efectos farmacolégicos. La urocortina I tam-
bién presenta afinidad por el receptor CRFR, y su distribucién es principalmente telencefélica.
Las urocortinas II y IIT sélo presentan afinidad por los receptores CRFR,. La urocortina II es
sintetizada en el tallo cerebral y en regiones hipotalamicas diferentes a las otras urocortinas.
Aunque sus funciones no son del todo conocidas, las urocortinas podrian estar implicadas en
diversas funciones relacionadas con el estrés como la actividad HPA, la ansiedad, el aprendizaje
y la memoria y la regulacion del balance energético. Los receptores CRFR; estarian implicados
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en funciones mas basicas como la ingesta, la reproduccion o las conductas defensivas (Smagin y
Dunn, 2000).

La distribucién de neuronas, proyecciones y receptores de CRF, asi como los numerosos datos
experimentales con antagonistas de sus receptores, claramente demuestran que su papel no se
limita a una accién hipofisiotrofica, sino que esta implicado en multitud de procesos, tanto au-
tondmicos como conductuales, incluyendo la conducta emocional, la ingesta de comida y otros
procesos motivacionales, arousal, aprendizaje y memoria (ver Owens y Nemeroff, 1991; Croiset
et al., 2000; Lowry y Moore, 2006). Estas implicaciones sugieren que el CRF, sobre todo a través
de los receptores de tipo CRFR;, podria ser un factor importante en alteraciones cognitivas y
psicopatologias como la ansiedad, la depresion o el abuso de drogas. Diversos estudios han iden-
tificado el receptor CRFR; como una posible diana para el tratamiento farmacologico de la de-
presion (Kehne, 2007). Antagonistas de este mismo receptor son capaces de reducir la activacion
del eje HPA inducida por estrés ejerciendo un bloqueo de los receptores de la adenohipofisis
aunque seguramente también sobre los receptores cerebrales. Por consiguiente, los antagonistas
del CRFR; podrian reducir la sintomatologia de diversas patologias inducidas por el estrés
(Kehne y Cain, 2010).

Hormonas periféricas: ACTH y corticosterona

Esta bien establecido que el CRF y la AVP juegan un papel crucial como secretagogos de la
ACTH, pero otros factores, como las catecolaminas y diversos neuropéptidos, pueden estimu-
lar también su secrecidn (revision en Antoni, 1986). La ACTH es un péptido de 30 aminoacidos
de liberacién muy rapida, alcanzando su maximo a los 10-15 min. Actda principalmente en la
zona fasciculada de la corteza de la glandula adrenal donde se une a los receptores transmem-
brana MC2-R (receptor de melanocortina 2) (Adan y Gipsen, 2000) estimulando la sintesis y
liberacion de glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en ratas) asi como la acti-
vidad transcripcional de estas células (revision en Gallo-Payet y Payet, 2003; Sewer y Waterman,
2003), provocando cambios complejos y duraderos, entre ellos cambios tréficos.

Aunque la ACTH es el estimulador principal de la liberacién de glucocorticoides, existen evi-
dencias que apuntan a la existencia de otros factores reguladores. En concreto, se han observado
niveles altos de glucocorticoides tras sesiones de estrés prolongado (entre 8 y 48 horas) a pesar
de detectarse niveles de ACTH aproximadamente basales (Rivier y Vale, 1987; Hauger et al.,
1988). Para explicar esta disociacion entre los niveles de ACTH y glucocorticoides se han suge-
rido otros factores reguladores como la angiotensina II, que causa incrementos dosis-
dependientes de los glucocorticoides sin afectar a la ACTH (Keller-Wood et al., 1986) y algunas
citoquinas como la interleuquina-1 que podrian ejercer un efecto directo, fisiologicamente rele-
vante, sobre la glandula adrenal (revision en Vinson et al., 1994). De todos los factores, proba-
blemente el mas importante es el control neural de la secrecion de glucocorticoides, pues existen
terminaciones nerviosas del nervio esplénico en la glandula adrenal (revisiéon en Engeland y
Arnhold, 2005).

Los glucocorticoides, principales moléculas efectoras del eje HPA, ejercen multiples acciones
metabolicas en el organismo que contribuyen a una mas adecuada respuesta a las amenazas del
entorno. Sin embargo, los glucocorticoides son también responsables de la mayoria de conse-
cuencias negativas asociadas al estrés (por ejemplo inmunosupresion, infertilidad y psicopatolo-
gias). Debido a la gran importancia de los efectos que ejercen los glucocorticoides en el orga-
nismo y en la regulacion del eje HPA, es necesario desgranar las funciones de los glucocorticoi-
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des y diferenciarlas en dos categorias principales: moduladoras y preparatorias (revision en
Salposky et al, 2000). Las funciones moduladoras alteran la respuesta del organismo ante el
estrés. Estas se dividen en 3 subtipos: permisivas, supresoras y estimuladoras. Las acciones
permisivas, sientan las bases para una respuesta adecuada e inmediata al estrés. En esta catego-
ria se incluyen los efectos sobre el metabolismo, como la lipdlisis, proceso que aumenta la dis-
ponibilidad de glucosa por parte del SNC, y el incremento del ritmo cardiaco y de la presion
arterial. También favorecen el incremento de la actividad de un amplio abanico de enzimas y
proteinas no enzimaticas. Estas acciones se dan independientemente de la magnitud del incre-
mento en los glucocorticoides en respuesta al estrés.

Las acciones supresoras aparecen tras una hora o mas desde el inicio del estrés, y dependen de
la magnitud del incremento en la liberacion de glucocorticoides. Su funcién es prevenir las posi-
bles consecuencias negativas de una respuesta excesiva al estrés, inhibiendo las respuestas in-
mune e inflamatoria y la actividad del propio eje HPA mediante mecanismos de retroinhibicion
negativa a nivel de la hipofisis anterior, el PVN y estructuras extrahipotaldmicas como la FH y la
corteza prefrontal medial (mPFC) (Armario, 2006). La retroinhibicion ejercida por los glucocor-
ticoides es de fundamental importancia para frenar la activacion del eje HPA inducida por el
estrés y volver con rapidez a la situacion de reposo. Las acciones estimuladoras siguen el mismo
patron temporal que las acciones supresoras y también dependen de la magnitud de respuesta de
los glucocorticoides, pero, a diferencia de las acciones supresoras, estas ultimas potencian los
efectos de otras hormonas liberadas durante la respuesta al estrés, por ejemplo manteniendo
unos niveles altos de glucosa en plasma a medida que disminuyen los efectos mas rapidos, me-
diados por la liberacion de adrenalina. Finalmente las funciones preparatorias son aquellas que
no afectan directamente a la respuesta inmediata a la situacion estresante sino que modulan la
futura respuesta a otra situacion estresante, aspecto muy importante cuando se estudian situa-
ciones de estrés cronico.

En funcién de los mecanismos subyacentes, los efectos de los glucocorticoides los podemos cla-
sificar en dos grandes categorias: genémicos y no genomicos. Existen dos receptores intracelu-
lares implicados en los cambios genémicos mediados por los glucocorticoides, del tipo I o de
mineralocorticoides (MR) y del tipo II o de glucocorticoides (GR) (De Kloet, 2005), ambos se
encuentran en el citosol asociados a otras proteinas (revision en Pratt et al., 2006), presentando
un dominio de unién a esteroides y otro al DNA. Al interaccionar con su ligando son transloca-
dos al nucleo, donde regulan la actividad trascripcional de los genes con elementos de respuesta
a glucocorticoides en su promotor. Dado que los efectos rapidos producidos por los glucocorti-
coides no son compatibles con el tiempo requerido para la transcripcion génica, se hace evidente
la existencia de mecanismos no genémicos (Makara y Haller, 2001). Se ha postulado que estos
efectos no gendmicos de los glucocorticoides estarian vinculados a receptores de membrana y en
muchos casos relacionados con la modulacién de otros sistemas de neurotransmisores
(Groeneweg et al, 2012).

Los MR y GR se diferencian, en primera instancia, por su afinidad por los glucocorticoides. Los
MR tienen mayor afinidad por la corticosterona (en rata) y suelen estar ocupados a nivel basal
en un 80%. Los GR muestran una ocupacion progresiva dependiente del incremento de los nive-
les plasmaticos de glucocorticoides, ya sean debidos a los cambios en la concentracién produci-
dos por el ritmo circadiano o como respuesta a una situacion estresante (Reul y de Kloet, 1985).
Otra caracteristica diferencial entre ambos es la distribucion dentro del SNC (de Kloet et al,
1990). Mientras que los MR tienen una localizacién muy especifica, estando basicamente ubica-

24



dos en la FH, CeA vy la amigdala medial (MeA), los GR muestran una distribucién mas amplia,
incluyendo zonas claves para el control de la retroinhibicién negativa del eje HPA, como el
mPFC, la FH y el PVN (Armario, 2006b). Estas diferencias en afinidad y localizacién ponen de
manifiesto la diferenciacion funcional de los dos tipos de receptores. En resumen, mientras los
MR ejercen un control sobre los efectos tonicos de los glucocorticoides, los GR estarian implica-
dos en el control y el retorno a condiciones basales del eje HPA después de la activacion produ-
cida como respuesta a una situacion estresante (Ratka et al, 1989). Se considera que una ocupa-
cién excesiva de los GR o el desequilibrio en el balance entre los 2 tipos de receptores tendria
una gran importancia en las consecuencias negativas asociadas al estrés (De Kloet, 2003). Otro
factor a tener en cuenta, al evaluar los efectos de los glucocorticoides, es la transcortina (corticos-
teroid-binding globulin, CBG), proteina plasmatica a la cual se unen gran parte de los glucocorti-
coides circulantes (revision en Breuner y Orchinik, 2002). Se considera que sélo los glucocorti-
coides libres son capaces de unirse al receptor, de tal modo que son éstos los que pueden ejercer
su actividad biologica en la célula.

Uno de los efectos mas importantes de los glucocorticoides es su capacidad para regular la acti-
vidad del eje HPA, modulando la respuesta de estrés mediante mecanismos de retroinhibicion
(ver Herman et al, 2012). Dependiendo de su velocidad de accion, clasificamos estos mecanis-
mos en tres categorias: rapido, intermedio y lento (ver Keller-Wood y Dallman, 1984). Existen
evidencias de la existencia de mecanismos rapidos de los glucocorticoides, incompatibles con los
efectos gendmicos clasicos mediados por los receptores MR y GR (ver Makara y Haller, 2001).
Se postula que los glucocorticoides podrian actuar a través de un receptor de membrana (atin
por caracterizar) en las neuronas parvocelulares del PVN, activando la liberacion local de en-
docannabinoides, que a su vez, inhibirian la liberacion de glutamato en las sinapsis excitadoras
que contactan con las neuronas parvocelulares del PVN (Di et al., 2003). Los mecanismos in-
termedios aparecen a los 30-60 minutos del inicio de la respuesta, involucrando procesos de
transcripcion mediados por GR y MR. Finalmente, los mecanismos de accion lenta también
pueden aparecer a partir de los 30-60 minutos pero, a diferencia de los mecanismos intermedios,
pueden prolongarse muchas horas e incluyen el bloqueo de la transcripcion de los genes de CREF,
AVP y POMC inducido por estrés.

Por otro lado, los glucocorticoides ejercen efectos muy amplios sobre el SNC y juegan un papel
esencial en el procesamiento cognitivo frente a estimulos aversivos (De Kloet et al, 1999). Evi-
dencias recientes han mostrado que los glucocorticoides son potentes moduladores de los proce-
sos de aprendizaje y memoria. En particular, la respuesta de estrés inducida por el aprendizaje
de tareas con un componente emocional, y la consiguiente liberacion de glucocorticoides aso-
ciada a la misma, se ha asociado a los procesos de consolidacion de la memoria. En términos
generales, los glucocorticoides ejercen efectos facilitadores del almacenamiento de la informa-
cion recientemente adquirida en una memoria a largo plazo fundamentalmente a través de la
activacion de receptores GR y la regulacion de la transcripcion de diversos genes y la sintesis de
un amplio niumero de proteinas necesarias para la formaciéon de memorias a largo plazo (ver
Sandi, 2003).

Respuesta del eje HPA como marcador de estrés

Dejando de lado la naturaleza y caracteristicas de los estimulos estresantes, uno de los aspectos
basicos en los estudios del estrés es poder valorar el grado de severidad o intensidad del estimu-
lo, dado que este factor es presumiblemente muy relevante para determinar las consecuencias
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conductuales y fisiologicas de la exposicion a un estimulo estresante. Aunque existen un gran
numero de variables fisiologicas que se modifican en situaciones de estrés, solo unas pocas res-
ponden en funcién de la intensidad del mismo. Por este motivo es necesario distinguir entre
variables que son marcadores de estrés, y nos indican simplemente que podemos estar en una
situacion de estrés, y los marcadores de la intensidad del estrés, cuyo rango de respuesta es
proporcional a la intensidad del estimulo estresante administrado. Dentro de esta tltima catego-
ria se incluyen un nimero reducido de variables: los niveles plasmaticos de catecolaminas (es-
pecialmente la adrenalina), prolactina, hormonas del eje HPA (ACTH vy corticosterona), y
glucosa, asi como, la reduccion de la ingesta en los dias posteriores al estrés (Marti y Armario,
1998; Marquez et al, 2002; Armario et al., 2012).

Deben tenerse en cuenta diferentes factores cuando quiere escogerse un marcador de intensidad
de estrés. Por ejemplo, el rango de sensibilidad de la variable a la intensidad del estimulo. Adre-
nalina, ACTH y prolactina, son variables muy sensibles puesto que con perturbaciones minimas
podemos observar grandes variaciones en sus niveles. Por el contrario, necesitamos una cierta
intensidad minima para observar cambios en la glucosa (Armario, 2006b). Un ejemplo opuesto
es la corticosterona. Debido a que la glandula adrenal se satura con niveles medios de ACTH,
como los que se pueden producir tras la exposicion a un ambiente nuevo (Keller-Woods et al,
1983), en situaciones de mayor intensidad, los niveles de corticosterona no estarian reflejando
adecuadamente los niveles de ACTH circulantes (Kant et al, 1983). Por este motivo, aunque la
corticosterona representa una de las medidas mas utilizadas en el estudio de respuesta endocrina
al estrés, sdlo seria adecuada para el estudio de estimulos de intensidad baja-moderada.

En paralelo a la rapida liberacion de la reserva disponible de CRF y otros factores en la eminen-
cia media, y la consecuente liberaciéon de ACTH por parte de la adenohipdfisis, se da una activa-
cion transcripcional dirigida a la restauracion de la reserva de CRF. En el caso de la exposicion
a un estimulo estresante de intensidad moderada como la inmovilizaciéon en tubo o la inyecciéon
intra-peritoneal de vehiculo, se observa inicialmente un incremento en los niveles del transcrito
primario (RNA heteronuclear, hnRNA) del gen de CRF con un maximo a los 15-30 min del
inicio del estrés (Herman, 1992; Kovacs y Sawchenko, 1996; Ma y Aguilera, 1999). Con estimu-
los predominantemente emocionales como la inmovilizacidon, los niveles del hnRNA para CRF
van disminuyendo progresivamente a pesar de la persistencia del estimulo (Shepard et al., 2005;
Trneckova et al., 2007). Sin embargo, la exposicion a la hipovolemia inducida por coloides es
capaz de mantener niveles elevados de transcripcion de CRF incluso a las 6 horas (Tanimura et
al., 1998). De manera andloga a lo que como ocurre con el hnRNA de CRF, la liberaciéon de
ACTH en respuesta al estrés sostenido alcanza un maximo entre los 10-30 min, para ir disminu-
yendo progresivamente hasta alcanzar niveles proximos a los basales a pesar de la persistencia
del estimulo (Hauger et al., 1988; Rivier y Vale, 1987).

Los mecanismos que median en la disminucion progresiva de la respuesta del eje HPA frente a
algunos estimulos estresantes sostenidos no estan bien establecidos. En el caso del hnRNA de
CRF, numerosos estudios han apuntado como posible responsable a la retro-inhibicién por
glucocorticoides (Yao y Denver, 2007). No obstante, el conjunto de datos parece indicar que el
incremento puntual en los niveles de glucocorticoides posterior al inicio del estimulo estresante
no juega un papel crucial en el descenso de la tasa transcripcional del gen de CRF (Ma y Aguile-
ra, 1999). Debido a que los glucocorticoides no pueden explicar por si solos este descenso, otros
trabajos han propuesto la existencia de un mecanismo de retro-alimentacién intracelular donde
el represor temprano inducible por cAMP (ICER) podria jugar un papel relevante (Shepard et
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al., 2005; Yao y Denver, 2007; Liu y Aguilera, 2009). ICER es una proteina que parece mediar en
la represion transcripcional de numerosos sistemas neuroendocrinos, actuando como inhibidor
competitivo de la transcripcion dependiente del elemento de respuesta a AMPc (CRE) cuyo
modulador positivo es la proteina de unidén a CRE fosforilada (p-CREB) (Foulkes et al., 1996;
Monaco et al., 1997).

En lo que respecta a la disminucién paulatina en los niveles plasmaticos de ACTH, no parece
que la disminucién de la expresién de CRF tenga una importancia crucial, ya que existe una
cantidad notable de mRNA que varia poco tras la exposicion al estimulo estresante (Watts, 2005;
Kovacs y Sawchenko, 1996). Por lo tanto, esta disminucidén podria deberse en parte a la retro-
inhibicién mediada por glucocorticoides y también a una incapacidad de la adenohipdfisis de
mantener la secrecion sostenida de ACTH (Rivier y Vale, 1987; Marti et al., 1999), ya sea por
una limitacion en la capacidad de respuesta al CRF en situaciones estresantes de elevada intensi-
dad o por una disminucién temporal de la reserva disponible de ACTH.

Asi como la liberacion de CRF y la consecuente elevacion de los niveles plasmdticos de ACTH y
glucocorticoides son eventos cruciales de la respuesta de estrés necesarios para el mantenimien-
to de la homeostasis, de igual relevancia son los mecanismos que limitan esta respuesta sobre
todo en una situacion de estrés cronico, ya que una elevacion sostenida de glucocorticoides, o
una liberacion excesiva de CRF en el SNC, puede favorecer la aparicion de depresion, inmuno-
supresion o sindrome metabdlico.

Mecanismos de integracion del estrés

Procesamiento de los estimulos estresantes

Los estimulos sistémicos representan una amenaza real para la homeostasis del organismo y
requieren una activacion rapida y directa del PVN. Por esto, las dreas relacionadas con la res-
puesta a estimulos sistémicos estan en su mayoria directamente conectadas con el PVN. En ge-
neral, la mayoria de neuronas que proyectan directamente al PVN se localizan en regiones que
reciben proyeccion de primer o segundo orden desde nociceptores somaticos, aferencias viscera-
les o vias humorales mediante aferencias predominantemente noradrenérgicas y adrenérgicas.
Ademas el PVN recibe proyecciones directas de los 6rganos circunventriculares, caracterizados
por carecer de barrera hematoencefalica, que se encargan de proporcionar la informacién sobre
la presion osmotica, el balance de electrolitos y los niveles circulantes de algunas hormonas
(Herman et al, 2003; Jankord y Herman, 2008). Estas neuronas representan la via excitadora
principal, directa del eje HPA. Sin embargo, esta respuesta tiene un coste energético y no puede
usarse en vano sin consecuencias nocivas (revision en McEwen, 1998). Por este motivo, el SNC
tiene mecanismos de regulacion que adecuan la respuesta del eje HPA.

Esta modulacién de la respuesta, por estructuras superiores del SNC es muy evidente cuando el
organismo se enfrenta a estimulos de tipo emocional. En este caso, se generan patrones excita-
dores o inhibidores dependientes de procesos de aprendizaje y memoria que son capaces de
modular la respuesta al estrés. Por ejemplo, se puede disminuir la respuesta a un ambiente nue-
vo con una exposicion repetida (habituacion), o se puede activar la respuesta frente a estimulos
inocuos si han sido previamente asociados a estimulos estresantes (condicionamiento clasico).

El control sobre este espectro de respuestas lo tiene el sistema limbico, principalmente mPFC, la
FH, la amigdala y el septum lateral (LS) (revision en Herman et al., 2003, 2005; Jankord y Her-
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man, 2008). Estas estructuras no proyectan directamente al PVN, sino que requieren de nucleos
intermedios en muchos casos constituidos por neuronas GABAergicas.

Proyecciones directas al PVN

De entre todas las proyecciones directas al PVN (Fig. 3), las provenientes del nicleo del tracto
solitario (NTS), que inervan preferentemente el mpdPVN, estan relacionadas con informacion
somatosensorial, visceral o humoral y representan la via excitadora principal y directa del eje
HPA mediante aferencias predominantemente noradrenérgicas y adrenérgicas. El NTS, también
resulta activado por estimulos de naturaleza mixta como la restricciéon de movimientos, el nado
forzado o la inmovilizaciéon (Cullinan et al., 1995; revisiéon en Sawchenko et al., 2000), lo que
sugiere que también podria participar en la integracion de la respuesta a los estimulos emocio-
nales, aunque jugando un papel secundario en lo referente a la activacion del eje HPA.

Aunque en menor niumero, el PVN también recibe proyecciones serotoninérgicas en su mayoria
procedentes del rafe dorsal y medial (DR, MnR; Sawchenko et al., 1983). La mayoria de estu-
dios apuntan a un papel estimulador de la serotonina (5-HT) en la secrecion de ACTH y corti-
costerona probablemente debido a una interaccién con neuronas GABAérgicas presentes en
regiones adyacentes al PVN. Ademas de sus acciones directas sobre el PVN, la 5-HT inerva es-
tructuras como la FH, el PFC, el LS, amigdala y el hipotdlamo (revisiéon en Lowry, 2002), razén
por la cual la 5-HT podria modular la actividad del eje HPA a través de estas areas de integra-
cién de la respuesta al estrés. La informacion asociada a funciones autdnomas llega al PVN des-
de otras areas mesencefalicas no serotoninérgicas, incluyendo el nicleo parabraquial y la sustan-
cia gris periacueductal (PAG) (Saper, 1995).

Numerosas regiones hipotalamicas cercanas al PVN emiten proyecciones de tipo mayorita-
riamente GABAérgico a este ntcleo (Boudaba et al., 1996; Roland y Sawchenko, 1993) de modo
que su activacion puede traducirse en inhibicion del eje HPA (Cole y Sawchenko, 2002). La re-
giéon mpPVN también esta inervada por neuronas GABAérgicas situadas en el nucleo dorso-
medial del hipotalamo (DM), aunque este nucleo también dispone de poblaciones glutamatér-
gicas (Ziegler et al., 2002), de modo que podria estar implicado tanto en la inhibicién como en la
activacion de las neuronas parvocelulares del PVN, dependiendo del estimulo concreto y del
tipo neuronal activado. Otra regidon que inerva directamente el PVN es el area predptica medial
(mPOA) que, al igual que el DM, también dispone de poblaciones GABAérgicas y glutamatérgi-
cas. Esta drea podria actuar como intermediaria en los efectos que los esteroides gonadales ejer-
cen sobre el eje HPA.

La informacion relativa al balance energético puede transmitirse directamente al PVN a través
del nucleo arqueado (Arc) y del hipotalamo lateral (LH). Las neuronas del arqueado son sen-
sibles a los niveles circulantes de glucosa, leptina e insulina (revision en Woods et al., 1998). Los
distintos neuropéptidos residentes en el nucleo arqueado tienen papeles complementarios en la
ingesta de comida: el neuropéptido Y (NPY) promueve la ingesta mientras que los péptidos de la
familia de la POMC tienen efectos anoréxicos. Existen otras regiones hipotalamicas capaces de
interactuar con el PVN. De entre estas, destacaremos el ntcleo supraquiasmatico (SCN), prin-
cipal regulador del ritmo circadiano del eje HPA (Moore y Speh, 1993), que proyecta a regiones
hipotalamicas GABAérgicas como la region peri-PVN o el DM, que a su vez, inervan directa-
mente el PVN (Armstrong, 1995).
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Figura 3. Principales proyecciones directas hacia las neuronas parvocelulares del
nticleo paraventricular del hipotialamo.

Los circulos negros indican la naturaleza activadora de las proyecciones, los circulos blancos indican
la naturaleza inhibidora de las proyecciones. ME: eminencia media.
Adaptado de Herman et al., 2003.

La mayoria de proyecciones telencefélicas directas al PVN proceden del BST (Cullinan et al.,
1993; Herman et al., 2003), concretamente de los subntcleos intrafascicular, transversal y ante-
rodorsal, los cuales contienen principalmente neuronas GABAérgicas, y también de la region
ventrolateral y el nucleo fusiforme. Los efectos del BST sobre el PVN parecen ser fundamental-
mente inhibitorios, actuando como via de relevo de la informacion proveniente de la CeA hacia
el PVN. Sin embargo la actividad del eje HPA parece depender del area concreta estimulada
dentro del BST (Choi et al., 2007; Herman et al., 1994). De esta manera, lesiones en la region
posterior del BST, incluyendo los subntcleos intrafascicular y transversal, incrementan la expre-
sién del mRNA de CRF en el PVN concordando con un papel inhibitorio sobre la regulacion del
eje HPA (Herman et al., 1994). En contraste, lesiones del BST anterior, incluyendo los subnu-
cleos anterodorsal y fusiforme, provocan un descenso en la expresion del mRNA de CRF apo-
yando un papel excitatorio de estas regiones sobre la actividad HPA (Gray et al., 1993; Herman
et al., 1994). Cabe destacar la presencia de neuronas de CRF en algunas subdivisiones del BST
(Ju et al., 1989). Se ha sugerido que estas neuronas podrian tener un papel en la modulacién
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positiva de la respuesta del PVN al estrés (Parkes et al., 1993), aunque el conjunto de datos dis-
ponibles sugieren mas bien un papel inhibidor para el CRF. El resto de proyecciones de CRF que
inervan el PVN, pueden proceder de otras areas hipotalamicas (Champagne et al., 1998), sin
descartar conexiones axo-dendriticas entre neuronas de CRF dentro del mismo PVN (revision
en Liposits et al., 1985).

Finalmente, también proyectan directamente al PVN algunas regiones del tilamo, como las
regiones subparafascicular e intralaminar posterior, que estan implicadas en la activacion del
eje HPA por estimulos estresantes auditivos (Campeau y Watson, 2000) o la zona incerta del
hipotalamo, un area rica en neuronas dopaminérgicas (Wagner et al., 1995; Cheung et al.,
1998). Diversos trabajos sugieren que la dopamina activa el eje HPA (Borowsky y Kuhn, 1992;
1993; Fuertes et al., 2000). En nuestro laboratorio hemos demostrado que la dopamina ejerce un
papel estimulatorio en la activacion del eje HPA en respuesta a la IMO al haber observado una
reduccion de la respuesta tras el bloqueo de los receptores D1y D2 (Belda y Armario, 2009). Sin
embargo, se desconoce si la dopamina ejerce sus efectos por accion directa en el PVN (posible-
mente por proyecciones desde la zona incerta) o actua indirectamente a través de su accién so-
bre vias superiores.

Proyecciones indirectas al PVN

El PVN esta indirectamente interconectado con diversas estructuras (Fig. 4). Entre ellas, las
relacionadas con el sistema limbico son de crucial importancia para la regulacion de la respuesta
emocional y la memoria. El mPFC, la FH, la amigdala y el LS son las principales estructuras
relacionadas con el control del eje HPA frente a estimulos emocionales (revision en Herman et
al, 2005; Jankord y Herman, 2008). Estas estructuras no proyectan directamente al PVN, sino
que requieren de nucleos intermedios en muchos casos constituidos por neuronas GABAérgi-
cas. Los principales nucleos de relevo de la informacion son el BST, el area predptica (POA), el
DM, el Arc, el LH y la zona peri-PVN.

La FH es una estructura que ejerce un efecto principalmente inhibidor sobre el PVN. Por su
gran densidad de receptores de glucocorticoides (Herman, 1989; Reul y De Kloet, 1986) se le ha
relacionado con la retroinhibiciéon de la respuesta del eje HPA mediada por los glucocorticoides
(revisiones en Jacobson y Sapolsky, 1991; Herman y Cullinan, 1997). Varios laboratorios han
constatado que lesiones en la FH prolongan la secrecién de ACTH y/o corticosterona tras la
exposicion a estimulos estresantes como la restriccion de movimientos, el paradigma del condi-
cionamiento del miedo a un contexto (medido mediante freezing), la estimulacion acustica o la
exposicion a un ambiente nuevo como el campo abierto (revision en Herman et al., 2005). Por
otro lado, las mismas lesiones no tienen efecto sobre la respuesta del eje HPA tras la exposicion
a éter o a hipoxia, indicando que la implicacion de la FH en la modulacién de la actividad del eje
HPA depende del estimulo estresante.

