1.Introduccién

Receptor es de corticoster oides

Las acciones gendmicas de los corticoides sobre e SNC son mediadas por las dos
clases de receptores ya mencionadas, GR y MR (59, 60), que difieren entre si por su
especificidad y afinidad por los ligandos, por su locdizacion y por su funcion (ver maés
adelante).

Los GR no activados tienen una locdizacion predominantemente citoplaamética. El
receptor libre forma un complgo con un sstema de proteinas chaperonas, las heat shock
protein 0 hgp90, hgp70, hsp40, con las inmunofilinas FKBP52 (83, 217, 221). Estas
proteinas confieren a los receptores una dta afinidad por la hormona y se disocian del
receptor tras la union de la misma. No obstante, estas proteinas parecen estar también
implicadas en & movimiento del GR desde d citoplasma hacia € nlcdeo, a lo largo de
los microttbulos (83, 217).

Una vez la hormona se ha unido d receptor se produce un cambio conformacional y
e complgo ligando-receptor se torna activo lo que le permitiria unirse a secuencias
especificas de DNA en zonas reguladoras o promotoras de los genes denominados CRE
(elementos de respuesta a los glucocorticoides). De esta manera los glucocorticoides
controlan la expresion génica activando o inhibiendo determinados genes.

Los receptores MR se unen principdmente a un glucocorticoide como la
corticosterona y a minerdocorticoides como la ALDO. Los MR tienen una afinidad
elevada por la ALDO vy la corticosterona, con una constante de disociacion (Kd) de 0.5
nM. En cambio los receptores GR presentan una dinidad relaivamente bga por la
corticogterona y mayor dfinidad por € cortisol y por diversos glucocorticoides sintéticos
como la dexametasona (DEX), (también pueden unirse a la ALDO, aungque con menor
afinidad). La afinidad de los GR por la corticosterona es un orden de magnitud menor
(25a5nM) queladelos MR (59).

Los MR estén presente en drganos blancos para los mineralocorticoides como es €
rfién, intestino y gléhdulas sdivaes regulando d equilibrio osmdtico y € consumo de
s (244). A nivd centrd, los MR s expresan particularmente en hipocampo, septum,
amigdda, bulbo olfatorio y regiones de la corteza cerébrd (59). Dentro de la formacion
hipocampal, @undan en las &eas CA1l, CA3 y en € giro dentado. También s ha
encontrado en menor cantidad en @ nlcleo dd tracto solitario (NTS). Los GR en
cambio, tienen una digribucion més generdizada, ya que pueden encontrarse en todo
los tipos de tgido. Dentro dd SNC se encuentra en gran abundancia en d dstema
limbico (hipocampo, septum), en d PVN y en &eas monoaminérgicas dd tronco
encefdico. Niveles moderados se han detectado en muchos nlcleos talamicos, estriado,
amigddacentrd y corteza (115, 180, 242).

La diferente afinidad de ambos receptores por la corticosterona determina que
muestren un grado de ocupacion diginto entre dlos, en funcidon de los nivees
circulantes de corticoides. Asi, cuando los glucocorticoides estén elevados, como ocurre
durante la noche (en ratas) o tras Situaciones de estrés, los receptores que se van
ocupando son los GR, razon por la cud tienen tanta importancia en € bloqueo de la
repuesta dd ge HPA d edtrés. En cambio, los MR cumplen un papel modulador de los
niveles basales dd ge HPA en la fase diurna (60) por ser estos receptores |os primeros
en ser ocupados.
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1.1 ntroduccién

A nivel periférico cad todos los tgidos poseen GR y en menor cantided los MR
(189). La digribucién diferencid de estos receptores en los tgidos permite a los
glucocorticoides actuar en diferentes procesos metabdlicos indispensable para €
mantenimiento del organismo.

M ecanismos no-gendmicos de |os ester oides

Al parecer, los efectos répido de los glucocorticoides son mediados por receptores
no gendmicos que Se encuentran en la membrana plasmdica y que no edarian
asociadas con la entrada de los glucocorticoides d interior de la cdlula Los posbles
mecanismo que podrian explicar esta accion no gendmica de los corticoides serian
(Figura8):

a) Cambiosen lafluidez delamembranacdular.
b) Una actuacion através de receptores en la membrana plasmética.

C) Interaccion con receptores de membrana para neurotransmisores, como
los receptores GABA-A.

El rdpido efecto de las hormonas esteroideas (segundos 0 minutos) parece gercerse
a nivel de membrana plasméica, dado que puede tener lugar incluso S la hormona esta
conjugada covaentemente a un polimero de gran tamafio que no le permite su entrada a
interior de la cdula. Aunque los esteroides pueden dterar la fluidez de la membrana, no
eda claro en qué grado y S este efecto podria contribuir relmente a la accion biolGgica
dd esteroide. La presencia de receptores para hormonas esteroideas en la membrana
plasmédtica fue descrita hace ya 20 afios (273). Sin embargo, no podemos afirmar que los
efectos no gendmicos de los glucocorticoides estén mediados por receptores
“egpecificos’ de membrana dado que receptores de este tipo se ha caracterizado en
anfibios (199), pero no exigen evidencias directas sobre su funciondidad en mamiferos.
Mas evidencias existen de que los esteroides son potentes reguladores de los receptores
GABA-A en d SNC. El dgnificado fisoldgico de los esteroides en la regulacion de
receptores GABA-A podria ser muy importante en Stuaciones de estrés, en la ansedad
durante € sindrome pre-mendrud y en la depresidn (160). Los glucocorticoides afectan
a diversos aspectos de la funcion GABAéwgica, a través de mecanismos gendmicos Y no
gendmicos. Existen pruebas de que los glucocorticoides pueden modular la funcion de
complgo GABA-A por interaccion directa con dicho complgo (25, 159). Las primeras
evidencias que demostraban que los esteroides podian regular a receptor GABA-A se
obtuvieron con derivados de la progesterona y de la deoxicorticosterona que son
utilizados como anestésicos de tipo esteroideo, observandose una potenciacion de la
eficacia dd GABA paa aorir d cand de CI" y un incremento de la union dd
flunitrazepam (158).
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1.Introduccién

Figura 9: Esquema de los modos de accion gendmico y no-gendmico de las hormonas
esteroideas; (1) representa el modelo clésico de accidn gendmicay (2, 3, 4y 5) representan €
mecanismo de accion no-gendmico. Esquema adaptado de Brann et a. (1995).
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1.3. ESTRES CRONICO Y ADAPTACION

La exposicion a un estimulo estresante puede durar desde pocos segundos hasta dias
0 semanas y los efectos del estrés sobre @ sistema endocrino son  dependientes del
tiempo de exposcion. S la dtuacion estresante es repetida y se prolonga por cierto
tiempo es consderada como estrés crénico, y se ha relacionado con importantes
patologias psicologicas y fisoldgicas en humanos. Se ha Sdo sugerido que € edtrés es
un factor importante en d desarrollo de enfermedades gastrointestindes, hipertension
arterid, supreséon del dstema inmunitario, disfunciones reproductoras y depreson (43,
266).

Segln la modaidad de presentacion dd estrés cronico podemos distinguir entre dos
tipos. cronico continuo y cronico intermitente. En € estrés cronico continuo € animd
puede ser sometido de manera ininterrumpida a estrés durante dias 0 semanas, mientras
gque en d cronico intermitente los animaes son diariamente expuestos durante semanas
a una Stuacion edtresante con un tiempo de exposicidon diaio que va desde minutos
hesta horas. Como gemplo de un modelo de estrés continlo podriamos mencionar €
estrés socid, observado tanto en monos como en roedores. El edrés socid es
particularmente notable cuando se potencia é comportamiento agresivo de los machos
por la presencia de hembras (22).
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El moddo de estrés més usado experimentalmente es @ cronico intermitente, en
cud los animaes son expuestos diariamente a una Stuacion estresante. Es un modelo
muy bien caracterizado en nuestro laboratorio (11, 15, 16). En la literatura, los modeos
més utilizados han ddo la expodcion d frio, la redriccion de movimientos en tubo
(restraint), la inmovilizacion en tabla (IMO), d nado forzado o € choque déctrico en
las patas, entre otros (10, 12, 122, 228). Podriamos mencionar € estrés cronico
variable, como otro modelo de estrés crénico que comparte caracteristicas con las dos
clases de gdtuaciones cronicas mencionadas anteriormente. En este caso, los animales
son expuestos diariamente a diferentes clases de edimulos edresantes de forma
destorig, dificultando la pogbilidad de predecir la llegada de un esimulo en paticular y
laadaptacion (19, 122).

La expodcion a Stuaciones de edrés cronico, tanto continuos como intermitentes,
produce numerosos cambios fisologicos y neuroendocrinos. Los cambios observados
dependen de la clase de estimulo estresante gplicado, de la intensidad y de la duracion.
Por gemplo, 9 la intensdad dd egimulo aplicado es elevada, como en € caso de la
IMO, causa importantes cambios a varios niveles dd ge HPA, pero los etimulos méas
suaves no. Los principales cambios observados con sstemas de edtrés crénico de
intensidad eevada pueden generdizarse como sgue (170):

Reduccion de laingesta

Disminucion en la ganancia del peso corpord

Involucion dd timo

Hipertrofia adrend y aumento de la respuesta adrenocorticd alaACTH
Incremento de los niveles basdes de corticoserona con niveles normaes de
ACTH

Aumento en la expresion del gen de laPOMC en la hipdfiss anterior
Down-regulation de |os receptores de CRH

Incremento en larespuestad CRH exdgeno

Aumento en laexpresion delosgenesdd CRHy AVPend PVN
Down-regulation de los receptores de glucocorticoidestipo Il en € hipocampo

Con la exposicion repetida a un estrés cronico intermitente de cierta intensddad se
obsarva en la rata una disminucion de la ingesta sdlida que provoca como consecuencia
una disminucion del peso corpord (172). Se observa también un incremento en €
tamafio de las glandulas adrendes, més evidente en @ peso relativo debido a la pérdida
de peso corpord. Este aumento podria atribuirse a efecto trofico de liberacion diaria de
ACTH, aunque no se descartan otros factores (13). Aunque los niveles basdes de
ACTH suden ser normdes, los de corticosterona estén incrementados, pero solo en la
fase diurna dd ritmo circadiano, que es cuando los nivees plaamdicos de
glucocorticoides estan en su nivel més bgjo en d caso delarata (174).

Aungue los niveles de ACTH son normaes d dia siguiente de la Ultima expodcion
ad edrés cronico intermitente, eto no es indicaivo de la ausencia de cambios
bioguimicos en € ge a nivd de hipdfiss o a nived suprahipofisario. A nive hipofigario
se ha podido observar un incremento en la expreson dd gen paa la POMC y en €
contenido de ACTH (101), junto a una mayor respuesta de la administracion exogena de
CRH (173, 277). La mayor respuesta d CRH coincide con un descenso del nimero de
receptores en la hipéfiss (97). Findmente, a nivd hipotdamico, d edrés cronico
produce un incremento de los niveles de MRNA de CRH en d PVN y en d nimero de
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1.Introduccién

céulas CRHérgicas capaces de coexpresar AVP (57, 164, 165). No se ha observado que
e estrés cronico cambie € nimero de receptores de glucocorticoides en la hipéfiss o en
e hipotdamo, aunque s se observa una disminucion en la formacion hipocampa (89,
173, 243).

Tomados en conjunto, todos estos datos parecen demostrar que después de la
exposicion a estimulos estresantes cronico la capacidad potencia de respuesta del e
HPA eda notablemente incrementada, aunque no <e reflga en la actividad basd dd ge
(ténica). Esta mayor capacidad potenciad de respuesta seria necesaria para asegurar en €
futuro una respuesta adecuada del ge HPA frente a nuevas demandas, representadas por
nuevos estimul os estresantes de caracteristica'y duracion imprevisibles (170).

La respuesta hormond a las Stuaciones estresantes son claramente dependiente de
la varidble estudiada y de la experiencia previa con la Stuacion. Cuando exponemos los
animaes de forma intermitente y diaria a una Stuacion edresante, la respuesta del e
HPA tiende a reducirse. Esta reduccion en la respuesta inicid después de la exposicion
repetida a mismo estrés podria ser explicada como resultado de la contribucion de dos
mecanismos diferentes:

ad) Una reduccion dd impacto emociond producido por la familiarizacion
del anima con € estimulo repetido.

b) Consecuencias de cambios bioquimicos desencadenados por la
expodcion a la Stuacion edtresante. Por gemplo, una regulacion a la bgja
de los receptores (down regulation), un descenso de liberacion de
hormonas por agotamiento glandular o un incremento de la potencia de
los mecanismos de retroinhibicion.

Para diginguir entre estas dos posbilidedes, una agproximacion adecuada es €
cambio de estimulo estresante. S la reduccion progresiva de la respuesta del e HPA a
una Stuacion estresante fuera sobre todo consecuencia de la reduccion de la reaccion
emociond frente a la dtuacion y las capacidades de respuesta del Sstema estuvieran
intactas, cabria esperar una respuesta més 0 menos norma de ge HPA d nuevo
esimulo estresante (heterotipico). S por € contrario, la respuesta del e HPA a nuevo
edimulo fuera deficitaria 0 nula, probablemente se trate de cambios bioquimicos que
esdtan reduciendo claramente la capacidad de respuesta dd sSistema. Los resultados
sugieren que la respuesta a un nuevo edimulo edresante sude  mantenerse
gproximadamente normal, o que indica que la primera hipétesis parece mas correcta.

Diversos autores condderan que la adaptacion de los animdes a un egsimulo
edtresante repetido sigue basicamente las leyes de la habituacion propuestas por Groves
y Thompson (90), que son las Sguientes:

() la habituacion es producida por la repeticion dd estimulo y, S
éste dga de aplicarse, la respuesta se recupera a lo largo del
tiempo.

(i) S s proporcionan series repetidas de habituacion y
recuperacion esponténes, la habituacion se produce cada vez
de formamas répida.

(iii) cuanto més rdpida sea la frecuencia de edtimulacion, més
rpida y/o pronunciada es la habituacion.
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1.1 ntroduccién

(iv) cuato mas débil sea d edimulo, més rdpida es la
habituacion.

(v) aunque la habituacion de la respuesta a un edimulo
determinado  puede también ser generdizada a otros
edimulos, dependiendo dd grado de smilitud entre los
esdimulos, la habituacion es bé&scamente especifica para un
estimulo particular.

Por todo dlo, se ha sugerido € nombre de habituacién en vez del de adaptacion
para explicar este descenso de la respuesta fisoldgica como consecuencia de la
exposcion repetida a un mismo edimulo estresante. No obgtante, alln es prematuro
consderar la adaptacion d estrés cronico repetido como un smple proceso de
habituacion.

La reduccion progresiva de la respuesta ad mismo estimulo repetido es observada
Olo en dgunas variables fisoldgicas como la ACTH, las catecolaminas (adrending), la
prolactina y la glucosa (13, 14, 17, 51, 132). La corticosterona no parece ser en muchos
casos senshble a la repeticion del estimulo. En este sentido, la reduccion de la respuesta
de la corticosterona a estrés repetido es claramente observeda con estimulos de
intensdad bga o media como @ nado forzado (48), sendo mas dificil encontrarla con
edimulos més intensos (122, 211), incluso en aguelos casos en los que se ha observado
una reduccion de la ACTH (13). Edta diferencia en la adaptacion entre la ACTH y la
corticosterona podria deberse a dos razones. 1) la saturacion de la secrecion de la
adrend con niveles reativamente bgos de ACTH, de td manera que una reduccion en
la liberacion de ACTH no tiene porqué reflgarse en una reduccion de la secrecion de
corticosterona (13, 75, 193) y 2) d amentto de la respuesta adrenocorticd a la
circulacion de ACTH en ratas estresadas crénicamente (13). Por lo tanto, a la hora de
edudiar la adaptacion de ge HPA en respuesta a un estimulo estresante de eevada
intensidad, la ACTH es un mejor marcador de adaptacion que la corticosterona (170).

Algunas veces s ha observado ausencia de adaptacion de los niveles ACTH en
respuesta a a choque eéctrico, d nado forzado (308, 309), a la hipoglucemia inducida
por la adminigracion de insulina (54) o a la inyeccidn de sdino hiperténico (124). Las
razones esyrimidas para explicar la ausencia de adaptacion hacen referencia a la
naturaeza de los estimulos edtresantes. Parece que los etimulos principdmente fisicos
como la insulina 0 @ sdino hiperténico son més resigentes a la adaptacion del ge HPA
que otros como la inmovilizacion en tabla (IMO), que e un edimulo
predominantemente emociona. Otras razones para explicar las discrepancias podrian
s la exigencia de diferencias individuaes en la capacidad de adaptacion de los
animdes (191) o la introduccion de pequefios cambios en los procedimientos
experimentales, como la hora de exposicion (169), las caracteristicas del contexto  (228)
0 d cambio en la persona que manipula los animaes (66).

Un factor potencidmente importante para poder observar adaptacion es @ tiempo
en d que = edudia la repueta ded ge HPA. En los estudios mencionamos
anteriormente se ha estudiado la respuesta en @ periodo de exposicion a estrés y no en
el periodo pogerior a la findizacion de la exposicion d esimulo estresante. Nuestro
laboratorio ha demostrado que la experiencia previa con un esimulo estresante acelera
la recuperacion de los niveles pre-estrés de ACTH y corticosterona, y, por lo tanto, la
velocidad de recuperacion del ge HPA después de findizado € estrés, es un indice de
adaptacion mas sensble que larespuetainicid (85).
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1.4. EFECTOSA LARGO PLAZO DEL ESTRES

Los edudios acerca dd impacto de las Stuaciones edresantes se ha centrado
principdmente en dStuaciones de edtrés cronico, en las cudes s han demodrado
importantes cambios a nivel comportamental, neuroquimico y neuroendocrino (10, 11,
15, 48, 120, 169, 172, 174, 210). Sin embargo, los efectos de un estrés agudo se han
estudiado normamente durante unas pocas horas después de findizada la Stuacion o a
lo sumo hasta las 24-48 horas posteriores ala exposicion (17, 122).