La regulacion por la FH de la respuesta del eje HPA esta controlada en gran parte por el subicu-
lum ventral (vSUB). La estimulacion del vSUB produce inhibicién de la actividad HPA (Casady
y Taylor, 1976) y una lesién en esta drea incrementa la respuesta del eje HPA frente a estimulos
emocionales como el campo abierto, sin afectar ni a los niveles basales del eje ni a la respuesta
delante de estimulos puramente fisicos como la inhalacién de éter (Herman et al, 1998). El vSUB
es la via de salida de la informacion de la FH hacia el hipotalamo y utiliza sefiales estimuladoras
(glutamatérgicas) que hacen sinapsis en neuronas GABAergicas del BST, el POA (subdivisién
medial) y otras estructuras hipotalamicas como la region peri-PVN, donde predominan las neu-
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ronas GABAérgicas. En conjunto, todos los datos son consistentes con un papel inhibidor del
vSUB en las respuestas de estrés anticipatorias. La FH podria ejercer su control sobre el PVN
también a través de conexiones multi-sindpticas. Por ejemplo, el LS recibe mucha inervacién
procedente de la FH, mientras que él mismo proyecta a la region peri-PVN y otros ntcleos hipo-
taldmicos conectados directamente con el PVN (revision en Herman et al., 2003). Numerosos
estudios usando lesiones y trazadores muestran que el efecto inhibidor de la FH sobre el PVN es
ejercida fundamentalmente a través del BST (Forray y Gysling, 2004).

Otra estructura a la que también se le ha adjudicado un papel inhibidor sobre el PVN es el
mPFC, especialmente la region ventromedial (vmPFC) que incluye las subdivisiones prelimbica
(PrL) e infralimbica (IL). Como la FH, al mPFC se le ha relacionado con la retroalimentacién
negativa ejercida por los glucocorticoides en respuesta a estrés emocional. La implantacion de
corticosterona en el mPFC de ratas adrenalectomizadas es capaz de reducir los niveles de ACTH
en respuesta a la inmovilizacion en tubo (“restraint”) (Akana et al., 2001). Asi mismo, la infusién
de dexametasona en esta region es capaz de reducir la actividad del eje HPA (Mizoguchi et al,
2003). Del mismo modo que el vSUB, el papel de la subdivision PrL parece ser especifica de es-
timulo. La lesion de la corteza PrL produce un aumento de la respuesta del eje HPA a los esti-
mulos emocionales, sin afectar a los sistémicos (Diorio et al 1993; Figueiredo et al, 2003;
McDougall, 2004; Radley et al, 2009). El papel del IL parece mas complejo. La lesion electrolitica
del IL provoca un incremento en la secreciéon de ACTH vy de la activacion del PVN (medida
mediante c-Fos) tras la administracion de interleuquina-1p pero no tras la exposicién al res-
traint, sugiriendo un papel en la inhibicion de la respuesta frente a estimulos sistémicos (Crane
et al, 2003). Sin embargo, la lesion del IL mediante la infusiéon de acido iboténico reduce la ex-
presion de c-fos en el PVN, sugiriendo que esta region podria jugar un papel potenciador de la
respuesta del eje HPA frente a estimulos emocionales (Radley et al, 2006). La lesion de la mPFC
no afecta nunca a los niveles basales del eje HPA (Diorio et al 1993; Figueiredo et al, 2003), indi-
cando que el mPFC modula selectivamente la actividad del eje HPA en respuesta a estimulos
estresantes.

La mPFC no tiene sinapsis directas con el PVN sino que interactua con numerosas areas para
ejercer su control inhibidor sobre el PVN. Asi, la PrL envia sus proyecciones glutamatérgicas al
BST, que a su vez, mediante proyecciones GABAergicas inhibira al PVN (Radley et al, 2009), al
complejo basolateral de la amigdala (BLA) y el nucleo paraventricular del talamo (PVA). Esta
via de procesamiento con origen en la PrL se ha visto especialmente activada delante de estimu-
los estresantes de tipo emocional. La IL también proyecta directamente al BST, a la CeA y al
NTS, a través de las cuales ejerce seguramente su papel inhibidor (Herman et al, 2005; revisiéon
en Jankord y Herman, 2008). A su vez, el mPFC recibe aferencias procedentes de otras areas que
participan en el control de la respuesta al estrés, como el locus coeruleus (LC) o la FH con efec-
tos sobre procesos como la atencién y la memoria explicita.

A diferencia de lo que ocurre con la FH y el PFC, la amigdala parece activar el eje HPA (revision
en Herman et al., 2005). La amigdala esta compuesta por distintos subntcleos, entre ellos la
CeA, la MeA y la BLA. Aunque todos ellos pueden participar en la activacion del eje HPA hay
especificidades en funcion del estimulo presentado. La CeA esta relacionada con la respuesta a
estimulos sistémicos (revision en Herman y Cullinan, 1997; Sawchenko et al., 2000; Dayas et al.,
2001) y presenta conexiones con estructuras del tronco que proyectan directamente al PVN,
como el NTS y el nucleo parabraquial (revision en Alheid, 2003; McDonald, 2003). También hay
pruebas de su conexién con el BST donde, mediante proyecciones de tipo GABAérgico, activa-
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ria, por desinhibicion, el eje HPA, al inhibir las neuronas GABAérgicas del BST que proyectan al
PVN (revisién en Herman et al., 2003).

Por otro lado, la MeA estaria implicada en la integracion de los estimulos de tipo emocional
(Cullinan et al., 1995; Dayas et al., 1999; 2001; 2002), con una extensa red de conexiones con
areas de proyeccion directa al PVN como el BST, el area predptica medial (MePO), el hipotala-
mo anterior y la zona peri-PVN (revision en Alheid, 2003; McDonald, 2003). Las proyecciones
hacia estas areas son de tipo GABAérgico, de tal modo que la activacion de la MeA daria lugar
también a una activacion del PVN por desinhibicion, como ocurre con la CeA, aunque por dis-
tintos circuitos (revision en Herman et al., 2003). Por dltimo, la BLA se activa frente a estimulos
de tipo emocional (Cullinan et al., 1995) aunque proyecta principalmente a otros nucleos de la
amigdala como la CeA y la MeA (Jankord y Herman, 2008). Por este motivo, se especula sobre
un papel complejo de la BLA en la regulacion de la actividad del eje HPA, ejerciendo sus efectos
a través de otros nucleos de la amigdala (Jankord y Herman, 2008). Aunque no tenga un papel
claro en el control de la actividad del eje HPA, el complejo BLA juega un papel clave en los efec-
tos de los glucocorticoides sobre la memoria, especialmente la de tipo emocional (Roozendaal,
2000), asi como en la adquisicion del condicionamiento al miedo frente a estimulos auditivos y

Figura 4. Principales proyecciones indirectas hacia las neuronas parvocelulares del
ntcleo paraventricular del hipotidlamo.

Los circulos negros indican la naturaleza activadora de las proyecciones, los circulos blancos indican
la naturaleza inhibidora de las proyecciones.
Adaptado de Herman et al., 2003.

al contexto (LeDoux et al., 1990; Phillips and LeDoux, 1992; Wilensky et al., 1999).

Las neuronas del LS resultan claramente activadas por estimulos estresantes emocionales, como
los ambientes nuevos, la exposicion a un depredador o la interaccion social, mostrando una
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menor activacién con estimulos de tipo sistémico (revisiones en Herman et al., 2003; Armario
2006). La mayoria de estas neuronas son GABAérgicas (revision en Risold y Swanson, 1997b) y
proyectan a la region peri-PVN, al hipotdlamo anterior, PO y el LH (revisién en Risold y Swan-
son, 1997a), regiones que proyectan directamente al PVN (revisién en Herman et al., 2003). El
LS ejerce una influencia inhibidora sobre estas areas y queda en una posicién excelente para
regular tanto la activacién como la inhibiciéon del PVN. De hecho, los datos experimentales apo-
yan un papel mas bien inhibidor dado que tanto la lesion electrolitica como excitocitotdxica del
LS potencia la respuesta neuroendocrina del eje HPA en respuesta a estrés moderado sin afectar
los niveles basales hormonales (revision en Herman et al., 2003; Singewald et al, 2011).

Estudios mas recientes, sugieren que el LS estaria implicado en un mecanismo de inhibicién del
eje HPA mediado en parte por receptores septales 5-HT14 sin participacion del feedback negati-
vo mediado por glucocorticoides (Singewald et al, 2011). Este hecho viene corroborado por la
densa inervacion del LS desde el DR y por la elevada expresion de receptores 5-HT14 (Kohler et
al, 1982; Lanfumey and Hamon, 2000). El propio CRF podria modular la liberacién de 5-HT en
las regiones terminales a través de sus efectos a nivel del DR, apoyando una potencial interac-
cion entre el CRF y la 5-HT en las patologias asociadas al estrés, en las cuales ambos sistemas
estarian implicados (Price y Lucki, 2001).

Estudios recientes han relacionado diversos nicleos del talamo con la regulacion del eje HPA.
En varios nucleos de la linea media del talamo se observa una fuerte inducciéon de c-fos en res-
puesta a estimulos estresantes de tipo emocional (Cullinan et al., 1995; Emmert y Herman, 1999;
Bubser y Deutch, 1999). De entre estas regiones cabe destacar el PVA que podria jugar un papel
importante en la integracion de la respuesta del eje HPA a estimulos repetidos diariamente. Tras
dicha exposicion, se ha observado un fenémeno conocido como facilitacién, en el que la res-
puesta a un estimulo estresante nuevo (heterotipico) se ve potenciada en aquellos animales que
han sido estresados previamente (Bhatnagar y Dallman, 1998). Tras un régimen de estrés repeti-
do, el PVA se encuentra entre las pocas areas que se activan selectivamente por estimulos hete-
rotipicos, por lo que podria estar implicado en la facilitacion del eje HPA. El PVA recibe nume-
rosas proyecciones desde dreas sensibles al estrés como el vSUB, mPFC, BST, NTS, Rafe, ntcleo
parabraquial y LC vy, a su vez, inerva regiones como el mPFC, la BLA y la CeA, capaces de mo-
dular la actividad del eje HPA (revision en Herman et al., 2003).

Vias centrales de integracion del estrés

Los datos disponibles en la literatura nos sugieren que los circuitos nerviosos que se activan
frente a un estimulo dependen de las caracteristicas concretas de este estimulo. Como ya comen-
tamos anteriormente, la idea mas extendida propone una dicotomia entre la respuesta a estimu-
los emocionales y la respuesta a estimulos sistémicos (Kovacs et al., 2005). Mientras que todos
los estimulos comparten la habilidad para activar ciertas poblaciones neuronales efectoras en el
PVN y en los nucleos catecolaminérgicos del tronco, los circuitos donde se procesan los estimu-
los sistémicos y emocionales son muy distintos. Aunque cada estimulo presenta un patréon de
respuesta particular, tienen caracteristicas comunes de las que nos valemos para dividir los esti-
mulos segtin encajen mejor en una categoria u otra.

En general, las vias limbicas serian mads sensibles a los estimulos emocionales, que requieren un
procesado en estructuras superiores del SNC (revision en Herman y Cullinan, 1997). En cambio,
estimulos estresantes sistémicos como los originados por alteraciones respiratorias, cardiovascu-
lares e inmunes pueden estimular directamente el PVN a través del tronco encefalico, sin nece-
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sidad de un procesado cognitivo superior (revision en Sawchenko et al., 1996). Un estudio reali-
zado por Sawchenko y colaboradores (Li et al., 1996) es el que mejor ilustra esta idea, demos-
trando que las vias ascendentes del tronco son necesarias para la activacion del PVN por inter-
leuquina-1-beta (IL-1p), pero no afectan a la induccién de c-fos en este nucleo tras el choque
eléctrico en las patas. Por el contrario, la activacion del PVN por estimulos de tipo emocional no
requiere sefiales procedentes del tronco encefalico y la activacion del NTS parece ser secundaria
a la activacion de areas superiores del SNC.

Los efectos de los estimulos sistémicos sobre el PVN se pueden concebir esencialmente como
simples reflejos, mediados a nivel subcortical a través del sistema de procesado de la informa-
cién sensorial visceral. La respuesta a los estimulos sistémicos viene mediada por dreas bien
definidas, con activacion de circuitos diencefalicos y del tronco encefalico y accién directa sobre
las neuronas efectoras de la respuesta al estrés, sin una contribucion cortical o limbica significa-
tiva (revision en Sawchenko et al., 1996, Kovacs et al., 2005). Los 6rganos circunventriculares,
que se encuentran fuera de la barrera hematoencefalica, proyectan directamente al PVN trans-
mitiendo informacion de sefiales o cambios presentes en el plasma sanguineo, como la osmola-
ridad, mediadores inmunitarios o la presencia de determinadas hormonas como la angiotensina
II o la insulina. La informacion referente a la presion y el volumen sanguineo llega al NTS a
través de las vias vegetativas y desde alli, proyecciones catecolaminérgicas la transmiten a las
neuronas neurosecretoras del hipotdlamo.

Cualquier alteracién de estos sistemas homeostaticos basicos genera reflejos neuroendocrinos
relativamente simples, con activacion directa de las neuronas neurosecretoras del PVN inician-
do la respuesta hormonal al estrés. Ademas de la respuesta neuroendocrina, también se pone en
marcha una respuesta adaptativa del SNA, con cambios cardiovasculares y respiratorios y acti-
vacion simpatico-adrenal. Por sus caracteristicas particulares, los estimulos de tipo sistémico
activan un namero restringido de poblaciones y circuitos neuronales, resultando en un perfil
mas o menos singular (revision en Kovacs, 1998; Pacak y Palkovits, 2001). Por ejemplo, se acti-
van neuronas medulares catecolaminérgicas en respuesta a la hemorragia (Chan y Sawchenko,
1994), el lipopolisacarido bacteriano (LPS, Wan et al., 1993), la IL-1f (Ericsson et al., 1994) y el
dolor (Palkovits et al., 1995), y neuronas osmosensibles de la lamina terminalis tras la adminis-
tracion de soluciones hipertonicas (Kovacs y Sawchenko, 1993).

Los estimulos emocionales son registrados e iniciados mediante mecanismos somatosensoriales
complejos y procesados a través de circuitos cerebrales superiores (revision en Herman y Culli-
nan, 1997; Kovacs et al., 2005). La informacién somatosensorial no activa directamente las neu-
ronas neurosecretoras del PVN, sino que requiere un procesamiento en dreas extra-
hipotalamicas, que modulan la respuesta al estrés a través de las poblaciones GABAérgicas y
glutamatérgicas en la region peri-PVN y en otras areas con proyeccion directa al PVN. La mayo-
ria de estimulos emocionales presentan un patrén comun, que incluye las neuronas efectoras en
el PVN y aquellas areas implicadas en el control de la actividad del eje HPA como la PFC, el LS,
el BST, la amigdala, el DR y el LC (revisién en Cullinan et al., 1995; Larsen y Mikkelsen, 1995;
Duncan et al., 1996; Campeau y Watson, 1997; Kollack-Walker et al., 1997).

Ademas de la respuesta neuroendocrina, los estimulos emocionales también generan respuestas
mediadas por el SNA con cambios cardiovasculares, respiratorios y gastrointestinales. Estas dos
categorias de estimulos estresantes no se excluyen mutuamente y cada estimulo en particular
debe analizarse en toda su complejidad. Por ejemplo, estimulos emocionales como la inmovili-
zacion o el choque eléctrico en las patas, pueden causar dolor e iniciar determinadas respuestas
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reflejas, tipicas de los estimulos sistémicos. Por otro lado, estimulos sistémicos como los de tipo
inmune pueden venir acompanados de malestar que afectarian al comportamiento del animal,
implicando areas corticales y limbicas (Armario et al., 2006).

Genes de expresion temprana: c-fos

Los genes de expresion temprana (IEG) son genes que se activan rapida y temporalmente sin
necesidad de sintesis previa de proteinas. Codifican para muchos productos funcionalmente
distintos (Nedivi et al., 1993), de manera que podriamos clasificarlos fundamentalmente en dos
grupos; (1) genes que codifican para factores de transcripcion (ITF de sus siglas en inglés “in-
ducible transcription factors”), que influirian indirectamente en la fisiologia celular activando o
reprimiendo la expresion de otros genes, como por ejemplo: c-fos, c-jun y zif268, y (2) genes
que codifican para proteinas efectoras, como proteinas de secrecion, proteinas de citoesquele-
to y subunidades de receptores, que cumplen un papel directo en los cambios en la eficacia o en
la conectividad sinaptica, como por ejemplo: Arc, Cox-2y Rheb.

El gen Arc codifica para una proteina de distribucién fundamentalmente telencefalica que esta
asociada a la actina y que estd involucrada en procesos de plasticidad sinaptica. El gen Cox-2
codifica para la ciclooxigenasa, que es la enzima que permite al organismo producir las prosta-
glandinas a partir del acido araquidénico y estd involucrada en procesos inflamatorios. Rheb es
un gen de la superfamilia Ras que codifica para una proteina implicada en plasticidad neuronal.
La rapida induccion de los IEG se explica por la presencia de factores de transcripcion constitu-
tivos preexistentes en la célula quiescente o no estimulada que se activan en respuesta a deter-
minadas sefales (revision en Herdegen y Leah, 1998).

Uno de los ITF mejor caracterizados es el proto-oncogen viral c-fos (Sheng y Greenberg, 1990)
que, por sus caracteristicas, resulta una herramienta muy valiosa en el estudio de la activacién
del SNC frente a diferentes estimulos. El gen viral “fos” fue aislado en 1982 como el oncogen del
virus del osteosarcoma de raton Finkel-Biskis-Jiskins (FBJ-MSV) y poco después se describié su
homologo celular, c-fos (revision en Herdegen y Leah, 1998). La proteina codificada por este gen
dimeriza con proteinas de la familia c-Jun, formando el complejo de transcripcion de la protei-
na activadora 1 (AP-1), el cual participa en la regulacion de la expresiéon de multitud de ge-
nes relacionados con la respuesta a diversos estimulos que cuentan con un sitio de unién AP-1
en su promotor (revision en Herdegen y Leah, 1998). Su expresion puede inducirse por multitud
de factores, entre ellos, factores neurotréficos, neurotransmisores, despolarizacion e incremen-
tos de Ca2+ intracelular (Herrera y Robertson, 1996; Herdegen y Leah, 1998).

El gen de c-fos tiene un promotor complejo, sensible a la accién de diferentes cascadas de se-
gundos mensajeros, que terminan convergiendo y regulando su expresion (Ginty et al., 1994).
La regulacion fisiologica de este gen requiere del funcionamiento interdependiente de varios
elementos presentes en su region reguladora, como son el elemento de respuesta al suero (SRE),
el sitio de unién a AP-1 (AP-1RE), y el elemento de respuesta a Ca’>*/cAMP (Ca**/CRE) (Kovacs
et al., 1998). Su actividad también esta regulada a nivel post-transcripcional mediante la degra-
dacién del mRNA, cuya vida media se sitiia entre los 10 y los 15 min (Shyu et al., 1989; Zange-
nehpour y Chaudhuri, 2002). La deacetilacion de histonas asociadas al gen parece tener un papel
principal en este proceso (Greenberg et al., 1990).

Aunque algunos trabajos han detectado incrementos significativos en los niveles del mRNA a
los 5-10 min de iniciada la inmovilizacién en el mpPVN (Imaki et al., 1996; Umemoto et al.,
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1997), incrementos mas consistentes se han observado a los 30 min de la aplicacion del estimulo
estresante cuando éste persiste durante este tiempo (Imaki et al., 1992, 1995b, 1996; Cullinan et
al., 1995; Kovacs y Sawchenko, 1996; Umemoto et al., 1997; Armario, 2006a; Trneckova et al.
2007). Asi mismo, la vida media de la proteina es muy corta, situandose el nivel maximo entre
90 y 120 minutos (revision en Jariel-Encontre et al., 1997), para desaparecer gradualmente del
nucleo neuronal entre las 4 y 6 horas después de una estimulaciéon puntual en el tiempo (Kovacs,
1998). Esta degradacion parece depender del drea particular del SNC que se observe
(Chowdhury et al., 2000) y ocurre cuando la sintesis ha terminado y la mayoria de moléculas de
c-Fos (el 90%) estan asociadas a proteinas Jun (Kovary y Bravo, 1991a, 1991b) pues la formacion
de los dimeros c-Jun:c-Fos promueve la degradacion de c-Fos (Papavassiliou et al., 1992). La
ruta de degradacion de c-fos mds importante estd mediada por el proteasoma y es dependiente
de ubiquitinacion, aunque recientemente se ha demostrado que también existen procesos de
degradacion que no requieren este paso (Gomard et al, 2008).

Debido a la rapida sintesis de c-Fos y al retraso en el incremento de c-Jun, existe una ventana
libre de c-Jun tras la estimulaciéon durante la cual c-Fos puede formar heterodimeros con GR 'y
otros factores de transcripcion (ATF-4, ATF-2, CBP, p65) influenciando la expresion génica en
el periodo inmediatamente posterior a la activacion celular (revision en Herdegen y Leah, 1998).
Ademas existen varias combinaciones entre las familias fos y jun, de tal modo que los complejos
c-Fos/c-Jun activarian la expresion génica mientras que el complejo c-Fos/Jun B parece ser inhi-
bidor (Sheng y Greenberg, 1990). Estas interacciones reflejan los cambios transcripcionales
complejos que tienen lugar en la neurona una vez activada.

c-fos como marcador de activaciéon neuronal

La rapida induccion de c-fos tras la exposicion a diferentes estimulos, junto con su débil expre-
sién en condiciones basales (Kovacs, 1998; Armario, 2006a), lo convierte en una herramienta
muy valiosa en el estudio de la activacion del SNC frente a estimulos estresantes, habiendo con-
tribuido enormemente a nuestro conocimiento de como el SNC responde y procesa la informa-
cién concerniente a estos estimulos (Imaki et al., 1995a; Kovacs, 1998; Sawchenko et al., 2000;
Hoffman y Lyo, 2002). No obstante, debe tenerse en cuenta que c-fos no puede considerarse
como un marcador universal de activacion neuronal. Por ejemplo, Luckman et al. (1994), han
descrito que un agonista colinérgico (carbacol) induce la expresion de c-fos en neuronas magno-
celulares del nucleo supra-dptico, mientras que la activacion electrofisioldgica antidromica de
las mismas neuronas no provoca un incremento en los niveles de expresion, lo que sugiere que
la induccion de c-fos precisa de la accién conjunta de cambios en las vias de transduccion de
sefales y de procesos de despolarizacion. Por otro lado, neuronas tonicamente activas, como las
que regulan la secrecion de prolactina desde el area tuberoinfundibular del hipotdlamo, no
muestran induccion de c-fos, quiza porque la activacion ténica no supone expresion de este gen.
Por consiguiente, no podemos descartar o tener la seguridad de la participacion de un area en
concreto en un proceso determinado por la ausencia o presencia de expresion de c-fos, respecti-
vamente.

Aunque no se han encontrado alternativas, una posible solucidn es usar otros IEG con patrones
de expresion que podrian ser complementarios (Chan et al, 1993; Herdegen y Zimmermann,
1995; revision en Senba y Ueyama, 1997). Otra limitacion es consecuencia de la dindmica de
expresion de c-fos, que si bien es ideal para estudiar la activacion por estimulos agudos de corta
duraciéon (de minutos a pocas horas), resulta un inconveniente con estimulos prolongados. Esto
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se debe a que tras un periodo limitado de tiempo, que depende del tipo de estimulo, tanto el
mRNA como la proteina vuelven progresivamente a sus niveles basales. Este fendmeno es muy
comun con estimulos emocionales de elevada intensidad como la IMO o la restriccion de mo-
vimientos (Imaki et al., 1992; Senba et al., 1994; Umemoto et al., 1997; Trneckova et al., 2007),
pero con estimulos de tipo sistémico como la administracion de endotoxina (Rivest y Laflamme,
1995) o la hipovolemia inducida por coloides (Tanimura y Watts, 2000), se pueden observar
niveles sostenidos (3 a 6 h) de expresion de c-fos en el PVN. Debido a la corta vida media de c-
fos, se empiezan a usar otros IEG con una vida media mas larga, como A-FosB, el cual se man-
tiene estable en el rango de dias. Esta estabilidad contribuye a la acumulaciéon potencial de esta
isoforma tras la estimulacion repetida y puede servir para identificar neuronas que sufren cam-
bios tardios y a largo plazo, lo que resulta de gran interés en el estudio de los efectos del estrés
crénico (Perotti et al., 2004). Asi mismo, este IEG puede controlar la transcripcion de diferentes
grupos de proteinas reguladoras, diferentes en parte de los controlados por c-fos (Al-Noori et al.,
2008).

Otra limitaciéon de la utilizaciéon de c-fos como marcador de activacion neuronal es que no es
posible identificar la naturaleza de las neuronas activadas. De manera que, cuestiones bdsicas
como el hecho de determinar si se trata de neuronas glutamatérgicas activadoras o GABAérgicas
inhibidoras quedan sin responder. La combinacién de la deteccion de c-fos con otros marcado-
res puede aportar informacién adicional, como determinar el neurotransmisor que expresan las
neuronas activadas (Ceccatelli et al., 1989). Asi mismo, la deteccion de c-fos junto con el uso de
retro-trazadores, puede ayudar a identificar las vias implicadas en la activaciéon de un determi-
nado grupo neuronal (Menetrey et al., 1989).

A pesar de la gran cantidad de informacién acumulada en estudios cartograficos funcionales
empleando c-fos como marcador de activacion, atn falta mucha informacién sobre qué genes se
ven afectados en las neuronas que presentan induccién de c-fos in vivo. Estudios in vitro e in
vivo muestran la participacion de c-fos en la regulaciéon de la expresion de distintos neuropépti-
dos, como la proencefalina, la prodinorfina, factores neurotréficos como el factor de crecimien-
to nervioso (NGF) y enzimas de sintesis de neurotransmisores como la glutamato descarboxilasa
(GAD) y la tirosina hidroxilasa (TH). Estudios in vivo donde se inhibe la expresién de c-fos ad-
ministrando oligonucleétidos antisentido en distintas areas del SNC, como el estriado o la
amigdala central, han permitido relacionar la induccién de c-fos con procesos de plasticidad
neuronal que tienen lugar en estos nucleos tras la administracion de anfetamina o la exposiciéon
a estimulos estresantes, respectivamente (revision en Chiasson et al., 1997).

Aplicacion de c-fos en el estudio del estrés

Durante la ultima década se ha utilizado ampliamente la induccién de c-fos para comprender
mejor cdmo el SNC responde y procesa los estimulos estresantes (revision en Imaki et al., 1995,
Herman y Cullinan, 1997; Kovacs, 1998; Sawchenko et al., 2000; Pacak y Palkovits, 2001; Her-
man et al., 2003). El andlisis de todos los datos de expresion de c-fos obtenidos mediante hibri-
dacién “in situ”, inmunohistoquimica y otras aproximaciones experimentales, ha sido una he-
rramienta fundamental para clasificar los distintos estimulos estresantes en sistémicos y emo-
cionales (revision en Sawchenko et al., 2000, Herman et al., 2003).

Sin embargo, se ha de tener en cuenta la dificultad de clasificar un estimulo como puramente
sistémico o puramente emocional basandonos en el patrén general de activacion, ya que sus
efectos pueden ser complejos. Por poner un ejemplo, un estimulo considerado sistémico como
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la endotoxina, también conlleva una sensacion de malestar en animales no anestesiados que
podria activar circuitos emocionales (Armario, 2006a).

A diferencia de lo que ocurre con los estimulos estresantes de naturaleza sistémica, la exposiciéon
a diferentes tipos de estimulos estresantes pura o predominantemente emocionales parece des-
encadenar un patrén en gran parte comun de expresion de c-fos, incluso cuando estos estimulos
difieren enormemente en sus caracteristicas (Cullinan et al., 1995; Kovacs, 1998; Ons et al.,
2004). Algunas areas muestran activacion tras la manipulacion del animal (“handling”) o la ex-
posicién a ambientes nuevos implicita en algunos estimulos estresantes (v.g. caja donde aplica el
choque eléctrico). No obstante, en el caso del handling, esta activacion es generalmente baja si
los animales estan habituados y se confunde facilmente con la leve expresion constitutiva de c-
fos (revision en Kovacs, 1998).

Dentro de este grupo de dreas se incluirian algunos nucleos talamicos y de la amigdala, areas
corticales y subcorticales, el LS, el BST anterior, el FH y la sustancia gris peri-acueductal (PAG).
Se considera que estas areas, o al menos parte de ellas, podrian estar relacionadas con un estado
de activacion general o de arousal (revision en Cullinan et al., 1995; Duncan et al., 1996; Cam-
peau y Watson, 1997; Kollack-Walker et al., 1997). El arousal podria ser un factor comun a la
mayoria de estimulos emocionales por lo que podria explicar, al menos en parte, las coinciden-
cias en el patron de activacion. Seguramente se trata de areas con un umbral de induccién de c-
fos bajo.

Se ha descrito una marcada expresion de c-fos en todas las areas alocorticales e isocorticales y
especialmente en la mPFC tras la exposicion a diferentes estimulos de caracter emocional como
el nado forzado, el ambiente nuevo o la exposicion a un olor aversivo (Day et al., 2004; Ons et
al., 2004). Como hemos comentado anteriormente, el mPFC y mas concretamente la subdivi-
sion PrL, podria ejercer un papel inhibidor sobre algunas de las respuestas fisioldgicas y conduc-
tuales asociadas al estimulo estresante (Diorio et al., 1993; Figueiredo et al., 2003; Radley et al.,
2006). Dentro de las areas limbicas subcorticales, se ha observado una consistente activacion en
el LS y mas concretamente en la subdivision ventral (LSv), en respuesta a numerosos estimulos
estresantes (Campeau et al., 1997; Stamp y Herbert, 1999; Armario, 2006b). Asi mismo, también
se ha descrito una induccién de c-fos en el BST y en la amigdala.

En el caso del BST, existe cierta controversia respecto a qué subregiones se activan en respuesta
al estrés (Cullinan et al., 1995; Duncan et al., 1993; Bonaz y Rivest, 1998; Campeau y Watson,
1997; Li y Sawchenko, 1998; Choi et al., 2007), posiblemente debido a la complejidad anatomica
de este nucleo que dificulta la interpretacion de la sefial en los films autorradiograficos. Respecto
a la amigdala, diversos estudios sugieren que la MeA podria tener una participacion mas rele-
vante en la respuesta a estimulos estresantes de cardcter emocional, mientras que la CeA partici-
paria principalmente en la respuesta frente a estimulos sistémicos (Cullinan et al., 1995; Dayas et
al., 1999: Xu et al., 1999; Ons et al., 2004).

Pocos trabajos han abordado directamente el estudio de la respuesta de c-fos frente a estimulos
de diferente intensidad. Campeau y colaboradores han estudiado la respuesta al ruido, (Cam-
peau y Watson, 1997; Campeau et al., 1997) encontrando tres patrones distintos de induccién de
c-fos: (a) dreas que responden a la caja experimental (ambiente nuevo) con la misma intensidad
que a los diferentes niveles de ruido; (b) dreas relacionadas con el sistema auditivo, que responden
de forma proporcional a la intensidad del ruido; y, finalmente, (c) dreas en las que se encuentra
induccion de c-fos solo con los ruidos de mds elevada intensidad (90 y 105 dBA): BST, LS, FH
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(giro dentado), varios nucleos hipotalamicos (destacando el PVN) y ntcleos del tronco como la
PAGy el DR.

En un disefio diferente, Pace y colaboradores (2005) han utilizado tres ambientes nuevos (una
caja de estabulacion distinta a la habitual, un campo abierto circular y un pedestal elevado del
suelo) y la inmovilizacion en tubo, como estimulos estresantes que difieren en intensidad a juz-
gar por la liberacién de ACTH y corticosterona. Observan que la induccién de c-fos en el PVN
sigue el mismo patron de proporcionalidad con la intensidad del estimulo que la liberacién de
ACTH y corticosterona. Por el contrario, la induccién de c-fos en el hipocampo y la corteza pa-
rece estar mas relacionada con el potencial de exploracion que tiene la situacion nueva, que con
la intensidad el estimulo, pues es mas elevada en el pedestal y el campo abierto que con la inmo-
vilizacién.

Al revisar la literatura referente a distintos estimulos emocionales (Armario 2006a), encontra-
mos zonas como la corteza y el talamo con niveles similares de induccién de c-fos, indepen-
dientemente de la intensidad del estimulo presentado. En cambio, la induccién de c-fos en areas
como el LS, MeA, algunas regiones del BST, el PVN y el LC si parecen discriminar entre distin-
tas intensidades de estrés. En nuestro laboratorio hemos comparado la expresion de c-fos tras la
exposicion a estimulos estresantes emocionales de distinta intensidad (Ons et al., 2004): ambien-
te nuevo, natacion forzada e inmovilizacion. En estos experimentos hemos encontrado areas,
como el mPFC, que responden igual a los tres estimulos presentados, mientras que el LS, MeA,
PVN y LC presentan por norma general una induccién de c-fos proporcional a la intensidad del
estimulo.

Esta aparente insensibilidad de determinadas dreas del SNC a la intensidad del estimulo como el
mPFC sugiere que (Armario, 2006a): (1) existe un numero limitado de neuronas que responden
al estimulo y la induccién de c-fos en neuronas discretas podria ser un fenémeno de todo o nada 'y
(2) las neuronas son tan sensibles que responden al mds minimo estimulo. Por otro lado, la exis-
tencia de areas que responden de manera proporcional a la intensidad de los estimulos emocio-
nales sugiere que, en estas dreas, se reclutan un nimero mayor de neuronas con los estimulos
mads severos, existiendo posiblemente neuronas con distintos umbrales de activacion.

Para explicar como estimulos emocionales de naturaleza claramente distinta terminan por acti-
var las mismas dreas del SNC tenemos dos hipotesis alternativas (Armario, 2006a). La primera,
y mads probable, supone que se activa la misma poblacion neuronal independientemente del esti-
mulo presentado. Esta hipotesis encaja con los conceptos de arousal y de la activacion inespecifi-
ca de la corteza a través de proyecciones monoaminérgicas procedentes del tronco encefalico y
de las sefiales procedentes de los nucleos de proyeccidn inespecifica del talamo. La segunda po-
sibilidad contempla un cierto nivel de selectividad, con activacién de circuitos anatomicamente
proximos pero funcionalmente separados. Es decir, en una misma area del SNC podrian coexistir
poblaciones neuronales con distinto fenotipo neuroquimico (especialmente respecto al neuro-
péptido utilizado como cotransmisor), cada uno de los cuales se activaria al mismo nivel frente a
un estimulo concreto.

Dindmica temporal de la expresion de c-fos

El estudio de la dinamica temporal de la expresion de c-fos en respuesta a estimulos estresantes
mayoritariamente emocionales tiene una gran relevancia, especialmente si consideramos que
muchos estudios se han centrado solamente en un punto temporal determinado. Un aspecto
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relevante de la expresion de c-fos es que tras alcanzar un maximo, los niveles del mRNA de c-
fos disminuyen progresivamente hasta niveles equivalentes a los basales, incluso aunque la
exposicion al estimulo estresante persista (Imaki et al., 1992; Senba et al., 1994; Trneckova et
al., 2007).

Los mecanismos implicados en la regulacion de este gen a nivel transcripcional no estan aclara-
dos. Debido a la presencia de un sitio de uniéon AP-1 en el mismo promotor de c-fos, se ha pro-
puesto un mecanismo de auto-inhibicién mediado por este mismo complejo proteico (Sassone-
Corsi et al., 1988; Schonthal et al., 1989). Asi mismo, dos de las 4 variantes de corte y empalme
conocidas de ICER podrian estar implicadas en la represion del gen que codifica para c-fos
(Spencer y Houbt, 2001; Steigedal et al, 2007; Misund et al., 2007). Sin embargo, la acciéon de este
represor en su maximo de expresion no es suficiente para inhibir la re-estimulacion de la expre-
sién de c-fos con una segunda inyecciéon de LiCl aplicada a las 3 horas, sugiriendo la participa-
cién de otros moduladores transcripcionales (Spencer y Houpt, 2001).

Alternativamente, esta disminucion progresiva de c-fos frente a un estimulo estresante sostenido
podria deberse a procesos de inhibicion diferentes o a la incapacidad de la neurona para mante-
ner una expresion de c-fos intensa y prolongada, aunque eso no explica por qué con determina-
dos estimulos la expresion temporal alcanza maximos a las 3-5 h. Por lo tanto, esta disminucién
a lo largo del tiempo frente a algunos estimulos estresantes aplicados de manera prolongada
podria no ser tan sélo debida a cierta incapacidad de las neuronas de mantener una expresion
continuada de c-fos, sino probablemente a otros mecanismos donde los cambios en las sefiales
que llegan a la neurona podrian jugar un papel crucial.

Arousal, LC y estrés

El término arousal se refiere al nivel de actividad cortical que puede oscilar enormemente entre
el estado de suefo y de vigilia (Aston-Jones et al, 1998; Davis, 1997). Se trataria basicamente del
estado fisioldgico y psicoldogico de estar despierto o reactivo a los estimulos. Las alteraciones en el
estado de arousal se reflejan en cambios en la actividad neuronal telencefalica, que se traducen
en sefales electroencefalograficas (EEG, Vanderwolf y Robinson, 1981). Estas fluctuaciones en el
arousal, pueden tener un impacto sustancial en gran nimero de procesos cognitivos y percep-
tuales (Berridge, 2008).

El estado de arousal depende de la activacion del sistema de activacion reticular en el tronco ence-
fdlico y puede reflejarse en cambios en el sistema nervioso auténomo y el sistema endocrino, asi
como en una condicion de alerta sensorial, movilidad y disposicion para la respuesta inmediata.
Existen varios neurotransmisores implicados en lo que se conoce colectivamente como sistema
de arousal como la acetilcolina, la noradrenalina (NA), la dopamina, la 5-HT y la histamina.
Cuando estos sistemas estan activados, las dreas que reciben dichas proyecciones se vuelven mds
sensibles y receptivas a las sefiales entrantes. El conjunto de datos disponibles sugieren que la
NA liberada desde las neuronas del locus coeruleus (sistema LC-NA en adelante) podria me-
diar, o al menos modular, la respuesta de arousal y de estrés en regiones telencefalicas (Berridge,
2008).

El sistema LC-NA fue el primer sistema neuromodulador delimitado anatémicamente y carac-
terizado neuroquimicamente (revision en Sara, 2009). El LC es el principal nucleo para la sinte-
sis de NA vy estd localizado bilateralmente en el puente. Se compone de neuronas de tamafio
mediano ricas en granulos de neuromelanina que se forman por la polimerizacion de la NA.
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Esta neuromelanina es analoga a la neuromelanina negra rica en dopamina de la substantia ni-
gra (Foote et al., 1983). Un dato a destacar es que una so6la neurona puede inervar diversas re-
giones, incluyendo el telencéfalo, tallo cerebral y cerebelo (Jones et al, 1977).

El sistema noradrenérgico esta compuesto por distintos grupos celulares situados en el puente y
en la médula: A1, A2, A4, A5y A6 (Fig. 5). Los grupos Al y A2 emiten proyecciones a la médu-
la espinal donde forman sinapsis con terminales de aferencias primarias. El resto de grupos,
emiten sus proyecciones formando dos haces: el haz noradrenérgico ventral (VB) y el haz no-
radrenérgico dorsal (DB) que acaban confluyendo en el haz telencefalico medial (MFB). El VB
se origina en el NTS y en la médula ventral lateral (VLM) y es el mayor responsable de la inerva-
cién del hipotalamo. El DB proviene mayoritariamente del LC (grupo celular A6) y envia pro-
yecciones al cerebelo, neocdrtex, nucleos talamicos y estructuras limbicas como la amigdala,

Haz dorsal
Neocortex Hipocampo noradrendrgico

Bulbo olfatorio

Septum

Ventral striatum MFB

Figura 5. Haces noradrenérgicos en corte sagital de cerebro de rata.

MEFB: haz telencefalico medial; ST: estria terminal; grupo celular A6: LC.

hipocampo y el septum (Sara, 2009).

El LC es la fuente primaria de NA a nivel telencefélico y la tinica fuente en el cerebelo, el cértex y
el hipocampo, regiones éstas tltimas relacionadas con la cognicién, la memoria y las conductas
complejas. Este neurotransmisor tiene un efecto excitatorio en la mayor parte del cerebro, me-
diando en el arousal y facilitando la activacion de las neuronas en respuesta a multitud de esti-
mulos (Berridge, 2008). El LC exhibe dos modalidades de actividad: tonica y fasica. El equilibrio
entre ambas podria determinar la estrategia conductual frente a determinadas situaciones o
contextos (Aston-Jones y Cohen, 2005). La tasa de descarga tonica estd positivamente correla-
cionada con el estado de arousal. De hecho, la manipulacién farmacolégica de la misma con
clonidina, un agonista de los receptores adrenérgicos a-2, es capaz de alterar los indices electro-
encefalograficos de arousal, disminuyendo la influencia del LC en la actividad neuronal telence-
falica (Berridge et al., 1993).

La activacion fasica responde a estimulos sensoriales discretos de distintas modalidades y esta
probablemente desencadenada por neurotransmision glutamatérgica (Ennis et al, 1992). El nivel
de activacion fasica es dependiente de la actividad ténica en un momento particular, siendo
6ptima con niveles moderados de actividad ténica, y menor con niveles ténicos bajos o cuando
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estos exceden un cierto umbral, como puede ocurrir en respuesta a un estimulo estresante (As-
ton-Jones et al., 2000; Usher et al., 1999). Todos estos datos apoyan la hipdtesis de que el arousal
es necesario para el procesamiento 6ptimo de la informacion sensorial proveniente del entorno.
De esta manera, la actividad fasica del LC se ha relacionado con comportamientos asociados a la
realizacion de tareas especificas, mientras que un cambio hacia una actividad ténica predomi-
nante podria proveer mejores soluciones en un entorno cambiante o cuando la conducta pre-
sente no es dptimamente adaptativa (Valentino y Van Bockstaele, 2008).

La funcién del LC esta regulada por aferencias de caracter generalmente excitatorio que llegan al
mismo LC o a la region peri-LC desde diversas regiones telencefalicas y limbicas, como la CeA,
hipotdlamo anterior, PVN, cértex cingulado (Cin) y el area hipotalamica posterior (PLH) (Di-
mitrov et al., 2013). Entre los inputs excitatorios se han identificado proyecciones de glutamato-
dinorfina provenientes mayoritariamente de la CeA y proyecciones de hipocretina-orexina y de
CREF desde el hipotalamo. Entre los inputs inhibitorios se conocen los provenientes de la CeA
mediados por encefalina y los provenientes del PLH mediados por GABA.

Implicacion del sistema LC-NA vy el arousal
en la respuesta de estrés

Aunque la activacion del eje HPA es considerada generalmente como el punto central de la res-
puesta de estrés, muchos de los estimulos que inician esta respuesta activan también el sistema
LC-NA (Valentino y Van Bockstaele, 2008; Berridge, 2005). La activaciéon de ambos rige la
coordinacién endocrina y cognitiva de la respuesta de estrés (Berridge, 2005). El estudio de las
aferencias que llegan al LC desde areas relevantes en la respuesta de estrés y su caracterizacion
electrofisioldgica revelan como la actividad del sistema NA-LC estd determinada por las caracte-
risticas de los distintos estimulos estresantes al objeto de facilitar respuestas cognitivas adaptati-
vas. A raiz de estos estudios se han ido encontrando interacciones complejas entre el CRF,
opioides enddgenos y el glutamato. El efecto final de estas interacciones es el ajuste de la activi-
dad y la reactividad del sistema LC-NA a cada estado particular de arousal, de tal manera que el
procesamiento de los distintos estimulos sensoriales pueda facilitar una respuesta conductual
adaptativa al estrés (Valentino y Van Bocktaele, 2008).

El sistema LC-NA muestra una gran sensibilidad a diversos estimulos estresantes (Berridge,
2005; Dunn, 1988; Valentino et al., 1998, Valentino y Van Bockstaele, 2008). Los primeros estu-
dios utilizando el choque eléctrico en las patas como estimulo estresante demostraron que la
lesion del LC impedia el incremento de NA asociado al estrés en regiones telencefélicas que re-
ciben aferencias del LC como el mPFC o el hipocampo (Thierry et al. 1968; Korf et al.,
1973; Cassens et al., 1980, 1981). Asi mismo, estimulos estresantes como la administracién de
IL-2 también producen un incremento de la utilizacion de NA en estas regiones, subrayando la
naturaleza generalizada de la activacion (Lacosta et al., 2000).

Otros estudios utilizando microdialisis demuestran que el LC se ve activado por estimulos estre-
santes de diferente naturaleza como el choque eléctrico en las patas (“foot shock”), el restraint, el
estrés auditivo y la hipotensién (Abercrombie y Jacobs, 1988; Britton et al., 1992; Smagin et al.,
1994; Swiergiel et al., 2008). Otros parametros, como la expresion de la tirosina hidroxilasa o de
c-fos, sugieren consistentemente que el LC es capaz de activarse por una gran variedad de esti-
mulos estresantes incluyendo el nado forzado y el estrés social (revision en Valentino y Van
Bockstaele, 2008).
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En experimentos electrofisioldgicos recientes se ha observado que las neuronas del LC se activan
con menor latencia que otras regiones telencefalicas como el PFC o el VTA en respuesta al cho-
que eléctrico en las patas (Pietrajtis et al., 2010, no publicado). Ademas, tras la inhibicién de la
actividad espontanea de las neuronas del LC mediante clonidina, la respuesta electrofisioldgica
al choque en el PFC y el VTA se ve completamente bloqueada (revision en Sara y Bouret, 2012).
Todos estos datos sugieren consistentemente que el LC influye en la respuesta de las estructuras
superiores partiendo de una respuesta de corta latencia en el LC debida muy probablemente a
inputs recibidos desde la médula espinal (Cedarbaum y Aghajanian, 1978).

Entre el conjunto de neurotransmisores identificados en aferencias al LC, el CRF se ha destaca-
do como un probable mediador de la activacion del LC provocada por el estrés. Aparte de la
funcién principal del CRF como iniciador de la activacion del eje HPA, la amplia distribucion de
terminales axonicas con presencia de CRF, apoyan la hipétesis de que este neuropéptido sirve
como un modulador de la actividad neuronal para mediar diversos efectos fisiologicos y com-
portamentales (revision en Valentino y Van Bockstaele, 2008). En consonancia con esta idea, se
ha observado que la administracion intracerebroventricular (ICV) de CRF es capaz de incre-
mentar los niveles de NA, valorados mediante microdiélisis en el PFC, el hipocampo y el hipota-
lamo medial (Dunn and Berridge, 1987; Lavicky y Dunn, 1993; Lee et al., 1994; Zhang et al.,
1998).

Las aferencias inmunoreactivas para CRF que desembocan en el LC y en la region peri-LC pro-
ceden de nucleos como la CeA, el BST, el PVN, el Bar y el nticleo paragigantocelular. Estas iner-
van sobre todo las regiones periféricas del LC donde abundan las dendritas que se extienden
desde este nucleo (Valentino et al., 1992). Estudios de microscopia electrénica han identificado
bases anatdmicas para acciones directas e indirectas del CRF sobre las neuronas del LC (Van
Bockstaele et al., 1996). Por lo tanto, las especializaciones sinapticas identificadas entre las ter-
minales CRF-inmunoreactivas y las dendritas del LC, la mayoria de las cuales son de tipo excita-
torio y co-localizan con glutamato (Valentino et al., 2001), indican una modulacién directa de la
actividad del LC. En este sentido, la administracion de CRF en el LC es capaz de incrementar la
liberacion de NA en corteza e hipocampo (Palamarchouk et al., 2000; 2002; Smagin et al., 1994).
Asi mismo, mediante la utilizacion de retrotrazadores, se ha observado que las neuronas de CRF
procedentes del PVN que proyectan al LC son distintas de las que proyectan a la eminencia me-
dia para iniciar la liberacion del ACTH en respuesta a estrés, indicando que las acciones neuro-
hormonales y neuro-moduladoras del CRF podrian estar orquestadas de manera independiente
(Reyes et al. 2005).

La CeA coordina las respuestas autondmicas y ciertos reflejos motores en respuesta a estimulos
emocionales como el miedo condicionado, y lo hace a través de proyecciones al hipotidlamo
lateral y a la PAG (LeDoux et al. 1998). Las proyecciones de CRF que llegan a la region peri-LC
desde la amigdala podrian ejercer un papel relevante en la respuesta de miedo. La CeA también
coordina la informacién proveniente del sistema cardiovascular y de las visceras con las respues-
tas conductuales, y por ello no es sorprendente que este nicleo juegue un papel critico en la
activacion del sistema LC-NA por la hipovolemia (Valentino y Van Bockstaele, 2008). No obs-
tante, la CeA suele activarse poco en términos de c-fos con estimulos emocionales y por lo tanto
su papel en estas situaciones es poco claro.

El sistema LC-NA no se encuentra bajo regulacién tonica por CRF enddgeno ya que la adminis-
tracion de antagonistas del receptor de CRF no tiene ningun efecto en la tasa de disparo del LC o
en la liberacion de NA en ratas no estresadas (Page y Abercrombie, 1999). Sin embargo, la im-
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portancia de una liberacion tonica de CRF en el LC se hace aparente en ratas adrenalectomiza-
das, en las cuales se produce una mayor tasa de disparo en comparacion con ratas sham (Pavco-
vich y Valentino, 1997). La administracién de CRF en el LC normaliza esta diferencia, sugirien-
do que la liberacion de CRF en el LC esta restringida por los niveles basales de corticosterona.
Este hecho puede tener importantes implicaciones en condiciones donde pueda existir una dis-
funcioén de los receptores de corticosteroides (v.e depresion), en cuyo caso seria predecible una
actividad del LC ténicamente elevada.

También existe una evidencia substancial de la liberacién de CRF enddgeno en el LC durante el
estrés. La hipotension, la cual activa el eje HPA, mimetiza los efectos del CRF en la descarga
tonica y fasica del LC (Valentino y Wehby, 1988). Segtin la presion sanguinea decae, la tasa de
disparo del LC se incrementa y con ello la actividad electroencefalografica telencefalica. Estos
efectos son completamente prevenidos por la administraciéon de un antagonista del receptor de
CRF en el LC (Curtis et al., 2001; Valentino et al., 1991; Valentino y Wenby, 1988). Asi mismo,
también se ha observado que la microinfusién de un antagonista del receptor de CRF es capaz
de prevenir el incremento de la expresion de la tirosin hidroxilasa en las neuronas del LC y de
los niveles de NA cortical inducidos por estimulos estresantes como el choque eléctrico o el es-
trés por ruido (Melia y Duman, 1991; Kawahara et al., 2000; Smagin et al., 1996). Estos resulta-
dos apoyan la idea de que el incremento de la liberacién de CRF en el LC, tiene como objetivo
incrementar la actividad del sistema LC-NA y en consecuencia la actividad neuronal telencefali-
ca (Curtis et al. 1995; Xu et al. 2004; Reyes et al., 2006).

Papel del sistema LC-NA en la induccion de c-fos
en respuesta a estimulos estresantes

La expresion de IEGs en el SNC en respuesta a estimulos estresantes de distinta naturaleza es un
fendmeno altamente estudiado. Aunque las vias neuronales que dan lugar a la activacién de c-
fos en el SNC no han sido completamente caracterizadas, existe gran evidencia de que el sistema
LC-NA juega un papel relevante (Stone y Zhang, 1995). Esto no es sorprendente dado que, co-
mo ya hemos comentado, el sistema LC-NA juega un papel importante en la respuesta del SNC
al estrés, al menos en parte relacionado con el estado de arousal.

Los receptores adrenérgicos implicados parecen ser fundamentalmente a-1 y B-1. La activacién
del receptor -1 resulta en una transduccion especifica de sefial que provoca un incremento en
la actividad adenilato ciclasa y por tanto en los niveles de AMPc. Este incremento en los niveles
de AMPc es capaz de inducir la expresion de c-fos en ciertos tipos de células, incluyendo una
linea de células neuronales (Stone y Zhang, 1995). Los receptores presinapticos a-2 juegan un
papel auto-inhibitorio en la activacién de las neuronas noradrenérgicas y en la liberacién de NA.
Su activacion estd asociada a un descenso en la actividad adenilato-ciclasa. El bloqueo a-2 por
antagonistas como la yohimbina o el atipamizol provoca un incremento en la expresion de c-fos
en multiples areas del SNC, probablemente por desinhibicion de las neuronas NA (Gubits et al.,
1989; Bing et al., 1992). Estos efectos son prevenidos por un bloqueo B con propanolol y en me-
nor medida por el bloqueo a-1 con prazosina (Bing et al., 1992). De hecho, la utilizacién de blo-
queantes a-1 o B provoca una disminucion de la expresion de c-fos en respuesta a estrés emo-
cional principalmente en areas telencefalicas, sin afectar a nticleos como LSV, la Mea o el PVN
(Stone et al., 1993, 2007; Stone y Zhang, 1995; Duncan et al., 1996; Williams y Morilak, 1997).

Con respecto al papel especifico del LC, se ha observado que la destruccion selectiva de somas,
axones y terminales catecolaminérgicas mediante la administracion de 6-hidroxidopamina (6-
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OHDA) es capaz de reducir notablemente la expresion de c-fos en respuesta al estrés por aire a
presion (“air puff’), fundamentalmente en el mPFC y en el BSTv (Spencer y Day, 2004). Asi
mismo, existen evidencias de que la administracion de N-(2-cloroetil)-N-etil-2-
bromobenzilamina (DSP-4), una neurotoxina que destruye selectivamente las terminales nora-
drenérgicas provenientes del LC, es capaz de reducir, 5 dias después de su administracion, la
expresion de c-fos en el cortex visual, tanto a nivel basal como en respuesta a un estimulo fético,
sin influir en la expresion de otros IEG como zif268 (Yamada et al., 1999), sugiriendo que la
expresion de estos dos genes esta regulada por distintas vias.
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Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de aproxima-
damente 8 semanas de edad al inicio del procedimiento experimental, proporcionadas por el
Servicio de Estabulario de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB). Los animales fueron
estabulados en grupos de a dos por caja (1000 cm’; 57 x 27 x 14.5 cm), con una temperatura de
22 °C, una humedad relativa de entre el 40 y el 60%, y con un ciclo de 12 h de luz que comenza-
ba a las 7.30 am. Los animales tuvieron siempre acceso ad libitum a agua y comida (dieta de
mantenimiento tipo A-04, Panlab, Espana). Se permitié que los animales se aclimataran a las
condiciones del estabulario de la Unidad de Fisiologia Animal de la UAB durante dos semanas
antes del dia del experimento.

Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimenta-
ciéon Animal y Humana (CEEAH) de la UAB, por el Departament d’Agricultura, Ramaderia i
Pesca (DARP) de la Generalitat de Catalunya, y siguen la concerniente normativa europea
(“Principles of laboratory animal care”, European Communities Council Directive 86/609/EEC).

Durante las dos semanas de habituacion a nuestro estabulario, las ratas fueron expuestas a cua-
tro sesiones de manipulacién o “handling” para minimizar el impacto del estrés asociado a este
procedimiento. El procedimiento se realizé cubriendo al animal con un trapo y realizando 3
sesiones de 10 masajes en el lomo, tras cada una de las cuales se alzaba para que animal se habi-
tuara a los desplazamientos de un lugar a otro. En el caso de precisarse una toma de muestra
sanguinea, el “handling” se finalizé con 10 masajes en la cola, similares a los que se realizan en la
toma de muestra. Previamente a la realizacion de los experimentos, los animales se distribuye-
ron en los distintos grupos experimentales segun su peso corporal, madre y fecha de nacimiento.

Los niveles hormonales de ACTH vy corticosterona en rata siguen un ritmo circadiano, con un
maximo durante la fase nocturna o de alta actividad (v. g. Marquez et al., 2005). Los niveles de
expresion de c-fos fluctiian manteniéndose bajos durante la fase de inactividad (Grassi-Zucconi et
al., 1993). Por ambas razones, todos los experimentos se llevaron a cabo durante la fase diurna o de
baja actividad, desde las 8.00 hasta las 15.00.

Cuando fue necesario, las muestras de sangre se extrajeron mediante el método de incision en la
cola, consistente en realizar una pequefa incision en la parte mas distal de la cola del animal
(preferentemente en una de las venas laterales) y masajear la misma para estimular el flujo san-
guineo. En menos de 2 minutos, se recogian unos 300 ul de sangre en tubos capilares contenien-
do acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como agente anticoagulante (Sarstedt, Alemania).
Los tubos se mantuvieron a 4° C hasta el final del experimento. Posteriormente, la sangre fue
centrifugada durante 25 minutos a 8100 rpm a 4° C para la obtencién del plasma, que se distri-
buyé en alicuotas para la determinacion de ACTH. Todas las muestras fueron conservadas a -
20° C hasta la realizacion del RIA.

Los distintos grupos experimentales se contrabalancearon a la hora de sacrificar a los animales
mediante la perfusion, minimizando asi la posible influencia del ritmo circadiano sobre los re-
sultados. Para evitar posibles alteraciones asociadas a todo el procedimiento experimental, la
perfusion y los distintos procedimientos de estrés se realizaron en habitaciones distintas. Los
animales control fueron trasladados en su caja hasta otra habitacién independiente, y de alli
pasaron directamente a la anestesia.
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Procedimientos de estrés
Ambiente nuevo/campo abierto

Como ambiente nuevo se utilizé una caja plastica
rectangular (56 x 36,5 x 31cm) de color gris abier-
ta por la parte de arriba. Para la iluminacion se
utilizé una bombilla de luz blanca de 25W colo-
cada a 1.20 m sobre la superficie de cada par de
cajas (Fig. 6). Los animales fueron transportados
de dos en dos en sus jaulas a la sala donde fueron

expuestas simultaneamente y de cuatro en cuatro
a este estimulo estresante. Para el andlisis del

Figura 6. Caja rectangular de color gris
usada como ambiente nuevo.

comportamiento, se colocé una camara de video
(Sony SSC-M388 CE, BW) por cada par de cajas,
1.20 m sobre la superficie de las mismas (al lado
de las bombillas).

Olor al depredador

Se colocd y fijo con cinta adhesiva un fragmento de toalla de algodén frotado contra la piel del
gato (31x24.5 cm) en cajas rectangulares idénticas a las utilizadas como ambiente nuevo. Los
gatos utilizados fueron machos no castrados de 5 anos de edad residentes en otro animalario.
Cada toalla fue guardada en bolsas selladas y mantenidas a -20°C hasta el dia del experimento.
No se encontraron diferencias entre las toallas obtenidas de cada gato respecto a las variables a
investigar. La superficie de la caja rectangular fue dividida en tres regiones de igual area, siendo
la zona 1 (Z1) aquella donde se coloco el trapo, la zona 2 (Z2) la region intermedia, y la zona 3
(Z3) la opuesta a la del trapo.