Los periodos prenatal y postnatad son etgpas particulamente susceptibles a
manipulaciones ambientales como la expodcion a diferentes clases de etimulos
estresantes 0 la separacion maernd. En animales, la exposicion a estimulos estresantes,
tanto en la etgpa prenatal (in Utero) como postnata, induce cambios a nivel dd SNC que
puede persgtir en la etgpa adulta, demostrando asi la existencia de efectos a largo plazo
(183, 280). Entre los cambios observados pueden resdtarse modificaciones en los
niveles de ansedad que estan correlacionados con cambios en la actividad del e HPA.
Por gemplo @ edtrés que sufren las madres durante la gestacion puede facilitar que su
descendencia  presente una mayor reactividad emociond (280), una reduccion en la
actividad sexud, y una mayor tendencia a la autoadminigracion de drogas (156). A
nivel neuroendocrino, @ edtrés prenatal reduce la capacidad de habituacion de las
hormonas del ge HPA ante la exposicidn repetida a un mismo estrés en la edad adulta
(82).

En d periodo postnatd, los animaes expuestos a cortos periodos de estimulacion
infantil o handling muestran una menor respuesta del ge d estrés en la etgpa adulta
(183), lo que también sucede con animaes no manipulados S han recibido una mejor
atencion maternd (148). Entre los principales cambios en € ge HPA causados por €
handling podemaos mencionar (183):

1- reduccion delarespuestad estrés.

2- una reduccion de los niveles basdes dd mRNA para CRH en d PVN y de los
nivdesde CRH y AVP en laeminenciamedia

3- una regulacion d dta (up regulation) de los receptores de glucocorticoides en e
hipocampo y corteza prefrontal.

Este modelo de manipulacion postnatd produce efectos protectores que persisten a
lo laago de la vida dd animd e influyen en d envgecimiento (182). Asdi, ciertas
dteraciones asociadas d  envgecimiento, como & aumento en los nivees de las
hormonas del ge HPA, & deterioro neural en € hipocampo y € deterioro cognitivo se
ven reducidas en |as ratas que han Sdo expuestas previamente a handling (183).

Al contrario de los cambios observados con @ handling, la separacion materna
prolongada, 0 la administracion de endotoxina aumenta la respuesta dd ge HPA 4d
estrés (214). Los animaes adultos expuestos a la separacion maternd o a la endotoxina
mostraron en respuesta ad estrés. un incremento de la secrecion de ACTH y
corticosterona después de findizado d edrés, dtos nivdes de mRNA CRH
hipotdamico y dtos nivdes de CRH y AVP en la eminencia media, cuando se
compararon con los animades control no separados 0 animaes no expuestos a la
endotoxina.
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Los efectos a largo plazo del estrés no parecen restringirse a las etapas tempranas
dd desarrollo. Las experiencias estresantes de gran magnitud puede tener en humanos y
en animdes importante consecuencias emociondes y fisologicas a largo plazo (227).
Un caso extremo de estas consecuencias a largo plazo es € sindrome de estrés post-
traumético (PTSD) en humanos (300). Actudmente se han desarrollado numerosos
modelos animaes en los que una sola experiencia con un etimulo estresante intenso
(choque €éctrico, confrontacion socid) producen dteraciones a largo plazo en
respuestas comportamentales, autondmicas y hormonades cuando son  enfrentados
nuevamente a la misma 0 una nueva experiencia estresante dias 0 semanas mas tarde.
Egtos cambios en animaes mimetizan agunos de los cambios observados en  PTSD
(ver revisdn de Rianne) (227).

En animdes, las evidencias experimentaes de efectos a largo plazo de la exposicion
a dtuaciones edresantes han sdo sempre relacionadas con efectos negativos de la
exposicion d estrés. Las primeras pruebas acerca de efectos relativamente persistentes
sobre d comportamiento de una sola exposicion d edrés se obtuvieron tras la
exposcion de los animades (originariamente perros) a choque déctricos incontrolables.
Una sola seson de edtrés incontrolable era cepaz de causar déficits asociaivos y
motivaciondes que se agruparon bgo d nombre de indefensién aprendida (157) y se
traducian en una menor capacidad de gprendizge en una tarea de evitacion activa
Poderiormente, Antelman y col. observaron que una sola exposcion a edrés, tanto
fisco como psicoldgico, podia modificar a largo plazo (desde semanas hasta meses) los
efectos de diversos farmacos (v.g. cocaing, anfetamina, haloperidol, diazepam) sobre €
organismo, habiéndose sugerido que la intensdad ded edtimulo edtresante era muy
importante para determinar la direccion de los cambios (aumento o disminucion de los
efectos) (6, 7). Sn embargo, los resultados de Antelman et d. Sguen Sendo confusos y
dificiles de interpretar anivel tedrico.

Utilizando € modelo de derrota socid, Koolhaas et d. (1990) observaron en ratas
gue una sola sesidn de estrés causaba, a largo plazo, un incremento de la inmovilidad en
la prueba de natacion de Porsolt, efecto que se redujo por la administracion de
antidepresivos (126). Mas recientemente, se han observado efectos a largo plazo sobre
la respuesta del e HPA. El laboratorio de Tilders demostré que una sola exposicion d
choque eéctrico produjo cambios a largo plazo en € SNC, resultando en un aumento de
la ansedad y un aumento de la respuesta dd e HPA a un nuevo estimulo estresante
(282, 283). Méas tarde demogtraron un incremento  de la respuesta dd €e HPA 4
choque déctrico en animaes que recibieron una inyeccion de interleukina-1b 11 dias
antes (250). Ademés, la exposcion a diferentes estimulos estresantes, incluyendo €
chogque déctrico y la adminigtracion de interleukina-1b, indujo un incremento a largo
plazo de la vasopresna en la cgpa externa de la eminencia media (248), un cambio
usuamente asociado a una mayor capacidad de respuesta del ge HPA. En conjunto,
todos estos datos sugieren que la exposicion puntua a una Stuacion de estrés causaria
un incremento a largo plazo en la cagpacidad del ge HPA para responder a nuevos
edimulos edtresantes y cambios de comportamiento caracterizados basicamente por un
incremento en la ansiedad.
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Sindrome de estr és post-traumatico: Disfunciones ddl e HPA

En € afio 1980, d PTSD fue introducido en la tercera edicion dd Diagnostic and
Satistical Manual of Mental Disorders (DSM-III). A partir de ese momento ha ido
creciendo exponencidmente d interés en edte trastorno, maeridizado en cientos de
publicaciones cientificas, investigaciones, creacion de asociaciones y desarrollo de
nuevos tratamientos tergpéuticos. El PTSD es definido como un trastorno
neuropsiquiétrico en @ gque la vivencia de un suceso “traumatico” como las guerss, las
caddrofes naturdes, o una violacion, causan en d individuo un impacto de td
magnitud que su funcionamiento cognitivo se vera afectado de forma drégtica El efecto
de edtas dtuaciones s pueden manifetar meses o incluso afios después de la
experiencia traumédtica (304).

Las personas que como consecuencia de una Stuacion trauméica desarrollan €
PTSD pueden experimentar tres clases de sintomas (DSM-IV): 1) repeticion de las
vivencias asociadas d del hecho traumético, 2) evitacion de estimulos asociados con €
trauma e 3) hiperactivacion.

1- Sintomas provocados a revivir la experiencia traumédtica. Es de destacar que cada
vez que e revive d hecho traumético se provoca en € individuo una sensacion parecida
alagtuacion origind, dando lugar asi a una retraumeatizacion.

Lairrupcion recurrente de pensamientos, sentimientos o imagenes
relacionados con € hecho traumético

suefios y pesadillas recurrentes que producen malestar

la sensacion de estar viviendo nuevamente € hecho traumético, que

puede darse bgjo laforma de flashbacks, episodios disociativos, ilusones
0 ducinaciones

reacciones fisioldgicas 0 psicol6gicas intensas de maestar d exponerse a
estimulos que recuerdan 0 smbolizan € hecho traumético

2- Sintomas de Evitacion: Bgjo esta categorria se han agrupado dos tipos de sintomas.

los de evitacion en sentido edtricto, que incluyen @ esfuerzo por evitar
pensamientos, sensaciones, personas, lugares, actividades y hechos que
recuerden € suceso traumético

los de carécter disociativo, como la incapacidad para recordar aspectos
significativos de hecho traumético.

3- Sintomas de Hiperactivacion: trastornos del suefio, trastornos en la concentracion,
irritacion, hipervigilancia o respuesta de sobresalto exagerada.

Muchos de estos sintomas dan lugar a confusén con otras patologias como la

depresion, somatizacion, déficit de atencion, e incluso hasta con agun tipo de trastorno
psicético . (80, 301).
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Prevalencia

Los estudios basados en la poblacion generd, revelan que la prevaencia globa del
PTSD ostila entre e 1 y & 14%, explicandose edta variabilidad por los criterios
diagnosticos empleados y € tipo de poblacion objeto de estudio. En estudios sobre
individuos de riesgo (v.g. veteranos de guerra, victimas de erupciones volcanicas o
atentados terroristas) pueden encontrarse cifras de prevaencia que van del 3 d 58%.
Edsas obsarveciones a llevado a los investigadores a sugerir que las diferencias de
persondidad podrian jugar un papd importante, exigiendo personas mucho més
sensblesadesarrollar € PTSD (301).

Eje HPA

S comparamos la disfuncion dd €e HPA en la depreson y € PTSD, debemos
recordar que en la depresion se describié inicidmente hipercortisolemia y  resgtencia a
la inhibicion negativa provocada por la DEX (prueba de supreson a la DEX).
Pogteriormente, se ha demostrado un aumento del CRH en € liquido cé&do raquideo en
depresivos (192) y una menor densidad de receptores a CRH en corteza fronta (301),
un aumento en @ tamafo de la hipdfiss anterior y una menor respuesta de la ACTH d
CRH, y un mayor tamafio de la gldndula adrend (130, 240). Estos efectos son muy
parecidos alos ddl estrés cronico (187).

Por e contrario, en pacientes con PTSD se observa hipocortisolemia y una norma
upresion tras la DEX, lo cud difiere sustancidmente de lo descrito en la depreson
(304). Exigen evidencia de que los receptores de glucocorticoides estan disminuidos en
linfocitos de pacientes depresivos y aumentados en pacientes con PTSD (152, 304).
Estos datos coinciden con lo observado con d cortisol plasmético, devado en la
depresion y disminuido en d PTSD (304). Se ha sugerido que esta hipoactividad ddl ge
HPA en € PTSD podria ser debido a una mayor capacidad del cortisol para suprimir la
actividad del ge HPA en estos pacientes (300) lo que indica una hiposenghilided a los
mecanismos de retroinhibicion dd ge HPA en la depresdn y una hipersensbilidad en
e PTSD (300). Sin embargo queda alln mucho por cortgar acerca de la relaciéon entre €
geHPA y & PTSD.

1.5. LOS GLUCOCORTICOIDES: SU RELACION CON LA MEMORIA Y
EL APRENDIZAJE.

El aprendizge y la memoria, d igud que d estrés, son conceptos dificil de definir,
pero generdmente se admite que & gprendizaje es € proceso por @ cud se adquiere
nueva informacion y la memoria d proceso mediante € cud agudla informacion es
admacenada (181, 234). Se considera que existen 3 etapas en @ proceso de formacion de
lamemoria: adquisicion, consolidacion y evocacion o recuerdo (181, 190).

La memoria es inicidmente un edado trandtorio mediatte d cud se retiene
temporamente la informacion recientemente adquirida. Posteriormente, con € paso del
tiempo, es convertida en memoria a largo plazo, 10 que permite retener informacion
durante periodos de tiempo prolongados que pueden extenderse desde varios meses
hesta un nimero variable de afios o0 incluso a toda la vida La conversidon de memorias
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l&biles en memorias permanentes y estables es o que se conoce como consolidacion.
Ad, la formacion dmacenada en la memoria sgue una progreson desde una forma
breve e inestable, memoria a corto plazo, que tiene lugar inmediatamente después del
gprendizgje (memoria para acontecimientos sensoriaes) que podra consolidarse 0 no
como memoria a largo plazo; sendo ésta reativamente estable y duradera (181). La
informacidn asi dmacenada puede ser recordada en condiciones apropiadas.

Es evidente que € aprendizae y d recuerdo de una Stuacion aversva o de un
edimulo ambientd permite d individuo prepaarse para responder ante una nueva
Stuacion y favorece su supervivencia. El gemplo meor conocido de aprendizge es €
condicionamiento clasico, caracterizado por Pavlov en 1927, en € que los animaes
gorenden a predecir las consecuencias de la gparicidn de un nuevo estimulo por su
aociacion con un edimulo familiar. Una variante de ete moddo animd es d
condicionamiento del miedo. Este aprendizge es inducido en la rata por la asociacion
repetida de choques déctricos (estimulo incondicionado, EI) con un egtimulo
condicionado, (EC) que es un estimulo sensorid especifico (tono o luz). Después de
entrenamiento en € que se asocian los El y EC, se establecen cambios de larga duracion
en e SNC, de tal manera que la sola presentacion del EC produce en larata respuestas
comportamentaes caracterigticas de las Stuaciones de peligro (166). El miedo generado
s sude medir en la rata mediante la conducta de pardizacion (freezing). A nivd
fidologico, las respuestas caracterigticas son las propias de las Stuaciones de edtrés, es
decir, la activacion los ge HPA y SMA (233). Los animaes no sdlo establecen un
condicionamiento a las sefides especificas asociadas d castigo, Sno que también
pueden establecer un condicionamiento a lugar donde recibieron @ cadtigo, que se
conoce como condicionamiento a contexto (conjunto de caracteristicas del lugar donde
recibio € cadtigo), sendo especiamente interesante por la aparente disociacion entre las
vias que causan € condicionamiento especifico y @ condicionamiento a contexto. Otro
modelo de aprendizgje asociativo es la evitacion pasiva, en la que se castiga con choque
eléctrico la entrada espontanea ded animal en un compartimento pequefio y oscuro desde
otro mayor y més iluminado, de ta manera que, en una segunda exposicion horas o dias
més tarde, d animd no entra (o0 tarda mas en hacerlo) en d compartimento en € que
recibio @ choque eéctrico.

Se conddera actudmente que exigen didintos tipos de memoria, Sendo la
dadficacion més aceptada la divison entre memoria declarativa 0 explicita y no
declarativa. La primera implica en humanos, daboracion consciente, mientras que la
segunda no tiene porqué involucrar procesos conscientes. La no declardtiva incluye la
asociada a los gprendizgjes asociativos (v.g. condicionamiento clasico) y no asociativos
(habituacion, sengbilizacion). Parece bhien edtablecido € papd fundamenta de la
formacion hipocampa en la memoria declardtiva en humanos (262). En animdes eté
tipo de memoria podria estar implicada en € aprendizge espacid y en la memoria dd
contexto. Por su pate, la amigdda seria fundamentd para la adquiscion y d
condicionamiento a miedo (45, 46, 142).

El efecto de los esteroides adrendes sobre los bases neurobiolégicas de la memoria
y d gorendizgie se han centrado en tres modelos. El primero es @ de la potenciacion a
largo plazo (“long-term potentiation, LTP) y otros fendmenos de plagticidad sindptica,
epecidmente en la formacion hipocampd. La estimulacion eéctrica de los axones de
la corteza entorrind d giro dentado causa un aumento a largo plazo en la magnitud de
los potencides postsingpticos conocido como LTP. Se considera que esto es un giemplo
de plagticidad sindptica, muy probablemente relacionado con € gprendizae (73). El
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segundo esta condgtituido por los aprendizgjes de tipo asociativo, entre los cuales destaca
e condicionamiento dd miedo y la evitacion pasiva (181). El tercero es la memoria
epacid, que es especidmente sensible a las lesones de la formacidn hipocampa (149,
194). La memoria especid se estudia en varios tipos de pruebas, entre las que destacan
e laberinto acudtico y € laberinto radid.

Existe una amplia literatura acerca del posible papd de los glucocorticoides sobre la
memoria y & aprendizgie, Sn embargo, los resultados son dificiles de interpretar y no
hay todavia un marco tedrico gpropiado para explicar su papel. Por consiguiente, es
dificil predecir € posble efecto de la manipulacion experimenta de los nivees de
glucocorticoides. No obstante, agunas condderaciones tedricas pueden ayudar a la
interpretacion de los resultados experimentales.

En primer lugar, la existencia de dos tipos de receptores, MR y GR, que tienen
diginta afinidad por los glucocorticoides circulantes (cortisol o corticosterona, segun la
epecie) complica enormemente la interpretacion de los resultados, puesto que € nivel
circulante de glucocorticoides determina  que sOlo se ocupen substancidmente los MR
0 estén ocupados ambos tipos a mismo tiempo. En este sentido, es evidente que solo
en los animales ADX cabe asumir que una gran parte de los MR estén desocupados y
que Ao en aguellas sSituaciones en las que los niveles circulantes de corticosterona (en
la ratd) se eevan por encima de unos 10 pg/dl, los GR empiezan a ocuparse de forma
sgnificativa biologicamente. Cuando se administra corticosterona en d agua de bebida
a animales ADX (grupos ADX+B) € nivel de corticosterona en € agua de bebida es
muy importante para ssber 9 estamos smulando redmente la actividad basal dd ge
HPA o estamos por debajo o por encima, con € cambio consiguiente en la ocupacion de
|os receptores.

En segundo lugar, dgunos de los efectos de la manipulacion de los nivees de
glucocorticoides aparecen tardiamente, es decir d cabo de varios dias, razon por la cud
es importante digtinguir entre la adminigtracion de glucocorticoides en € agua de bebida
a animdes ADX y la adminigracion mediante una inyeccidn en un determinado
momento del periodo experimental. Cabe asumir que los efectos de ambos tratamientos
experimentales pueden s diferentes en muchos casos y dlo no representa una
contradiccion redl.

En tercer lugar, existe una importante controversia acerca del grado de penetracion
intracerebral de la adminidracion sstémica de DEX. S bien dgunos estudios han
demostrado una pobre penetracion, debida a la exisencia de un sstema que la expulsa
activamente del SNC, también es cieto que existen muchos datos en la literatura que
sugieren un efecto centra de la DEX adminigrada periféricamente (ver revison (234).
Hasta d momento presente, no existe ninguna teoria acerca dd mecanismos de accion
de la DEX que explique esta discrepancia. No obstante, la dosis de DEX es un eemento
fundamentd a tener en cuenta, dado que la utilizacién de doss muy dtas hace més
probable que laDEX alcance éress criticas del SNC.

Centréndonos en los €efectos de los glucocorticoides sobre d aprendizae, es
importante tener en cuenta que précticamente todas las Stuaciones de gprendizge
conllevan agun grado de novedad o de Stuacion aversiva, razon por la cud se presenta
una activacion dd ge HPA y la congguiente liberacion de glucocorticoides. No es por
ello sorprendente, que se considere que esta liberacion de glucocorticoides podria de
adguna manera estar implicada en € proceso de adquisicion, consolidacion o expreson
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de la memoria y € aorendizge. En generd, s asume que los efectos de los
glucocorticoides sobre la memoria y @ aorendizge dguen una U invertida (234), de td
manera que la ausencia de glucocorticoides o su bloqueo tota empeora € aprendizge y
unos niveles muy eevados también. ESto parece ser asi en tipos de gprendizge de
naturdeza muy diversa (39, 218, 235). Este hecho es de gran importancia para la
interpretacion de los datos experimentdes en animdes intactos, dado que € nivel de
glucocorticoides en sangre seria la suma de la elevacion causada por la propia situacion
edresante y de la adminigracion exégena. En la mayoria de los aticulos los niveles
redes de glucocorticoides en sangre no se han estudiado, razon por la cud es imposible
ssber en qué fase de la rdacion en U invertida estamos, aunque existe notables
excepciones (219, 241). Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente comentados,
comentaremos € poshble papd de los glucocorticoides centrandonos en  aguellos
edudios que pemiten una mas adecuada interpretecion de los resultados
experimentaes.

Una de las dtuaciones en la que més intensamente se ha estudiado € pape de los
glucocorticoides es la memoria espacid, especidmente en la prueba dd laberinto
acudico. Se condgdera que la memoria espacia es un tipo de memoria declaraiva y por
lo tanto et especidmente relacionada con la formacion hipocampa (88). No es por
elo sorprendente que muchos experimentos utilizan como gproximacion experimenta
la adminigtracion de antagonistas de los MR o GR a nivel de hipocampo. Los resultados
indican que la ADX consgentemente empeora d gorendizge espacid y que d blogueo
de los MR y d de los GR tienen efectos digtintos sobre € goprendizge (196). La
importancia de los GR en este tipo de aprendizgjes se ha puesto de manifiesto en ratones
KO para € GR (197, 239) y en aguellos en los cuaes una mutacion del receptor impide
la transcripcion ligada a los GR (195). Datos recientes plantean la posibilidad de que €
efecto positivo de los GR edtaria locdizado en una estructura diferente del hipocampo,
dado que se ha observado que € bloqueo loca de los GR en € hipocampo facilita més
que inhibir d agorendizge espacid (194). Tanto € papd podtivo de los GR como la
interaccion sinérgica con los MR parecen confirmarse utilizando @ agprendizgie en d
laberinto acuaticoy en € laberintoen'Y (40, 299).

Otra tarea donde estd implicado @ aprendizge, aunque no es probable que €
gorendizgje espacid sea d demento més relevante es la prueba de la natacion forzada
Aunqgue agunos resultados son dificiles de interpretar, parece haber coincidencia en que
los animaes ADX muestran un defecto en € recuerdo de una experiencia previa con €
nado (110, 186, 287). El problema esta en interpretar cudes son los factores
responsables de este defecto. Mientras que algunos resultados sugieren una implicacion
de los GR (287), otros resultados sugieren que d factor fundamenta seria la dificultad
de los animaes ADX para mantener niveles adecuados de glucosa en una Stuacion de
nado forzado (111). Esta hipdtesis podria explicar por qué bastan niveles basdes de
glucocorticoides (ADX+B) para que no haya ninguna deficiencia en € recuerdo de una
exposicion anterior (nuestros propios resultados y los de Mitchell) (186) . Estos dltimos
autores observaron también que eran necesarios niveles adecuados de corticosterona
tanto durante la primera exposicion como durante la segunda.
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Figura 10: Representacion
esquemética de la
interaccion  entre  los
sstemas hormonales y la
amigdala y su efecto sobre

5, Epinefiins la  modulacion del
Y l T gﬁlﬂmf@; dmacenamiento  en s
W ocorticoldes : e
' Piptidos Upéaens memoria de  estimulos

emocionaes. (Madificado
de McGaugh).

La amigdda, que contiene GR y MR (29, 237), paticulamente en los nicleos
central y medid es una estructura muy implicada en @ procesamiento de las emociones
y en d control de las respuestas conductuales y fisiologicas que las acompafian. Parece
por lo tanto, que los glucocorticoides podrian estar implicados en @ procesamiento y la
memoria acerca de las dtuaciones emociondes. El nlcleo basolatera de la amigdaa
parece jugar un pape clave en la modulacion de la adquisicion y la consolidacion de la
memoria, epecidmente en rdacion a papd de los glucocorticoides (237). La
informacion procedente de un estimulo emociond converge en @ nucleo laerd de la
amigdda por via tdamo-corticd o tdamo-amigddar y éte a su vez, mediante las
conexiones intraamigdaares, la trasmite d nldcdeo centrd, d cud controla varios
sstemas efectores involucrados en la expresién de la respuesta emociond. Los axones
procedentes de la amigdala centrd establece singpsis con neuronas ddl nicleo dd lecho
de la edria termind (BNST), que a su vez proyecta d PVN, mediando agunas de las
respuestas fisologicas d miedo y laansedad (141, 233).

Extisten dos teorias que discrepan acerca dd papd concreto de la amigdda en la
memoria emociond. Mientras que una de dlas sogtiene que la amigdda no participaria
en los procesos de gprendizge directamente sno modulando la consolidacion de la
memoria en otras zonas del SNC (237), la otra teoria sostiene que es la propia amigdaa
e principa locus de lamemoria emociona (140).
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2. HIPOTESISY OBJETIVOS

La caracterizacion de los efectos a largo plazo de una sola exposicion a la IMO
sobre la respuesta del e HPA d mismo egtimulo, que son cuditativamente Smilares a
los observados tras la exposicion repetida, plantea la posbilidad de que una parte de la
adaptacion observada podria ser consecuencia dd tiempo transcurrido entre la primera y
la Ultima exposicion d estrés y no de la exposicion repetida d estimulo estresante. Para
demostrar esta hip6tesis, se han comparado los efectos de la exposicion Unica o repetida
ados estimulos estresante de diferente intesidad: & nado forzado y lalMO.

Los glucocorticoides parecen claramente implicados en los procesos de memoria y
gorendizgie 'y, paticulamente en la consolidacion de la memoria de Stuaciones
emociondes. Es por lo tanto poshble que los glucocorticoides liberados durante la
primera exposcion a la IMO jueguen un papel relevante en la induccion de los efectos a
largo plazo del edrés sobre € ge HPA. Para demostrarlo, hemos utilizado diversas
goroximeciones  expeimentdes que manipulan  los  nivdes  crculantes  de
glucocorticoides durante la primeraexposicion alalMO.

Datos previos de otros laboratorios indican que la exposcion a agunas Stuaciones
de edrés induce cambios conductudes a largo plazo que reflgan un incremento en los
niveles de ansedad. En agunos casos, estos efectos son revertidos por la administracion
de angoliticos antes de la exposicion d estrés. Planteamos por tanto la hipotesis de que
e miedo/ansedad generado durante la primera exposicion a estrés podria ser
fundamenta para la induccion de los efectos a largo plazo. Para demostrar esta hipétesis
manipulamos los nivdes de ansedad mediate la adminisracion de famacos
ansogénicos o andoliticos antes de la primera exposicion d estrés.
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3. MATERIAL Y METODOS

Todos los procedimientos experimentaes utilizados en esa teds han ddo
previamente agprobados por € Comité de Etica paa la Experimentacion Animd y
Humana de la Universtat Autonoma de Barcelona,

Animales

En € presente trabgo se emplearon como animales de experimentacion ratas macho
adultas de la cepa Sprague-Dawley de 50-70 dias (y pesos entre 250 y 300 g) d inicio
de los experimentos. Los animdes procedian dd Servel d Egtabulari de la Universitat
Autonoma de Barcelona.

Los animades fueron mantenidos bgo condiciones eténdar de luz (fotoperiodo de
7:00 h hagta la 19:00 h) y temperatura (22+1°C) durante d menos una semana previa d
proceso experimental, d objeto de minimizar cudquier efecto resdua a causa dd
trangorte y facilitar ademés la habituacion de los animaes a las condiciones de
estabulacion de nuestro laboratorio. Todos los animaes tuvieron libre acceso a comida
(pienso para d mantenimiento de rata-raton. A.04. Panlab) y agua de bebida.

Los animaes fueron estabulados en cgas de polipropileno de 50 x 25 x 15 cm con
un lecho de serrin (Interfauna Ibérica) en grupos de 2 ratas por cga Las raas se
digribuyeron homogéneamente entre las cgas y entre los diferentes grupos
experimentaes en funcién de su peso corpord € mismo dia de estabulacion y de su
fecha de nacimiento. Periddicamente se cambio @ sarrin y se controlé, en funcion dd
disefio de cada experimento, la ingesta de sdlidos y en dgunos casos también la ingesta
de bebida. Para obtener los vaores de ingesta durante todo @ periodo experimental se
utiliz6 d dguiente protocolo: se midié la ingeta dos dias antes de comenzar
tratamiento d dia 1 para obtener los vaores normaes de referencia (se utilizd € vaor
medio) y los siguientes tres dias para estudiar @ €fecto resdud del tratamiento. Los
vaores obtenidos entre € dia 7 y 8 fueron usados como vdor de referencia antes del
segundo edtrés, en d que se estudiaron los 3 dias pogteriores. EI mismo procedimiento
s dguié para € control de la ingesta liquida La ingesta fue sempre referida a
g/rataldia (sdlido o de bebida), considerando cada cga o cada botella como una unidad
experimenta para @ andiss edadigtico. El control de las varigbles mencionadas tuvo
lugar sempre por la mafiana gproximadamente a la misma hora (11 h -12 h) y s llevé a
cabo traslaprimeray trasla segundaexposciona estrés.

Los experimentos se redizaron sempre entre las 8:00 h y la 14:00 h para minimizar
cudquier influencia circadiana. S en dgin caso se comenzd dgunas horas antes de la
fase de luz fue Sdlo para la adminigtracion de famacos y d procedimiento se rediz6 en
oscuridad y con luz roja Las muestras de sangre sempre se obtuvieron a partir de las
8:30 h.
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Estimulos estr esantes

Los agentes edtresantes fueron aplicados sempre en € laboratorio contiguo a los
edabularios y a la sda de sacrificio, manteniendo toda la zona aidada dd resto de
laboratorios parano perturbar € desarrollo de |os experimentos.

Obtencion de muestra de sangre por incision en la cola (tail nick)

Congdié en efectuar con € hisuri una peguefia incisén a 1-2 cm de disancia
desde @ extremo de la cola. La incison fue de unos 2-3 mm de largo y una profundidad
suficiente para seccionar la vena caudd y permitir la extraccion de muestra de sangre.
Estéd comprobado que @ estimulo estresante provocado por € corte no dtera los niveles
basdes de corticosterona sempre y cuando este procedimiento se realice en menos de 2
min. Este procedimiento puede condderarse un etimulo de caacter Suave 'y
componente mixta.

Inmovilizacion en tabla (IMO)

La IMO cong<tio en la restriccion de los movimientos de la rata atando con una
cinta adhesva las cuatro extremidades a piezas metdicas adosadas a una tabla de
madera. Los movimientos de la cabeza fueron redringidos mediante dos anillos
metdicos drededor dd cudlo. El procedimiento fue dmilar d descrito por
Kventnansky and Mikulg (133) y es un edimulo edresante consderado de gran
intenddad y una componente fundamentalmente emociona (14, 204).

Natacion forzada (Prueba de Por solt)

El test de natacion forzada fue utilizado como un agente estresante de intensidad
media que tiene componentes fisicas y emocionades y nos permite regisrar la conducta
de los animdes (216) y también otras variables fisoldgicas relevantes, como es € grado
de hipotermia causado por € nado.

Las ratas se introducian en un tanque cilindrico de metacrilato de 40 cm de dtura 'y
20 cm de diametro conteniendo agua a 25° C hasta un nivel de 22 cm. Cada animd fue
expuesto a nado durante 20 min. Se utilizaron cuatro tanques idénticos y la conducta
fue regisrada smultaneamente en dos tanques mientras que los otros dos tanques eran
limpiados y d agua cambiada. Los animales de cada tanque estaban separados entre si
por un separador de color negro. Cuando se registré la conducta se hizo durante los
primeros 5 min de exposicion d nado y mediante una videocAmara. Se midieron con un
crondmetro dos tipos de comportamiento: (1) € escape, que ocurre cuando & anima
nada vigorosamente con sus cuatro miembros, las dos patas anteriores rompiendo la
superficie dd agua o0 golpeando € tanque o bien cuando @ animd se introduce
totamente dentro de agua en actitud de buceo; (2) la inmovilidad, definida como €
tiempo que d animd flota y permanece inmdvil en € agua con la savedad de leves
movimientos para mantener la cabeza fueradd agua
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Farmacos

El famaco ansogénico FG7142 (Research Biochemicad Inc) se administré a la
dosis de 10 mg/kg, intrgperitoneslmente (ip) en un volumen de inyeccion de 2 mi/kg. El
angalitico diazepam (generosamente donado por Laboratorios Almirdl Prodes Farma)
fue inyectado a la doss de 2 mgkg ip en d misno volumen de inyeccion que € FG.
Ambos farmacos fueron preparados por sonicacion en vehiculo (sdino 0.9% + agar d
0.2%).

La sinteds de glucocorticoides se bloqued mediante la administracion de
Metirapona (2-metil-1.2-di-3-piridil- 1-propanona), un inhibidor enzimético que blogquea
la enzima 11b-hidroxilasa por combinacion con d cP450 en la mitocondria (298). E
farmaco fue generosamente donado por Ciba-Geigy (Barcelona, Espafia). La metirgpona
fue adminigrada subcutaneamente (sc) a la doss de 200 mg/kg en un volumen de
inyeccion de 1 ml/kg. El blogueo funciona de los receptores de glucocorticoides se
llevd a cabo mediante &  antiglucocorticoide RU38486 (mifepristona Roussd-Udldf,
Francia), que se une a los receptores tipo 11 de glucocorticoides. Las doss utilizadas fue
de 100 mg /kg sc en d mismo volumen de inyeccion que d famaco anterior. El
vehiculo utilizado para ambos fue propilenglicol d 40% en solucion sdinad 0.9%.

Se utiliz6 una preparacion de ACTH de larga duracion (Nuvacthén Dept, Novartis,

Spain) adminigtrada a la dosis de 100 pg/kg intraperitonedmente (ip) en un volumen de
inyeccion de 1 mi/kg.

Pr ocedimientos quir Ur gicos

Adrenalectomia (ADX)

Los animdes fueron anestesados previamente a la intervencion quirdrgica con €
coctel anestésico eguitesna que contiene en su composicion: hidrato clord ad  4.6%,
pentobarbital sodico d 6%, MgSO, d 2.1%, propilenglicol d 42.8% y etanol d 10.8%
diluido en solucion sdina El volumen de inyeccion fue de 33 mlkg ip . La
intervencion se llevo a cabo por goroximacion dorsa bilaterd (ADX). Primero se
extrgo € peo dd animd en la zona a cortar, se redizd una incisén cutanea y muscular,
se procedié a la remocion del paguete de grasa suprarrena (dentro del cud las glandulas
Se encuentran inmersas) y a la extirpacion de las mismas. Una vez extraidas se procedio
a desinfectar y suturar la herida mediante cuatro grapas dd N° 3. A los animales control
s les amuld la ADX dguiendo d mismo procedimiento, exceptuando la extirpacion de
las gléndulas (SHAM). Los animdes fueron devudtos d estabulario y controlados
diariamente durante una semana hasta su tota recuperacion. A los animaes ADX les
fue suministrada como bebida solucion sdina (NaCl 09 %) suplementada con
corticosterona (ADX+B) para compensar la pérdida de eectrolitos debida a la fdta de
minerdocorticoides y mantener niveles basales diurnos de corticosterona en sangre 'y
mantener su ritmicidad circadiana. La solucion de corticosterona (Sigma) se preparard
diariamente para evitar su posible degradacion, a la doss de 25 mg/l en solucién sdina
conteniendo 0.2% de etanol absoluto (Panreac).
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Obtencion de muestras

Plasma

La toma de muedtra de sangre s llevd a cabo en los tiempos indicados en €
protocolo de cada experimento. Se tomaron muestras de sangre por € procedimiento de
incigon en la cola (tail-nick) descrito anteriormente. Se tomaron 300 pl de sangre en
tubos capilares que contenian EDTA (Sarstedt, Espafia) y eran mantenidos a 4° C hasta
la findizacion de experimento. Pogteriormente, la sangre era centrifugada a 7000 rpm
durante 20 min (4° C) para la obtencion dd plasma, que se didtribuia en dicuotas para la
determinacion de corticosterona y ACTH. Todas las muestras fueron  conservedas  a
-20° C hastad momento del andiss.

Determinacion de latemperaturarectal

A los animdes que fueron sometidos a la prueba de natacion forzada se les
determind la temperatura rectd mediante una sonda (Ellab Instruments, Copenhague) d
tiempo O (justo antes de introducirlos en los tanques) y d tiempo 20 min (justo d ser
retirados de los mismos). El aparato fue calibrado a dos temperaturas y posteriormente
introducida la sonda en € recto de anima en menos de 1 min. Para reducir € posble

efecto del edtrés asociado a la manipulacion, la medida de la temperatura duraba 10
segundos. La sonda se limpiaba cada vez que se introducia en € animal y era calibrada cada dos
mediciones.