Inmovilizaciéon en plancha (IMO)

Los animales fueron inmovilizados g
durante los tiempos indicados, si-
guiendo un procedimiento similar al
descrito previamente (Kvetnansky y
Mikulaj, 1970), con algunas modifi-
caciones. Los movimientos de cabe-
za se restringieron mediante dos
placas de metacrilato (7 x 6 cm) a
ambos lados de la misma para evitar

posibles autolesiones. Las 4 extremi-
dades se sujetaron con cinta adhesi-

Figura 7. Tabla de IMO.

va a monturas metalicas adosadas a

tablas de madera y posteriormente el

cuerpo del animal fue asegurado a la tabla mediante una tira de velcro de unos 10 cm de ancho
(Fig. 7). Los animales se inmovilizaron en tandas de cuatro a ocho simultaneamente siendo co-
locados en una habitacidon cerrada para evitar que los demas grupos experimentales se vieran
afectados.
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Nado forzado

Los animales fueron colocados durante 20 minutos en cilindros de
metacrilato transparente (40 cm de altura y 19 cm de didmetro in-
terno) llenos de agua a una temperatura de 36° C y hasta un nivel de
22 cm (Fig. 8), siguiendo el procedimiento descrito previamente
(Dal-Zotto et al., 2000). Para evitar posibles interacciones, cada tan-
que fue aislado mediante mamparas de un material negro opaco. Las
ratas fueron expuestas de dos en dos, utilizando una toalla al término
de la prueba, para trasladarlas. El agua de los tanques se renovo para
cada animal.

Figura 8. Nado forzado.

Perfusion

Inmediatamente después de los procedimientos de estrés (o en condiciones basales en el caso de
los controles), los animales fueron anestesiados por via inhalatoria en una camara saturada con
isofluorano (Laboratorios Esteve, Espana). Una vez alcanzado un plano profundo de anestesia,
ésta fue mantenida durante el inicio de la perfusién mediante un recipiente con un algodén
impregnado en isofluorano donde se introdujo la cabeza del animal. La perfusiéon se realizd
transcardiacamente, primero con una solucion salina (0,9% NaCl) durante dos minutos y poste-
riormente con una solucién al 4% de paraformaldehido (PFA) y 3,8 % de tetraborato sédico
(bbrax) durante 12 minutos.

Una vez terminada la perfusion se extrajeron los cerebros y se sumergieron en PFA/bérax para
completar la fijacion. De esta manera fueron mantenidos a 4° C durante 16/18 h. Después de
este periodo se cambid el PFA/bdrax por una solucién al 30% de sacarosa en tampodn fosfato de
potasio-cloruro de sodio (KPBS; 0,2M NaCl; 43mM fosfato de potasio). Asi fueron mantenidos
a 4° C hasta quedar completamente embebidos en la solucién crioprotectora de sacarosa (2-3
dias). Posteriormente se congelaron mediante isopentano enfriado con nieve carbénica, siendo
conservados a -80° C hasta ser cortados serialmente en secciones coronales de 14 um mediante
criostato CM3050-S (Leica Microsystems, Alemania). Las secciones se conservaron en una solu-
cién anticongelante (fosfato de sodio 0,05M, pH 7.3; 30% etilenglicol; 20% glicerol) a -20° C
hasta su analisis histologico

Tratamiento con neurotoxina DSP-4

Los animales fueron administrados una semana antes de la exposicion a los distintos estimulos
estresantes con solucién salina (0.9% NaCl) o con N-(2-Chloroethyl)-N-ethyl-2-
bromobenzylamine (DSP-4) expresado como hidrocloruro (Sigma-Aldrich). El DSP-4 se disol-
vi6 en solucién salina y seguidamente se administré a una dosis de 50 mg/Kg segun lo descrito
previamente (Jaim-Etcheverry y Zieher, 1980). El DSP-4 traspasa la barrera hemato-encefalica y
se acumula en las terminales nerviosas afectando principalmente a las terminales noradrenérgi-
cas del LC (Dudley et al., 1990).
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Técnicas
Radioinmunoanalisis de ACTH

Para determinar la concentraciéon de ACTH en plasma, se siguio6 el protocolo de RIA de doble
anticuerpo descrito previamente por Engeland et al. (Department of Surgery, University of
Minnesota, Minneapolis) con algunas modificaciones introducidas en nuestro laboratorio. Se
utilizé tampon fosfato 50 mM, pH 7.2, conteniendo EDTA disodico 25 mM, Triton X-100 al
0,1% y albumina bovina al 0,25%, disueltos todos en agua MilliQ. Todo el proceso se llevo a
cabo a 4° C para evitar la degradacion del ACTH. Se utiliz6 ACTH 13 de rata (Sigma-Aldrich)
como estandar, 3-['*I] iodotirosil23- ACTH 1.3 (actividad especifica 2000 Ci/mmol, PerkinEl-
mer) como marcador y el anticuerpo contra ACTH de rata (ACTH Ab Rb 7) suministrado gene-
rosamente por el Dr. William C. Engeland. La fraccién ligada se separ6 por centrifugacion a
4700 rpm durante 30 minutos a 4°C, tras la precipitacion con un segundo anticuerpo (goat anti-
rabbit IgG, Chemicon) conteniendo suero normal de conejo (NSR) al 1,2% y polietilenglicol al
9%. La radioactividad de los pellets se deteminé mediante un contador gamma (Wallac 1272
Clinigamma) y los calculos para determinar la concentracion de ACTH se realizaron utilizando
una transformacion log-logit.

Hhibridacion “in sity”

Obtencion de la ribosonda radiactiva para el mRNA de c-fos y el hnRNA de CRF

La ribosonda radiactiva antisentido para el mRNA de c-fos fue generada mediante transcripcion
in vitro (SP6/T7 Transcription Kit, Roche) a partir de fragmentos de cDNA de rata (Dr. I. Ver-
ma, The Salk Institut) subclonados en un plasmido pBluescript SK-1 (Stratagene, USA). La ribo-
sonda radiactiva antisentido para el RNA heteronuclear (hnRNA) de CRF fue generada igual-
mente desde el fragmento de cDNA de rata (Dr. Lisa Bain, University of Michigan) subclonado
en un plasmido PGEM-3 (Promega, USA). Ambas construcciones fueron cedidas por el
Dr. Serge Rivest (Laval University, Quebec, Canadd). En cada transcripcion se utilizé 1 pg de
plasmido digerido como DNA molde y **S- UTP como nucleétido marcado radiactivamente
(actividad especifica 1250 Ci/ mmol, PerkinElmer). Finalizada la transcripcidn y tras la digestion
con 20 U de DNasa (SP6/T7 Transcription Kit, Roche), se anadieron 40 ul de tampé6n STE (0,1
M NaCl; 10 mM Tris-Cl; 1mM EDTA, pH 8.0) y se realizé una incubacion a 65° C durante 5
minutos, antes de su purificacion para evitar la formacién de estructuras secundarias. Poste-
riormente se procedid a la extraccion de la sonda mediante columnas de filtracion en gel (mini
Quick Spin RNA Columns, Roche). Tras la comprobacion de la eficiencia del marcaje en cada
caso (>50%), el eluido de la columna conteniendo la sonda radiactiva fue conservado a -20° C
hasta su utilizacion en los respectivos ensayos de hibridacion “in situ”.

Obtencion de la ribosonda no radiactiva para el mRNA de c-fos

La ribosonda no radiactiva antisentido para el mRNA de c-fos fue generada de igual manera que
la radiactiva, pero utilizando UTP marcado con digoxigenina (DIG RNA Labeling Mix, Roche).
Protocolo de hibridacién “in situ”

Previamente al ensayo, las secciones se lavaron con KPBS para retirar la solucion anticongelante
y se montaron sobre portaobjetos (Superfrost Plus Slides, Thermo Scientific). Posteriormente,
las secciones se secaron durante unas 12 h y se conservaron a -20° C en cajas selladas y en pre-
sencia de un agente desecante (Silica Gel PS, Fluka) hasta el inicio del ensayo.
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El protocolo utilizado fue adaptado de Swanson et al. (1989). Todas las soluciones fueron pre-
tratadas con dietilpirocarbonato (DEPC) y esterilizadas mediante autoclavado antes de su utili-
zacion. Las secciones se post-fijaron en un bafio de PFA/bdrax durante 20 minutos. Transcurri-
do este tiempo, se realizaron dos lavados en KPBS para eliminar los restos de fijador. Seguida-
mente se realiz una digestion proteica durante 15 minutos a 37° C mediante Proteinasa K (Ro-
che) a una concentraciéon de 0,01 mg/ml en una solucién adecuada (100 mM Tris-HCI, pH 8.0;
50 mM EDTA, pH 8.0). La digestion se detuvo mediante un lavado con agua tratada con DEPC.
Posteriormente, las secciones fueron acondicionadas en una solucién de trietanolamina (TEA
0.1 M, pH 8.0), e incubadas durante 10 minutos en una solucién de anhidrido acético al 0,25%
en TEA 0,1 M, pH 8.0. Transcurrido este tiempo se realizé un lavado en una solucién salina
conteniendo citrato de sodio (2X SSC: 0,3 M NaCl; 0,03 M citrato sodico tribéasico) y por ultimo
las secciones se deshidrataron mediante banos sucesivos en concentraciones crecientes de etanol
(50%, 75%, 95%, 2 x 100%) dejandolas secar a temperatura ambiente. Una vez secas, se afiadie-
ron sobre cada portaobjetos 100 pl de solucién de hibridacion (formamida 50%; 0,3 M NaCl; 10
mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0; 1X soluciéon Denhardt; sulfato de dextrano 10%;
tRNA de levadura 500 g/I; DTT 10 mM) conteniendo la sonda radioactiva (10° dpm/100pl) o la
sonda no radiactiva (1:2000), y éstos se cubrieron con cubreobjetos. Las secciones fueron incu-
badas durante 16-18 h a 60° C para permitir la hibridacion. Tras este tiempo, las secciones se
lavaron en 4 bafos sucesivos de SSC 4X y se sometieron a una digestiéon con RNAsa A (Roche) a
0,02 mg/ml en una solucién adecuada (NaCl 0,5 M; 10 mM Tris-HCI, pH 8.0; EDTA 1 mM pH
8.0). Tras la digestion se realizaron lavados sucesivos en concentraciones decrecientes de SSC
(2X-20,5X) y DTT 1mM (s6lo en el caso de la ISH radiactiva), incluyendo un lavado astringente
en SSC 0,1X a una temperatura de 60° C durante 30 minutos y un enjuague posterior en SSC
0,1X a temperatura ambiente.

En el caso de la ISH radiactiva las secciones se deshidrataron mediante bafios sucesivos en con-
centraciones crecientes de etanol. Tras dejar secar las secciones a temperatura ambiente, éstas
fueron expuestas a una pelicula XAR-5 Kodak Biomax MR (Amersham UK) durante el tiempo
necesario para detectar la sefial radioactiva. Segtin la zona, este tiempo estuvo comprendido
entre 17 y 30 horas para c-fos y entre 5 y 6 dias para el hnRNA de CRF.

En el caso de la FISH, tras el dltimo lavado en SSC 0,1X las secciones pasaron a un tampoén tris
salino-Tween 20 (T-TBS: 0.1M Tris-HCI (pH 7.5), 0.15 M NaCl, 0.05% Tween 20). Seguida-
mente, se incubaron con solucién de bloqueo [2% sero-albumina bovina (BSA) en T-TBS] du-
rante una hora a 37°C. Tras este tiempo, se retird el exceso de solucién de bloqueo y se afiadio el
anticuerpo contra DIG conjugado con peroxidasa (anti-DIG-POD, Roche, USA) a una concen-
tracion de 1:500 en solucion de anticuerpo [1% suero fetal bovino (FCS), 0.1% BSA Acetilada,
0.1% Tween 20 en TBS) dejando incubar durante 2 horas a temperatura ambiente. Acabada esta
incubacidn, se realizaron tres lavados en T-TBS y se procedié a la amplificacion de la sefial me-
diante el sistema tiramida-fluoresceina (TSA-plus Fluorescein, PerkinElmer).

Tras la amplificacion, se realizé un lavado en T-TBS vy se tifieron los nticleos mediante Hoechst
33258 pentahydrate (Invitrogen) a 1:10000 en TBS durante 10 minutos. Posteriormente se reali-
z6 un lavado en T-TBS, otro lavado en TBS y un ultimo lavado en agua destilada. Los portaobje-
tos se dejaron secar a temperatura ambiente antes de ser montados usando un medio de montaje
de base acuosa (Fluoromount, Sigma-Aldrich) y sellados con un medio de montaje rapido (En-
tellan, Merk). Los portaobjetos se conservaron a 4° C hasta la captura de imagen mediante mi-
croscopia de epifluorescencia.
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Doble marcaje IF-FISH

Consideraciones técnicas previas

Para la realizacion de este doble marcaje existen diferentes alternativas dependiendo del orden
en el que se efectia cada marcaje simple, del procesamiento en free-floating o sobre portaobjetos
y de la utilizacion de técnicas histoquimico-radiactivas o fluorescentes-no radictivas. En nuestro
caso, la elecciéon de uno u otro método ha dependido fundamentalmente del grosor de corte de
la muestra (14 pm) y de la imposibilidad de realizar el marcaje de la proteina sobre portaobjetos,
hecho que se deriva también del grosor de la muestra.

Tradicionalmente en el nuestro y en otros laboratorios, la alternativa mas utilizada ha sido reali-
zar primero el marcaje de la proteina mediante inmunohistoquimica en free-floating y poste-
riormente la detecciéon del mRNA mediante hibridacion in situ radiactiva sobre portaobjetos
con deteccion mediante emulsion microautorradiografica. La realizacion de la técnica en este
orden conlleva un problema crucial que es la pérdida de senal radiactiva en la ISH debido a la
interaccion de la peroxidasa en la deteccion de la ITHQ. La causa de esta disminucion se ha rela-
cionado con la posible formacion de agregados de cromdgeno (DAB, NBT/BCIP, etc) durante la
reaccion enzimatica que pudieran afectar a la unidn posterior de la sonda (Chiu et al. 1996). Sin
embargo, estudios posteriores parecen confirmar que la razén fundamental de la disminucién
de la senal es la formacion de radicales libres de oxigeno durante la reaccion de la peroxidasa
que podrian afectar a la estabilidad del mRNA (Pineau et al., 2006). En nuestro caso, debido
muy probablemente a la proximidad entre la proteina c-Fos y su mRNA, la disminucién de la
senal radiactiva fue casi total, hecho que nos hizo descartar por completo esta alternativa de
doble marcaje. La siguiente posibilidad que valoramos fue la utilizacién de inmunofluorescencia
(IF) combinada con ISH no radiactiva con revelado fluorescente (FISH). Esta alternativa tam-
bién generd ciertos problemas que fueron fundamentalmente:

(1) Disminucion de la sefal especifica en la FISH tras la IF.
(2) Disminucion de la senal especifica de la IF tras la FISH.

La disminucion de la senal especifica FISH tras la IF es debida fundamentalmente a la contami-
nacion con nucleasas del tampdn de anticuerpo de la IF. Este problema se solucioné utilizando
un agente de bloqueo libre de nucleasas especifico para biologia molecular (Blocking Reagent,
Roche) (Fig. 9). La IF de c-Fos no se vio alterada con el cambio de agente de bloqueo.

La disminucién de la sefial especifica de la IF tras la FISH es debida fundamentalmente a los
numerosos lavados realizados durante la FISH y al dafio que sufre el fluorocromo durante la
hibridacién a 60°C con la sonda no radiactiva. Este tiene una implicacion fundamental a la hora
de determinar el nimero de neuronas que se activan con un primer estimulo (neuronas positi-
vas para proteina). Si este dato resulta infravalorado, podriamos cometer un error a la hora de
identificar posibles nuevas poblaciones neuronales que responden a un segundo estimulo. Para
determinar el alcance de la disminucién en la fluorescencia, se ha valorado la pérdida en niimero
de células positivas comparando una IF simple con la IF-FISH en el LSv (Fig. 10).

54



Figura 9. Utilizacién de diferentes tampones de bloqueo en la IF y su efecto sobre la FISH.

Se muestran imagenes de FISH en el LSv utilizando distintos tampones de incubacién del anti-
cuerpo en la IF. a: 1% BSA en KPBS; b: 1% BSA, 5 mg/ml Heparina en KPBS; ¢: 1% Blocking
Reagent en KPBS; d: s6lo FISH. La IF realizada previamente no se vio alterada

con el cambio de tampdn de bloqueo.

IF simple IF + FISH

IMO Z20min

IMO 4h

Figura 10. Pérdida de fluorescencia en la IF tras la FISH.

Izquierda: Imagenes de IF simple y de IF-FISH en LSv y en animales expuestos a 20 minutosy a
4h de IMO; Derecha abajo: cuantificacion del n° de neuronas IF+; Derecha arriba: distribucién del

n° de neuronas IF+ en rangos de intensidad de fluorescencia.



Este analisis mostré que la pérdida de fluorescencia al combinar la IF con la FISH se da en las
neuronas pertenecientes a los rangos de intensidad mas bajos, provocando una disminucién de
aproximadamente un 30% en el nimero de neuronas positivas para c-Fos en los animales ex-
puestos a 20 minutos de IMO y de nado. No obstante, en los animales expuestos a IMO prolon-
gada, esta disminucion no es apreciable debido a que la gran mayoria de las neuronas pertene-
cen a rangos de intensidad mas elevados. Por esta razén interpretamos que estamos identifican-
do el total de neuronas que responden a la IMO prolongada.

Ademas de controlar estas variables, hemos observado que es de crucial importancia que las
muestras se hayan procesado correctamente sobre todo en el momento de la congelaciéon. De lo
contrario, en el momento de visualizar las imagenes, aparece un fondo inespecifico irregular que
dificulta enormemente el analisis y disminuye considerablemente la calidad de los datos obteni-
dos. Para solucionar este problema hemos realizado pruebas con distintos métodos de congela-
cién de las muestras perfundidas entre los cuales la inmersion en isopentano enfriado a -50°C
con nieve carbonica dio los mejores resultados.

Protocolo de doble marcaje IF-FISH

El KPBS utilizado en la IF y el resto de soluciones utilizadas en la FISH hasta la aplicacion de la
sonda radiactiva fueron pre-tratadas con (DEPC) y esterilizadas mediante autoclavado antes de
su utilizacion.

Las secciones se lavaron con KPBS para retirar la solucion anticongelante y se incubaron direc-
tamente con un anticuerpo anticuerpo policlonal obtenido en conejo contra c-Fos (sc-52, Santa
Cruz Biotechnology, USA) a una concentracién de 1:500 en una solucién al 1% de Blocking
Reagent (Roche) en KPBS durante 16 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo se realizaron 3 la-
vados en KPBS y posteriormente las secciones se incubaron en anticuerpo contra Ig-G de conejo
marcado con fluorocromo Alexa-568 (Invitrogen, USA) a una concentracion de 1:500, durante 2
horas a temperatura ambiente. Seguidamente se realizaron 3 lavados en KPBS y antes de montar
las secciones en portaobjetos. Una vez introducido el fluorocromo se tom¢ la precaucion de
evitar al maximo la indicencia de luz sobre las muestras.

A diferencia de la FISH descrita anteriormente, para este doble marcaje se redujo el tiempo de
digestion proteica mediante Proteinasa K de 15 a 8 minutos. El resto del proceso, incluida la
deteccion y la amplificacion fueron idénticos.

Inmunofluorescencia para la dopamina R-hidroxilasa (DRH)

Las secciones se lavaron con KPBS para retirar la solucién anticongelante. La unién inespecifica
se minimizé con un tampdn de bloqueo compuesto por FCS al 3%, BSA al 2% y Triton X-100 al
0.4% en KPBS. Posteriormente se incubaron con un anticuerpo monoclonal obtenido en ratén
contra DBH (MAB-308, Millipore, USA) a una concentracion de 1:2000 en una solucién de BSA
al 2% y Triton X-100 al 0.4% en KPBS durante 16 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo se reali-
zaron 3 lavados en KPBS y seguidamente las secciones se incubaron en anticuerpo contra Ig-G
de ratén marcado con fluorocromo Alexa-568 (Invitrogen, USA) a una concentracion de 1:500,
durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se realizaron 3 lavados en KPBS antes
de montar las secciones en porta-objetos. Se realizé un ultimo lavado con agua destilada y los
porta-objetos se dejaron secar a temperatura ambiente antes de ser montados usando un medio
de montaje de base acuosa (Fluoromount, Sigma-Aldrich) y sellados con un medio de montaje
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rapido (Entellan, Merk). Los portaobjetos se conservaron a 4° C hasta la captura de imagen me-
diante microscopia confocal.

Captura y anadlisis de imagenes

Para delimitar las coordenadas de analisis en cada ensayo se utilizaron los atlas estereotaxicos de
Paxinos & Watson (1998 y 2007).

ISH radiactiva

Las imagenes se capturaron mediante un microscopio NIKON Eclipse E400 equipado con una
camara DMX 1200. Para comprobar que el tiempo de exposicion a las peliculas habia sido el
necesario para su correcto analisis densitométrico, se realizaron y cuantificaron en cada caso
fotogratias de exposiciones de secciones que mostraban una intensidad alta, media y baja. Las
unidades arbitrarias obtenidas se interpolaron en graficas de saturacion realizadas mediante una
microescala autoradiografica de "“C que se fotografio y cuantificé en las mismas condiciones,
comprobando que los distintos valores se situaran en la parte lineal de la grafica, ideal para su
cuantificacion. Los niveles de mRNA de c-fos fueron determinados semicuantitativamente en al
menos 6 secciones por area y animal utilizando el programa informatico Scion Image (Scion
Corporation). Los valores de DOI resultantes fueron expresados en unidades arbitrarias. Todas
las muestras que se compararon estadisticamente fueron procesadas en el mismo analisis para
evitar la variabilidad inter-ensayo.

FISH

Las imagenes se capturaron con un microscopio NIKON Eclipse 90i equipado con una camara
DMX 1200F. Para el procesamiento y el andlisis de las imagenes se utilizd el programa
de procesamiento de imagen digital de dominio publico Image] (FIJI, version 1.47f). Los valores
de DOI resultantes fueron expresados en unidades arbitrarias (UA). Los niveles de mRNA de c-
fos fueron determinados semicuantitativamente en al menos 4 secciones por area y animal.
También se determind el nimero de neuronas mediante cuantificacién manual y la intensidad
de fluorescencia de cada una de ellas para distribuirlas en histogramas con diferentes rangos de
DOL

Doble marcaje IF-FISH

Las imdagenes se capturaron con un microscopio confocal espectral Leica TCS SP5. Para el pro-
cesamiento y el andlisis de las proyecciones suma obtenidas se utiliz6 el programa
de procesamiento de imagen digital de dominio publico Image] (FIJI, version 1.47f). Se deter-
miné el numero de células para cada marcaje, distribuyéndolas en neuronas positivas para
mRNA y proteina (IF/FISH positivas para mRNA y negativas para proteina (RNA+/Fos-); y
negativas para mRNA vy positivas para proteina (RNA-/Fos+).

Inmunofluorescencia para la DRH

Las imagenes se capturaron con un microscopio confocal espectral Leica TCS SP5. Para el pro-
cesamiento y el andlisis de las proyecciones suma obtenidas se utilizd6 el programa
de procesamiento de imagen digital de dominio publico Image] (FIJI, version 1.47f). Para este
analisis, se determinaron los niveles de DOI de la sefial especifica.
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa informatico SPSS (Statistical Package for
Social Science version 17) para el sistema operativo Windows.

Cuando la distribucién de los datos se ajusté a la normalidad y se cumpli6 la igualdad de varian-
zas se utilizd el andlisis de la varianza (ANOVA). Cuando no se cumplia este ultimo requisito se
recurrio a la trasformacion logaritmica. Si a pesar de la transformacion logaritmica no se cum-
plia la igualdad de varianzas se recurrié al analisis mediante el modelo lineal generalizado
(GzLM). En el ANOVA, las comparaciones mas pertinentes se realizaron a priori o a posterior
dependiendo de la existencia de una hipdtesis previa. En todos los caso, la significacion en las
comparaciones fue corregida mediante el test de Bonferroni secuencial (Holm, 1979). Las dife-
rencias significativas se consideraron a partir de p < 0,05. Todos los datos se representaron co-
mo la media y el error estandar de la media (SEM).

Para poder estudiar las diferencias en la expresion de c-fos y del hnRNA de CRF en el experi-
mento 1, utilizamos un GzLM con un factor entre-sujeto (“GRUPO”, con 5 categorias). En el
caso de encontrarse un efecto global del grupo se realizaron el contrastes a posteriori. Las dife-
rencias en los niveles de ACTH se estudiaron mediante un GzZLM de medidas repetidas (Hardin
e Hilbe, 2003), con un factor entre-sujeto (“GRUPO?”, con 2 niveles: CONTROL e IMO) y un
factor intra-sujeto (“TIEMPO?”, con 3 niveles: 20 minutos post-IMO, 4 h post-IMO, y post-
nado). Cuando se observé una interaccién entre ambos factores, ésta se descompuso para estu-
diar el origen de la interaccion.

En el experimento 2, cuando la distribucién de los datos se ajust6 a la normalidad y se cumplié
la igualdad de varianzas el analisis se realiz6 mediante el modelo general lineal (GLM) de una
via (factor “GRUPO” con 6 categorias) con comparaciones programadas a priori, ya que en este
caso contamos con una hipotesis previa. Para los histogramas de distribuciéon en rangos de in-
tensidad, se compar6 el numero de células por cada rango de intensidad mediante una “t” de
Student entre los distintos grupos experimentales.

En el experimento 3, para estudiar la interaccion entre el estrés y la administracion del DSP-4, se
utilizé un GzLM con dos factores entre-sujeto: “ESTRES”, con 4 niveles y “FARMACO?, con 2
niveles. Cuando se observo una interaccion entre ambos factores, ésta se descompuso para estu-
diar las diferencias. En el analisis del efecto del DSP-4 sobre la distribucion de células en interva-
los de DOI se utilizé una “t” de Student.
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capitulo

Caracterizacion de la respuesta a una
nueva situacion estresante tras una

exposicion prolongada a la IMO







Hipoétesis y objetivos
Hipotesis

Considerando que: (a) la activacion de c-fos es similar en muchas dreas del SNC en respuesta a

estimulos estresantes emocionales de naturaleza e intensidad diferente; y (b) se observa una

disminucion progresiva y generalizada de la expresion de c-fos y en la actividad del eje HPA,

tanto a nivel central como periférico, con la exposicion prolongada a un mismo estimulo estre-

sante, nuestras hipdtesis son las siguientes:

M

2

3

4

Es muy probable que en muchas zonas del SNC la mayor parte de las neuronas que muestran
activacion con c-fos sean comunes a diferentes estimulos estresantes.

La reduccion progresiva de la expresion de c-fos podria obedecer, bien a cambios en las se-
fiales estimuladoras y/o inhibidoras que llegan a la neurona como consecuencia de la expo-
sicion prolongada al estimulo estresante, bien a mecanismos especificos de inhibicion intra-
celular de la expresion de c-fos.

La existencia de uno u otro mecanismo podria depender del drea concreta del SNC, siendo el
primer mecanismo mas probable en los niveles jerarquicos superiores del SNC (v.g. corteza
prefrontal) y el segundo mas en los niveles inferiores (v.g. PVN).

Una aproximacion experimental simple para distinguir entre ambas posibilidades consistiria
en exponer a los animales previamente sometidos a un estimulo estresante prolongado
(IMO), a una nueva situacion estresante (nado forzado). Si la hipétesis de la inhibicion intra-
celular es correcta, la respuesta al nuevo estimulo deberia estar mayoritariamente bloquea-
da, en tanto que si la respuesta depende mayormente de las sefiales que llegan a las neuro-
nas, la expresion se restableceria en gran medida.

Objetivos

M

)]

3

Confirmar que la exposicion prolongada a un estimulo estresante de tipo emocional da lugar
a una reduccion progresiva de la expresion de c-fos en ntcleos claves para la integracion de
la respuesta al estrés emocional (mPFC, LSv, MeA y PVN) y también a una disminucion de la
activacion inicial en variables relacionadas con el eje HPA.

Analizar si tras la exposicion prolongada a una situacion estresante (IMO) las neuronas son
capaces de activarse de nuevo, en términos de expresion de c-fos y de CRF, en respuesta a
un nuevo estimulo estresante (nado forzado).

Comparar la activacion central del eje HPA (expresion de c-fos y CRF en el PVN) con la res-
puesta periférica (niveles plasmaticos de ACTH), en las condiciones anteriormente comen-
tadas.
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Experimento 1

Procedimiento experimental

Los animales (n=40) se dividieron en 5 grupos experimentales:
(1) Grupo CONTROL (n=8): permanecieron en las cajas sin recibir ningtn tratamiento.
(2) Grupo IMO 20 min (n=8): inmovilizados durante 20 minutos.
(3) Grupo NADO 20 min (n=8): expuestos al nado forzado durante 20 minutos.
(4) Grupo IMO 4 h (n=8): inmovilizados durante 4 horas.

(5) Grupo IMO+NADO (n=8): primeramente inmovilizados durante 3h y 40 minutos y expues-
tos al nado forzado durante 20 minutos mas.

Inmediatamente después de los procedimientos de estrés (o en condiciones basales en el caso de
los controles), los animales fueron anestesiados y perfundidos. Terminada la perfusion se extra-
jeron los cerebros y se procesaron para su analisis histologico mediante hibridacién in situ ra-
diactiva (ISH) del mRNA de c-fos en el mPFC (Cin, PrL e IL), LSv, MeA y PVN (mPVN y
mpdPVN) y del hnRNA de CRF en el mpdPVN.