Andlissde Hormonas

Radioinmunoanalissde ACTH

Para la cuantificacion de la ACTH de las muestras problemas e utilizd € protocolo
descrito por Engeland et d. con agunas modificaciones introducidas en  nuestro
|aboratorio parala puesta a punto de la técnica.

Se utiliz6 tampdn base (fodfato sddico 50 mM, EDTA disddico 25mM, Triton X-
100 a 0.1%) pH 7.4 preparado en agua MilliQ, a que se le afiadié pogteriormente BSA
a 0.25%. El tampdn de RIA estaba congituido por € tampén base (fosfato y EDTA)
con BSA y se preparaba en € momento de su uso desechando todo € remanente
sobrante después ddl andiss. El tampdn de precipitacion utilizado para separar la
fraccion libre de la ligada, era € tampon fosfato base d cud se afiadio, @ mismo dia de
la precipitacion, segundo anticuerpo (Donkey anti-rabbit 1gG, Chemicon) diluido 1/24 y
suero normal de congo a 1.2 %.

Para la preparacion de la curva paron se utilizd ACTHi.39 de rata (Sigma)
preparando un banco de diluciones a partir de un estandar de concentracion conocida.
Se utiliz6 como trazador 1?°I-ACTH1.39 (Amersham), con una actividad especifica de
2000 pCi/mmol. A su llegada a laboratorio se recondtituyé con agua dedtilada y se
distribuy6 en dicuotas conservadas a -20° C. La dilucion de trabgo se prepard
diluyendo una dicuota de la hormona marcada con 10 ml de tampdén de RIA, paa
obtener unas 2500 cpm en cada 100 Yl de ACTH. La ACTH marcada se prepard
sempre € mismo dia dd andiss descatando toda la hormona sobrante. El primer
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anticuerpo obtenido en congjo contra ACTH de rata (Rb-7) fue generosamente cedido
por d Dr. W.C. Engdand (Depatment of Sugery, Universty of Minnesota,
Minnegpolis, USA). La dilucion de trabgo utilizada dd anticuerpo es 1:40.000 (10 pi
de laprimeradilucion en 8 ml de tampon de RIA).

El RIA de ACTH usa d méodo de incubacion en no equilibrio, es decir d
anticuerpo y la hormona marcada se afiaden en dias diferentes. El primer dia dd andiss
s pipetearon 10, 20 o 40 Y de muedtra, en funcion de la concentracion de ACTH
esperada, y se colocaron en tubos de poliestileno de 3 ml. El volumen de muestra se
completd con tampdn de RIA hagta dcanzar un volumen de 100 Wl. La curva estandar
(entre 20 y 2560 pg/ml) se prepard afadiendo 100 Yl de las distintas concentraciones.
Pogteriormente se agregaron 100 pl  de tampdn a los tubos O, uniones inespecificas
(NSB, blanco de la muestra) y 200 Wl a los NBS de la curva. A continuacion se
agregaron 100 Y de la dilucién del anticuerpo a todos los tubos excepto a los NSB, a
los cudes se le afiadid 100 l dd tampdn. Todo € andiss se redizO manteniendo los
tubos en bafio de agua y hido para evitar asi la degradacion de la ACTH. El primer
periodo de incubacion fue de 24 h en la camara fria a 4° C. El segundo dia se afiadieron
a todos los tubos 100 Yl de la ACTH marcada y se continud la incubacion por 24 h mas
en las mismas condiciones. Al dia sguiente se afadieron 100 Y dd tampon de
precipitado a todos los tubos excepto € total (que solo contenia hormona marcada) y se
incubaron durante 4 h més. Findizado d tiempo de incubacion los tubos fueron
centrifugados durante 40 min a 4000 rpm y 4° C paa sepaa las fracciones libre y
ligada Tras eiminar € sobrenadante por aspiracion, los tubos fueron colocados en €
contador de radiaciones g donde se contabilizaron las emisones g de cada tubo durante
5min.

La representacion gréfica y los clculos de las concentraciones de las muestras
problemas se redizd mediante d méodo dd logit-log. La senshilidad de RIA fue de 1
pg/tubo y d coeficiente de variacion de la técnica fue gproximadamente de un 8 %.

Radioinmunoandlisis de corticoster ona

Los nivdes de corticosterona plasmética fueron determinados segin €
procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio (135). El materid de vidrio a utilizar
fue lavado con &cido nitrico diluido d 10% (Merck) d menos durante 24 h y después
enjuagado con abundante agua corriente, seguido con agua dedtilada y findmente con
aguaMilliQ.

El tampdn utilizado fue un tampon fosfato 0.01 M (NaHPO,, NaHPO,4) (Merck),
conteniendo NaCl a 0.9% (Panreac) y gdatina (Merck) d 0.1%, preparado en agua
MilliQ a un pH find de 82. La gddina permite incrementar la preciséon dd andiss,
minimizando & efecto de blanco, aumentando la solubilidad de los ederoides y
disminuyendo las interferencias. Este tampdn puede ser utilizado d menos durante tres
Ssemanas sempre conservado a 4° C y protegido de la luz para evitar € crecimiento de
microorganismos.

La corticosterona no marcada (fria) fue obtenida comercidmente (Merck) y diluida

en etanol absoluto hasta obtener una dilucion de 10 pg/ml. Los esténdares de mayor
concentracion, 1600 pg/ml fueron preparados en tampdn de RIA a partir de la dilucion
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de 10 pg/ml y mantenidos a -20° C hasta € momento del RIA, cuando se preparo la
curva estandar mediante un banco de diluciones en tampon de RIA.

La corticosterona marcada preparada fue (1,2,6,7)°H-corticosterona con una
actividad especifica de 72-93 Ci/mmol (Amersham) preparada en forma de disolucion
de 250 pCi/250 W en tolueno:etanol absoluto 1/9 (viv). A patir de la solucion origind
Se preparo una primera dilucion de la hormona marcada con 25 Yl més 05 ml de
etanol absoluto que se conservabaa
-20° C (primera hija). Para preparar la dilucion de trabgo se diluyeron 20 pl de la
primera hija con 10 ml de tampdn para obtener unas 7000-8000 cpm en cada 100 W de
corticosterona colocada en € tubo de RIA.

El anticuerpo fue obtenido en congo contra corticosterona 3-OCM O-tiroglobulina
(Chemicon Internaciond Inc.). ESte anticuerpo no presenta reacciones cruzadas
ggnificativas con otros esteroides. La dilucion de trabgjo utilizada es 1:60.000 (100w
de lasegunda dilucién en 6 ml de tampdn de RIA).

El RIA de corticogerona utiliza € méodo de incubacion en equilibrio. En funcidn
de la concentracion esperada se prepararon diluciones 1/2, 1/5 o 1/11. Se afiadieron 10
Wl de la dilucion de las muestras problemas y de los estandares en tubos de 5 ml de
polipropileno. Se agregaron a todos los tubos (tota (T), cero (0), uniones inespecificas
(NSB, NSB de la muestra y esténdares) 200 ul de tampon, se agitaron en @ vortex y se
incubaron a 70° C durante 30 min para desnaturdizar la transcortina  presente en la
muestra y que puede interferir con € andids. Pogteriormente se enfriaron en un bafio de
agua y hido durante 15 min. Transcurrido este tiempo, se afladian a todos los tubos 100
U de corticosterona tritiada e inmediatamente 100 Yl del anticuerpo excepto a los
totades (T) y alos NBS a los que se le agregd 100 Wl de tampdn. Se agitaban todos los
tubos y se incuban sguiendo uno de los dos métodos. @) incubacion corta, 30 min a 37°
C seguido de 1 ha4° C; b) incubacion larga, 18-24 ha4° C

A patir de este paso todos los tubos fueron sempre mantenidos a 4° C en un bafio
de agua y hielo, procediéndose a separar la fraccion de corticosterona unida de la libre,
utilizando carbon activado (Merck). El carbdn activado adsorbe moléculas de tamafio
pequefio que puedan penetrar por sus poros y puede asi captar la fraccion libre de
hormona. La suspensién de carbon activado se prepard a una concentracion de 1 g/100
ml de tampon RIA y se mantuvo a 4° C en agitacion previa (como minimo 10 minutos
antes de utilizarlo). Es una etapa muy critica, ya que € tiempo méximo en € cud s
debe poner @ carbon a todos los tubos no debe superar los 2 min.  Se afiadieron a cada
tubo 0.5 ml de la suspenson de carbdn excepto d T (al cud se le agregd 0.5 ml de
tampdn) y se agitaron. Desde e momento que se agregd carbon d primer tubo hasta que
S inicio la centrifugacion transcurrieron 11 min. Se centrifugd a 4000 rpm (1500 Q)
durante 15 min a 4° C. Findizada la centrifugacién se procedié rdpidamente a decantar
el contenido de los tubos y recoger d sobrenadante en vides de centelleo a los cudes se
agregaron 3 ml de liquido de centdleo (Opti-phase Hi-safe, Wdlac). Findmente todos
los tubos fueron agitados por inversén y contadas las emisiones b de cada viad en un

contador b (Wallac) durante 5 min.
La representacion gréfica y los cdculos de las concentreciones de las muestras

problemas se redizd mediante d méodo ded logit-log. La senshilidad dd RIA fue de
10 pg/tubo y @ coeficiente de variacion de la técnica fue de gproximadamente del 8%.
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Deter minacion de glucosa plasmatica

La determinacion de glucosa se redizd por @ méodo colorimetrico en microplaca
usando un kit comercia (Boehringer Manheim). La técnica se basa en dos reacciones
cadizadas enziméicamente, de manera que e libera perdxido de hidrogeno de la
reaccion de oxidacion de la glucosa y este perdxido reacciona con compuestos que dan
una substancia coloreada (cromégenos) en proporcion a la cantidad de glucosa presente
enlamuedra

Glucosa oxidasa

Glucosa+ Oy + HyO -------------mmmmmmmmoom > Gluconato + H,0O,

Peroxidasa
2H,0; + 4-aminofenazona + fenol ----------------------- > 4-(p-benzoguinonmonoimino)-
fenazona + 4 H,O

El procedimiento consstié en descongdlar las muestras y € estandar de glucosa de
concentracion 800 mg/dl para la preparacion de la recta paron de rangos de
concentraciones 50, 100, 200, 250 y 300 mg/dl en agua destilada. Se pipetearon 2 W de
las muestras y de los respectivos estandares en cada pocillo y se afladieron 125 l del
reactivo de glucosa con pipeta de repeticion. La placa se agitd durante 5 seg y se incubo
durante 15 min a 37° C y 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se leyeron las
absorbancias en d lector de microplacas (Labsystems Multiskan Bichromatic) a 492
nm.

Analisis estadistico

La edrategia de andiss utilizada fue la de aplicar pruebas paraméricas, dada su
robustez, sempre y cuando los datos origindes o los transformados logaritmicamente
cumplieran los supuestos necesarios para la aplicacion de dichas pruebas. especidmente
e de la homogeneidad de varianzas. Cuando los datos no cumplieron con la
homogeneidad de varianzas aln después de aplicar logaritmos se utilizd una prueba no
paramétrica.

Al objeto de smplificar los andliss edtadisticos dd dia 8, en agunos experimentos
utilizamaos como edtrategia de andiss tanto parala ACTH como la corticosterona:

a) No incluir los niveles basdes de las hormonas en € andisis globd, dado que en
nuestros experimentos los niveles basdes no cambian como consecuencia de la
experiencia previa.

b) En los experimentos con animades ADX se andizaron por separados los grupos
SHAM y ADX+B debido a las grandes diferencias en la respuesta de la ACTH
a edrés entre estos dos grupos y, en € caso de la corticosterona, la eiminacion
de laliberacion de coticosterona en ratas ADX+B.

c) Se andizaron por separados los grupos control y los estresados previamente para
excluir adguin poshle efecto no especifico dd tratamiento farmacologico d dia 1
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sobre la respuesta a la IMO € dia 8 que no estuviese rdacionado con la
experiencia previade los animales con laIMO.

Todos los datos fueron andizados edtadisticamente con @ programa SPSS para
Windows verson 9.0. Los resultados fueron expresados como la media £+ SEM. La
sgnificacion estadidtica de los efectos observados se andizd mediante e ANOVA de
uno, dos y tres factores con medidas repetidas para @ factor tiempo (niveles de la
hormona). Las comparaciones a posteriori entre dos medias se llevaron a cabo usando
la prueba t de Student y las comparaciones entre mas de dos medias mediante la prueba
de Student-Newman-Keuls (SNK, p<0.05) s eran datos independientes o con la t de
datos apareados en d caso de medidas repetidas. Las pruebas no paramétricas aplicadas
fueron d ANOVA de un factor de Kruskdl-Wallis (KW) seguida por comparaciones a
posteriori con la prueba U de Mann.Whitney ).
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CAPITULO |

Caracteristicas de los efectos a largo plazo de una sola exposicion al

estrés. comparacion con los efectos del estr és cr 6nico.
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| a. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La exposcion a edimulos edresantes agudos produce diferentes cambios
comportamentales y fisologicos, entre los cuades podemos destacar principadmente la
activacion dd ge HPA. Las consecuencias de taes exposiciones han sdo generamente
evduadas en los animades adultos inmediatamente después de findizada la exposicion
a edtrés 0 a lo sumo durante unos pocos dias pogteriores a la exposicion. Sin embargo,
hay evidencias de que una Unica exposcion a un esimulo estresante puede producir
cambios a mas largo plazo en d ge HPA. Hace unos afios, Van Dijken et d (282)
demostraron que una sola exposicion a choque eéctrico causaba en ratas un incremento
del miedo/ansedad y una mayor respuesta dd ge HPA frente a nuevos estimulos
estresantes. Ademas, este efecto se acentuaba con € paso de los dias (dos semanas).
Otros estudios han demostrado una smilar senghilizacion dd ge HPA después de la
adminigracion de inteleukina-lb (250) o de la adminidracion de anfetaminas (251).
Ademas, estos y otros estimulos estresantes produjeron un incremento en @ contenido
de AVP en la cgpa externa de la eminencia media (248, 250, 282), cambios que
generamente habian sido observados después de la activacion cronica dd e HPA (54,
57).

Sin embargo, adgunos esimulos estresantes no parecen incrementar @ contenido de
AVP en la eminencia media (28, 248), y la respuesta del e HPA a otros estimulos no
han sdo estudiado ssteméticamente. Por o tanto, parece que los efectos a largo plazo
dd estrés sobre e HPA son dependiente de la naturdeza ded estimulo particular
utilizado. Cabe destacar que algunos estimulos estresantes utilizados en € |aboratorio
como la inmovilizacién en tubo (restraint) o € choque eéctrico, son Stuaciones que
dificilmente los animaes puedan encontrar en la naturdeza. Por lo tanto, es posble que
los efectos a largo plazo de una exposcién previa d edtrés se redrinjan a una
determinada clase de estimulos y no sea extensble a otras Situaciones estresantes mas
naturales.

Dada la importancia de los efectos a largo plazo de una sola exposicion a estrés,
decidmos investigar este fendmeno en nuestro  laboratorio.  Sorprendentemente,
obsarvamos que una sola exposcidn a un edimulo edresante intenso como la
inmovilizacion en plancha (IMO) reducia la respuesta centrd y peiféica dd ge HPA
ad mismo estrés dias 0 semanas més tarde (171). Ademés, observamos que: (a) @ efecto
de una Unica expodcion a la IMO era més evidente en la dinamica de recuperacion del
ge HPA que en la respuesta inicid d edtrés; (b) d efecto de la exposicidon previa a la
IMO era mayor cuanto mayor € tiempo trascurrido (diagsemanas) entre las dos
exposiciones,; (C) los efectos a largo plazo de la inmovilizacion en tubo que es de menor
intensgdad que la IMO, eran menores que los de la IMO; (d) d €efecto era especifico para
e egimulo aplicado previamente, dado que la respuesta dd e HPA d nado forzado
(estimulo heterotipico) no se redujo.

La exigencia de una cierta desengbilizacion del e HPA tras una sola exposicion a
un egimulo edresante tiene implicaciones importantes respecto a la adaptacion a estrés
cronico, puesto que se asume que la reduccion de las respuestas comportamentaes y
fidoldgicas a un edrés particular cuando los animaes son diariamente expuestos a la
misma Stuacion es consecuencia de la exposicion repetida a la misma Stuacion (13, 66,
134, 169, 170, 193, 270, 272), sguiendo las leyes de la habituacion (48, 90, 191). En
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base a nuestros resultados, cabia la posibilidad de que adguna de las consecuencias de la
exposicion repetida d estrés, incluyendo la reducciéon de la respuesta dd e HPA a la
Stuacion, pudiera deberse d paso dd tiempo y no a la repeticion de la situacion. Por
otro lado, las caracterigticas de los efectos a largo plazo contradicen todas las leyes de la
habituacion (90), puesto que se ha observado que cuanto mas intenso es € estimulo y
mayor € intervao entre las dos exposiciones, menor eslarespuestadd ge HPA.

Por lo tanto, € objetivo del siguiente experimento ha sdo comparar los efectos a
largo plazo de una sola exposicion d estrés (1 o0 14 dias antes de la Ultima exposicion)
con la expodcidon crénica Elegimos inicidmente d nado como estimulo estresante por
varias razones (i) es una dtuacion estresante que las ratas pueden encontrar en la
naturdeza; (ii) representa una combinacion de estimulo emociond (la novedad, € agua)
y fidolégico (gercicio, temperatura); (i) nos pemite medir varias variables
dmultaneamente @ comportamiento, la activided de ge HPA y otra variable
fisolégicamuy relevante como latemperaturarectd (TR).

| b. DISENO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Experimento 1. Influencia de la exposicion Unica o repetida al nado forzado sobre

las respuestas comportamentalesy fisiologicas al estrés.