Para estudiar las diferencias en la expresion de c-fos y del hnRNA de CRF en el experimento 1,
utilizamos un modelo lineal generalizado (GzLM) con un factor entre-sujeto (“GRUPO”, con 5
categorias). En el caso de encontrarse un efecto global del factor “GRUPQO?, se realizd el contras-
te a posteriori de Bonferroni secuencial (Holm, 1979).

Resultados
Analisis de la expresion de c-fos mediante ISH radiactiva

El analisis estadistico de los niveles de expresion de c-fos, medidos como densidad dptica inte-
grada (DOI) (Figs. 12-15; imagenes representativas en Figs. 11, primera y segunda columnas)
mediante GzZLM mostr6 un efecto significativo del factor grupo sobre la expresion del mRNA de
c-fos en todas las areas estudiadas: Cgl (Wald x> = 77.2; p < 0.001); PrL (Wald x* = 82.94; p <
0.001); IL (Wald x*> = 76.54; p < 0.001); LSv (Wald x* = 113.13; p < 0.001); MeA (Wald x* =
251.15; p < 0.001); mPVN (Wald x* = 58.04; p < 0.001); mpdPVN (Wald x*> = 204.77; p < 0.001).

El nimero de comparaciones a posteriori, corregidas mediante el test de Bonferroni secuencial,
se restringid a aquellas mas relevantes de cara a los objetivos del experimento: TODOS vs. BA-
SAL; IMO 20 min vs. IMO 4h; IMO 20min vs. NADO 20 min; IMO 4h vs. IMO+NADOQO; NA-
DO 20 min vs. IMO+NADO. Todos los grupos de animales estresados fueron significativamente
superiores al basal en todas las dreas. Tras la elevacion de los niveles de mRNA observada a los
20 minutos de exposicion a la IMO, éstos disminuyeron significativamente en todas las areas a
las 4 h de IMO. La exposicion a 20 minutos de IMO resulté en niveles de expresion significati-
vamente mayores que los obtenidos con la exposicién a 20 minutos de nado en la MeA y en las
dos subregiones del PVN, no observandose diferencias significativas en el resto de las areas. La
exposicion a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada mostrd valores significativamente
mayores a los obtenidos tras casi 4 h de IMO en todas las areas estudiadas; sin embargo, los ni-
veles obtenidos en el mpdPVN fueron significativamente menores a los observados en los ani-
males inicamente expuestos a 20 minutos de nado.
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Figura 11. Autoradiografias representativas de los niveles del mRNA de c-fosen el mPFCy el PVN,
y delhnRNA de CRF en el PVN.
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Figura 12. Cuantificacién de los niveles del mRNA de c-fos en el mPFC.

Los valores estan expresados como la media y el error estindar de las unidades arbitrarias (UA)
obtenidas (n = 7-8). Las diferencias respecto al grupo BASAL fueron siempre significativas,
salvo el grupo IMO 4 h en el IL.

*indica diferencias significativas vs. IMO 20min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h.
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Figura 13. Cuantificacién de los niveles del mRNA de c-fosen el LSv.

Los valores estan expresados como la media y el error estindar de las unidades arbitrarias (UA)

obtenidas (n = 7-8). Las diferencias respecto al grupo BASAL fueron siempre significativas (no se

indican).

* indica diferencias significativas vs. IMO 20min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h.
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Figura 14. Cuantificacién de los niveles del mRNA de c-fosen la MeA.

Los valores estan expresados como la media y el error estandar de las unidades arbitrarias (UA)
obtenidas (n = 7-8). Las diferencias respecto al grupo BASAL fueron siempre significativas
(no se indican).

* indica diferencias significativas vs. IMO 20min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h.
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Figura 15. Cuantificacién de los niveles del mRNA de c-fosen el PVN.

Los valores estan expresados como la media y el error estindar de las unidades arbitrarias (UA)
obtenidas (n = 7-8). Las diferencias respecto al grupo BASAL fueron siempre significativas salvo el
grupo NADO 20 min en el mPVN (no se indican).

* indica diferencias significativas vs. IMO 20min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h;

& indica diferencias significativas vs. NADO 20 min.
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Analisis de la expresion de CRF

El analisis estadistico de los niveles del hnRNA de CRF (Fig. 16; imagenes representativas en
Figs. 11, tercera columna) mediante GzLM mostrd un efecto significativo del factor grupo sobre
la expresion del hnRNA de CRF en el mpdPVN (Wald x* = 52.83; p < 0.001). Las comparaciones
a posteriori fueron las mismas que en caso del mRNA de c-fos. Tras 20 minutos de exposicion a
la IMO los niveles de hnRNA se incrementaron con respecto a los niveles basales, disminuyendo
significativamente tras 4 h de IMO.

Asi mismo, la exposicion a 20 minutos de IMO result6 en niveles significativamente mayores a
los obtenidos con la exposicion a 20 minutos de nado. La exposicion a 20 minutos de nado tras
la IMO prolongada no mostré valores significativamente diferentes de los obtenidos con una
sola exposicion a 20 minutos de nado o tras 4 h de IMO.

mpdPVN
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CRF hnRMNA (UA)

Basal II!'_-'ED NJP:DG IHG MO
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Figura 16. Cuantificacién de los niveles del hnRNA de CRF en el mpdPVN.

Los valores estan expresados como la media y el error estdndar de las unidades arbitrarias (UA)
obtenidas (n = 7-8). Las diferencias respecto al grupo BASAL fueron siempre significativas
(no se indican).
*indica diferencias significativas vs. IMO 20min o indica diferencias significativas vs. NADO 20 min.
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Experimento 2

Procedimiento experimental

Los animales (n=16) se dividieron en dos grupos experimentales:

(1) Grupo IMO+NADO (n=8): Las ratas fueron inmovilizadas durante 4 horas, realizando tomas
de muestra a los 20 minutos y a las 4 h del inicio de la IMO. Tras la ultima toma de muestra, las ra-
tas fueron expuestas a 20 minutos de nado forzado, con otra toma de muestra al finalizar dicha
exposicion.

(2) Grupo CONTROL (n=8): Las ratas permanecieron en sus cajas hasta el momento de la toma
de muestra, que se realizo a los 20 minutos y a las 4 h, equivalentes a las tomas de muestra del
grupo IMO+NADO. A continuacion, fueron expuestas a 20 minutos de nado forzado, con una ulti-
ma toma de muestra al finalizar esta prueba.

Las muestras obtenidas se distribuyeron en alicuotas para la determinaciéon de los niveles de
ACTH mediante radioinmunoanalisis (RTA).

Las diferencias en los niveles de ACTH se estudiaron mediante un GzLM de medidas repetidas
(Hardin e Hilbe, 2003), con un factor entre-sujeto (“GRUPO”, con 2 niveles: CONTROL e IMO)
y un factor intra-sujeto (“TIEMPO?”, con 3 niveles: 20 minutos post-IMO, 4 h post-IMO, y post-
nado). En el caso de encontrarse un efecto global del factor GRUPO, se realizé el contraste a
posteriori de Bonferroni secuencial (Holm, 1979). Cuando se observd una interaccion entre
ambos factores, ésta se descompuso, estudiando las diferencias entre los dos grupos para cada
tiempo (p < 0.05).

Resultados

Analisis de los niveles plasmaticos de ACTH

El analisis estadistico de los niveles de ACTH (Fig. 17) mediante GzLM mostré efectos significa-
tivos del factor grupo (Wald x*> = 168.94; p < 0.001), del factor tiempo (Wald x* = 110.18; p <
0.001) y de la interaccion entre ambos factores (Wald x* = 163.95; p < 0.001). El numero de
comparaciones a posteriori, corregidas mediante el test de Bonferroni secuencial, se restringio a
aquellas mas relevantes de cara a los objetivos del experimento: grupos CONTROL no estresa-
dos vs. grupos estresados; IMO 20 min vs. IMO 4h; IMO 20 min vs. NADO 20 min; IMO 4h vs.
IMO+NADO; NADO 20 min vs. IMO+NADO.

Tras 20 minutos de exposicion a la IMO, los niveles de ACTH se incrementaron con respecto a
los niveles basales, disminuyendo significativamente tras 4 h de IMO. Asi mismo, la exposicion
a 20 minutos de IMO result6 en niveles significativamente mayores que los obtenidos con la
exposicion a 20 minutos de nado. La exposicion a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada
no causé ningun incremento adicional de los niveles de ACTH que quedaron claramente por
debajo de los niveles de los animales sélo expuestos a 20 minutos de nado.
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Figura 17. Cuantificacién de los niveles plasmaticos de ACTH.

Los valores estan expresados como la media y el error estdndar (n = 8).
Los grupos fueron comparados mediante GzLM. Las diferencias respecto a los grupos no estresados
fueron siempre significativas (no se indican).
*indica diferencias significativas vs. IMO 20min;
& indica diferencias significativas vs. NADO 20 min.
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Hipoétesis y objetivos
Hipotesis

(1) Considerando que dreas como el mPFC, el LSv, la MeA y en menor medida el PVN, son
capaces de activarse en respuesta a una nueva situacion estresante (nado forzado)
aplicado tras la IMO prolongada, una interpretacion correcta de estos datos nos obliga
a valorar fundamentalmente las siguientes posibilidades:

a) Las neuronas que se activaron durante la IMO se encontrarian en su mayor parte blo-
queadas para responder a una nueva situacion estresante. De esta manera la exposi-
cion al nado provocaria la activacion de nuevas neuronas especificamente asociadas
al nuevo estimulo.

b) Las poblaciones neuronales que se activaron durante la IMO prolongada no se en-
contrarian bloqueadas sino que dejaron de recibir sefiales estimuladoras. En condi-
ciones adecuadas, seran capaces de activarse nuevamente. De esta manera, tanto la
exposicion a la IMO como al nado implicaria la activacion de las mismas poblaciones
neuronales.

(2) Sila exposicion a 20 minutos de nado forzado tras la IMO prolongada provoca la acti-
vacion de poblaciones neuronales especificas para este estimulo estresante, una posibi-
lidad para distinguirlas de otras poblaciones que pudieran activarse por la propia mani-
pulacion del animal o debido a la liberacion de la IMO, seria comparar la respuesta de
estos animales con la obtenida en animales liberados de la IMO prolongada y expuestos
de nuevo 20 minutos mas a la IMO

Objetivos

(1) Caracterizar la respuesta a la IMO prolongada y al nado forzado en términos de expresion de
c-fos distinguiendo, mediante un estudio de doble marcaje utilizando inmunofluorescencia
(IF) para la proteina c-Fos e hibridacion in situ fluorescente (FISH) de su mRNA, las pobla-
ciones neuronales activadas en respuesta a ambos estimulos (IF+/ FISH+) de las activadas
exclusivamente con el nado (IF-/ FISH+)

(2) Complementar los resultados mediante un estudio de FISH simple del mRNA de c-fos te-
niendo en cuenta el nimero de neuronas activadas y el grado de activacion de las mismas en
respuesta a los distintos estimulos estresantes.

(3) Realizar una revision de la validez de la técnica de doble marcaje para identificar poblacio-
nes celulares que se activan en respuesta a estimulos distintos y/o aplicados secuencialmen-
te. Estos resultados se incluyen en un apartado de consideraciones metodoldgicas en la dis-
cusion.
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Procedimiento experimental

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de aproximadamente 8 semanas de
edad al inicio del experimento y se siguié el mismo procedimiento general que en experimentos
anteriores. Los animales se distribuyeron en seis grupos experimentales segiin peso corporal,
madre y fecha de nacimiento.

(1) Grupo CONTROL (n=4): permanecieron en las cajas sin recibir ningtn tratamiento.
(2) Grupo IMO 20 min (n=8): inmovilizados durante 20 minutos.

(3) Grupo NADO 20 min (n=8): expuestos al nado forzado durante 20 minutos.

(4) Grupo IMO 4 h (n=6): inmovilizados durante 4 horas.

(5) IMO+IMO (n=6): primeramente inmovilizados durante 3h 40 minutos, desinmovilizados y re-
expuestos a la IMO durante 20 minutos mas.

(6) Grupo IMO+NADO (n=8): primeramente inmovilizados durante 3h 40 minutos y expuestos
al nado forzado durante 20 minutos mas.

Inmediatamente después de los procedimientos de estrés (o en condiciones basales en el caso de
los controles), los animales fueron anestesiados y perfundidos. Terminada la perfusion se extra-
jeron los cerebros y se procesaron para su analisis histologico mediante FISH simple y mediante
doble marcaje IF-FISH en el mPFC (subdivision PrL), LSv, MeA y PVN (subdivisiéon
mpdPVN).

Resultados

Analisis de la expresion de c-fos mediante FISH

La expresion de c-fos se valor6 mediante el uso de dos parametros complementarios: 1) el n° de
neuronas positivas para el mRNA de c-fos por mm? (FISH+/mm?) y 2) la DOI total (UA) de las
imagenes obtenidas (Fig. 18). Para examinar con mayor detalle las posibles diferencias entre
grupos, se cuantifico individualmente la intensidad de las neuronas FISH+ y éstas se distribuye-
ron en diferentes rangos de intensidad mediante histogramas (Figs. 19A y 19B).

El analisis estadistico mediante ANOVA de una via mostré un efecto significativo del factor
grupo sobre el numero de neuronas FISH+ en todas las areas estudiadas: PrL [F(4, 31) = 16.56; p
< 0.001]; LSv [F(4, 31) = 29.38; p < 0.001]; MeA [F(4, 31) = 7.48; p < 0.001]; mpdPVN [F(4, 31)
=17.71; p < 0.001]. Asi mismo, el factor grupo también tuvo un efecto significativo sobre la DOI
de la fluorescencia de las imagenes: PrL [F(4, 31) = 8.39; p < 0.001]; LSv [F(4, 31) = 20.05; p <
0.001]; MeA [F(4, 31) = 8.07; p < 0.001]; mpdPVN [F(4, 31) = 9.96; p < 0.001]. A parte de la
comparacion de todos los grupos con el BASAL, el niimero de comparaciones a priori progra-
madas se restringi6 a aquellas mas relevantes de cara a los objetivos del experimento: 1) IMO 20
min vs. NADO 20 min; 2) IMO 4h vs. IMO 20 min; 3) IMO+IMO vs. IMO 20 min; 4) IMO 4h
vs. IMO+IMO; 5) IMO 4h vs. IMO+NADO; 6) IMO+IMO vs. IMO+NADO; 7) NADO 20 min
vs. IMO+NADO.

72



mPFC PrL

£ ol 2

28 « il 22

95 = il 8+

3 - 3

25 Hi 28

1 3 I3

NN ERE R
(%) YNHW say-3 w (W) WNHW Soy-2

iim.mm o NS

«l2g « HI ¢ 2

« [ 2 = B

HE S+ - 3

HE 24 H 25

I 3 H §

g 8 8 38 8 ° g 888 ¢83°
3 +HSI4 193 +HSIH 192 +HSId 193 +HSI4



€ Figura 18. Cuantificacién del niimero de neuronas FISH+ por mm? y de los niveles de DOI
de las imagenes en unidades arbitrarias (UA) en mPFC, LSv, MeA y PVN en el analisis mediante

FISH simple

Los valores estan expresados como la media y el error estandar de los valores obtenidos (basales n = 4,
resto de grupos n = 6/8). Los grupos fueron comparados mediante ANOVA y contrastes a priori.
Las diferencias respecto al grupo BASAL fueron siempre significativas
salvo en los grupos IMO 4 h e IMO+IMO en la MeA.

* indica diferencias significativas vs. IMO 20 min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h;
® indica diferencias significativas vs. NADO 20 min; [ indica diferencias significativas vs. IMO+IMO

En ambos parametros, todos los grupos de animales estresados fueron significativamente dife-
rentes respecto al basal en todas las dreas salvo en caso de la MeA en los grupos IMO 4 h e
IMO+IMO. Tras la elevacion de los niveles de expresion de c-fos observada a los 20 minutos de
exposicion a la IMO, éstos disminuyeron significativamente en todas las areas tras 4 h de IMO.
En ningtn drea los valores obtenidos con la exposicion a 20 minutos de IMO difirieron signifi-
cativamente de los obtenidos con 20 minutos de nado.

La re-exposicion a 20 minutos de IMO tras la IMO prolongada mostro valores significativamen-
te mayores a los obtenidos tras 4 h de IMO en PrL y LSv (FISH+/mm?*y DOI). No obstante, en el
PrL los valores de DOI fueron equivalentes a los obtenidos tras la exposicion tnica a 20 minutos
de IMO mientras que el nimero de neuronas FISH+ quedd por debajo. En el LSv, ambos para-
metros quedaron por debajo del grupo expuesto a 20 minutos de IMO

La exposicion a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada mostré valores de ambos parame-
tros significativamente mayores a los obtenidos tras 4 h de IMO en todas las areas estudiadas
salvo en el mpdPVN. Tan solo en el PrL (s6lo FISH+/mm?) y la MeA (FISH+/mm?®y DOI) los
niveles fueron equivalentes a los observados en los animales inicamente expuestos a 20 minutos
de nado vy significativamente mayores a los obtenidos con la re-exposicién a 20 minutos de IMO
tras la IMO prolongada. Por lo tanto estos resultados reflejan una activacion especifica con el
nado.

En el caso de los histogramas de distribucion en rangos de intensidad, se comparé el numero de
neuronas por cada rango de intensidad (t de Student) entre los siguientes grupos experimenta-
les: 1) IMO 20min vs. NADO 20 min; 2) IMO 4h min vs. IMO+IMO; 3) IMO 4h vs.
IMO+NADO; 4) IMO+IMO vs. IMO+NADO. Solamente en el LSv se encontraron diferencias
entre los valores obtenidos con la exposicién a 20 minutos de IMO y los obtenidos con 20 minu-
tos de nado, resultando mayores con el nado en el 2° rango de intensidad.

Solo se observaron diferencias significativas entre los animales expuestos a 4 horas de IMO pro-
longada y los re-expuestos a 20 minutos de IMO tras la IMO prolongada en el mPFC (rangos 1y
2) y en el LSv (rangos 1 a 3). En cuanto a las diferencias entre los animales expuestos a 4 horas
de IMO prolongada y los expuestos a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada, sélo se ob-
servaron en el mPFC (rangos 1 a 4), el LSv (rangos 1 a 3) y la MeA (rango 2). Sélo en el mPFCy
la MeA (rangos 1y 2) se observaron diferencias significativas entre los animales re-expuestos a
20 minutos de IMO vy los expuestos a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada.
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Figura 19A. Distribucién de las neuronas FISH+ en rangos de intensidad en PrL y LSv en el andlisis
mediante FISH simple.

Los valores estan expresados como la media y el error estdndar (basales n = 4, resto de grupos
n = 6-8). El numero de neuronas FISH+ por cada rango de intensidad fue comparado mediante
“t” de Student entre los distintos grupos experimentales.

* indica diferencias significativas vs. IMO 20 min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h;
O indica diferencias significativas vs. IMO+IMO.
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Figura 19B. Distribucién de las neuronas FISH+ en rangos de intensidad en MeA y mpdPVN en el
analisis mediante FISH simple.

Los valores estan expresados como la media y el error estandar (basales n = 4, resto de grupos
n = 6-8). El nimero de neuronas FISH+ por cada rango de intensidad fue comparado mediante
“t” de Student entre los distintos grupos experimentales.

A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h; O indica diferencias significativas vs. IMO+IMO.
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ldentificacion de las neuronas activadas con la exposicion
al nado aplicado tras la IMO prolongada mediante
doble marcaje IF-FISH

Debido a la complejidad metodologica de esta técnica, decidimos analizar inicamente 2 anima-
les basales y 4 animales para el resto de los grupos. En este estudio se cuantificaron tres parame-
tros; 1) el numero de neuronas positivas inicamente para c-Fos proteina (IF+/FISH-); 2) el nu-
mero de neuronas doble positivas para ambos marcadores (IF+/FISH+); y 3) el nimero de neu-
ronas positivas inicamente para mRNA de c-fos (IF-/FISH+), Fig. 20.

Figura 20. Imagenes representativas del doble marcaje mediante IF-FISH de la proteina c-Fos y su
mRNA en el LSv de un animal expuesto al nado tras una IMO prolongada.

(a) Marcaje para proteina mediante IF; (b) marcaje para mRNA mediante FISH; (c) imagen compues-
ta incluyendo la tincién nuclear (Hoechst 33258).

Se ha repetido el andlisis del numero total de neuronas FISH+ (IF+/FISH+ e IF-/FISH+) para
compararlo con el realizado anteriormente (Fig. 21). El andlisis estadistico mediante ANOVA de
una via mostré un efecto significativo del factor GRUPO sobre el numero total de neuronas
FISH+ en PrL [F(5, 16) = 17.28; p < 0.001], el LSv [F(5, 16) = 23.40; p < 0.001], la MeA [F(5,
16)= 46.18; p < 0.001] y el mpdPVN [E(5, 16)= 42.17; p < 0.001]. Las comparaciones a priori
programadas fueron las mismas que en analisis anterior. Todos los grupos de animales estresa-
dos fueron significativamente diferentes respecto al basal en todas las areas estudiadas. Tras una
elevacion en el numero de neuronas positivas a los 20 minutos de exposicion a la IMO, los valo-
res disminuyeron significativamente tras 4 h de IMO en todas las areas salvo en el PrL.

En la MeA y el mpdPVN los valores obtenidos con la exposicién a 20 minutos de nado resulta-
ron significativamente menores a los obtenidos con 20 minutos de IMO. Unicamente en el PrL
la re-exposicion a 20 minutos de IMO tras la IMO prolongada mostré valores significativamente
mayores a los obtenidos tras 4 h de IMO y equivalentes a los obtenidos con la exposicion a 20
minutos de IMO. La exposicion a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada mostr6 valores
significativamente mayores a los obtenidos tras 4 h de IMO en todas las areas estudiadas salvo
en el LSv. En estos mismos animales y sélo en la MeA los valores obtenidos fueron equivalentes
a los observados en los animales unicamente expuestos a 20 minutos de nado. Asi mismo, en
todas las areas salvo el LSv, se obtuvieron valores significativamente mayores a los obtenidos con
la re-exposicion a 20 minutos de IMO tras la IMO prolongada.
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Figura 21. Cuantificacién del niimero de neuronas FISH+ por mmZen mPFC, LSv, MeAy PVNenel
analisis de doble marcaje.

En este caso, la captacion de las imagenes se realizé mediante microscopia confocal. Los valores estan
expresados como la media y el error estandar (basales n = 2, resto de grupos n = 4). Los grupos fueron
comparados mediante ANOV A y contrastes a priori. Las diferencias respecto al grupo BASAL
fueron siempre significativas.

* indica diferencias significativas vs. IMO 20 min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h;
® indica diferencias significativas vs. NADO 20 min; O indica diferencias significativas vs. IMO+IMO.

Para valorar la existencia de efectos sumatorios de la exposicion a la IMO o al nado tras la IMO
prolongada en el numero de neuronas reclutadas, se utilizé como parametro la suma de todas
las neuronas detectadas (IF+/FISH-, IF-/FISH+ e IF+/FISH+) (Fig. 22, estadistica A). El analisis
estadistico mediante ANOVA de una via mostr6 un efecto significativo del factor GRUPO sobre
el numero total de neuronas en PrL [F(5, 16) = 17.28; p < 0.001], el LSv [F(5, 16) = 23.40; p <
0.001], la MeA [F(5, 16)=46.18; p < 0.001] y el mpdPVN [F(5, 16)=42.17; p < 0.001].
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Tras una elevacion generalizada en el nimero total de neuronas detectadas a los 20 minutos de
exposicion a la IMO, solamente en la MeA se observé una disminucion significativa tras 4 h de
IMO, produciéndose un incremento en el mpdPVN. Solamente en la MeA los valores obtenidos
con la exposicion a 20 minutos de nado resultaron significativamente menores a los obtenidos
con 20 minutos de IMO. En el PrL y en la MeA la re-exposicion a 20 minutos de IMO tras la
IMO prolongada mostré valores significativamente mayores a los obtenidos tras 4 h de IMO,
éstos fueron menores a los obtenidos con la exposicion a 20 minutos de IMO en la MeA, siendo
equivalentes en el PrL. La exposicion a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada mostré valo-
res significativamente mayores a los obtenidos tras 4 h de IMO en todas las dreas estudiadas
salvo en el mpdPVN. En todos los casos, el nimero de neuronas detectadas fue superior al obte-
nido en los animales unicamente expuestos a 20 minutos de nado. Asi mismo, en todas las areas
salvo el mpdPVN, se obtuvieron valores significativamente mayores a los obtenidos con la re-
exposicion a 20 minutos de IMO tras la IMO prolongada.

Para valorar la participacion de neuronas ya activadas durante la IMO prolongada en la respues-
ta a otra IMO o al nado, se utilizé6 como parametro el nimero de neuronas positivas para ambos
marcadores (IF+/FISH+) en los tres grupos de animales expuestos a la IMO prolongada (Fig. 22,
estadistica B). Solo en el caso del mpdPVN, el analisis estadistico mediante ANOVA de una via
mostr6 un efecto significativo del factor GRUPO sobre el nimero de neuronas positivas para
ambos marcadores [F(4, 31)=9.96; p < 0.05]. En este nicleo, tnicamente la exposicion a 20 mi-
nutos de nado tras la IMO prolongada mostrd valores significativamente mayores a los obteni-
dos con 4 horas de IMO y con la re-exposicion a 20 minutos de IMO.

Para valorar la participacion de neuronas de nueva activacion en la respuesta a la IMO y al nado
tras la IMO prolongada se utilizé como parametro el nimero de neuronas positivas unicamente
para mRNA (IF-/FISH+) en los tres grupos de animales expuestos a la IMO prolongada (Fig. 22,
estadistica C). El analisis estadistico de los resultados mostré un efecto significativo del factor
grupo sobre el numero de neuronas IF-/FISH+ en el PrL [F(4, 15) = 26.45; p < 0.001], el LSv
[F(2,9) =32.73; p < 0.001] yla MeA [F(2,9) = 13.02; p < 0.01].

En el PrL, el LSv y la MeA la exposicién a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada mostré
valores significativamente superiores a los obtenidos tras 4 h de IMO.. Solamente en el caso del
PrL la re-exposicion a la IMO tras la IMO prolongada mostro valores que diferian significativa-
mente de los obtenidos tras 4 horas de IMO. En ningtin caso estos valores fueron equivalentes a
los obtenidos tras una séla exposicion al nado o a la IMO durante 20 minutos (IF-/FISH+ e
IF+/FISH+) En el mpdPVN no se observaron neuronas IF-/FISH+ en ninguno de los tres gru-
pos de animales expuestos a la IMO prolongada.

Se ha realizado también la estadistica para el numero de neuronas unicamente positivas para
proteina (IF+/FISH+) en los tres grupos expuestos a una IMO prolongada (Fig. 22, estadistica
D). En el PrL la re-exposicion a la IMO mostré valores significativamente inferiores a los obte-
nidos tras 4 h de IMO prolongada, y la exposicion al nado tras la IMO prolongada mostré valo-
res significativamente superiores a los obtenidos tras la re-exposicion a la IMO. En el LSv la
exposicion al nado tras la IMO prolongada mostr6 valores significativamente superiores a los
obtenidos tras 4 horas de IMO sostenida.
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Figura 22. Participacién de neuronas ya activadas durante la IMO prolongada y de neuronas de nueva activacién
en la respuesta a un nuevo estimulo estresante en el andlisis de doble marcaje.

Los valores estan expresados como la media y el error estdndar de los valores obtenidos
(basales n = 2, resto de grupos n = 4).
Estadistica A: Total de neuronas detectadas (IF+/FISH-, IF-/FISH+ e IF+/FISH+):

* indica diferencias significativas vs. IMO 20 min; A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h;
® indica diferencias significativas vs. NADO 20 min; O indica diferencias significativas vs. IMO+IMO.
Estadistica B: Neuronas ya activadas durante la IMO prolongada (IF+/FISH+):

A indica diferencias significativas vs. IMO 4 h; M indica diferencias significativas vs. IMO+IMO.

Estadistica C: Neuronas de nueva activacion (IF-/FISH+):

indica diferencias significativas vs. IMO 4 h; < indica diferencias significativas vs. IMO+IMO.
Estadistica D: Neuronas positivas inicamente para IF (IF+/FISH-):
< indica diferencias significativas vs. IMO 4 h; ® indica diferencias significativas vs. IMO+IMO
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Hipoétesis y objetivos

Hipotesis

(1) Es probable que en determinadas dreas del SNC gran parte de las neuronas activadas en
respuesta al estrés lo sean como consecuencia de procesos de arousal, enmascarando las
que son realmente importantes en la respuesta de estrés.

(2) El LC tiene un papel fundamental en la regulacion del arousal y la noradrenalina liberada
desde las terminales provenientes de este niicleo afectaria a la expresion de c-fos en res-
puesta al estrés.

(3) Lainterferencia con el sistema LC-NA podria afectar de manera diferencial a aquellas areas
sensibles a la intensidad del estrés (v.g. LSv) y a aquellas no sensibles (v.g. mPFC).

Objetivos

(1) Confirmar la existencia dentro del SNC de areas sensibles y no sensibles a la intensidad del
estrés en términos de expresién de c-fos. Para ello se estudié dicha expresion en respuesta a
estimulos estresantes de distinta intensidad en el mPFC, el LSv, laMeA'y el PVN.