Se utilizaron 40 ratas que fueron asignadas d azar en 4 grupos experimentales
(n=10): 1/ grupo control, que permanecido SN manipulacion experimenta hagta € dia 15
de experimento, 2/ grupo sometido a estrés € dia 1, 3/ grupo sometido a estrés d dia 14
y 4/ grupo sometido a nado crénico. Los animaes sometidos a estrés € dia 1 fueron
expuestos a dguiente protocolo experimentd: toma de muestra de sangre en
condiciones basdes, medicion de temperatura rectd (TR), 20 min de nado, nueva
medicion de la TR y toma de la ssgunda muestra de sangre. Los animades fueron
devudtos d estabulario y se obtuvieron posteriormente muestras de sangre a los 30, 60
y 90 min después de haber findizado @ edrés (nivees pos-estrés, o periodo de
recuperacion). El grupo sometido a edrés @ dia 14 fue expuesto a mismo protocolo
experimenta  descrito  anteriormente 'y & grupo de nado cronico fue expuesto
diariamente d mismo protocolo durante 14 dias consecutivos, pero en este caso, €
procedimiento de toma de muestra de sangre fue smulado diariamente desde d dia 2 d
14.

El dia 15, todos los grupos, incluido @ control, fueron expuestos d mismo
protocolo de estrés y toma de muestras ya indicado para € dia 1. Durante todo €

periodo experimental la conducta de los animdes fue registrada con una video camara
durante los primeros 5 min de exposicion d nado.

Resultados

La expodicion cronica ad nado no redujo ni la ingesta ni la ganancia de peso
corpora (datos no mostrados), sugiriendo que en las condiciones usadas € nado no es
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un estrés muy severo. La expodicion de los animaes a 20 min de nado en agua (25°C)
provocd hipotermia. El grado de hipotermia causado por € nado fue seguido durante
todo @ periodo experimenta en @ grupo sometido a nado cronico (Figura 1A). Se
observd que édta se fue reduciendo progresivamente (desde 5.4 + 0.2°C hasta —1.1 +
0.3°C) como reveld d ANOVA de un factor (p<0.001). Esta proteccion causada por la
exposicion repetida d nado no fue totd, dado que @ dia 15 todavia se observd una
hipotermia estadisticamente significativa (prueba-t student, p< 0.01).

En la exposicion aguda d nado de todos los grupos en € dia 15, se observo un
efecto dgnificativo de la experiencia previa con € nado sobre € grado de hipotermia,
revelado por e ANOVA de un factor (p<0.001). Comparaciones a posteriori (prueba
SNK) revelaron que € grado de hipotermia de los animaes expuestos € dia 1l 6 d 14
fue menor que en los controles, pero alin menor fue @ observado en las ratas expuestas
anado cronico (Figura 1B).

Como muestran las Figuras 2A y 2B, la exposicién previa d nado dterd
ggnificativamente la conducta de los animdes en d dia 15. El ANOVA de un factor
revdd un €fecto dgnificativo dd factor experiencia previa sobre la inmovilidad
(p<0.001) y e escape (Kruskal-Wallis, p<0.001). Comparaciones a posteriori revelaron
gue los efectos de la experiencia previa sobre € patron de inmovilidad fueron smilar a
los observados con la hipotermia, con la diferencia de que los animaes expuestos d
nado d dia 1 mostraron diferencias significativas respecto a control, pero no respecto a
grupo nado cronico (prueba SNK). En cambio, la conducta de escape fue mayor en los
animaes control que en los otros tres grupos y mas bgo ain en € grupo crénico
(prueba U).

Los niveles basdes de ACTH vy corticosterona fueron andizados separadamente de
la respuesta d edtrés, debido a que los dtos niveles de estas hormonas acanzados tras €
estrés podrian enmascarar posibles diferencias en condiciones basales. Los ANOVAS de
un factor no revelan efectos sgnificativos de la exposicion previa d nado sobre los
nivelesde ACTH o de corticosterona

El efecto de la experiencia previa con € nado sobre la dinamica de respuesta de la
ACTH, corticosterona y glucosa (incluyendo en este Ultimo caso los niveles basdes) d
nado en € dia 15, se estudié mediante  ANOVA de dos factores. El factor experiencia
previa con & nado (E) como d factor entre-sujeto y € factor tiempo de toma de muestra
(T) como € factor intra-sujeto de medidas repetidas. El efecto de los factores y sus
interacciones se muestran en la Tabla 1 para todas las variables.

Tabla 1: Respuesta a nado agudo del dia 15: Resultado del ANOVA de dos factores.

FACTOR ACTH CORTICOSTERONA GLUCOSA
Experiencia previa (E) NS P<0.02 P<0.005
Tiempo toma muestra (T) P<0.001 P<0.001 P<0.001

ExT NS P<0.002 P<0.001
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FIGURA 1: Efecto de la exposicion cronica al nado durante 15 dias (A) y de distintos
protocolos de exposicion previaal nado sobreloscambiosen la TR en respuesta al nado
del dia 15. Los resultados son expresados como la media + SEM (n=10 por grupo). Los grupos
marcados con |etras diferentes son estadisticamentes diferentes prueba (SNK).
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FIGURA 2: Efecto dela experienciapreviacon el nado sobrelasconductasdeinmovilidad
(A) y escape (B) en respuesta al nado del dia 15. Los resultados son expresados como la

media + SEM (n=10 por grupo). Los grupos marcados con letras diferentes son estadisticamente
diferentes (prueba SNK, inmovilidad o U de Mann-Whitney,escape).

En todos los casos se observd, como era de esperar, un efecto significativo del
tiempo de toma de muestra que no comentaremos pogteriormente. EI ANOVA no reveld
efecto dguno de la experiencia previa con € nado sobre los niveles de ACTH (Figura
3A). Puesto que d andisis de los datos de corticosterona reveld una interaccion E x T,
e estudio d efecto del factor experiencia previa sobre la respuesta de la corticosterona a
cada uno de los tiempos de toma de muestra mediante d ANOVA de un factor, seguido
a pogeriori de la prueba SNK. Se observaron diferencias significativas entre los grupos
en funcidn de la experiencia previa justo después de nado (p<0.05), a los 30 min
(p<0.01) y a los 60 min (p<0.001) post-nado (Figura 3B). Las comparaciones a
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posteriori no acanzaron significacion estaditica justo después del nado, pero a los 30
min pog-nado los animdes expuesto d dia anterior mostraron mayores niveles de
corticosterona que los expuestos 14 dias antes o que € grupo de nado crénico (el grupo
control mostré niveles intermedios de corticosteronad). En € tiempo de 60 min podst-
nado, los animaes edresados cronicamente mostraron nivdes més bagos de
corticosterona que € control o que los animaes expuestos @ dia 1, mientras que los
expuestos € dia 14 d nado mostraron niveles intermedios.

En cuanto a los nivdes circulantes de glucosa, no s andizd d tiempo de
recuperacion 90 min post-nado debido a la fata de muestra (Figura 3C). Los resultados
ded ANOVA de dos factores revelaron un efecto sgnificativo de la experiencia previa
con € nado y de la interaccion E x T. Debido a la interaccion E x T se compararon los
grupos experimentales durante cada tiempo de toma de muestra mediante los ANOVAs
de un factor, que revelaron un efecto ggnificativo dd factor experiencia previa justo
después dd nado (p<0.001) pero no a otros tiempos. La prueba SNK posterior reveld
gue @ grupo de nado cronico mostraba niveles de glucosa més bgo que los otros tres
grupos. De hecho, todos los grupos mostraron una respuesta significativa de la glucosa a
laexposicion aguda d nado excepto & grupo de nado crénico.
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FIGURA 3: Efecto dela experiencia previa con el nado sobre los niveles plasmético de
ACTH (A), corticosterona (B) y glucosa (C) en respuesta al nado del dia 15. Losresultados

son expresados como la media £ SEM (n=10 por grupo). Las muestras fueron tomadas antes de
la exposicion d nado (basd), a find dd nado y a los 30, 60 y 90 min de findizada la
exposicion. Dentro de cada periodo de toma de muestra, los grupos marcados con diferentes
letras son estadisticamente diferentes (prueba SNK).
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Experimento 2: ¢Es la exposicion repetida a la IMO necesaria para inducir

adaptacion del e HPA? Influencias de factor es adrenales.

Puesto que @ nado no causd efectos a largo plazo, decidimos utilizar la IMO y
comparar los efectos de una sola exposicion con la exposicion repetida. Por otro lado,
decidimos también estudiar € papd de los glucocorticoides liberados durante @ estrés
en la poshble desenshilizacion del e HPA causada por una exposicion Unica o repetida
a la IMO. Paa dlo, utilizanos animades adrendectomizados y suplementados con
corticosterona (ADX+B) en d agua de bebida d objeto de obtener un ritmo circadiano
de corticosterona lo més parecido posible ala de los animales intactos.

Se utilizaron 32 ratas, de las cudes 18 fueron ADX y a 14 s les smulo la
adrendectomia (SHAM). Los animales fueron operados una semana antes de comenzar
e experimento y mantenidos bgjo control durante la etapa de recuperacion. La mitad de
los animaes SHAM y ADX+B fueron expuestos diariamente a 20 min IMO durante 9
dias y la otra mitad expuestos a 20 min de IMO solo los dias 1 y 9 (efecto a largo plazo,
grupo agudo), por lo que quedaron congituidos 4 grupos experimentdes. 1/ SHAM
cronico, 2/ SHAM agudo, 3/ ADX+B crénicoy 4/ ADX+B agudo. Se tomaron muestra
de sangre antes, justo después de la IMO y 90 min después de findizada la IMO, los
dias 1, 2 y 9 en las ratas edresadas cronicamente y los diass 1y 9 en € resto de los
animales. Por problemas en € estabulario, € estrés que correspondia d dia 8 se redizo
e dia9.

Los datos de la literatura indican que la ADX+B induce dteraciones en la memoria
espacid medida con la prueba de Morris (196) o en la consolidacion de la memoria en
la prueba de natacion forzada (205). Por lo tanto, la fdta de liberacion de
glucocorticoides inducida por la IMO en ratas ADX+B podrian estar empeorando la
memoria sobre la Stuacion estresante en estos animales, impidiendo su recuerdo. Para
descartar esta posbilidad, animaes SHAM y ADX+B operados 24 dias antes, fueron
expuestos por primera vez a 20 min de nado y 8 dias mas tarde expuestos nuevamente a
la misma sStuacion durante 5 min. Se midié la conducta de escape, que es muy sensible
alaexperienciapreviacon € nado (172).

Resultados

La respuesta de la ACTH y la corticogterona a la IMO se andiz6 mediante €
ANOVA de dos factores. dias de exposicion alaIMO (D) y tiempo de toma de muestra
(T). Teniendo en cuenta la magnitud de los cambios inducidos por € estrés en los
niveles de ACTH y de corticosterona, los niveles basdes de estas hormonas no fueron
incluidas en & andiss edadistico de los efectos de la experiencia previa con d edreés.
Por la misma razdn, los andids de los nivdes de ACTH fueron segmentados para €
factor adrendectomia, andizando por separado |os dos grupos: SHAM y ADX+B.
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Efecto delaexposcion cronicaalalMO

Niveles basales

En los dos grupos expuestos cronicamente a la IMO, @ efecto de los dias de
exposicion sobre los niveles basales de las hormonas se estudié mediante  ANOVA de
un factor para medidas repetidas. Los resultados revelaron un efecto dgnificativo de la
IMO crénica sobre los niveles de ACTH tanto en € grupo SHAM (p<0.012) como en €
ADX+B (p<0.002). Respecto a los niveles de corticosterona del grupo SHAM también
se observé un efecto sgnificativo (p<0.034). Para conocer en que dias concretos
gparecian las diferencias, se hicieron comparaciones a poderiori mediante una t de
datos apareados y los andids revearon que en ratas SHAM, la exposicion repetida a la
IMO dio lugar a niveles basdes més dtos de ACTH y corticosterona los dias 2 y 9
comparados con € dia 1 (p d menos <0.05); los niveles basaes fueron: 106 +5, 190 +
23y 188 £ 23 pg/ml para la ACTH; 14 + 0.2, 3.0 £ 05y 38 £ 14 pygd paala
corticosterona. En animaes ADX+B los niveles basdes de ACTH fueron mas atos que
en las ratas SHAM, probablemente debido a la ausencia de liberacion de corticosterona
y por lo tanto, a la ausencia de la retroinhibicion gercida por los glucocorticoides. La t
de datos apareados revel6 que en ADX+B los niveles basales de ACTH d dia 2 fueron
mayores que los del dia 1 (p<0.001), no observandose diferencias significativas entre €
dialy d dia9; losniveles basdes los dias 1, 2y 9 fueron 424 + 126, 830 + 141y 619 +
157, respectivamente.

Respuesta al estrés

Respecto a los niveles plasméaticos de ACTH y corticosterona en respuesta d estrés,
(recuérdese que se han segmentado los andiss estadisticos de ratas SHAM y ADX+B),
e resultado de los ANOVAS de dos factores se muestran en la tabla 2. El efecto del
tiempo de toma de muedtra fue sempre dtamente sgnificativo (p<0.001) y por lo tanto
no serdindicado yaen d texto.

Tabla 2: Efectos de la exposicion cronica ala IMO: Resultado del ANOVA de dos factores,
segmentado paralos grupos SHAM y ADX+B.

ACTH CORTICOSTERONA
FACTOR SHAM CRONICO| ADX+B CRONICO | SHAM CRONICO
Experiencia repetida
con1aIMO (D) p< 0.005 P<0.005 p<0.001
Tiempo detomade
muesira (T) p<0.001 P<0.001 p< 0.001
DxT p<0.002 NS p<0.04

En ratas SHAM, & ANOVA de los niveles de ACTH reved un efecto significativo
de la experiencia previa con la IMO y de la interaccion D x T (Figura 4A). Los andiss
a poderiori de la interaccion D x T mostraron que € efecto de la experiencia repetida
con la IMO sobre los niveles de ACTH se tradujo en una menor respuesta de la ACTH a
la Ultima IMO, sendo d efecto mayor durante la exposicion a estrés (p<0.003) que en lafase
de recuperacion (p<0.05). El efecto se observé € dia 9 cuando lo comparamos con € dia 1

53



4.Resultados— Capitulo||

(p<0.025), pero no € dia 2. Respecto a los niveles de corticosterona, é ANOVA revel0
un efecto dgnificaivo de la experiencia repetida con la IMO y de la interaccion D X T
(Figura 4B). Los andisis a podteriori de la interaccion D x T mogtraron que € efecto de
la exposicion repetida a la IMO se redtringio a la fase de recuperacion (p<0.001) y dio
como resultado una progresiva disminucion de la corticosterona en funcién d grado de
experiencia previa que los animdes tenian con la IMO: nivdes mas bgos d dia 2
comparado con € dia 1 (p= 0.054) y en & dia 9 comparado con los dias 2 'y 1 (p< 0.004
y p < 0.002, respectivamente).

En ratas ADX+B, & ANOVA de los nivdes de ACTH reveld un efecto de la
experiencia previa pero no de la interaccion D x T, debido a que los animaes expuestos
repetidamente a la IMO mostraron nivdes de ACTH més bgo con los dias de
exposicion (Figura 4C). El efecto de la experiencia previa fue observado € dia 9 en d
gue se observo una menor respuesta comparada con la del dia 1(p<0.02) y la dd dia 2
(p<0.003). Respecto a los niveles de corticosterona en estos animales, los vaores
observados justo después de la IMO estuvieron adrededor de 3 pg/dl, demostrando que
la adrendectomia fue completay la suplementacion con corticosterona fue adecuada

Efecto delaexpodicién agudaalalMO

Los niveles basdes de ACTH y corticosterona no diferian entre e dia 1y 9, ni en
animaes SHAM ni en ADX+B. Los niveles plasméticos de ACTH y corticosterona en
respuesta a estrés dd dia 9 en animaes con una sola experiencia previa con la IMO
fueron andizados con un ANOVA de dos factores. Los resultados dd andiss
edtadigtico se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Efecto de una sola exposicion a la IMO € dia 9 sobre la respuesta d mismo
edtrés. Resultados dd ANOVA de dos factores (segmentado para los grupos SHAM 'y
ADX+B).

ACTH CORTICOSTERONA
FACTOR SHAM ADX+B SHAM
Experiencia previa
b P p=0.051 NS p< 0.003
conlalMO (E)
Tiempo de toma de
p< 0.001 p<0.001 p<0.001
muestra (T)
ExT NS NS p<0.03

En raas SHAM, d ANOVA de los nivdes de ACTH reved una reduccion
margindmente dgnificativa de la respuesta en los que tenian experiencia previa con la
IMO, independientemente dd tiempo de toma de muestra (Figura 5A). Respecto a los
niveles de corticosterona (Figura 5B) € ANOVA de dos factores reveld un efecto
dggnificativo de los factores smples y de la interaccion entre ambos. La razon de la
interaccion es que € efecto de la experiencia previa con la IMO fue mayor en la fase de
recuperacion (p<0.003) que durante la exposicion a estrés (p<0.03). En ratas ADX+B
no se observd efecto de la experiencia previa con la IMO sobre la respuesta de la ACTH
alasegunda MO (Figura5C).
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FIGURA 4: Efecto de la exposicion repetida a 20 min IMO sobre la respuestas de la
ACTH y corticosterona al mismo estrés el dia 9. Los resultados son expresados como la
media + SEM (n=7-9 por grupo). Las ratas fueron diariamente expuestas a 20 min de IMO y las
muestras tomadas antes de la IMO, justo después de la IMO y 90 min después de finalizada la
exposicion a estrés. Dentro del mismo tiempo de toma de muestra los grupos marcados con
letras diferentes difieren significativamente (p d menos 0.05). El simbolo # indica diferencia
marginamente significativa con e dia 1; $ representa € efecto globa de la IMO del dia 9
respecto aladd dia 1l (p<0.02) y 2 (p<0.003).
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FIGURA 5: Efecto deuna sola experienciapreviacon lalMO (20 min) sobrelarespuestas
dela ACTH y corticosterona al mismo estrés el dia 9. Los resultados se expresan como la

media + SEM (n=6-7). Las muestras se tomaron antes de laIMO, justo después delalMOy 90
min después de findizada la exposicion d estrés; * p < 0.03, ** P< 0.003 vsdia 1.
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Comparacion del efecto de una sola experiencia previa con la IMO v de la expeariencia

repetida

Una sola experiencia previa con la IMO o la experiencia repetida afectd a la
repuesta dd ge HPA a mismo edrés en raas SHAM. Para conocer S exigtian
diferencias cuantitativas entre ambos tratamientos, la respuesta hormond € Udltimo dia
de experimento se compard entre ambos grupos de animdes. Para elo, se utilizd un
ANOVA de dos factores, con € grado de experiencia previa con la IMO como factor
entre-sujeto y d tiempo de toma de muestra como factor intra-sujeto. Los resultados se
muestran en laTabla 4.