(2) Estudiar el efecto la lesion de las terminales del LC sobre la expresién de c-fos en las areas
antes mencionadas. Para ello, se administré sistémicamente a los animales la neurotoxina
DSP-4, conocida por causar una disminucion selectiva de las terminales noradrenérgicas
provenientes del LC sin afectar a las terminales provenientes de otras areas.

Procedimiento experimental

Una semana después de su llegada, los animales (n=60) fueron distribuidos en ocho grupos ex-
perimentales dependiendo de dos factores: tratamiento farmacoldgico (vehiculo o DSP-4) y
tratamiento de estrés (basal; ambiente nuevo (NE); olor del gato o IMO). Debido al tiempo re-
querido para la perfusion, el experimento fue realizado en dos dias: 32 animales el primer dia y
28 el segundo. En ambos dias se incluyeron animales representativos de cada grupo experimen-
tal.

(1) Grupos 1. Veh-BASAL (n=4) y 2. DSP-BASAL (n=4): permanecieron en las cajas sin
ningun tratamiento.

(2) Grupos 3. Veh-NE (n=8) y 4. DSP-NE (n=8): expuestos a ambiente nuevo durante 30
minutos.

(3) Grupos 5. Veh-OLOR (n=8) y 6. DSP-OLOR (n=8): expuestos a una fuente de olor del
gato durante 30 minutos.

(4) Grupos 7. Veh-IMO (n=10) y 8. DSP-IMO (n=10): inmovilizados durante 30 minutos.

El DSP-4 fue administrado via intraperitoneal (IP) una semana antes de la exposicion a los dis-
tintos estimulos estresantes. Los animales tratados con vehiculo recibieron una inyeccién de
solucidn salina autoclavada. Un animal perteneciente al sexto grupo experimental muri6 proba-
blemente debido a una administracion incorrecta de la droga. El comportamiento de los anima-
les expuestos al ambiente nuevo y al olor del gato fue grabado para su posterior analisis.

Inmediatamente después de los procedimientos de estrés (o en condiciones basales en el caso de
los controles), se realizé una toma de muestra de sangre para la determinacion de los niveles de
ACTH mediante RIA. Posteriormente, los animales fueron anestesiados y perfundidos. Termi-
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nada la perfusion se extrajeron los cerebros y se procesaron para su analisis histologico. El al-
cance de la lesion en las terminales noradrenérgicas del LC, se estudié mediante inmunofluores-
cencia para la dopamina B-hidroxilasa (DBH) en el mPFC (subdivisiones Cgl, PrL e IL), el LSv,
la MeA y el mpdPVN. El anilisis de la expresion de c-fos se realiz6 mediante FISH del mRNA de
c-fos en todas estas areas. Para estudiar el alcance de la lesién generada por la administracion del
DSP-4 se utilizé una “t” de Student. El efecto del tratamiento con DSP-4 y de los distintos pro-
cedimientos de estrés sobre los niveles de ACTH y sobre la expresion de c-fos (DOI total de las
imagenes), se analizé mediante GzLM con dos factores entre-sujeto: ESTRES (con 4 niveles) y
FARMACO (con 2 niveles). En el caso de encontrarse un efecto global del factor ESTRES, se
realizo el contraste a posteriori de Bonferroni secuencial (Holm, 1979). Cuando se observé una
interaccion entre ambos factores, ésta se descompuso para estudiar el origen de la interaccion.
En el caso de encontrar una interaccion respecto a la expresion de c-fos, se realizé la cuantifica-
cién del nimero de neuronas y la distribuciéon de las mismas en diferentes rangos de DOI me-
diante histogramas. Para el analisis de la influencia del tratamiento con DSP-4 en la distribucién
de neuronas en diferentes rangos de DOI se utilizo6 la “t” de Student.

Resultados

No se observaron efectos del tratamiento con DSP sobre la conducta de los animales expuestos al
ambiente nuevo y al olor (no se muestran datos).

Alcance de la lesion con DSP-4 en las terminales
noradrenérgicas del LC

El analisis estadistico de los niveles de DBH (Fig. 23) mostr6 que tnicamente en el mPFC (t(6) =
4.0; p < 0.01) y en la MeA (t(14) = 2.90; p < 0.05) se di6 una reduccién significativa de la DOI
total obtenida en los animales tratados con el farmaco.
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Figura 23. Cuantificacién de los niveles de DBH tras la administracién del DSP-4.

Los valores estan expresados como la media y el error estandar
de las unidades arbitrarias (UA) obtenidas (n = 8).
*p<0.05; *p<0.01
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Analisis de los niveles plasmaticos de ACTH

El andlisis estadistico de los niveles de ACTH (Fig. 24) mediante GzLM no mostré efecto del
FARMACO pero si del ESTRES (Wald x? = 493.36; p < 0.001). No se observé interaccién entre
ambos factores. Los valores obtenidos con la exposicion a los distintos estimulos estresantes
difirieron significativamente de los basales. Los valores obtenidos con la exposicion al olor
resultaron significativamente superiores a los obtenidos con la exposicién al NE. Los valores
obtenidos con la exposicién a la IMO resultaron en valores significativamente superiores a los
obtenidos con la exposicion al NE y con la exposicion al olor.
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Figura 24. Cuantificacién de los niveles plasmaticos de ACTH.

Los valores estan expresados como la media y el error estandar (basales n = 4, resto de grupos
n = 8/10). Los grupos fueron comparados mediante GzLM.
* indica diferencias significativas vs. BASAL; + indica diferencias significativas vs. NE;
& indica diferencias significativas vs. OLOR, independientemente del farmaco.

Analisis de la expresion de c-fos mediante FISH

El analisis estadistico mediante GzLM de los niveles de expresion de c-fos (Fig. 25-27) mostré un
efecto significativo del factor ESTRES sobre la expresion del mRNA de c-fos en todas las areas
estudiadas: Cgl (Wald x* = 64.3; p < 0.001); PrL (Wald x*> = 54.7; p < 0.001); IL (Wald x* = 57.1; p
< 0.001); LSv (Wald x* = 113.13; p < 0.001); MeA (Wald x> = 111.4; p < 0.001); mpdPVN (Wald
X° = 221.6; p < 0.001). En cambio, el andlisis estadistico no mostré efecto principal del
FARMACO en ninguna de las 4reas estudiadas excepto en el LSv (Wald x* = 6.19; p< 0.05),
observandose ademas una interaccion entre ambos factores (Wald x> = 8.91; p< 0.05). Por esta
razén, en esta region se realizé también una cuantificaciéon del nimero de neuronas FISH+
distribuyéndose posteriormente en diferentes rangos de DOI mediante histogramas (Fig. 26). El
analisis estadistico sobre el numero de neuronas FISH+ mostr6 unicamente un efecto
significativo del factor ESTRES (Wald x> = 204.25; p < 0.001) sin encontrarse ninguna
interaccion.
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Figura 25. Cuantificacién de los niveles del mRNA de c-fos en el mPFC (Cg, PrL e IL).

Los valores estan expresados como la media y el error estandar de las unidades arbitrarias (UA) obte-
nidas (basales n = 4, resto de grupos n = 8/10).
* indica diferencias significativas vs. BASAL; + indica diferencias significativas vs. NE;
& indica diferencias significativas vs. OLOR, independientemente del farmaco.
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Figura 26. Cuantificacién de los niveles del mRNA de c-fos en LSv como DOI total (arriba) y como
numero de neuronas FISH+ (abajo izquierda), y distribucién de las neuronas FISH+ en diferentes
rangos de DOl (abajo derecha).

Los valores estan expresados como la media y el error estdndar de las unidades arbitrarias (UA) y de
las neuronas FISH+ por mm2 obtenidas (basales n = 4, resto de grupos n = 8/10).
* indica diferencias significativas vs. BASAL; + indica diferencias significativas vs. NE;
& indica diferencias significativas vs. OLOR. Rangos de DOI: 1: 0-5 AU; 2: 5-10 AU; 3: 10-15 AU;
4:15-20 AU; 5: 20-25 AU; 6: 25 UA y mayor.

El nimero de comparaciones a posteriori respecto al factor ESTRES, corregidas mediante el test
de Bonferroni secuencial, se restringié a aquellas mas relevantes de cara a los objetivos del
experimento: TODOS vs BASAL, OLOR vs. NE, IMO vs. NE, IMO vs. OLOR. Todos los valores
de los grupos de animales estresados fueron significativamente superiores al basal salvo los
expuestos a NE en el mpdPVN. La exposicion al olor resultd en valores significativamente
superiores a los obtenidos con la exposicion al NE en el LSv, en la MeA. La exposicion a la IMO
resulté en valores significativamente inferiores a los obtenidos con la exposicién al NE en todas
las sub-divisiones del mPFC y significativamente superiores en el LSvy en el PVN. La exposicién
a la IMO result6 en valores significativamente inferiores a los obtenidos con el olor en todas las
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sub-divisiones del mPFC y en la MeA, y significativamente superiores en el LSy, tanto en la DOI
como en el numero de neuronas, y en el PVN.

La descomposicion de la interaccién observada en el LSv (Fig. 26) mostré una disminucion
significativa de los valores de DOI obtenidos en los animales tratados con el DSP-4 con respecto
a los tratados con vehiculo s6lo en los animales expuestos a la IMO (p < 0.001). En el andlisis del
numero de neuronas FISH+ en el LSv no se observo esta interaccion, sin embargo, al
distribuirlas en diferentes rangos de DOI mediante histogramas, la comparaciéon de medias
mediante un estudio “t” de Student si que mostré diferencias significativas s6lo en uno de los
rangos de DOI (t (18) = 2.33; p < 0.05).
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Figura 27. Cuantificacién de los niveles del mRNA de c-fosen la MeA y el mpdPVN.

Los valores estan expresados como la media y el error estdndar de las unidades arbitrarias (UA) obte-
nidas (basales n = 4, resto de grupos n = 8/10).
* indica diferencias significativas vs. BASAL; + indica diferencias significativas vs. NE;

& indica diferencias significativas vs. OLOR, independientemente del fdrmaco.
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Caracterizacion de la respuesta a una
nueva situacion estresante

El conjunto de datos bibliogréficos parece mostrar gran concordancia respecto a la dindmica de
expresion de c-fos en el SNC en respuesta a la exposicion prolongada a diferentes estimulos es-
tresantes, con una disminucion progresiva de los niveles a pesar de la persistencia del estimulo
(Imaki et al., 1992; Cullinan et al., 1995; Ma y Aguilera, 1999; Shepard et al., 2005; Trneckova et
al., 2007). No obstante, se desconoce si esta disminucion es debida a una cierta incapacidad de la
maquinaria transcripcional respectiva para mantener una expresion elevada y sostenida, o bien
este descenso es un reflejo de cambios en las senales estimuladoras o inhibidoras que llegan a las
neuronas como consecuencia de la experiencia prolongada con el estimulo estresante.

Por otro lado, cuando se evalda la activacion neuronal mediante la induccion de IEGs, todos los
estimulos con una componente fundamentalmente emocional activan areas del SNC en gran
parte similares (Armario, 2006a). Sin embargo, es posible que las poblaciones neuronales acti-
vadas dentro de un niicleo determinado sean en mayor o en menor medida especificas para
cada estimulo, pudiendo tratarse de poblaciones neuronales con distinto fenotipo neuroquimi-
co, cada uno de los cuales podria activarse frente a un estimulo concreto. Otra posibilidad es que
la mayoria de las neuronas respondan de manera inespecifica, independientemente del estimulo,
en parte debido a procesos de activacion generalizada o de arousal a través de las proyecciones
monoaminérgicas procedentes del tronco encefalico y de las sefiales procedentes de los nucleos
de proyeccién inespecifica del tdlamo. De esta manera, las poblaciones neuronales que son
realmente importantes en la respuesta de estrés podrian quedar enmascaradas dentro del con-
junto de neuronas activadas por arousal.

En funcién de los posibles mecanismos sugeridos para el descenso de la expresion de c-fos, cabe
pronosticar consecuencias marcadamente diferentes de la exposicién prolongada previa a un
estimulo estresante sobre la respuesta a un nuevo estimulo. Es decir, si se activan poblaciones
neuronales comunes, una pregunta clave es ;como responderan las neuronas que previamente
se habian activado con la IMO al cambio de estimulo estresante? Con el objetivo de analizar si
las neuronas son aun capaces de activarse tras varias horas de estrés sostenido y, a su vez, valorar
la posible existencia de poblaciones neuronales que se activan especificamente en respuesta a
distintos estimulos estresantes de caracter emocional, hemos evaluado en un primer experimen-
to los niveles de expresion del IEG c-fos en respuesta a un estimulo estresante sostenido de in-
tensidad elevada (IMO), seguido de un segundo estimulo diferente de menor intensidad (nado
forzado). Asi mismo, hemos complementado los resultados obtenidos con una evaluacion de la
activacion del eje HPA, tanto a nivel central (expresion del hnRNA de CRF) como a nivel perifé-
rico (ACTH). El conjunto de dareas seleccionadas para el andlisis de la expresion de c-fos se res-
tringid a las mds representativas, tanto por su importancia en la integracion de la respuesta al
estrés emocional como por su distinto comportamiento respecto a la intensidad del estimulo
estresante: mPFC, LSv, MeA y PVN (Cullinan et al., 1995; Armario, 2006a; Jankord y Herman,
2008). La expresion de CRF se analizé tinicamente en el mpdPVN debido a que ésta es la tinica
region donde los niveles del hnRNA pueden detectarse mediante ISH.

La exposicion aguda al nado en animales no estresados previamente produjo una elevaciéon de
los niveles de mRNA de c¢-fos que en ningtin caso superaron los observados con la IMO, siendo
inferiores en la MeA y el mpdPVN. Estos datos, junto con los obtenidos previamente en nuestro
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laboratorio también utilizando la expresion de c-fos (Ons et al., 2004) y la informacion aportada
por otros marcadores de intensidad de estrés como los niveles de ACTH, hiperglucemia e inges-
ta (datos no publicados), indican claramente que el nado es un estimulo menos intenso que la
IMO. Asi mismo, datos previos sobre el efecto de la exposicion a estimulos estresantes de carac-
ter emocional de diferente intensidad sobre la induccién de c-fos en la MeA y el PVN (Campeau
y Watson, 1997; Campeau et al., 1997; Pace et al., 2005; Ons et al., 2004), ponen también de
relieve que la induccion de c-fos en ambas regiones, parece funcionar como un buen marcador
de intensidad de estrés. Se ha de recalcar que, de acuerdo a lo descrito previamente (Cullinan et
al., 1995), la exposicion al nado no incrementé (o lo hizo débilmente) la expresion de c-fos en la
subdivision mPVN. No obstante, esta region si se vio activada en respuesta a la IMO aguda,
aunque en menor grado que el mpdPVN, indicando que el mPVN podria ser sensible sélo a
estimulos estresantes emocionales de elevada intensidad, aunque no es descartable que esta dife-
rencia entre estimulos estresantes pueda deberse a otros factores.

A los 20-30 minutos del inicio de la exposicion a la IMO se observé una induccién generalizada
y rapida de c-fos, pero sus niveles de expresion fueron disminuyendo a lo largo del tiempo a
pesar de la persistencia del estimulo, siguiendo un patrén similar al observado previamente
(Imaki et al., 1992; Senba et al., 1994; Trneckova et al., 2007). Los mecanismos implicados en
esta disminucion progresiva y generalizada de la expresion de c-fos tras la exposicion prolongada
a estimulos estresantes fundamentalmente emocionales no estan aclarados. Una posibilidad es
que la expresion de c-fos se reduzca progresivamente como consecuencia de un proceso de auto-
inhibicion a través del complejo AP-1 (Sassone-Corsi et al., 1988; Schonthal et al., 1989). Asi
mismo, dos variantes de corte y empalme de ICER podrian activarse inicialmente por el estrés y
estar implicadas en la represion del gen que codifica para c-fos (Misund et al., 2007). Alternati-
vamente, esta disminucion podria deberse a otros procesos de inhibicién o a la incapacidad de la
neurona para mantener una expresion de c-fos intensa y prolongada. Sin embargo, determina-
dos estimulos sistémicos como la administracion de endotoxina o la hipovolemia son capaces de
mantener una elevada expresién de c-fos durante varias horas (Rivest y Laflamme 1995; Tani-
mura et al., 1998). Ademas, la dindmica de expresion de c-fos es dependiente de la region cere-
bral que se estudia (Trneckova et al., 2007). Estos datos, junto con los expuestos en el presente
trabajo, sugieren que la disminucidn a lo largo del tiempo frente a un estimulo estresante soste-
nido no es solamente debida a cierta incapacidad de las neuronas de mantener una expresion
continuada de c-fos, sino mas bien a otros mecanismos, entre los cuales, los cambios en las sefia-
les que llegan a la neurona podrian jugar un papel crucial. De esta manera, es posible que la
exposicion prolongada a un estimulo estresante, incluso tan intenso como la IMO, pueda con-
ducir a una habituacion/adaptacion que se traduciria en una reduccién progresiva de la acti-
vacion del SNC o en un incremento progresivo de las sefiales inhibidoras asociadas a la eviden-
cia de que la situacion emocional no es seguida de un dafio fisico real.

Aunque se ha de matizar que tras la IMO prolongada los niveles de partida eran superiores a los
basales (debido a niveles de mRNA residual provenientes de la exposicion a la IMO prolonga-
da), la exposicion al nado de los animales previamente expuestos a una IMO prolongada se tra-
dujo en unos niveles de mRNA de c-fos equivalentes a los obtenidos con una sola exposiciéon
aguda al nado en las distintas regiones del mPFC, el LSV y en la MeA pero menor en el
mdpPVN. Los resultados obtenidos sugieren que se mantiene una notable capacidad de respues-
ta a un estimulo diferente tras el estrés sostenido en los tres primeros nucleos y en menor medi-
da en el mpdPVN. De esta manera, este ultimo nucleo se encontraria sujeto a mecanismos de
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regulacion diferentes, estando menos capacitado para activarse tras la exposicion a un estimulo
estresante intenso y sostenido.

La existencia de una importante capacidad de respuesta a un nuevo estimulo en la PFC, el LSvy
la MeA sugiere dos posibilidades respecto a la poblaciéon neuronal que responde tanto a la IMO
como al nado. Una primera posibilidad seria que la induccién de c-fos en respuesta al nado tu-
viera lugar en una nueva poblacién neuronal diferente a la que se activo con la IMO. La segunda
posibilidad seria que ambos estimulos estuvieran activando la misma poblacién neuronal y que
el descenso en la expresion de c-fos durante la IMO prolongada obedeciera a cambios en las
sefales estimuladoras o inhibidoras que llegan a estas neuronas como consecuencia de la expe-
riencia prolongada con el estimulo. Con la exposicién a un nuevo estimulo estresante, las sefia-
les cambiarian y las neuronas volverian a responder plenamente. Los resultados en el mpdPVN
indicarian que la poca capacidad de respuesta al nado tras una IMO prolongada podria deberse
a que la poblacion neuronal que responde al nado es (al menos en gran parte) similar a la que
responde a la IMO, existiendo mecanismos de represion intracelular que serian responsables de
la disminucién paulatina de la expresion de c-fos y de su incapacidad para responder a nuevas
sefales.

Los mecanismos que podrian estar afectando a la capacidad de respuesta del PVN frente a un
segundo estimulo no estan aclarados. Una posibilidad es que la liberacion sostenida de glucocor-
ticoides pudiera estar inhibiendo la posterior induccion de c-fos en respuesta al estrés. Estudios
previos indican que la expresion de c-fos en el PVN tanto en condiciones basales como en res-
puesta al estrés se incrementa en animales adrenalectomizados, disminuyendo con el aporte de
una dosis de mantenimiento de corticosterona en el agua de bebida y llegando a anularse la res-
puesta al estrés con el aporte cronico de altas dosis de corticosterona (Imaki et al., 1995b; Kovacs
et al., 2000; Girotti et al., 2007; Pace et al., 2009). Por otro lado, cuando se inyecta una dosis fi-
siolégica de glucocorticoides 1 - 2 h previas a una exposicion a la inmovilizacién en tubo no se
observa una reduccién en la expresion de c-fos (Ginsberg et al., 2003; Helmreich et al., 2008),
aunque si esta dosis es muy elevada (no fisioldgica), la respuesta puede llegar reducirse (Imaki et
al., 1995b). Sin embargo, los efectos de la manipulacién crénica y la administracién previa al
estrés de glucocorticoides no son equivalentes a nuestra situaciéon dado que los niveles de gluco-
corticoides se incrementan tras la exposicion al estrés. El conjunto de datos disponibles indicaria
que es muy improbable que los glucocorticoides jueguen un papel crucial en la disminucién
progresiva de la expresion de c-fos en respuesta a la IMO prolongada observada en el presente
trabajo.

Al analizar la dindmica de expresion de CRF en el mpdPVN se observo que, tras una fuerte in-
duccion inicial a los 20 minutos del comienzo de la IMO, los niveles del hnRNA de CREF se fue-
ron reduciendo a lo largo del tiempo a pesar de la persistencia de la situacion estresante, aunque
se mantuvo un importante nivel sub-maximo de transcripcion. Este resultado coincide con el
observado previamente en nuestro laboratorio utilizando el mismo estimulo (Trneckova et al.,
2007). En cambio, en otro estudio en el que se utiliz6 la inmovilizacién en tubo, un estimulo
claramente menos intenso que la IMO (Armario and Jolin 1989; Marti et al., 2001), la caida en
los niveles de expresion de CRF fue mucho mas rapida y practicamente desaparecié tras 90 min
de estrés sostenido (Shepard et al., 2005). Aunque no se ha demostrado directamente, es muy
posible que estas diferencias en la dinamica sean debidas a la diferente intensidad de los dos
estimulos estresantes. De hecho, la exposicion aguda al nado produjo una respuesta del hnRNA
que fue aproximadamente la mitad de la observada con el mismo tiempo de exposicién a la
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IMO, sugiriendo que la expresion de CRF en este niicleo, al igual que la de c-fos, funciona co-
mo un buen marcador de la intensidad frente a estimulos estresantes de cardcter emocional.

Los resultados obtenidos con exposicion al nado tras la IMO prolongada parecen indicar que
existe una incapacidad de respuesta a una nueva situacion estresante tras casi 4 h de estrés sos-
tenido, ya que no se observo ninguna respuesta adicional al nado en los animales que experi-
mentaron IMO prolongada. Este bloqueo en la expresion de CRF en el mpdPVN estaria par-
cialmente en consonancia con lo observado con c-fos, aunque en este ultimo caso si se observd
cierto nivel adicional de induccién. Este hecho sugiere que, incluso con la presumible llegada de
sefales estimuladoras adicionales al PVN tras el nado, la transcripcion de CRF estaria totalmen-
te bloqueada. Puesto que la expresion de c-fos y CRF en respuesta a estimulos sistémicos como la
hipovolemia y la endotoxina es mds sostenida (Rivest y Laflamme 1995; Tanimura et al., 1998),
cabe la posibilidad de que las poblaciones de neuronas de CRF del PVN que responden a esti-
mulos sistémicos sean al menos en parte diferentes de las que responden a los estimulos emo-
cionales, poseyendo propiedades diferentes respecto a la capacidad de expresar c-fos y CRF. Otra
posibilidad alternativa es que las sefiales generadas por estimulos sistémicos sean diferentes de
las generadas por estimulos emocionales y que las primeras sean capaces de superar cualquier
mecanismo de represion intracelular de la expresion de CRF. En este sentido conviene destacar
que las terminales noradrenérgicas en el PVN son importantes para activar el eje con estimulos
sistémicos pero no emocionales (Ritter et al., 2003).

Al igual que ocurre con la expresion de c-fos y de CRF en el mpdPVN y en concordancia con
estudios previos (Hauger et al., 1988; Rivier y Vale, 1987; Garcia et al., 2000), los niveles de
ACTH en respuesta a la IMO se incrementaron a los 20 minutos para ir disminuyendo progresi-
vamente a pesar de la persistencia del estimulo. La exposicion al nado tras la IMO prolongada
no mostro respuesta alguna en los niveles de ACTH, sugiriendo un posible bloqueo en la libera-
ciéon de CRF a la eminencia media. Desafortunadamente, esta posibilidad sélo es abordable es-
tudiando la liberacion de CRF al sistema portal hipofisario, algo casi imposible de conseguir en
condiciones fisiologicas en la rata (Armario 2006b). Esta incapacidad de respuesta de la ade-
nohipofisis podria guardar relacion con la elevada intensidad del estimulo estresante aplicado de
manera prolongada, ya que utilizando un segundo estimulo (inmovilizacién en malla) de mayor
intensidad que el primero (restraint), se ha observado una cierta capacidad de respuesta de la
ACTH al nuevo estimulo (Dhabhar et al., 1997).

Los mecanismos que pueden estar contribuyendo a limitar la respuesta al estrés en el PVN y en
la hipdfisis pueden ser varios. Un posible candidato seria la retro-inhibicion mediada por gluco-
corticoides. Estos son capaces de reducir la expresion de CRF en respuesta al estrés, asi como la
produccion y la liberacion de ACTH por la adenohipéfisis (Keller-Wood y Dallman, 1984; Ima-
ki et al., 1995b). No obstante, algunos trabajos cuestionan este papel clave de los glucocorticoi-
des respecto a los cambios en la expresion de CRF, encontrando patrones similares de expresion
del hnRNA en respuesta a la inmovilizaciéon en tubo prolongada en ratas adrenalectomizadas y
en ratas falsamente operadas o “sham” (Shepard et al., 2005). Asi mismo, estudios previos en
animales adrenalectomizados indican que una administracién aguda de costicosterona, simulta-
nea a la exposicion a un estimulo estresante de caracter leve como la inyeccion intraperitoneal
de vehiculo, no tiene efecto alguno sobre la dindmica temporal de expresion del hnRNA de CRF
(May Aguilera, 1999). No obstante, cuando la administracion de glucocorticoides en ratas adre-
nalectomizadas se realiza previamente al estrés (incluso una hora antes), la expresion del hnR-
NA de CREF se ve parcial o completamente suprimida (Imaki et al., 1995b; Ginsberg et al., 2003,
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Helmreich et al., 2008). Estos datos sugieren que la liberacion de glucocorticoides que acompana
a la exposicion al estrés no parece afectar a la expresion de CRF en respuesta a dicha situacion de
estrés. Dado que el incremento de glucocorticoides circulantes no parece explicar por si solo el
rapido descenso en la tasa de transcripcion del gen del CRF tras la exposicion prolongada a un
estimulo estresante, se ha propuesto la existencia de un mecanismo de retro-alimentacion intra-
celular que implica a ICER. Diversos estudios han demostrado que la regién promotora CRE en
el gen de CRF es importante no sélo para la activacién de la transcripcion, sino también para el
efecto represor de los glucocorticoides (Shepard et al., 2005; Guardiola-Diaz et al., 1996; Nichol-
son et al., 2004). La co-localizacion de ICER con neuronas CRF-érgicas, el hecho de que su ex-
presion no venga influida por glucocorticoides y, sobre todo, la correlacion entre el incremento
de los niveles de ICER vy la disminucion de los niveles del hnRNA de CRF (acompaiiada de un
descenso en el reclutamiento de la RNA polimerasa II por el promotor de CRF) tras una inmovi-
lizacion en tubo prolongada, sugieren consistentemente que ICER seria el principal responsable
de la inhibicion de la transcripcion de CRF (Shepard et al., 2005).

Respecto a los mecanismos que podrian estar influyendo en la reduccion progresiva de los nive-
les de ACTH en plasma, estudios en animales expuestos a choques eléctricos en las patas duran-
te 3-5 horas, sugieren que la incapacidad de estos animales de mantener niveles elevados de
ACTH circulante durante el estrés sostenido, podria deberse tanto a una disminucién temporal
de la reserva disponible de ACTH en la adenohipofisis como a la retro-inhibicién mediada por
la corticosterona (Rivier y Vale, 1987). Esta conclusion es concordante con otro estudio realiza-
do en nuestro laboratorio utilizando animales intactos y adrenalectomizados expuestos a la IMO
(Marti et al., 1999). Aunque el conjunto de mecanismos que estdn participando en este bloqueo
de la respuesta del eje HPA todavia no estdn aclarados, los datos presentados en este trabajo,
junto con los anteriormente comentados, sugieren consistentemente que, tras una activacion
de la transcripcion y de la sintesis de CRF, el bloqueo parcial de la respuesta podria ser impor-
tante para prevenir patologias asociadas a una elevacion cronica de este neuropéptido y de la
secrecion de glucocorticoides (Aguilera et al, 2007).

¢Se activan las mismas poblaciones
neuronales en respuesta ala IMO
y el nado?

Consideraciones metodoldgicas

Relativas al marcaje simple mediante FISH

Cuando se analiza una muestra de tejido mediante ISH radiactiva y se obtiene la DOI de la sefial
autorradiografica, no suele estudiarse el nimero de células positivas ni su grado de activacion.
De esta manera, un estimulo determinado podria estar activando pocas neuronas pero de mane-
ra muy intensa, y otro estimulo podria activar muchas neuronas pero con un nivel de activacién
mas bajo. A la hora analizar estos dos estimulos cuantificando la pelicula autorradiografica po-
driamos estar obteniendo niveles similares, ignorando una informacién que podria ser relevante
de cara a la interpretacion de los resultados. Tradicionalmente, cuando se ha querido tener una
idea del numero de células marcadas y su grado de activacion, se recurria a la ISH radiactiva y su
revelado mediante emulsiéon micro-autorradiografica. No obstante, el proceso de contaje de
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células y el establecimiento de un criterio a partir del cual podrian ser consideradas como positi-
vas para un determinado marcador se hace complejo en la mayoria de las ocasiones, debido
fundamentalmente al caracter aleatorio de la emisién de particulas radiactivas y su recorrido
desde el lugar de emision.