Tablad: Efecto de la experiencia previa versus laexposicion repetidaalalMO: ANOVA de dos
factores segmentado para los grupos SHAM y ADX+B.

ACTH CORTICOSTERONA

FACTOR SHAM ADX+B SHAM

Grado experiencia previa
NS NS NS
con lalMO (GE)
Tiempo de toma de
p< 0.001 p<0.001 p<0.001
muestra (T)
GExT NS NS p<0.04

En raas SHAM, no se observaron diferencias dSgnificaivas en d grado de
experiencia con la IMO o en la interaccion GE x T para los nivees de ACTH. S
embargo, en € caso de la corticosterona, la interaccion entre los dos factores principaes
dcanz6 una dgnificacion edtadidtica, probablemente refl§gando & hecho de que los
niveles de corticogterona plasmética mostraron una mas répida caida desde € fina de la
IMO hagta los 90 min post-IMO en animaes cronicos comparados con aquellos que
tuvieron una sola exposicion a la IMO (Figura 6). En ratas ADX+B no se observaron
diferencias dgnificativas en los nivedes de ACTH en funcién de grado de experiencia
conlalMO.

Comportamiento en la prueba de Natacion Forzada

El ANOVA de dos factores revel 6 un efecto significativo de la experiencia previa
con el nado forzado sobre e tiempo de escape (p<0.001), pero no hubo un efecto de la
adrenaectomia o de la interaccion entre los factores (Figura 7).
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FIGURA 6: Efecto de una sola experiencia previa con lalMO (20 min, dia 1) comparada
con la exposicion repetida (20 min, diariamente durante 8 dias) sobre la respuesta de la
corticosterona al mismo estrés el dia 9. Los resultados se expresan como la media + SEM

(n=6-7). Las muestras se tomaron antes de la IMO, justo después de laIMO y 90 min después
de finalizada la exposicion a estrés.
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FIGURA 7: Efecto deunasola experienciapreviacon el nado sobree tiempo de escape en
animalesSHAM o0 ADX+B expuestosde nuevo al nado 8 diasmastarde. L osresultados se
expresan como la media £ SEM (n=6-7 por grupo). LaletraA representa los animales que
no fueron previamente expuesto a nado y laletra B representa aquellos previamente expuestos.

El ANOVA reveld un efecto de la exposicion previa a nado (*** p<0.001), pero no de la
adrenalectomia.
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| d. DISCUSION

Eda bien edablecido que la exposicion a un estimulo edtresante que se repite
diariamente provoca una reduccion de la respuesta dd e HPA 'y de otras variables, y a
este fendbmeno se le conoce como adaptacion.  Nuestros resultados han demostrado
también que una sola exposicion a un estimulo estresante provoca una reduccion en la
repuesta del e HPA que se acentla con € tiempo transcurrido entre las dos
exposiciones. Ambos hechos hacen dificil discernir entre los efectos a largo plazo de
una sola exposicion previa d estrés y los efectos de la exposcion diaia. Por dlo,
comparamos los efectos de una sola exposicion con los de una exposicion cronica a
edrés sobre la respuesta ddl ge HPA y de la de otras variables conductuales y
fisologicas.

Experimento 1

En d primer experimento utilizamos d nado que permite vaorar no solo & ge HPA
sno también otras varigbles como la hipotermia y la conducta. Los resultados obtenidos
en este primer experimento sugieren que una experiencia Unica o repetida con @ nado
dtera la respuesta de adgunas variables comportamentdes y fisologicas d mismo
estimulo, pero los efectos observados no poseen las caracteristicas de los efectos a largo
plazo delalMO.

Nuestro laboratorio ha demostrado recientemente que una exposicion previa a la
IMO no modifica consgtentemente la respuesta inicdd dd e HPA d mismo etimulo
cuando es gplicado semanas més tarde, pero mejora notablemente la recuperacion de los
nivees pre-estrés (171). También se ha observado que € efecto se incrementa con €
tiempo transcurrido entre las dos exposiciones. Estos resultados sugieren que agunos de
los cambios atribuidos a la exposicion repetida a mismo estrés podrian ser d menos, en
parte, debido d tiempo transcurrido entre la primera y Ultima exposicion a estrés. En
base a estos resultados, decidimos estudiar esta posibilidad usando € nado, @ cud nos
permite estudiar ademés del ge HPA un amplio rango de variables.

Pudimos observar, que la senshilidad a la experiencia previa con € nado fue
dependiente de la variable estudiada pero, en todos los casos, la exposicion créonica d
nado gercié mayor efecto que una sola exposicion previa. La exposicion de las ratas a
20 min de nado provocd una clara hipotermia, de acuerdo con lo descrito previamente
(215, 293). Cuando los animdes fueron expuestos repetidamente a nado durante 15
dias, s observd una progresiva reduccion del grado de hipotermia con los dias,
sugiriendo que los animdes habian desarrdllado una adaptacion fisoldgica a la
Stuacion. Una reduccion parcid de la hipotermia causada por la expodcion diaria d
resraint y a estrés por frio ha sido también descrita por Riccio et d.(228). Cuando se
estudié la influencia de una sola experiencia previa con la Stuacion, bien d dia anterior
0 bien 14 dias antes, se observo también una reduccion de la hipotermia inducida por
nado en comparacion con € grupo sSin experiencia previa;, sn embargo, la proteccion
fue mucho menor la que se observd en € grupo cronico. Estos datos sugieren que la
repeticion dd estimulo es necesaria para dcanzar una buena proteccion contra la
hipotermia y que d €fecto de la experiencia previa con la dStuacion no se modifica en
funcion del tiempo transcurrido entre las dos exposiciones d nado.
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Conclusones samilares pueden acanzarse cuando se estudia € comportamiento de
los animdes durante los primeros 5 min de nado. Las ratas expuestas cronicamente d
nado mostraron, como era de esperar (125), niveles muy bagos de escape y niveles atos
de inmovilidad en € dia 15, comparadas con las ratas Sin experiencia previa con €
nado. Aquelos animades que habian tenido una experiencia con la Stuacion
(indigtintamente @ dia 1 o € dia 14) mostraron un patron de respuesta semejante, pero
menos acentuado que € grupo cronico. Aparentemente los animaes que tuvieron una
sola experiencia con € nado forzado 14 dias antes retuvieron la informacion referente a
la stuacion a la que habian sido expuestos en la misma proporcion que los que habian
sdo expuestos 24 horas antes.

La hiperglucemia inducida por € nado no s modificO por una sola exposcion
previa a nado, pero fue menor en las ratas estresadas cronicamente, sugiriendo que la
hiperglucemia es sensble a la exposcion repetida d nado, pero no a una sola
exposcion. La senshilidad de la glucosa a estrés repetido estd en concordancia con
datos publicados previamente, usando estimul os estresantes diferentes (17, 48, 169).

A pesar de los efectos de la experiencia previa con € nado sobre € comportamiento
y la TR, y la dd nado crénico sobre € comportamiento, la TR y la glucosa plasmética,
no s obsarvo un efecto sgnificativo de la exposicién Unica o repetida d nado sobre la
repuesta de la ACTH. La fdta de efecto fue evidente tanto en la respuesta d nado
como en € periodo de recuperacion después dd estrés. Sin embargo, la respuesta de la
corticogterona ad nado s se modificd por la experiencia previa con la Stuacion, aunque
s0lo en € periodo de recuperacion (post-nado): una sola exposicion d nado acderd la
recuperacion de los niveles normaes de corticosterona plasmética después de findizado
d edrés, pero € efecto de la exposicion crénica fue significativamente mas répido. La
gparente disociacion entre ACTH y corticosterona en ratas estresadas cronicamente sera
comentada mas tarde.

La fata de adaptacion de la respuesta de la ACTH d nado crénico no esta de
acuerdo con la adaptacion observada con otros estimulos (13, 66, 87, 134, 193, 270,
272), aunque nuestros resultados concuerdan con los encontrados previamente por
Young et d. (309) usando € nado. Teniendo en cuenta que hemos observado adaptacion
en términos de comportamiento, TR y glucosa plasmética, no son evidentes las razones
exactas por las cuades no se ha encontrado adaptacion de la ACTH. La respuesta
fidolégica d nado tiene varias componentes (ectividad muscular, defensa contra la
hipotermia y estrés psicolégico) y puede ser que la respuesta dd e HPA se mantenga
por su pape fundamentad en la adgptacion fisologica a adgunos de los componentes
fiscos de este etimulo estresante particular. En cudquier caso, los resultados sugieren
gue la exposicion repetida d mismo estimulo edresante no Siempre conduce en una
reduccion de la respuesta de la ACTH a pesar de la dta senghilidad de esta hormona a
la repeticion dd estimulo usando otras muchas Stuaciones edtresantes (170). Aunque
existen resultados pocos consgtentes en la literatura respecto a la adaptacion a estrés
repetido, agunas de edas incondstencias sean probablemente debidas a aumento de la
respuesta adrenocortical a la ACTH en ratas estresadas cronicamente (17, 211). Sin
embargo, otros factores no bien caracterizados podrian estar involucrados en edtas
inconggtencias, como la naturdeza dd etimulo (v.g. emociond versus fisco), la
exigencia de diferencias individuades en la respuesta dd ge HPA d edrés (84) vy la
intenddad de los estimulos (191, 211).
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Nuestros resultados parecen mostrar una disociacion parcia entre los niveles de
ACTH vy corticosterona plasmética, con una mas rgpida recuperacion de la
corticosterona después de findizada la exposicion d nado en ratas edresadas
cronicamente, Sn cambios gparentes en los niveles de ACTH. La dinamica de la ACTH
y corticosterona plasmética son muy diferentes, habiéndose observado una marcada
recuperacion de los nivedles de ACTH 30 min después de findizada la exposcion d
nado. Es posible que la ausencia de diferencias entre las ratas Sn experiencia previa y
las estresadas cronicamente sea debida a que no se  haya tomado muestra en € tiempo
mas gpropiado. Sin embargo, la disociacion entre ACTH y corticosterona no €s un
fendmeno nuevo y ha sdo observada después de estimulos agudos prolongados (97,
232), después de estrés cronico (13, 174, 193) y, muy recientemente, en € periodo de
recuperacion, después de findizada la exposicion d estrés (85, 171). Td disociacion
puede explicarse por la exisencia de factores humoraes o factores neurales que regulan
lasensibilidad de la corteza adrend ala ACTH (109, 200, 291).

En conclusén, nuestros resultados demuestran que una sola exposicion a nado
tanto d dia 1 como d dia 14 modifica la respuesta comportamental y la hipotermia
causada por la misma dtuacion en la misma proporcion, pero no modifica la respuesta
de la glucosa ni la de la ACTH. La expodcion repetida a nado reduce €
comportamiento activo, la hipotermia y la glucosa plasmética en respuesta a la misma
dtuacion 'y levemente modifica la respuesta de la corticosterona (aumentando la
recuperacion en @ periodo post-estrés) por un mecanismo independiente de la ACTH.
Por lo tanto, podemos concluir que: (i) los niveles circulantes de ACTH no son Sempre
un buen indice de adaptacion a estrés repetido; (i) la adaptacion ad nado repetido puede
s solo pacidmente explicado por una sola exposcion ad nado; y (iii) una sola
exposicion d nado forzado no causd efectos a largo plazo en la respuesta del e HPA a
lamismo estrés.

Experimento 2

Los resultados obtenidos en d experimento anterior indicaron claramente que €
nado no es un estimulo capaz de inducir ni adgptacion de la ACTH, ni efectos a largo
plazo. Por dlo, decidimos invedtigar la relacion entre una sola exposicion d edrés y la
exposicion repetida utilizando la IMO, que sabemos que si produce €efectos a largo plazo
(a71).

Al cambiar de estimulo edresante pudimos confirmar que efectivamente la IMO fue
capaz de reducir la respuesta de la corticosterona en animales intactos cuando fueron
nuevamente expuestos ad mismo esimulo estresante 8 dias més tarde. El efecto de la
IMO previa sobre la corticosterona fue debido a una reduccién parcid de la respuesta de
la ACTH. Los efectos a largo plazo de una sola exposicion a la IMO no se observaron
en ratas a las que e les impidié la posibilidad de liberar corticosterona durante € estrés
(ADX+B). Con la exposcion repetida a la IMO durante 8 dias, las ratas SHAM
mostraron una reduccion en la respuesta de la ACTH y corticosterona a la IMO aguda,
dendo € comportamiento de la ACTH en las ratas ADX+B dmila, aunque mencs
acentuado. Estos datos sugieren que la adaptacion del e HPA a la IMO repetida debe
s e resultado de dos procesos independientess uno dependiente de tiempo
transcurrido entre la primera y la Ultima exposicion, en d cud agun factor adrend esta
criticamente implicado y otro factor dependiente de la repeticion dd estrés, pero
independiente de la adrendl.
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Aunque las raas ADX+B modraon niveles de corticosterona plasmética de
gproximadamente 3 pg/dl, un poco por encima de los encontrados en las ratas SHAM
(1-2 pgd), los niveles de ACTH pre-estrés fueron mayores en ratas ADX+B que en
ratas SHAM. Es probable que estos dtos niveles de ACTH reflgen una mayor respuesta
a edrés asociado A procedimiento de toma de muestra, debido a la ausencia de la
liberacion norma de corticosterona, méas que un incremento real en los niveles basaes
de ACTH. Edta hipétesis parece consecuente con la mayor respuesta de la ACTH a la
IMO en ratas ADX+B comparadas con las ratas SHAM. La respuesta del ge HPA d
estrés eta restringida por la accién concertada de GR y MR (5, 107, 222, 225, 261). La
contribucién de los MR d freno de la activacion de e HPA por d estrés parece
posible teniendo en cuenta que, en contra de lo que se asumia previamente, estos
receptores probablemente necesiten niveles circulantes de drededor a 5-10 pg/dl para
ser ocupados completamente (64). Es posble que los mecanismos de retroinhibicion
rgpido dependan de la ocupacion total de los MR en d periodo inicia de exposcion d
estrés, y por lo tanto, se produzca una mayor respuesta de la ACTH a la IMO en ratas
ADX+B. El lento regreso a los niveles pre-estrés de ratas ADX+B es evidentemente
debido ala ausencia de ocupacion delosMR y GR.

Se observo una reduccién de la respuesta de la ACTH ala IMO de dia 9 comparada
con la respuesta del dia 1 en ambos grupos de ratas, SHAM y ADX+B, cuando fueron
expuedtas diariamente d mismo etimulo edresante. Ademés, en las ratas SHAM se
observd una rgpida recuperacion de los niveles de corticosterona después de la IMO
cronica. Los resultados observados en las ratas SHAM estdn en concordancia con
nuestros resultados previos usando un disefio experimentd samilar (13, 85) y confirman
gue la velocidad de recuperacion de la corticosterona plasméatica después del estrés es
un buen marcador del grado de experiencia previa dd anima con la Situacion estresante
(85). La exposicion de las ratas ala IMO de dia 1 causd una reduccion de la respuesta
de la corticosterona en d dia 2, sin cambios en la respuesta de la ACTH. Posiblemente
eda disociacion = deba pacidmente a la diferente dinamica de la ACTH vy la
corticosterona y a que solo estudiamos un tiempo de recuperacion después de la IMO
(90 min). Sin embargo, la disociacion parcid entre ACTH y corticosterona fue
obsarvada también en d experimento anterior y podria ser atribuida a una influencia
directa de lainervacion adrend (ver revision (170).

La reducciéon de los niveles de ACTH de ratas SHAM y ADX+B por €efecto de la
IMO repetida eta en concordancia con los resultados obtenidos después de la
adminigtracion repetida de LPS (endotoxind) en ratas intectas (34, 91, 184, 270) y
también en ratas ADX implantadas con pellets subcutaneo de corticosterona (34). Todos
estos resultados sugieren que la reduccion de la respuesta del ge HPA d estrés repetido
no esta necesariamente unida a la liberacion diaria de glucocorticoide o a la presencia de
elevados niveles de glucocorticoides durante la Ultima exposcion. Sin - embargo,
Pinnock y Herbert (209) han demostrado recientemente que a diferencia de lo que
ocurre en ratas intactas, los animales ADX mantenidos con bagjas dosis de corticosterona
en los pellets no mostraron adaptacion de la respuesta ded mMRNA dd CRH a la
inmovilizacion en tubos, sugiriendo una participacion parcid de los glucocorticoides a
la adaptacion a edtrés repetido, d menos a nivel de expreson génicaa  En cudquier
caso, nuestros resultados son compatibles con la exisencia de sefides inhibitorias (no
ligadas a los glucocorticoides) hacia € PVN (79, 112), origen de factores hipotaamicos
estimuladores de la ACTH como € CRH y la AVP. En gpoyo de nuestra hipotess,
Feldman et d. (78) han encontrado evidencias de un efecto inhibitorio del hipocampo
sobrelaliberacion de ACTH en ratas ADX.
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LaIMO y d LPS son esimulos estresantes de diferentes naturaleza y activan € ge
HPA dguiendo mecanismos diferentes en e SNC (24, 76, 204, 229). Por lo tanto, la
reduccion de la respuesta del e HPA a estrés repetido es una caracterigtica de los
edimulos edresantes tanto emocionales como sgémicos. Puesto que la exposcion
repetida a estrés produce una reduccion en un amplio rango de respuestas
comportamentdes 'y fisolégicas d mismo edimulo edresante  (170), nosotros
consideramos que esto es d reflgo de un proceso de adaptacion de los organismos a la
gtuacion y, por tanto, la aceleracion en la terminacion de la respuesta dd ge HPA d
estrés podria ser un indice de este proceso de adaptecion y d resultado de sefides
inhibitorias desde diferentes areas limbicas haciad PVN.

Cuando las ratas SHAM que tuvieron una sola experiencia previa con la IMO 8 dias
antes fueron nuevamente expuestas a la IMO (dia 9), mostraron una menor respuesta de
la ACTH d segundo edirés. El efecto de la experiencia previa con la IMO sobre la
corticosterona plasmética fue particularmente evidente en @ periodo de recuperacion,
pero no durante la exposcion a estrés. Estos resultados estén en concordancia con
nuestros datos previos usando un disefio smilar (171). Al contrario de lo observado en
ratas intactas, no se observé un efecto de la experiencia previa con la IMO sobre la
respuesta de la ACTH a mismo estrés en ratas ADX+B. La fdta de efecto de la IMO
previa sobre la respuesta d mismo estrés no fue probablemente debido a un defecto en
la memoria acerca de la dtuacion estresante en edtas ratas, puesto que estos animales
recordaron la experiencia previa con € nado igua que las ratas intactas. Asi, cuando las
ratas intactas y ADX+B fueron expuestas a 20 min de nado y 8 dias después fueron
nuevamente expuestas a la misma Stuacion durante 5 min, la reduccion en d tiempo de
escape causado por la experiencia previa con @ nado fue muy smilar en ratas intactas y
ADX+B, sugiriendo que ambos grupos recordaron de manera dmilar su  Unica
exposicion a nado.

Nuestros resultados sugieren que las glandulas adrendes son necesarias para la
induccion completa y/o la expresion de los efectos a largo plazo de la exposicion previa
con la IMO sobre € ge HPA. Puesto que las ratas ADX+B son incapaces de responder
ad edrés con una liberacion de adrendina o de glucocorticoides, agunas de edtas
hormonas podrian ser necesarias para inducir cambios fisoldgicos a largo plazo que
permitan a los animaes poder enfrentarse mgor a la Stuacion durante una nueva
exposicion. En apoyo de esta idea, se ha descrito una interaccion positiva entre los
efectos de la adminigracion ssémica de glucocorticoides y adrendina sobre la
memoria de sucesos emociondes (181, 236). A nive anatdmico, la amigdaa basolaterd
parece s la edtructura clave en la interaccion de estas hormonas (220). En nuestro
caso, no conviene descartar la poshilidad de que ni la adrendina ni los glucocorticoides
Sean necesarios para disparar los cambios a largo plazo en la regulacion dd ge HPA,
Sno que se necedte una liberacion norma de glucocorticoides durante la segunda
exposicion a la Stuacion estresante para la expresion de los efectos a largo plazo sobre
la recuperacion post-estrés de e HPA. Una tercera poshilidad es que los
glucocorticoides puedan edtar implicados en ambos procesos, la induccion y la
expreson dd fendmeno. Hasta € momento, no tenemos suficiente informacion para
decidir entre estas tres posibilidades.

La exigencia de efectos a largo plazo con una sola exposicion a la IMO plantea la
incognita de s la adaptacion observada de la ACTH en respuesta a la IMO crénica no
seria consecuencia de una sola exposicion a la dStuacion. En raas ADX+B  la
exposicion repetida a la IMO parece ser necesaria para reducir la respuesta ddl ge HPA,
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pero una exposicion repetida no parece necesaria en las SHAM. En edtas Ultimas, la
comparacion de la respuesta de e HPA a la Udltima exposicion a la IMO en los
animaes que habian sdo expuestos cronicamente y en los expuestos una sola vez no
revelaron diferencias sgnificativas en la respuesta de la ACTH y tan solo se observo
una pequefia diferencia en la corticosterona. Por o tanto, en nuestras condiciones, la
adaptacion de ratas SHAM a la IMO repetida podria ser explicada por € tiempo
transcurrido entre la primera y la Ultima exposicion a estrés més que por la repeticion
diaria. El hecho de que, en las condiciones presentes, no parezca haber una contribucién
adiciond de la exposicidn repetida a la IMO a la adaptacion d mismo estimulo, més dla
de la contribucion de una sola exposicion 7 dias antes, no quiere decir que no pueda
haberla en otras circunstancias. Aunque € efecto de una sola exposicion a la IMO en €
periodo de recuperacion post-estrés de la ACTH y de la corticosterona se incrementa
con € tiempo (171), este efecto acanza probablemente en pocos dias @ efecto techo vy,
por lo tanto, la exposicion repetida a estrés durante largos periodos de tiempo podria
contribuir adiciondmente, a la adaptacion. Ademéds, la ausencia de las glandulas
adrendes abolid los efectos a largo plazo de una sola exposicion a la IMO, pero
mantuvo intacta la adaptacion a estrés repetido, |0 que sugiere mecanismos diferentes
en ambos casos.

La exigencia de efectos a largo plazo con una sola exposicion d edrés y su
contribucion a la adaptacion dd ge HPA cuedtiona nuestra vison de los procesos
cerebraes subyacentes a la adaptacion d estrés cronico, que hasta € momento se
consderaban que seguian las leyes de la habituacion propuesta por Groves y Thompson
(90). Desde este punto de vida, la adaptacion deberia estar positivamente relacionada
con la frecuencia de las exposciones d estrés y negativamente con d intervalo entre las
exposciones y la intenddad dd estrés, 1o que no es @ caso de nuestros resultados. Para
conocer las areas implicadas en los efectos a largo plazo de una sola exposicion d estrés
seria necesario @ estudio de los posibles cambios a nivel central en € procesamiento de
la dtuacion estresante como consecuencia de la experiencia previa. Para dlo se podria
utilizar la induccion de c-fos, un factor de transcripcidn considerado como un indice de
activacion neuronal, edrategia que se edta utilizando en los estudios de adaptacion d
estrés cronico repetido (35, 177, 185).

Podemos concluir que la adaptacion del e HPA a la IMO repetida en ratas intactas
podria ser explicada por @ tiempo transcurrido entre la primera y la Ultima exposicion a
edrés. Sin embargo, en ratas que no pueden liberar glucocorticoides durante € estrés
(ADX+B), la repeticion dd estrés es necesaria para inducir adaptacion de la respuesta
dela ACTH. Los mecanismosy areas centrales implicadas no estén alin caracterizados.
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CAPITULO Il

¢Estan los glucocorticoides involucrados en la induccién de los efectos

alargo plazo deunasolaexposicion alalMO sobrelarespuestadel g e
HPA?
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Il . INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los resultados obtenidos en @ capitulo anterior con animades ADX+B parecen
sugerir un papel de los glucocorticoides en la induccion o expreson de los efectos a
largo plazo de la IMO sobre d ge HPA. Puesto que asumimos que los efectos a largo
plazo pueden ser d reflgo de un nuevo tipo de gprendizge ligado a estimulos aversvos,
el posble papd de los glucocorticoides en los efectos a largo plazo de la IMO podria
venir determinado a menos por dos acciones de estas hormonas. su posible efecto
ansogénico y su modulacion de la consolidacion de la memoria de la Stuacion
edresante. Aunque se han descrito funciones independientes de la ACTH o péptidos
relacionados y también dd CRF y otras moléculas relacionadas con la regulacion dd e
HPA sobre la memoria y € aprendizge (42, 63), la actividad central de la POMC o de
CRF no parece modulada por los glucocorticoides, especidmente S se mantienen los
niveles normales como es € caso de las ADX+B. Por |o tanto, parece que dentro de las
hormonas del ge HPA, los glucocorticoides serian las més importantes en rdacion a la
memoriay d gorendizge, como yavimos en laintroduccion genera (capitulo 1.5).

Durante afios ha existido una controversa acerca dd pape angolitico 0 ansiogénico
de la corticosterona. Sin embargo resultados recientes gpoyan claramente la posibilidad
de que los glucocorticoides tengan un €efecto ansogénico. Korte et d (1995) han
observado un blogueo de la ansedad causada por € miedo condicionado, vaorada por
e comportamiento de los animaes en un laberinto en cruz, mediante la administracion
intraventricular de antagonigtas de los MR y GR (127). Pogteriormente, Cavo et d
(1998) han demosdtrado que la exposicién a la inmovilizacion en tubos induce efectos
ansogénicos observables 24 h después de la exposicion d estrés, sendo este efecto
bloqueado por la inhibicion de la sintess de glucocorticodes con metirgoona y
mimetizado por la adminigracion sstémica de corticosterona y DEX (31). El poshle
efecto ansogénico de los glucocorticoides podria tener como lugar de accidon la
amigdaa centra (255).

Puesto que hemos asumido que los efectos a largo plazo de una sola exposicion a la
IMO pueden condtituir un tipo especid de aprendizge ligada a estimulos aversivos, una
participacion de los glucocorticoides parece probable. Esta posbilidad viene apoyada
por la ausencia de efectos a largo plazo sobre la respuesta de la ACTH a una segunda
exposicion a la IMO observada en d capitulo I. Sin embargo, la ausencia de la adrend
implica también la ausencia de otros factores (v.g. adrendina, encefdinas) que podrian
explicar € bloqueo de los efectos a largo plazo. Por otro lado, en animades ADX+B no
hay liberacion de  glucocorticoides ni durante la primera ni durante la segunda
exposicion a la IMO, razén por la cud la ausencia de efecto podria deberse a una
participacion de los glucocorticoides en la expreson de los efectos a largo plazo sobre
e ge HPA. Por todo dlo, en este capitulo decimos investigar € posible papd de los
glucocorticoides en los efectos a largo plazo de la IMO utilizando diversas
gproximaciones experimentales.
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Il b. DISENO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Experimento 3. Papel de los glucocorticoides en los efectos a largo plazo de una
sola exposicion alalMO sobre e gge HPA.

En ede expaimento con animaes adrendectomizados quismos confirmar la
ausencia de €efectos a largo plazo de una sola exposicion d estrés en animales ADX+B.
Se utilizaron 44 ratas, 16 de las cudes fueron SHAM y 18 ADX+B. Al igud que en d
experimento anterior, se degjd los animales una semana para su recuperacion después de
la adrenalectomia. Las ratas fueron asgnadas, en funcion de los tratamientos dd dia 1, a
los sguientes grupos,: 1/ SHAM-control, 2/ SHAM-IMO, 3/ ADX+B-control y 4/
ADX+B- IMO. El dia 1 se estresaron solo los grupos 2 y 4, toméndose muestras de
sangre justo antes y después de justo de 20 min de IMO y alos 45 y 90 min post-IMO.
Los grupos 1 y 3 (controles) permanecieron en @ estabulario Sn ninguna manipulacion
experimenta. El dia 8 todos los animaes fueron expuestos a la IMO durante 20 miny a
la toma de muestras de sangre siguiendo € protocolo dd dia 1. Se control6 la ingesta de
comiday bebida siguiendo € protocolo descrito en materid y métodos.

Resultados

Respuestaalaprimeral MO

Los cambios en la ingesta de comida y bebida se andizaron mediante un ANOVA
de tres factores, con la exposicion a la IMO y la ADX+B como factores entre-sujeto y
los dias después dd inicio dd tratamiento como factor intra-sujeto (medidas repetidas).
Los resultados del andliss estadigtico de la ingesta de comida se muestran en la Tabla 5
y los de laingesta de bebidaen la Tabla 6.

En la ingesta de comida, d andiss de los resultados de los efectos de la exposicion
ala IMO d dia 1 (Figura 8) reveld una marcada disminucion de la ingesta, sobre todo
en las 24 horas siguientes a la expodicion a edtrés. Edte efecto anoréxico fue smilar en
e grupo SHAM y en las ADX+B, por lo que la adrenaectomia no afectd a los cambios
en la ingesta Dado que s observd un efecto margindmente dgnificativo de la
interaccion de segundo orden | x A x D (p=0.06), s redizaron andiss a poseriori,
descartando las interacciones de primer orden. Los resultados revelaron un efecto
sgnificativo de la IMO sobre la ingesta para los grupos SHAM y ADX+B (p<0.001 en
ambos casos).
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Tabla 5: Efecto de la exposicion ala MO y de la ADX+B sobre los cambios en laingesta de
comida: Resultados del ANOVA de tres factores.

FACTOR IMODIA 1 IMODIA S8

IMO (1) P<0.001 P<0.015
ADX+B (A) NS NS

Dias (D) P<0.001 P<0.001
I XA NS NS

I xD P<0.001 P<0.001
AxD NS NS
IXAxD NS=0.06 NS

Este descenso fue significativo los 2 dias podteriores a la IMO en ambos grupos, p<

0.001), aunque con una recuperacion progresiva. La interaccion es debida a que la
recuperacion del nivd norma de ingesta fue dgo més rfpida en ADX+B que en
SHAM, de td manera que edtas Ultimas aln no habian recuperado la ingesta 3 dias
después delalMO (p= 0.062 vs SHAM controles), mientras que las ADX+B si.

Tabla 6: Efecto de la exposicion ala IMO y la ADX+B sobre los cambios en la ingesta de
bebida: Resultados del ANOVA de tres factores:

FACTOR IMODIA 1 IMODIAS8
IMO (1) NS NS
ADX+B (A) P<0.001 P<0.001
Dias (D) P<0.001 P<0.001
I XA NS NS
I xD P<0.001 NS
AxD P<0.001 P<0.008
IxXAxD NS =0.06 NS

Respecto a la ingesta de sdino, pudimos observar un efecto muy sgnificaivo de la
ADX+B que incrementé mucho la ingesta de solucidon sdina (Figura 8). En la ingesta de
bebida tras la IMO de dia 1 tamhién se observé un efecto margindmente sgnificativo
de la interaccion de segundo orden | x A x D (p=0.06) y s redizaon andiss a
posteriori de la interaccién de los tres factores descartando las interacciones de primer
orden. Los andiss revelaron una interaccion | x D s0lo en @ grupo ADX+B (p<0.001),
no observandose ningln efecto en los animales SHAM. Eda interaccion reflga @ hecho
de que la IMO redujo d consumo de liquido sdlo en & grupo ADX+B pero no en €
SHAM. El descenso de ingesta de solucidon sdlina en ADX+B fue muy significativo en los
dias 2 (p<0.001) y 3 (p<0.005), no observandose efecto en € dia 4.

La respuesta de la ACTH a la IMO dd dia 1 en ratas SHAM y ADX+B fue
andizada usando un ANOVA de dos factores, con la adrenaectomia (ADX+B) como
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factor entre-sujeto y € tiempo de toma de muedtra (T) como factor intra-sujeto. Los
resultados dedd ANOVA revdaron un efecto sgnificativo de ADX+B (p<0.001), de
tiempo de toma de muestra (T) (p<0.001) y de la interaccion T x ADX+B (p<0.001).
Comparaciones a poderiori  para cada tiempo revelaron que no hubo un incremento
sgnificativo de los niveles basdes de ACTH en ratas ADX+B comparadas con las ratas
SHAM, pero si se observaron nivedes mas dtos de ACTH después de findizado €
esdrés y en los dos tiempos post-IMO en las ADX+B comparadas con las SHAM
(p<0.001 en todos los casos) (Figura 9A).

Para los niveles de corticosterona de las ratas SHAM (Figura 9B), d ANOVA de un
factor reveld un efecto ggnificativo del tiempo de toma de muestra (p<0.001). Se
observaron dtos niveles de corticosterona justo después de findizado @ estrés que se
mantuvieron incluso 90 min después de findizada la IMO. En ratas ADX+B los niveles
plasmético de corticosterona después de 20 min de IMO fueron 1.5 + 0.2 pg/dl, lo que
demuestra que mantuvieron sus nivees basdes normades de corticoserona y no
respondieron a estrés.

Respuesta ala segunda IMO (dia 8)

Los resultados de la ingesta de comida se andizaron mediante un ANOVA de tres
factores cuyos resultados se muestran en la Tabla 5. El andiss no reveld efecto dguno
de la adrendectomia pero s un efecto sgnificativo de la experiencia previa con la IMO
(p<0.015) y de la interaccidon | x D (p<0.001). Los andisis a posteriori revelaron que los
animades que no tenian experiencia previa con la IMO d dia 1, mograron un mayor
grado de anorexia (Figura 8). El efecto protector de la experiencia previa con la IMO
fue independiente de s eran SHAM o ADX+B y se observo durante los tres dias
siguientes ala segunda exposicién alalMO (p a menos <0.05).

Respecto a la ingesta de bebida (Figura 8) no se observd efecto sgnificativo de la
experiencia previa con la IMO, pero s de la adrendectomia (p<0.001) y de la
interaccion A x D (p<0.008). Los andiss a pogeriori revearon que tanto los animaes
ADX+B como los SHAM disminuyeron la ingesta de bebida después de la segunda
IMO (p< 0.001 y p< 0.006, respectivamente), aunque € efecto fue mayor en las
ADX+B. El efecto inhibidor sdlo se observé en las 24 h Sguientes ala segunda IMO.

Para amplificar d andiss edtadigtico de los resultados de los cambios hormonales
e dia 8, seguimos la Sguiente edrategia de andiss (a) no fueron incluidos los niveles
basdes de ACTH y corticosterona en los andisis, dado que nunca cambian como
consecuencia de la exposgicion previa a la IMO; (b) segmentamos los andisis de ratas
SHAM y ADX+B debido a las grandes diferencias en la respuesta de la ACTH d edtrés
entre estos dos grupos y a la ausencia de liberacion de corticosterona inducida por €
edrésen lasADX+B.
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FIGURA 8. Efecto de la IMO y de la ADX+B sobre la ingesta sdlida y liquida. Los resultados se
expresan como la media =+ SEM de g/rata/dia. Las cajas y las botellas fueron consideradas como una
unidad para el analisis estadistico (n=4-5 por grupo). Las flechas indican los dias de exposicién alaIMO.
El dia 1 las ratas de los grupos con IMO previa fueron sujetas a latoma de muestra de sangrey a 20 min
de IMO mientras que a las controles no se les hizo nada. El dia 8 todos los animales fueron expuestos a
20 min de IMO siguiendo el mismo protocolo de toma de muestra que el dia 1. El andlisis estadistico
revel6 un descenso altamente significativo de laingesta de comida como consecuencia de laIMO del dia
1 tanto en SHAM como en ADX+B (I, p< 0.001); en el dia 4 s6lo las SHAM mostraban aln un descenso
marginalmente significativo (#). La reduccién de la ingesta de salino se observé solo en las ADX+B
durante los dos dias posteriores ala primera IMO (***p< 0.001 y **p< 0.005, respectivamente). En €l dia
8 e ANOVA de la ingesta de comida revel6 efecto de la IMO previa en € dia 1 (P, p< 0.001) y de la
Ultima IMO (I, p< 0.001), sin interaccion entre ambos. El efecto de ambos factores se observé en cada
uno de los 3 dias posteriores ala Gltima IMO. En cuanto alaingesta de salino, se observé un efecto de la
Ultima IMO tanto en ADX+B como en SHAM centrado en las 24 siguientes ala IMO (I, p< 0.001, p<
0.006, respectivemente).
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No se observaron diferencias sgnificativas en los niveles basdes de ACTH de ratas
ADX+B comparadas con las ratas SHAM andizadas con un ANOVA de un factor. La
respuesta de la ACTH vy la corticosterona a la IMO del dia 8 fue andizada mediante un
ANOVA de dos factores, con los factores experiencia previa con € edtrés y tiempo de
toma de muestra como factores principaes (ver Tabla 7).