En el caso de la FISH, la identificacion de células positivas es mucho mds simple permitiéndo-
nos incluso hacer un contaje manual o automatizado con menor probabilidad de error que
utilizando la técnica radiactiva. Sin embargo, cuando se trata de cuantificar los niveles de
DOI parece que el método radiactivo sigue siendo el mds adecuado ya que las particulas ra-
diactivas se revelan directamente en la pelicula o la emulsion. En la FISH, la deteccion se reali-
za siguiendo un total de 3 pasos (hibridacién, inmunodetecciéon y amplificacion) por lo que exis-
te un mayor riesgo de alteracion de la senal. En nuestro caso y aunque se trate de experimentos
diferentes, hemos podido observar que el anélisis de la expresion de c-fos en la MeA y el PVN
mediante ISH radiactiva es capaz de discriminar entre estimulos estresantes de diferente inten-
sidad como son la IMO y el nado, mientras que estas diferencias no se detectaron en el andlisis
de la DOI mediante FISH.

Relativas al doble marcaje mediante IF-FISH

El primer e insalvable problema que nos encontramos cuando tenemos el objetivo de diferenciar
las neuronas que se activan por un primer estimulo de las que se activan con un segundo aplica-
do posteriormente radica en la influencia de la exposicion previa al primer estimulo. El segundo
problema radica en como diferenciar las neuronas que se activan con un primer estimulo de las
que se activan con otro estimulo aplicado posteriormente, dado que utilizando un marcaje sim-
ple del IEG resulta imposible distinguir ambas poblaciones.

Para afrontar esta segunda cuestion se han desarrollado varias alternativas basadas en el carac-
ter transitorio de la expresion del mRNA de distintos IEG y la dinamica de formacion de protei-
na, asi como en la variacion en el tiempo de la localizacion subcelular el mRNA (catFISH). En
nuestro caso hemos utilizado una aproximacién metodoldgica basada en trabajos previos
(Chaudhuri, 1997; Chaudhuri et al., 1997; Kovacs et al., 2008) para identificar las neuronas que
responden a la IMO vy al nado, y caracterizar su grado de especificidad. Esta técnica consiste en
el andlisis histolégico mediante doble marcaje de la proteina c-Fos y el mRNA que codifica para
esta misma proteina. Como hemos comentado, la expresion del mRNA de c-fos tiene un maxi-
mos alrededor de los 30 minutos de iniciada la situacion estresante, disminuyendo posterior-
mente incluso aunque la situacion estresante persista (Trneckova et al. 2007). En el caso de la
proteina, el maximo se da entre la hora y las dos horas, y sus niveles de mantienen en mayor o
menor medida durante varias horas dependiendo del area particular que se observe
(Chowdhury et al., 2000). Basandonos en estas dinamicas, esta técnica nos permitiria identificar
qué células responden a la IMO prolongada mediante la deteccion de la proteina y cudles res-
ponden al nado aplicado tras esta IMO mediante la deteccién del mRNA (Fig. 28). Mas en con-
creto, partimos de estas dos hipétesis:

(1) Las neuronas que se activaron durante el primer estimulo mostraran fundamentalmen-
te proteina y poco o nulo mRNA

(2) Las neuronas que se activan exclusivamente con el segundo estimulo mostraran fun-
damentalmente mRNA y nula proteina
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El primer estimulo deberia ser suficientemente prolongado para que los niveles de mRNA hayan
disminuido sin que ello suponga una pérdida considerable de proteina (evitando falsos negati-
vos para neuronas activadas durante la IMO prolongada) y por el contrario, el segundo estimulo
deberia ser lo suficientemente corto para que las neuronas expresen unicamente mRNA sin
formacion considerable de proteina (evitando falsos positivos para neuronas activadas durante

proteina
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Figura 28. Dindmica de expresién del mRNA de c-fos (verde) y de formacién de proteina (rojo).

Los puntos 1 y 2 representan el inicio de los distintos estimulos estresantes.
El punto indicado con una flecha representa el momento 6ptimo para identificar las neuronas que
respondieron al estimulo 1 mediante IF y las que responden al estimulo 2 mediante FISH

la IMO prolongada). Basandonos en la dindmica de ambos marcadores establecida mediante
ISH radiactiva (con cuantificaciéon densitométrica) e inmunohistoquimica (Trneckova et al.
2007; Chowdhury et al. 2000) debiamos llegar a un consenso a la hora de elegir los tiempos de
exposicion a ambos estimulos estresantes. En nuestro caso hemos elegido el mismo disefio expe-
rimental que se utilizé en el primer experimento, fijando en 3 horas y 40 minutos la exposicién
prolongada ala IMO y en 20 minutos la exposicion al nado tras la IMO prolongada.

Deteccion de falsos negativos para neuronas activadas con la IMO prolongada
por degradacion de proteina

Nuestra primera hipdtesis supone que tras aproximadamente 4 horas de IMO prolongada, el
mRNA ha disminuido considerablemente y la degradacion de la proteina, aunque haya pasado
el pico maximo de las 2 horas, no es significativa. De esta manera, podriamos identificar la ma-
yoria de ellas mediante inmunofluorescencia, siendo casi indetectables mediante FISH. No obs-
tante, si la degradacion de proteina fuera suficientemente rdpida como para dejar de detectar
neuronas que fueron en algiin momento positivas para proteina, podriamos estar cometiendo
un error en la interpretacion de los resultados.

Por trabajos previos de nuestro laboratorio utilizando la IMO como estimulo estresante sabe-
mos que tras alcanzar un maximo, que se da en términos generales a los 30 minutos del inicio de
la situacion estresante, los niveles del mRNA de c-fos disminuyen incluso si la exposicion al es-
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timulo estresante persiste, aproximandose a los niveles basales tras 4 horas de exposicion pro-
longada a la IMO (Trneckova et al., 2007). Segiin hemos observado con el marcaje simple me-
diante FISH, tras 4 horas de IMO prolongada todavia podemos detectar un nimero significativo
de neuronas positivas para mRNA en determinados nucleos como el LSv o el PVN, pero la in-
tensidad de la sefial en éstas es significativamente menor en todos los ntcleos. Por lo tanto, he-
mos de considerar que pueden aparecer neuronas doble positivas tras la IMO prolongada debi-
do a la presencia de mRNA residual procedente de una primera activacion.

El pico maximo de produccién de proteina se encuentra entre la hora y las 2 horas del inicio de
la situacidn estresante, aunque a los 30 minutos ya puede aparecer una cantidad detectable de
proteina en la mayoria de las areas (Kovacs, 1998). La degradacion de la proteina pasado el pico
maximo es un proceso que sucede a distinta velocidad dependiendo del area que se estudie
(Chowdhury et al. 2000). De esta manera, los niveles de proteina decaen a partir de una hora de
exposicion prolongada a la inmovilizacion en el mPFC y a partir de las 2 horas en la MeA. En el
PVN los niveles de proteina parecen mantenerse constantes incluso pasadas 4 horas. Una mane-
ra de valorar la degradacién de proteina pasado el pico maximo durante las 4 horas de IMO
prolongada seria comparar las neuronas positivas para mRNA tras 20 minutos de IMO con las
positivas para proteina tras la IMO prolongada (Fig. 29).
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Figura 29. Relacién entre el niimero de neuronas positivas para el mRNA de c-fos tras una exposi-
cién aguda a la IMO y el nimero de neuronas positivas para c-Fos proteina tras una exposicion pro-
longada a la IMO durante 4 horas.

Las medias se compararon mediante un estudio “t” de Student
(n = 8 para IMO 20 min; n= 6 para IMO 4 h).

La comparacion de las medias revelé que solamente en el LSv, el nimero de neuronas positivas
para c-Fos proteina obtenidas tras 4 horas de exposicion a la IMO coincide con el nimero de
neuronas positivas para el mRNA de c-fos obtenidas tras la exposicion a 20 min de IMO aguda.
El nimero de neuronas positivas para la proteina c-Fos a las 4 horas de IMO fue significativa-
mente menor que el nimero de neuronas positivas para el mRNA a los 20 min en el PrL yen la
MeA, mientras que en el mpdPVN fue significativamente mayor (p<0,001).
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En el caso del LSv, no existen datos en la bibliografia acerca del proceso de degradacion de pro-
teina en respuesta a la inmovilizacién prolongada. No obstante, el hecho de que nos encontre-
mos cerca del maximo de expresiéon de mRNA tras 20 minutos de exposicion aguda a la IMO
(Trneckova et al, 2007) y que el numero de neuronas obtenido sea equivalente al nimero de
neuronas positivas para proteina tras la IMO prolongada sugiere que el nivel de proteina es sufi-
cientemente elevado como para detectarse atn a las 4 horas o bien que el proceso de degrada-
cién de proteina es mas lento en este nucleo, facilitando la deteccion del total de neuronas acti-
vadas durante la IMO prolongada mediante este marcador.

Los resultados obtenidos en el PrL parecen indicar que la degradacion de proteina tras 4 horas
de IMO prolongada es significativa en algunas neuronas de este nucleo, hecho que concuerda
con resultados obtenidos en estudios previos (Chowdhury et al, 2000). Por lo tanto, es muy pro-
bable que el nimero de neuronas positivas para proteina tras 4 horas de exposicion al IMO esté
infravalorando el nimero de neuronas activadas durante la IMO prolongada, especialmente si el
doble marcaje ha disminuido la deteccién de neuronas con menos sefial de proteina c-Fos. En
consecuencia, este hecho podria estar implicando una sobrevaloracién de la aportaciéon de neu-
ronas de nueva activacion en la respuesta a un nuevo estimulo tras una IMO prolongada.

Estudios previos de nuestro laboratorio (Trneckova et al, 2007) sugieren que tras 20 minutos de
exposicion aguda a la IMO nos encontrariamos cerca del maximo de expresion del mRNA en el
mPFC, el LSV y el PVN, pero en la MeA el maximo de expresion parece alcanzarse aproxima-
damente media hora después. El hecho de que el maximo de expresion se obtenga aproximada-
mente a la hora de la exposicion a la IMO prolongada en la MeA, sugiere que el reclutamiento
de neuronas en respuesta a estrés sostenido o el nivel de activacion se da de manera mas progre-
siva que en los dos ntcleos anteriores.

De ser asi, tras 20 minutos de exposicion aguda a la IMO seguramente nos encontramos por
debajo del maximo de activaciéon. Asi mismo, segun otros estudios previos en la MeA
(Chowdhury et al, 2000), también existe degradacion de proteina a partir de las 2 horas de expo-
sicién prolongada a la IMO por lo que, al igual que sucede en el mPFC, podriamos estar infrava-
lorando el nimero de neuronas activadas durante las 4 horas de exposicidon al IMO y en conse-
cuencia sobrevalorando la aportacién neuronas de nueva activacion en la respuesta tras la IMO
prolongada.

Los datos obtenidos en el mpdPVN parecen indicar que el reclutamiento de neuronas en res-
puesta a estrés sostenido se da de una forma progresiva, ya que el nimero de neuronas positivas
para la proteina detectado tras la IMO prolongada fue notablemente superior al nimero de neu-
ronas activadas tras 20 minutos de exposicion aguda a la IMO. Estos datos, junto con los obte-
nidos en estudios previos (Chowdhury et al, 2000), sugieren que el proceso de degradacion de
proteina ocurre posteriormente a las 4 horas de exposicion prolongada a la IMO, y por lo tanto
estariamos detectando el total de neuronas activadas durante la IMO prolongada. Dado que la
dindmica de degradacion de la proteina c-Fos y de la expresion de su mRNA es particular de
cada region es necesario consensuar los tiempos de exposicion a los estimulos estresantes de-
pendiendo de las regiones que se quieran estudiar.

De esta manera, es probable que en nucleos como el mPFC o la MeA sea mas adecuado utilizar
tiempos mas cortos en la exposicion a la IMO sostenida para evitar la pérdida de proteina por
degradacion. En el LSv y el mpdPVN los tiempos utilizados parecen apropiados debido a que no
existe degradacion de proteina a las 4 horas de IMO. Es preciso recalcar que en los nicleos don-

99



de el maximo de expresion de mRNA se sitia mas alla de la media hora, el nivel de activacion
que aparece con la exposicion al nado tras la IMO sostenida podria reflejar s6lo una parte del
total de neuronas que son capaces de responder. No obstante, en el caso de alargar el tiempo de
exposicion al nado, seria necesario comprobar que no existe formacion de proteina que pudiera
interferir con la proveniente del primer estimulo.

Deteccion de falsos positivos de neuronas activadas durante la IMO
prolongada debido a la formacion de proteina tras la exposicion
al segundo estimulo

La segunda hipdtesis de la que partimos para dar validez a esta técnica supone que los niveles de
mRNA de las neuronas activadas con el nado tras la IMO prolongada son suficientemente ele-
vados para ser detectados sin problemas y que, si se trata de neuronas de nueva activacion, 20
minutos no serian suficientes para la formacion de nueva proteina, lo que permitiria distinguir a
estas neuronas (proteina negativas) de las que ya se activaron durante la IMO prolongada (pro-
teina positivas).

Para confirmar que el nimero de neuronas positivas para la proteina no cambia por la exposi-
cién aguda a la IMO o al nado tras la liberacién de la IMO prolongada, hemos realizado una
comparacion del nimero de neuronas positivas para la proteina en los tres grupos partiendo de
la inmunofluoresencia simple para c-Fos (Fig. 30). Los resultados obtenidos en este analisis
confirman que la exposicion a 20 minutos de nado tras la IMO prolongada no conlleva la de-
teccion de nuevas neuronas en términos de proteina. Por lo tanto podemos descartar la in-
fluencia que este factor pudiera tener de cara a la interpretacion de los resultados.

Interpretacion de los resultados

Los datos del experimento anterior sugieren que en todas las areas estudiadas existen, en mayor
o en menor medida, neuronas capaces de responder al nado forzado cuando es aplicado tras una
IMO prolongada de 4 horas. Al objeto de averiguar el grado de especificidad de estas poblacio-
nes neuronales, hemos realizado un nuevo experimento partiendo del mismo disefio experimen-
tal pero anadiendo un sexto grupo de animales que fueron re-expuestos a una segunda IMO tras
la IMO prolongada. Con la inclusion de estos animales, hemos pretendido diferenciar entre la
activacion especifica debida a la exposicién al nado tras una IMO prolongada y la posible activa-
cién causada por la mera manipulacién del animal durante el proceso de liberacion de la IMO o
por la activacidon de neuronas especificamente asociadas a la propia liberacion. Existen datos que
demuestran que la liberaciéon de dopamina en el nicleo accumbens es sensible al proceso de
liberacion de la inmovilizacion en tubo (Imperato et al., 1991)
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Figura 30. Cuantificacion del niumero de células positivas para c-Fos proteina por mm?2 en mPFC,
LSv, MeA y PVN.

Los valores estdn expresados como la media y el error estdndar
(basales n = 4, resto de grupos n = 6-8). Los grupos fueron comparados mediante ANOVA.

Anadlisis de la expresion de c-fos mediante FISH

Previamente a la realizacion del doble marcaje y al objeto de confirmar los resultados obtenidos
en el primer experimento utilizando esta vez el método fluorescente en lugar del radiactivo,
decidimos realizar un marcaje simple para el mRNA de c-fos mediante FISH, cuantificando
tanto la DOI de la imagen total como el numero de neuronas positivas por mm?* Asi mismo,
para examinar posibles diferencias no detectables mediante estos dos parametros, hemos cuanti-
ficado la DOI individual de cada neurona positiva distribuyendo el total de neuronas por mm?
en diferentes rangos de DOI mediante histogramas. Las imagenes para la realizacion de este
analisis fueron obtenidas mediante microscopia de fluorescencia.
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Con el marcaje mediante FISH simple hemos observado a los 20 minutos de exposicion a la
IMO una marcada induccion de la expresion de c-fos (DOI) en todas las areas estudiadas. En
ninguna de las areas estudiadas los niveles obtenidos con la exposicién a la IMO aguda difirie-
ron significativamente de los obtenidos con la exposicion al nado, aunque se observe una ten-
dencia en la MeA y el mpdPVN.

Tras 4 horas de exposicion prolongada a la IMO hemos observado, como era de esperar, un
claro descenso de la sefial total derivada del analisis densitométrico de las imagenes y del nime-
ro de neuronas positivas para el mRNA de c-fos. No obstante, el nimero de células positivas
para el mRNA detectadas tras 4 horas de exposicion prolongada a la IMO disminuia menos que
los niveles de DOI, sugiriendo que la intensidad individual de la sefial por célula era menor aun-
que continuaran siendo detectables. Este hecho queda patente en los histogramas de distribu-
cién de neuronas en funcién del nivel de DOI de cada célula individual.

Con la exposicion a una segunda IMO tras la IMO prolongada se observé una induccion de c-
fos solamente en el PrL y el LSv. No obstante, no se alcanzé el mismo nivel observado tras 20
minutos de la exposicion inicial a la IMO, salvo en el PrL, y s6lo en términos de DOI. Estos re-
sultados sugieren la existencia de neuronas en ambos nucleos que son capaces de activarse con el
proceso de liberacion de la IMO. Por el contrario, en la MeA o el mpdPVN no se observd nin-
guna induccién adicional.

Con la exposicion al nado tras la IMO prolongada se observé una induccion de la expresion de
c-fos en el PrL, el LSv y la MeA, pero no en el mpdPVN. En el caso del mpdPVN, la respuesta a
un nuevo estimulo tras la IMO prolongada parece estar bloqueada por completo. En las otras
zonas, esta induccion alcanzé niveles equivalentes a los obtenidos con una sola exposicion aguda
al nado en el PrL y la MeA, pero quedaron por debajo en el caso del LSv. No obstante, si consi-
deramos el incremento respecto a su nivel de partida, el grado de activacion es claramente me-
nor que en los expuestos exclusivamente al nado. Cuando comparamos la respuesta a la re-
exposicion a la IMO con la respuesta al nado tras la IMO prolongada en el PrL y la MeA, el na-
mero de neuronas FISH+ resulto significativamente mayor tras el nado que tras la re-exposicién
ala IMO, siendo equivalentes en el LSv.

Estos resultados sugieren la existencia de poblaciones neuronales en el PrL y el LSv que respon-
den de forma similar a ambas situaciones, pudiendo estar su activacion asociada a procesos co-
munes como podria ser la liberacién del animal de la IMO o mecanismos de activacién generali-
zada o de arousal. Sin embargo, en el caso del PrL y la MeA, la exposicion al nado tras la IMO
prolongada produjo la activacién de un mayor nimero de células que las observadas con la re-
exposicion a la IMO, sugiriendo la existencia de una poblacién neuronal en ambos nucleos que
responderia especificamente al nado.

Es importante mencionar que existen diferencias respecto a los resultados obtenidos en el pri-
mer experimento en términos de DOI. Por ejemplo, no se ha logrado discriminar entre los nive-
les obtenidos con la IMO y con el nado ni en la MeA ni en el mpdPVN. Tampoco hemos apre-
ciado un incremento adicional en la sefal con la exposicion al nado tras la IMO prolongada en
el mpdPVN. Estas discrepancias podrian explicarse, como ya hemos comentado, por una menor
sensibilidad del método fluorescente con respecto al radiactivo.
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Identificacion de las neuronas activadas con la exposicion al nado aplicado
tras la IMO prolongada mediante doble marcaje IF-FISH

Tras el analisis de las imagenes mediante microscopia confocal de las muestras del doble marca-
je se observa que el numero de neuronas positivas para mRNA que somos capaces de detectar
tras la exposicion prolongada a la IMO es notablemente superior al observado previamente me-
diante microscopia de fluorescencia (sobre todo en el caso del PrL). Este hecho se debe segura-
mente a una mayor resolucion de las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal que
nos permitiria diferenciar las neuronas con bajos niveles de mRNA que no serian detectables
mediante el otro método. La eleccion del método de captacion de imdgenes es de crucial impor-
tancia para una interpretacion correcta de los resultados, ya que dependiendo del método de
captacion utilizado, podriamos estar infravalorando de manera notable el niimero de neuro-
nas positivas para mRNA.

La cuantificacién del namero de neuronas FISH+ (tanto IF+/FISH+ como IF-/FISH+), indica
que en la MeA y el mpdPVN los niveles obtenidos con la exposicion a 20 minutos de nado fue-
ron significativamente menores a los obtenidos con la exposicién a 20 minutos de IMO, datos
que concuerdan con la DOI del primer experimento. Asi mismo, tras 4 horas de exposicion pro-
longada a la IMO el numero de neuronas FISH+ mostré una disminucion en todas las areas
salvo en el PrL, lo que podria deberse a una mayor facilidad para detectar neuronas positivas con
bajos niveles de mRNA utilizando microscopia confocal.

Con la exposicién a una segunda IMO tras la IMO prolongada, se observo un incremento en el
numero de neuronas FISH+ exclusivamente en el PrL alcanzandose niveles equivalentes a los
obtenidos con una sola exposicién a la IMO. En la MeA y en el mpdPVN no se observo respues-
ta a una segunda exposicion a la IMO, en consonancia con los datos de la FISH simple. Al con-
trario de lo observado con FISH simple, en el LSv no se observé ningun incremento adicional en
el numero de neuronas activadas. Esto podria deberse a que tras 4 horas de IMO, la captacion
mediante microscopia confocal nos permite detectar un nimero elevado de neuronas que mues-
tran poca intensidad de senal.

Con la exposicion al nado tras la IMO prolongada se observé un incremento en el numero de
neuronas FISH+ en el PrL, la MeA y el mpdPVN, pero no en el LSv. En el PrL, el nimero sobre-
paso significativamente al obtenido con una sola exposicion aguda al nado, observandose un
efecto sumatorio sobre el numero de neuronas detectadas tras 4 horas de IMO prolongada y
sugiriendo el reclutamiento de nuevas neuronas. En la MeA el numero de neuronas FISH+ fue
equivalente al obtenido con una sola exposicion aguda al nado, resultando significativamente
menor en el LSv y el mpdPVN. Asi mismo, en el PrL, la MeA y a diferencia del marcaje simple,
también en el mpdPVN, el namero fue superior al obtenido con la re-exposicién a la IMO sugi-
riendo un mayor reclutamiento de neuronas en respuesta al nado tras la IMO prolongada.

Los resultados obtenidos en el analisis del niumero total de neuronas (IF+/FISH-, IF+/FISH+ e
IF-/FISH+) parecen confirmar que en el PrL, la re-exposicion a la IMO tras la IMO prolongada
incrementa el numero de neuronas detectadas respecto a las 4 horas de IMO prolongada, sugi-
riendo un reclutamiento de nuevas neuronas en respuesta a este estimulo. Asi mismo, en todos
los nucleos estudiados salvo en el mpdPVN, la exposicion al nado tras la IMO prolongada es
capaz incrementar el nimero total de neuronas tras 4 horas de IMO prolongada, siendo siempre
mayor al observado con la re-exposicion a la IMO. Por lo tanto, parece existir un reclutamiento
de neuronas asociado exclusivamente a la exposicion al nado.
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Por otro lado, en concordancia con los datos mostrados en el apartado de consideraciones me-
todoldgicas y con estudios previos (Chowdhury et al, 2000), el nimero total de neuronas detec-
tadas en la MeA con la exposicion a 20 minutos de IMO fue superior al obtenido con la exposi-
cién a 4 horas de IMO prolongada, sugiriendo una degradacion de la proteina durante este pe-
riodo de tiempo. Asi mismo, en el mpdPVN el nimero total de neuronas detectadas con la ex-
posicion a 20 minutos de IMO fue inferior al obtenido con la exposicion a 4 horas de IMO pro-
longada, sugiriendo un reclutamiento de nuevas neuronas durante la exposicién prolongada a la
IMO.

El andlisis del nimero de neuronas ya activadas durante la IMO prolongada que son capaces de
responder de nuevo tras otra IMO o tras el nado (IF+/FISH+), indica que unicamente en el
mpdPVN el numero de células obtenido con la exposicion al nado tras la IMO prolongada fue
mayor que el obtenido con 4 horas de IMO o con la re-exposicion a la IMO. Esto sugiere que
existe una pequefa proporcion de células que ya se activaron durante la IMO prolongada, que
son capaces de responder de nuevo frente a una nueva situacion estresante. Aunque en el LSv no
se observa ningun incremento en el numero de neuronas IF+/FISH+ con la re-exposicion a la
IMO o con la exposicién al nado tras la IMO prolongada, en el marcaje simple mediante FISH
hemos podido observar un incremento en la DOI total al exponer a los animales a una segunda
IMO, lo que sugiere que neuronas que se activaron durante la IMO prolongada se vuelven a
activar con la re-exposicion a la IMO y a otro estimulo estresante como el nado.

Respecto a la activacién de nuevas neuronas (IF-/FISH+), se observa que en el PrL, el LSvy la
MeA el numero de neuronas obtenido con la exposicion al nado tras la IMO prolongada es su-
perior al obtenido tras 4 horas de IMO o tras la re-exposicion a la IMO, sugiriendo la existencia
de poblaciones neuronales capaces de responder de novo al nado tras una IMO prolongada. So-
lamente en el PrL se observan también neuronas de nueva activacion con la liberacion y re-
exposicion a la IMO aunque inferior en nimero al obtenido con el nado, sugiriendo que una
parte de las neuronas IF-/FISH+ podria responder a procesos comunes como la manipulaciéon o
la propia liberacion de la IMO. Tras la IMO prolongada, en ningtn caso el numero de neuronas
de nueva activacion con la exposicion al nado fue equivalente al observado tras una sola exposi-
cién aguda al nado, aunque en el PrL estos valores fueron notablemente mas elevados que en
resto de areas. Los datos sugieren que existe una poblaciéon de neuronas comunes a la IMO y al
nado, y otra poblacion especifica para cada estimulo.

Al no disponer de los datos individuales de DOI por célula desconocemos el aporte real a la DOI
total de las neuronas previamente activadas durante la IMO prolongada y de aquellas de nueva
activacion. Sin embargo, a la vista de los resultados es muy probable que la respuesta de DOI
observada con la exposicion a un segundo estimulo tras la IMO prolongada sea debida a una
combinacidn, en mayor o en menor medida, de neuronas previamente activadas durante la IMO
prolongada y de neuronas de nueva activacion (cuando éstas aparecen). El anlisis de la aporta-
cion de uno y otro grupo de neuronas a la respuesta tras la IMO prolongada merece ser estudia-
do.

En conjunto, los resultados obtenidos en el PrL sugieren la existencia de tres tipos de poblacio-
nes neuronales: (a) una poblacién que respondié a la IMO prolongada cuya expresion de c-fos
estaria en parte bloqueada, es decir, incapacitada para una nueva activacion; (b) una nueva
poblacion capaz de responder frente a un estimulo estresante de caracter inespecifico, como
la simple manipulacién del animal para liberarlo de la IMO o al hecho de la liberacién en si; y
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(c) una pequeiia poblacion de neuronas capaz de responder de novo exclusivamente frente a
un nuevo estimulo (nado).

El hecho de que una parte de la poblacion de neuronas que ha respondido a la IMO prolongada
se encuentre bloqueada para una nueva activacion, sugiere la existencia de mecanismos de re-
presion a nivel intracelular que podrian participar en la disminucién progresiva de la expresion
de c-fos en respuesta a un estimulo estresante de caracter emocional aplicado de manera pro-
longada. Seria de gran relevancia conocer si esta incapacidad de respuesta afecta a procesos dife-
rentes de la expresion de c-fos y muy especialmente cudl es su comportamiento electrofisiologi-
co.

Existen distintas alternativas para explicar la existencia de nuevas poblaciones neuronales en el
PrL capaces de responder a la liberacidon y posterior re-exposicion a la IMO. Es posible que la
liberacion del animal tras una IMO prolongada provoque la activacion de una poblaciéon neuro-
nal especifica que detecte la liberacion del animal de la situacion estresante y participe en proce-
sos como la aceleracion de la recuperacion post-estrés del eje HPA (Garcia et al., 2000, Belda y
Armario, NP). Estudios recientes parecen confirmar que los glucocorticoides participan en este
proceso en el PrL activando la liberacién de endocannabinoides, que a su vez disminuirian la
liberacién de GABA (Hill et al., 2011) con la consiguiente mayor activacion de las senales glu-
tamatérgicas descendientes inhibidoras hacia el PVN. Basandonos en estos resultados, es posible
que la activacién de nuevas neuronas observada con la liberacion del animal sea responsable de
la puesta en marcha de mecanismos similares. No obstante, cabe la posibilidad de que estas neu-
ronas respondan en realidad a la manipulacion del animal, que podria interpretarse como una
nueva situacion potencial de peligro.

La activacion de nuevas neuronas como consecuencia de la exposicion al nado tras una IMO
prolongada (comparando con los efectos de la liberacién del animal y la re-exposicion a la
IMO), sugiere la existencia de una pequena poblaciéon neuronal que responde especificamente al
nado. Este hecho no es en principio sorprendente al tratarse de un nuevo estimulo con caracte-
risticas muy diferentes a la IMO. No obstante, los resultados de expresion de c-fos en el mPFC
en respuesta a distintos estimulos estresantes parecen sugerir una activacion no especifica resul-
tado de la activacion de los procesos de arousal. En funcién de los datos del presente trabajo, es
posible que una parte sustancial de las neuronas activadas corresponda a estos procesos, en tan-
to que existiria una poblaciéon neuronal que responderia mas especificamente a cada tipo de
estimulo.

Una respuesta especifica del mPFC a cada estimulo estresante es razonable considerando que
posiblemente cada situaciéon plantea consecuencias y estrategias de afrontamiento diferentes.
Dado que el animal puede moverse con mucha mas libertad durante el nado, la activacion de
estas neuronas podria deberse al propio movimiento del animal. No obstante, se ha observado
que la estimulacion optogenética directa de las neuronas piramidales del mPFC no es suficiente
para provocar un incremento de la actividad ni en el nado ni en el campo abierto (Warden et al.,
2012), lo que sugiere una escasa implicacion directa en la actividad motora. Dado que en el nado
forzado el animal puede también decidir entre la actividad (afrontamiento activo) y la inmovili-
dad (afrontamiento pasivo), otra posibilidad es que existan diferencias en las estrategias de
afrontamiento de ambos estimulos que pudieran conllevar la activaciéon de una nueva poblacién
neuronal. A este respecto, datos electrofisioldgicos en rata demuestran la existencia de una po-
blacién neuronal en el mPFC que responde en el momento en que el animal pasa de una estrate-
gia pasiva a otra activa (Warden et al., 2012). Ademads, la estimulacién optogenética selectiva de
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las neuronas del PrL que proyectan al DRN, un ntcleo serotoninérgico clave en diversas psico-
patologias como la depresion, es capaz de inducir un efecto profundo, rapido y reversible sobre
la seleccion de estrategias activas (Warden et al., 2012).

La existencia de neuronas de la region PrL que controlan las conductas activas es compatible
con los datos de Amat et al. (2005) que observan una mayor activacion de neuronas seroto-
ninérgicas del DR con la exposicion al choque incontrolable que al controlable, y que la inhibi-
ciéon del mPFC con un agonista del receptor GABA-A (muscimol) previa al estrés controlable
provoca una activacion del DR similar a la obtenida con un estrés incontrolable, sin afectar a la
respuesta al incontrolable. Estos datos sugieren que el mPFC reduce la respuesta al estrés si hay
posibilidad de control.

Sin embargo, otros resultados parecen apoyar un papel del mPFC en la aparicion de conductas
de afrontamiento pasivo. Asi, se ha observado una disminuciéon de la inmovilidad en el nado
forzado tras la inactivacion temporal del PrL mediante la micro-inyeccién de cloruro de cobalto
(Scopinho et al., 2010). Estudios mas recientes sugieren que la liberaciéon de 5-HT a nivel pre-
frontal tendria una implicacion relevante en la determinacién de la estrategia de afrontamiento,
dado que el vaciado serotoninérgico a este nivel es capaz de inhibir la liberaciéon de GABA en
respuesta al nado en la BLA a la vez que disminuye las estrategias de afrontamiento pasivo (An-
dolina et al., 2013). En conjunto, los datos sugieren una participacién importante de la mPFC en
las estrategias de afrontamiento, aunque su papel concreto, asi como el del sistema serotoninér-
gico, estan por definir.

Los resultados obtenidos en el LSv sugieren la existencia de dos poblaciones neuronales bien
diferenciadas: (a) una poblacién que respondié a la IMO prolongada y que se encuentra en par-
te bloqueada tanto para responder a una segunda IMO como al nado; y (b) una nueva pobla-
cién capaz de responder exclusivamente al nado tras la IMO prolongada. El hecho de que no se
observe un mayor nimero de neuronas con la re-exposicion a la IMO no implica que éstas no
estén activandose de nuevo, ya que en el marcaje simple puede observarse un claro incremento
en la DOI total. Valiéndonos de ambos datos, podriamos concluir que en este nucleo existen
neuronas capaces de activarse de nuevo en respuesta a las senales asociadas a la simple manipu-
lacién del animal o a la liberacién de la IMO.

Estudios realizados en nuestro laboratorio indican que la terminacién de la IMO es capaz de
acelerar la vuelta al estado basal de la expresion de c-fos en el LSv (Trneckova et al., 2007) y esta
aceleracion se acenttia en los animales que tienen una experiencia previa con la situacion estre-
sante (Vallés et al., 2006). Puesto que en nuestro caso se observo una nueva activacion de c-fos
tras la re-exposicion a la IMO, parece evidente que esta nueva activacion estaria asociada a la re-
exposicion a la situacion estresante. No estd claro como estos datos se pueden hacer compatibles
con la idea de un papel inhibidor del LSv en la respuesta de estrés (ver introduccién) pues los
datos de c-fos sugieren mads bien un paralelismo con la dinamica de la respuesta del eje HPA.

La aparicion de neuronas de nueva activacion en el LSv con la exposicion al nado tras una IMO
prolongada, sugiere la existencia de una poblacién neuronal que responde especificamente al
nado. Estudios recientes, han sugerido un papel modulador del LSv en la estrategia de afronta-
miento durante el nado forzado (Singewald et al., 2011). Animales lesionados bilateralmente en
el LS muestran una estrategia de afrontamiento mas pasiva que los animales control, lo que su-
giere que el LSv favoreceria las conductas activas. Tanto los glucocorticoides, como la 5-HT
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podrian tener una implicacion relevante en el papel modulador del LSv, ejerciendo como regu-
ladores negativo y positivo respectivamente sobre el afrontamiento activo.

Los resultados obtenidos en la MeA sugieren la existencia de dos poblaciones neuronales: /a)
una poblacion que respondié a la IMO prolongada y se encontraria parcialmente bloqueada
para responder a cualquier estimulo posterior; y (b) una pequeiia poblacién de neuronas que

responderia exclusivamente al nuevo estimulo (nado). Al contrario de lo que sucede en el PrLy
en el LSv, en la MeA no se observa ninguna respuesta adicional a la liberacion del animal y la re-
exposicion a la IMO, sugiriendo que no estan llegando sefiales asociadas a estos estimulos o que
las senales inciden en neuronas cuya activacion esta bloqueada. El hecho de que exista una im-
portante poblacion neuronal que se encuentra parcialmente bloqueada, sugiere que sélo una
parte de ellas son capaces de activarse en respuesta al nado aunque estén llegando nuevas sefa-
les.

La aparicion en la MeA de nuevas neuronas activadas con la exposicién al nado tras una IMO
prolongada sugiere la existencia de una poblacién neuronal que responde especificamente a este
estimulo. Aunque existan trabajos antiguos con lesiones de la MeA que sugieren una implica-
cién en la funcién locomotora espontanea (Korczynski y Fonberg, 1979), estudios mas recientes
utilizando lesion electrolitica bilateral de la MeA indican que esta region no tiene una implica-
cion relevante en la actividad locomotora (Vinkers et al., 2010), sugiriendo que la activaciéon de
estas neuronas podria deberse a otras caracteristicas diferenciales del nado frente a la IMO que
no guardan una relacidn directa con la locomocion. No obstante, la administracion de antide-
presivos directamente en la MeA es capaz de provocar una disminucién de la inmovilidad en el
test de nado forzado (Salomé et al., 2006; Kawashiwa et al., 1990) y estos efectos parecen estan
mediados por terminales noradrenérgicas de la MeA (Araki et al., 1985; Kawashiwa et al., 1987).
De esta manera, la eleccion del afrontamiento activo en el nado forzado podria depender de una
poblacion de neuronas de la MeA que podria no estar implicada en la respuesta a un estimulo de
caracteristicas diferentes como la IMO.

Los resultados obtenidos en el mpdPVN parecen confirmar la existencia de una sola poblacién
neuronal que responde tanto al nado como a la IMO y que se encontraria en su mayor parte
bloqueada para una nueva respuesta al nado tras la IMO prolongada. Dicho de otra manera, en

el mpdPVN no habria especificidad respecto al estimulo estresante. No obstante, en el analisis
del doble marcaje hemos podido observar un incremento en el numero de neuronas doble posi-
tivas al exponer a los animales al nado tras una IMO prolongada. Esto sugiere que aunque la
mayoria de las neuronas del mpdPVN estén bloqueadas, todavia existe una pequefia poblacién
que es capaz de volver a activarse por las nuevas sefales asociadas a la exposicion al nado. Aun-
que esta conclusion no se ven apoyada por los resultados de la DOI total en la cual no se detectd
incremento adicional con el nado, si concuerda con lo observado previamente en el andlisis me-
diante ISH radiactiva del primer experimento. Esta discrepancia podria explicarse por la ya co-
mentada probable menor sensibilidad del método fluorescente con respecto al método radiacti-
vo.

A pesar de la ligera activacion observada en términos de c-fos, parece que la respuesta del eje
HPA medida mediante ISH radiactiva del hnRNA de CRF se encuentra totalmente bloqueada.
Sin descartar que puede existir un pequefio incremento no detectado por razones metodologi-
cas, es muy probable que exista un bloqueo especifico de la expresion del gen del CRF (Liu et al.,
2009) que sea independiente del bloqueo de la expresion de c-fos, en la linea de lo discutido en el
primer experimento.
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Aunque el conjunto de mecanismos que estan participando en la disminucién de la expresion de
c-fos y de la activacion del eje HPA en respuesta al estrés prolongado todavia no estan aclarados,
los datos presentados en este trabajo junto con datos previos de la bibliografia, sugieren que
muchas neuronas previamente activadas no se encuentran incapacitadas para una nueva res-
puesta en términos de c-fos. Este hecho da relevancia a la caracterizacion de las sefiales que lle-
gan a las neuronas frente a posibles mecanismos de represion a nivel intracelular. Sin embargo,
la activacion central del eje HPA parece mucho mas restringida tras el estrés sostenido, indican-
do una mayor participacion de procesos de represion a nivel transcripcional que podria tener
una relacidn directa con el bloqueo total observado a nivel periférico. En cualquier caso, aunque
en algunas regiones como el mPFC, el LSv o la MeA, existan neuronas capaces de responder
tras el estrés prolongado, incluyendo la participacion de poblaciones neuronales que respon-
den especificamente al nuevo estimulo, nuestros datos sugieren consistentemente que la res-
puesta del eje HPA estd muy bloqueada. Tras una activacion intensa de la transcripcion y de
la sintesis de CRF que tenderia a compensar el incremento de liberacion inicial y la consi-
guiente liberacion periférica de ACTH y costicosterona, el bloqueo de la actividad del eje HPA
podria ser importante para prevenir patologias asociadas a una elevacion cronica de glucocor-
ticoides (Aguilera et al, 2007).

Influencia del “arousal” en la induccion
de c-fos en respuesta a estrés emocional

La exposicion a diferentes tipos de estimulos estresantes pura o predominantemente emociona-
les parece desencadenar un patron cerebral de expresion de c-fos en gran parte comun, incluso si
estos estimulos difieren enormemente en sus caracteristicas (Cullinan et al., 1995; Kovdcs, 1998;
Ons et al., 2004). Dentro de este grupo de areas se incluirian areas corticales, algunos nucleos
talamicos y de la amigdala, el LS, el BST anterior, la FH y la PAG. Se considera que la activacion
de estas areas podrian estar relacionadas al menos en parte, con un estado de activaciéon general
o de arousal (Cullinan et al., 1995; Duncan et al., 1996; Campeau y Watson, 1997; Kollack-
Walker et al., 1997). El estado de arousal podria ser un factor comiin a la mayoria de estimulos
emocionales que podria explicar el patron comiin de activacion. En consecuencia, el arousal
podria suponer la activacion de un gran niimero de neuronas, que enmascararia aquellas po-
blaciones neuronales que son realmente importantes en la respuesta al estrés.

El conjunto de datos disponibles en la bibliografia sugiere que el sistema LC-NA podria mediar
o ser un elemento importante de la respuesta de arousal y de estrés en regiones telencefalicas
(Berridge, 2008). Asi mismo, existen evidencias de que el sistema LC-NA tiene un papel relevan-
te en la expresion telencefélica de c-fos en respuesta al estrés emocional (Stone et al., 1993; 1995;
2007; Duncan et al., 1996; Williams y Morilak, 1997; Yamada et al., 1999; Spencer y Day, 2004).
Para estudiar la influencia de los mecanismos de arousal sobre la induccién de c-fos en respuesta
al estrés emocional, en el presente trabajo hemos reducido el nimero de terminales noradrenér-
gicas provenientes del LC mediante la administracion de DSP-4. El DSP-4 es una neurotoxina
potente y altamente selectiva que es capaz de inducir neurodegeneracion de las terminales nora-
drenérgicas provenientes del LC sin afectar a los axones provenientes de otros grupos celulares
noradrenérgicos (Fritschy y Grzanna, 1989; 1991). Animales administrados con vehiculo o DSP-
4 fueron expuestos una semana después a estimulos estresantes diferentes tanto cualitativamente
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como en términos de intensidad como son el ambiente nuevo (intensidad baja), el olor al depre-
dador (intensidad media) y la IMO (intensidad alta) (Marti et al., 2001; Mufioz-Abellan et al.,
2008). Para conocer el alcance de la lesién, hemos estudiado el nimero de terminales noradre-
nérgicas en el mPFC, el LSv, la MeA y el mpdPVN mediante inmunofluorescencia de la DBH, la
enzima que transforma la dopamina en NA. Seguidamente, hemos analizado el efecto de la le-
sion sobre la activacion periférica del eje HPA (niveles de ACTH) y la expresion de c-fos (FISH)
tras la exposicion a los distintos estimulos estresantes.

Los resultados obtenidos en el analisis de la DPH mostraron que unicamente en el mPFC y la
MeA se dio una reduccion del nimero de terminales noradrenérgicas con la administracion del
DSP-4, no observandose ningun efecto en el LSv ni en el mpdPVN. En concordancia con lo
observado, diversos estudios han observado que tanto el mPFC como la MeA reciben una iner-
vacion notable del LC (ver Samuels y Szabadi, 2008). Sin embargo, aunque el LSv y el PVN reci-
ben cierta inervacion del LC, su fuente principal de NA proviene de otros grupos celulares del
bulbo (Lindvall y Steveni, 1978, Cunningham y Sawchenko, 1988), siendo imperceptible la dis-
minucién de las terminales tras la administracion del firmaco. Nuestros datos también con-
cuerdan con estudios previos de inmunohistoquimica de DBH y de determinacion de la concen-
tracion tisular de NA tisular tras la administraciéon de la misma dosis de DSP-4 (Fritschy y
Grzanna, 1989; Szot et al., 2010). No obstante, utilizando una dosis algo mayor (60 mg/Kg) si
que se han llegado a observar efectos sobre el PVN diez dias después de la lesion (Daniels et al.,
1989).

Aunque existen estudios que sugieren una implicacion de la administracién de DSP-4 en la con-
ducta, sobre todo a nivel de actividad exploratoria (Harro et al., 1995, 1999a; Delini-Stula et al.,
1984), en nuestro experimento no hemos observado ningun efecto. Es posible que los cambios a
nivel conductual dependan en mayor o en menor medida del tiempo transcurrido tras la lesion,
ya que los citados trabajos fueron realizados 15 dias tras la administracion del farmaco mientras
que en nuestro caso transcurrié s6lo una semana. Asi mismo, se ha observado que la adminis-
tracion de distintas dosis de DSP-4 es capaz de provocar efectos diferentes sobre la inmovilidad
en el test de natacion forzada aplicado 8 dias después, con un incremento de la misma a bajas
dosis disminuyendo progresivamente con dosis mas elevadas (Harro et al., 1999b). Este menor
efecto sobre la inmovilidad a dosis elevadas de DSP-4 podria estar asociado a un incremento en
la sensibilidad del receptor f-adrenérgico post-sinaptico de NA inducida por una mayor dener-
vacion noradrenérgica.

La exposicion aguda a los distintos estimulos estresantes produjo una elevacion de los niveles de
c-fos en todas las areas estudiadas salvo en el mpdPVN de los animales expuestos a un ambiente
nuevo, sugiriendo que este estimulo no es lo suficientemente intenso como para desencadenar
una respuesta consistente en esta region. En el mPFC y el mpdPVN el olor produjo una eleva-
cién de los niveles de c-fos que fue similar a la obtenida con el ambiente nuevo, mientras que
esta activcion fue superior en el LSv y la MeA. La exposicion a la IMO produjo una elevacion de
los niveles de c-fos que resultaron inferiores a los obtenidos con la exposicion al ambiente nuevo
y al olor en el caso del Cgl, PrL e IL, y superiores en el caso del LSv y del mpdPVN. En la MeA,
los niveles obtenidos con la IMO resultaron equivalentes a los obtenidos con el ambiente nuevo
e inferiores a los obtenidos con el olor del gato. En concordancia con datos previos de nuestro
laboratorio (Mufioz-Abellan et al., no publicado), los resultados obtenidos con la exposicion al
olor del gato en el mPFC y la MeA respecto al ambiente nuevo y a la IMO sugieren que el olor
de gato posee propiedades particulares que no estan relacionadas exclusivamente con la intensi-
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dad del estrés sino con el procesamiento de la informacién olfativa y la relevancia bioldgica de
dicho olor como estimulo aversivo (Takahashi et al., 2005). De igual manera y en concordancia
con resultados previos obtenidos en el cdrtex piriforme (Rotllant et al., no publicado), los resul-
tados obtenidos en el mPFC con la exposicién al ambiente nuevo respecto a la IMO, sugieren
factores diferenciales en estos dos estimulos que son independientes de su intensidad y que po-
drian estar relacionados con la componente exploratoria/olfatoria del ambiente nuevo.

Teniendo en cuenta resultados previos indicando que la expresion de c-fos en el LSv y el
mpdPVN es un buen marcador de la intensidad del estimulo estresante (Ons et al., 2004), los
resultados hormonales y de c-fos obtenidos en este trabajo indican que los tres estimulos estre-
santes utilizados difieren en intensidad, siendo el ambiente nuevo el de menor y la IMO el de
mayor intensidad. Asi, la exposicion a los distintos estimulos estresantes produjo, en concor-
dancia con estudios previos, una elevacion de los niveles de ACTH que fue proporcional a la
intensidad del estrés (Marti et al., 2001; Munoz-Abellan et al., 2008). No se observd ningun efec-
to de la administracion del DSP-4 en la respuesta del ACTH, de acuerdo con un estudio previo
utilizando la respuesta de corticosterona al eter (Dooley et al., 1984; Daniels et al., 1989). Parece
por lo tanto, que el funcionamiento del eje HPA no se ve afectado por la lesion de las terminales
noradrenérgicas provenientes del LC. No obstante, es posible que la influencia del LC sobre el
eje HPA dependa de la aproximacion metodologica utilizada. Puede conseguirse una lesion es-
pecifica de las terminales noradrenérgicas del mPFC mediante la micro-inyeccion de saporina
conjugada con un anticuerpo contra la DPH en esta misma region. Esta inmunotoxina es capta-
da selectivamente por las terminales noradrenérgicas provenientes del LC y es transportada
retrégradamente destruyendo las neuronas que la han captado. Esta lesién se ha demostrado
capaz de disminuir, 14 dias después de su administracion, la expresion del mRNA de CRF en el
PVN vy la liberacién de ACTH en respuesta al restraint (Radley et al., 2008). No obstante, se ha
de tener en cuenta que la destruccion de las neuronas implica la eliminacién de sefiales asocia-
das a otros neurotransmisores/neuromoduladores coexpresados por las neuronas del LC, inclu-
yendo neuropéptidos.

Unicamente en el LSv y tras la exposicién aguda a la IMO se observé un efecto de la administra-
cién del DSP-4 provocando una disminucion de la expresion de c-fos tanto en la DOI como en
el namero de células. La influencia de la lesidon parece afectar a la induccidn de c-fos sélo cuando
los animales son expuestos a un estimulo estresante de elevada intensidad. Es posible que este
tipo de estimulos requieran una mayor participacion de la sefializacién noradrenérgica en com-
paracién con otros de menor intensidad, llegando a provocar un descenso notable en la expre-
sion de c-fos cuando el sistema LC-NA esta dafiado. Los efectos de la administracion del farma-
co en el LSv podrian ser indirectos al no existir una reduccién en las terminales noradrenérgicas
de este nucleo pudiendo deberse a una disminucion de las sefiales estimuladoras procedentes de
otras regiones mas afectadas por la lesion como el mPFC. La posibilidad de que las aferencias
noradrenérgicas al LSv tengan un papel relevante en la respuesta a determinados estimulos es-
tresantes es compatible con el hecho de que el estrés induce la liberacion de NA en este nucleo
(Morilak et al., 2005). Asi mismo, el hecho de que la microinyeccién de antagonistas de los re-
ceptores a-1-y B en este nicleo disminuyan la conducta defensiva de enterramiento en respuesta
al choque eléctrico, sugiere un papel relevante de la liberaciéon de NA en esta respuesta, facili-
tando el afrontamiento activo (Bondi et al., 2007).

Estos resultados sugieren que la administracion del DSP-4 y la consecuente disminucién en las
terminales noradrenérgicas no es suficiente para alterar la expresion de c-fos en respuesta a
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estimulos estresantes de diferente intensidad en la mayoria de las areas estudiados, a pesar de la
disminucién en el nimero de terminales noradrenérgicas observada en el mPFC y la MeA.
Nuestros resultados no concuerdan con datos previos de la literatura que aportan evidencias de
que la lesion especifica del LC o el bloqueo de los receptores a-1 y  adrenérgicos, son capaces
de reducir sustancialmente el incremento de los niveles de mRNA de c-fos en respuesta a la in-
movilizacién en el cortex cerebral (Stone et al., 1993, 1995). Asi mismo, mediante inmunohisto-
quimica, se ha observado una reduccion del nimero de células positivas para c-Fos en respuesta
al nado forzado en el cortex orbital medial y ventrolateral tras el bloqueo de los receptores a-1'y
B adrenérgicos (Duncan et al., 1996). Es posible que s6lo un bloqueo total de la funcién nora-
drenérgica, ya sea mediante lesiéon del LC o por bloqueo de receptores, sea capaz de provocar
una disminucion de la expresion de c-fos. Por el contrario, la lesion especifica de las terminales
noradrenérgicas del mPFC seria capaz de provocar un incremento de la expresion de c-fos en
esta misma region en respuesta al restraint (Radley et al., 2008), sugiriendo un papel diferencial
de los distintos sistemas noradrenérgicos.

Por otro lado, si la lesion no es completa pueden aparecer mecanismos compensatorios visibles a
partir de los 7-10 dias de la lesion con DSP-4. El sistema noradrenérgico y el serotoninérgico
pueden trabajar conjuntamente en regiones de proyeccién comun como el mPFC (Briand et al.,
2007), siendo capaces de desarrollar respuestas compensatorias que podrian disminuir el efecto
de la lesion. Asi mismo, estudios de microdialisis han demostrado que los niveles extracelulares
de NA no se reducen sustancialmente a menos que los niveles intracelulares disminuyan mas de
un 90% (Abercrombie y Zigmond, 1989), habiéndose observado incluso un incremento en la
NA extracelular a los cinco dias de la administracién del farmaco a una dosis de 40 mg/kg
(Hughes y Stanford, 1998). Ademads, estas lesiones pueden provocar un incremento en el nime-
ro de receptores post-sinapticos y en los niveles de segundos mensajeros, observandose en algu-
nos casos una hiperactividad, mds que una hipoactividad noradrenérgica (Berridge y Dunn,
1990). Finalmente, el alcance de la lesién puede llegar a depender de la cepa de rata utilizada.
Estudios de inmunohistoquimica de la DBH sugieren consistentemente que las ratas de la linea
Long Evans son menos sensibles a los efectos neurotéxicos del DSP-4 en comparacién con la
linea Sprague-Dawley (Schuerger et al., 1995). Por estas razones, incluso en presencia de efectos
significativos, se ha de tomar precaucioén en la interpretacion de los resultados. En resumen, el
escaso impacto de la lesion podria explicarse por la existencia de mecanismos compensatorios
propios del sistemma noradrenérgico o agenos al mismo. Seria necesario, por lo tanto, valorar
otras alternativas para disminuir la aportacion del arousal a la respuesta de estrés.
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La exposicion a una IMO aguda produjo una marcada induccion
de la expresion de c-fos en todas las areas estudiadas, asi como
una marcada activacion central y periférica del eje HPA. En todos
los casos, esta activacion inicial disminuy6 tras una exposicion prolongada (4 h)
alaIMO.

En un primer experimento utilizando ISH radiactiva, hemos ob-
servado que la exposicion a una nueva situacion estresante (na-
do forzado) tras la IMO prolongada indujo un notable incremento
en la expresion de c-fos en el mPFC, el LSv y la MeA. Esto sugiere
que las neuronas activadas durante la IMO son capaces de responder frente a un
nuevo estimulo o que se estan activando nuevas neuronas con el nado.

En el PVN la respuesta a un nuevo estimulo parece estar en su
mayor parte bloqueada, sugiriendo el predominio de una tnica poblacion
neuronal que responde indistintamente a diferentes estimulos estresantes en las
cuales la expresion de c-fos esta en gran parte bloqueada.

De manera similar, la respuesta del eje HPA a un nuevo estimulo
parece estar bloqueada tanto a nivel central (niveles del hnRNA de
CRF en el PVN) como periférico (niveles de ACTH). Por lo tanto, el bloqueo en la
expresion de CRF tras el estrés prolongado parece sobre todo asociado a una re-
presion a nivel intracelular. El bloqueo de la respuesta de la ACTH podria res-
ponder tanto a una disminucion de la liberacion de CRF en la eminencia media,
como a una incapacidad de la adenohipofisis para responder a los factores hipo-
talamicos estimuladores, incluido el CRF.

En un segundo experimento utilizando FISH hemos obtenido re-
sultados equivalentes al primero en términos de intensidad total
de la seiial (DOI). También hemos observado que la re-exposicion a la IMO
tras la IMO prolongada produjo una activacion en el PrL y en el LSv, sugiriendo
que ambas regiones son capaces de activarse por la simple manipulacion del
animal o por la propia liberacion de la IMO, aunque esta activacion no superd la
obtenida con la exposicion al nado tras la IMO prolongada.

Tras el doble marcaje, hemos observado que en el PrL, el LSv y la
MeA, la exposicién al nado tras la IMO prolongada provocé la
participacion de nuevas poblaciones neuronales sugiriendo cier-
ta especificidad en la respuesta a estimulos estresantes de dis-
tinta naturaleza. En el PrL también se observaron nuevas neuronas con la re-
exposicion a la IMO, lo que sugiere que existe una poblacion de neuronas que
podria ser sensible al proceso de liberacion de la IMO.

La expresion de c-fos en la MeA y el mpdPVN en respuesta a la
IMO aguda resulté superior, en términos generales, a la obtenida
con la exposicion al nado agudo. Estos datos sugieren que la expresion
de c-fos en ambas regiones parece funcionar como un buen marcador de la in-
tensidad del estrés.
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Las neuronas ya activadas durante la exposicién prolongada a un
estimulo estresante no se encuentran necesariamente impedidas
para responder de nuevo, como se observa con la re-exposicion a la IMO
en el LSv. Aunque no podemos descartar la participacion de mecanismos de re-
presion a nivel intracelular en la disminucion de la expresion de c-fos en res-
puesta al estrés prolongado, los cambios en las sefiales que llegan a las neuronas
juegan un papel relevante.

A nivel metodolégico hemos confirmado la validez del doble
marcaje mediante IF-FISH para la proteina c-Fos y su mRNA co-
mo herramienta para distinguir células activadas por distintos
estimulos aplicados de manera secuencial. No obstante, la realizacion
de controles vy la eleccion del método dptimo de captacion de imagenes son de
crucial importancia de cara a una correcta interpretacion de los resultados.

La administracion de DSP-4 provocé una disminucion de las ter-
minales noradrenérgicas solamente en el mPFC y en la MeA. Esta
lesion no tuvo un impacto sobre la expresion de c-fos en respuesta a los distintos
estimulos estresantes, salvo en la respuesta del LSv a la IMO donde se observo
una disminucion. El escaso impacto de la lesion podria explicarse por la existen-
cia de mecanismos compensatorios propios del sistema noradrenérgico o age-
nos al mismo. Seria necesario, por lo tanto, valorar otras alternativas para dismi-
nuir la aportacion del arousal a la respuesta de estrés.

La expresion de c-fosen el LSv y en el mpdPVN fue capaz de dis-
criminar entre estimulos estresantes de diferente intensidad (am-
biente nuevo, olor del gato e IMO). En el mPFC y la MeA el olor del gato produjo
niveles de expresion de c-fos superiores al ambiente nuevo y a la IMO sugiriendo
que el olor de gato posee propiedades particulares que no estan relacionadas
exclusivamente con la intensidad del estrés sino con el procesamiento de la in-
formacion olfativa y la relevancia bioldgica de dicho olor como estimulo aversi-
vo.

En conjunto, los resultados sugieren que en la reducciéon de la
expresion de c-fos observada tras la exposicién prolongada a un
estimulo emocional pueden intervenir tanto la familiarizacion
con el estimulo y la consiguiente reduccién de las sefales esti-
muladoras como la represion intracelular de la expresion del gen.
La contribucion de cada uno de los mecanismos es marcadamente dependiente
del area estudiada. En la respuesta del eje HPA podrian afiadirse bloqueos adi-
cionales que probablemente contribuyen a reducir el posible impacto negativo
de una liberacion excesiva de glucocorticoides. Asi mismo, parecen existir po-
blaciones de neuronas especificas para la IMO y el nado, aunque muchas de ellas
pueden ser comunes a amhos.
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