Tabla 7: Efecto de la experiencia previa con la IMO sobre la respuesta a la IMO € dia 8:
Resultados del ANOV A de dos factores segmentado para los grupos SHAM y ADX+B.

ACTH CORTICOSTERONA
FACTOR SHAM ADX+B SHAM
Experiencia previa 0< 0.001 NS p< 0.001
conlalMO (E)
Tiempo de toma de o< 0,001 p<0.006 p<0.001
muestra (T)
ExT p< 0.001 NS p<0.001

En ratas SHAM, los niveles de ACTH en respuesta a la segunda IMO revelaron un
efecto dgnificativo de la experiencia previa, dd tiempo de toma de muedtra y de la
interaccion E x T. Debido a la dgnificacion de la interaccion E x T, se redizaron los
andliss a pogderiori correspondientes. Estos revelaron que € efecto de la IMO previa se
restringié a los periodos post-estrés (p<0.001, tanto a los 45 min como a los 90 min)
(Figura 10A). Resultados smilares se observaron con la corticosterona (Figura 10B).

En ratas ADX+B s0lo se observo efecto ddl factor tiempo de toma de muestra sobre

la respueta de la ACTH d mismo edtrés, no observandose efecto dguno de la
exposcion previaalalMO ni delainteraccion Ex T.
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FIGURA 9: Efecto de la adrenalectomia y suplementacion con bajos niveles de
corticosterona (ADX+B) sobrelarespuestadela ACTH y corticosteronaa20 min delMO.
Los resultados se expresan como la media + SEM (n=8-9 por grupo). Las muestras fueron
tomadas justo antes de la IMO (basal), justo después de la IMO y a los 45 y 90 min de
finalizada la exposicion al estrés (recd5 y rec90). Los grupos hacen referencia a estatus de los
glucocorticoides (SHAM o ADX+B) y a la exposicion a la IMO. La respuesta de la
corticosterona ala IMO esta indicada sdlo para el grupo SHAM. *** p<0.001 vs ratas ADX+B
dentro del mismo tiempo de toma de muestra.
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FIGURA 10: Efectodel estatusdelosglucocortidoidesy deuna solaexposicion previaa 20
min delMO sobrelarespuestadela ACTH y corticoster onaal mismo estrésaplicado una
semana después. Los resultados se expresan como la media + SEM (n=8-9 por grupo). Las
muestras fueron tomadas justo antes de laIMO (basal), justo después de laIMO (20 min)y alos
45y 90 min de finalizada la exposicién a estrés (rec45 y rec90). Los grupos hacen referencia a
estatus de glucocorticoides (SHAM o0 ADX+B) y a tratamiento € dia 1, dado que € dia 8 todos
los grupos fueron expuestos a la IMO. SOlo se indican las diferencias en funcion de la
experiencia previa con la IMO. *** p<0.001 entre ratas SHAM-control y SHAM-IMO, dentro
del mismo tiempo de toma de muestra.
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Experimento 4: Efecto de la administracion aguda de metirapona sobre la

induccion delos efectos a largo plazo dela IMO sobre e g e HPA.

Los resultados obtenidos en @ capitulo anterior indican que los animaes ADX+B
gue tienen bloqueada la capacidad de liberar glucocorticoides durante & estrés no
muestran efectos a largo plazo de una sola exposicidon ala IMO sobre € ge HPA. Por lo
tanto, los glucocorticoides liberados durante € estrés podrian ser necesarios para inducir
e fendbmeno. Sin embargo, la adrendectomia ademéds de anular la secrecion de
glucocorticoides tanto durante la primera como durante la segunda exposicion d estrés
también anula la secrecion de catecolaminas por parte de la médula adrend. Para evitar
esdos problemas nos planteamos otra aternaiva experimenta para bloguear sdlo la
liberacion de glucocorticoides y Unicamente durante la primera exposicion a la IMO.
Utilizamos metirgpona, farmaco que bloquea la enzima 11b-hidroxilasa y por lo tanto la
sintess de un 1lb-hidroxicorticosteroide como es la corticosterona (128). Ademas,
permite estudiar a los animades en condiciones intactas durante la segunda exposicion a
laIMO.

Utilizamos 24 ratas didribuidas a azar en 4 grupos experimentdes (n=8): 1/ Veh
control, 2/ MET control, 3/ Veh+IMO y 4/ MET+IMO. La dosis de metirgpona
administrada fue de 200 mg/kg (128). El dia 1 se administr6 metirgpona o vehiculo y
tres horas después la mitad de los animaes de cada grupo fueron expuestos a 20 min de
IMO y los otros srvieron como controles. A los expuestos a la IMO s les tomd
muestras de sangre justo antes y después de la IMO y a los controles se les tomo
muestra dguiendo € mismo esgquema Pogteriormente todos los animades permanecieron
en d edabulaio sn recibir ninguna manipulacion experimenta hesta € dia 8. Edte dia
todos los animaes fueron expuestos a la IMO durante 20 min. Las muestra de sangre se
tomaron justo antes y después de la IMO y a los 45, 90 y 180 min de findizado €
edrés. Se afiadio un tiempo més de toma de muestra para obtener una mejor dindmica
temporal del periodo post-estrés. La ingesta de comida se control6 durante todo el
periodo experimental siguiendo d protocolo descrito en materia y métodos.

Resultados

Respuestaalaprimeral MO

Los cambios en la ingesta se andlizaron mediante un ANOVA de tres factores, con
la exposicion a la IMO y @ famaco como factores entre-sujeto y los dias después del
inicio dd tratamiento como factor intrasujeto de medidas repetidas. Los resultados
estadigticos se muestran en laTabla 8.
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Tabla 8: Efecto del tratamiento con metirgponay de laexposicion alalMO en € dia 1 sobre los
cambios en la ingesta: Resultados del ANOVA de tres factores.

FACTOR IMODIA 1 IMODIA 8
IMO (1) P<0.001 P<0.05
Farmaco (F) P<0.004 NS
Dias (D) P<0.001 P<0.001
I xF NS NS
I xD P<0.001 P<0.001
FxD P<0.001 NS
I xFxD NS NS

Los resultados dd ANOVA revelaron un descenso sgnificativo de la ingesta por la
expodcion a la IMO y por la administracion de metirapona, no habiéndose observado
una interaccion entre ambos factores (Figura 11). Si se obsarvo un efecto significativo
de la interaccion | x D y de F x D, por eso se redizaron comparaciones a posteriori.
Independientemente del factor farmaco, la reduccion de la ingesta continué durante
todos los dias posteriores a la primera IMO (p d menos <0.01), observandose que
incluso en los dias 7 y 8, previos d segundo edtrés, aln no habian recuperado sus
nivdes normades de patida Los andiss a poderiori de la interaccion F x D,
independientemente dd factor estrés, revelaron que la metirgpona produjo un descenso
sgnificativo de laingesta solo en las 24 h a su administracion (p<0.001).

Dada la complgidad de los cambios en la ACTH vy la corticosterona causados por
e famaco administrado y la exposicion a la primera IMO (Figura 12), los resultados
fueron anadizados edadigticamente usando las pruebas t (datos apareados 0 ho
gpareados). En ratas tratadas con vehiculo pudimos observar que € procedimiento
aociado a la toma de muedtra incrementd los nivees de ACTH (p<0.002) vy
corticosterona (p<0.001) cuando se compard la segunda muestra con la primera. A pesar
de edto, la respuesta de ACTH vy corticosterona a la IMO fue mayor (p<0.001 para las
dos hormonas). La adminidracion de metirgpona per se incrementd noteblemente los
nivedes de ACTH (p<0.001 vs ratas inyectadas con vehiculo), con una pequefia
disminucion en la segunda muestra de los animdes no edresados (p<0.03) y sn
cambios dgnificativos en los animaes inyectados con metirgpona y luego expuestos a
IMO. En ratas tratadas con metirgpona, los niveles de corticosterona fueron mas atos
gue en los animales tratados con vehiculo en las primera muestra (p<0.001), pero no se
observaron cambios como consecuencia de la toma de muestra o de la IMO. La
efectividad de la metirgpona para bloguear la sintesis de corticosterona bgjo Situaciones
de edtrés = vio  reflgada en d hecho de que los niveles de corticosterona fueron
smilares antes'y después de 20 min de IMO (gproximadamente 5-6 pg/dl).
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FIGURA 11: Efecto del tratamiento con metirapona (200 mg/kg) (Met) y de 20 min de
IMO sobre la ingesta. Los resultados se expresan como la media + SEM de g/rata/dia. Las
cajas fueron consideradas como una unidad para € andlisis estadistico (n=4 por grupo). Las
flechas indican los dias de exposicion a la IMO. El dia 1 las ratas de los grupos IMO previa
fueron sujetas alatoma de muestra de sangre justo antes de laIMO (basal) y despuésdelalMO
mientras que a las de los grupos control solo se les tom6 muestras de sangre. El dia 8 todos los
animales fueron expuestos a 20 min de IMO. En los efectos de la IMO del dia 1 F representa e
efecto global del farmaco e | de la experienciacon lalMO (p a menos < 0.002). En los efectos
delalMO del dia8, | representa efecto dela UltimalMO 'y P efecto de lalMO previadel dial (
p a menos <0.05).

Respuesta ala segunda IMO (dia 8)

Los resultados de ANOVA de los vaores de ingesta se muestran en la Tabla 8. Se
observé quela metirgpona adminisdrada € dia 1 no modificd @ paron de anorexia
inducida por la IMO d dia 8 (Figura 11). Sin embargo, la experiencia previa con la IMO
s tuvo efecto (p<0.05), dado que aquellos animaes que tuvieron una experiencia con la
IMO d dia 1 mogtraron menor grado de anorexia cuando fueron expuestos d mismo
edrés 8 dias mas tarde. Los resultados dd ANOVA también revelaron un efecto
ggnificativo de la interaccion | x D (p<0.001). Los andisis a pogteriori mostraron que €
efecto protector de la IMO previa fue independiente de la metirgpona y se observd
durante los tres dias Sguientes ala segunda exposicion alalMO (p d menos <0.04).
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Figura12: Efectodelaadministracion devehiculo (Veh) o metirapona (200 mg/kg) (M et)
sobrelosnivelesplasmaticosde ACTH y corticoster ona en animales controlesy animales
expuestos a 20 min de IMO. Se tomé una primera muestra a todos los animales. La segunda
muestra se obtuvo 20 min después de la primera sin estrés adicional para los animales control y
tras 20 min de exposicion a la IMO en los otros grupos. Los resultados se expresan como la
media £ SEM (n=7-8 por grupo). Las diferencias significativas se expresan con *** p<0.001 vs
correspondiente grupo veh, dentro de la primera toma de muestra; & p<0.05, && p<0.01 y
& & & p<0.001 vs primera muestra.

Paa amplificar € andlids esadigtico de los resultados hormondes del dia 8,
seguimos la dguiente edrategia de andiss (a) no induimos en d andids los nivees
basdes de ACTH vy corticosterona; (b) segmentamos los andids por d factor
experiencia previa con la IMO, andizando por separados los grupos control y estresados
previamente (IMO), para descubrir agun posible efecto no especifico dd tratamiento
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farmacoldgico del dia 1 que no estuviese relacionado con la experiencia previa de los
animades con la IMO. As pues, d efecto de famaco administrado € dia 1 sobre la
dindmica de respuesta de la ACTH vy la corticosterona a la nueva IMO dd dia 8 2
estudio mediante é ANOVA de dos factores, con & factor farmaco como factor entre
ujeto y € factor tiempo de toma de muestra como d factor intrasujeto (medidas
repetidas). El efecto de los factoresy sus interacciones se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Efecto de la metirapona y de la experiencia previa con la IMO € dia 1 sobre la
respuestade la ACTH y la corticosterona a una nueva IMO € dia 8: Resultados del ANOVA de
dos factores segmentado para €l factor experiencia previa con lalMO.

ACTH CORTICOSTERONA
FACTOR CONTROL IMO Previa CONTROL IMO Previa
Farmaco (F) NS p<0.002 NS p<0.006
Tiempo de toma <0.001 0.001 <0.001 0.001
muestra (T) P a P b=
ExT NS p<0.001 NS p<0.004

En los animdes sn experiencia previa con la IMO (controles) no se observo efecto
del farmaco ni tampoco de la interaccion dd famaco con € tiempo de toma de muestra
sobre los niveles de ACTH y corticosterona (Figura 13). Sin embargo, en los animaes
estresados previamente aparecié efecto de la metirgpona e interaccion F x T, tanto para
la ACTH como para la corticosterona. Los andliss a poderiori demostraron que la
adminigtracion de metirgpona € dia 1 provocd una mayor respuesta de la ACTH a la
segunda IMO justo después del estrés y a los 45 min de findizado € mismo, comparada
con la de los animdes tratados con vehiculo (p<0.001 en ambos casos). La
corticosterona  Siguié un patréon de respuesta semgante ala ACTH, pero aqui la
adminigracion de  metirapona dio lugar a una mayor respuesta ala segunda IMO a los
45y 90 min definalizado € estrés (p<0.001 en ambos casos) (Figura 14).

Experimento 5: Efecto de la administracién aguda de una dosis alta de RU38486

sobrelainduccion de los efectos a largo plazo delaIMO sobre el e HPA.

En € experimento anterior, € blogqueo de la liberacion de corticosterona durante la
primera IMO redujo € efecto a largo plazo de una sola exposiciéon a la IMO sobre la
respuesta del ge HPA a la segunda IMO. Esto sugeria un papel de los glucocorticoides
en la induccion de los efectos a largo plazo sobre d ge HPA. Decidimos estudiar la
implicacion de los GR blogueando su efecto biologico mediante € RU38486 un
antagonigta de los GR (58, 59). Utilizamos una doss dta de RU38486 (100 mg/kg) ya
gue resultados anteriores habian demostrado que una dosis més bgja (50 mg/kg) no tenia
efecto dguno sobre e fendmeno estudiado.
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Figura13: Efectodel tratamiento previo con metirapona (200 mg/kg) (Met) el dia 1 sobre
larespuesta hormonal alalMO 7 dias mas tarde. Losgrupos serefieren al tratamiento € dia
1, dado que € dia 8 ambos grupos fueron expuestos a 20 min de IMO. Las muestras fueron

tomadas justo antes (B) justo después de la IMO 'y alos 45, 90 y 180 min de findizado € estrés
(rec4b, rec90 y rec180). Los resultados se expresan como lamedia+ SEM (n=7-8 por grupo).
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Figura14: Efecto del pre-tratamiento con metirapona (200 mg/kg) (M et) y laexposicion a
laIMO €l dia 1 sobre la respuesta hormonal a una segunda exposicion ala MO 7 dias
mas tarde. Los grupos <e refieren a tratamiento del dia 1, dado que € dia 8 ambos grupos
fueron expuestos a 20 min de IMO. Las muestras fueron tomadas justo antes (B) justo después
delaIMO y alos 45, 90 y 180 min de findizado € estrés (recd5, rec90 y rec180). Los
resultados se expresan como la media £ SEM (n=7-8 por grupo). *** p<0.001 vs grupo veh-
IMO, dentro del mismo tiempo de toma de muestra.
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Se utilizaron 36 ratas que se digribuyeron d azar en cuatro tratamientos (n=9): 1/
Veh-control, 2/ RU-control, 3/ Veh+IMO y 4/ RU+IMO. El dia 1 s inyect6 vehiculo o
RU y a los 45 min se extrgo la primera muestra de sangre. Los grupos control fueron
devudtos d edtabulario y los grupos 3 y 4 fueron inmovilizados durante 20 min. Las
muestras de sangre fueron tomadas antes de la IMO y a los 90 y 180 min de findizado
la exposicion d edtrés. Se digid este tiempo més prolongado de toma de muestra para
intentar demostrar un efecto del RU38486 sobre la velocidad de recuperacion post-
estrés del ge HPA. El dia 8, todos los animaes fueron expuestos a la IMO durante 20
min. Las muestras de sangre fueron tomadas justo antes y justo después de laIMO y a
los 45, 90 y 180 min de findlizado € estrés. La ingesta de comida se controlé durante
todo & periodo experimental siguiendo € protocolo habitud.

Resultados

Respuestaalaprimeral MO

Los cambios en la ingesta se andizaron mediante un ANOVA de tres factores, con
la exposicion ala MO (1) y € famaco (F) como factores entre-sujeto y |os dias después
dd inicio dd traamiento (D) como factor intra-sujeto de medidas repetidas. Los
resultados de laingesta se muestran en la Tabla 10.

El ANOVA reved que no hubo un efecto ggnificativo de la adminisracion del
RU38486 sobre la ingesta, aunque si se observd un descenso significativo en respuesta a
la IMO dd dia 1. Como los resultados revelaron también una interaccion significativa |
x D, se redizaron comparaciones a pogderiori para ssber hasta que dia era sgnificativo
ese descenso. Se observo una reduccidn de la ingesta en todos los dias podteriores a la
primera IMO (p<0.001 en todos los casos), observandose que incluso en los dias 7 y 8,
previos a segundo estrés, alln no se habian recuperado los niveles normaes (Figura
15).

Tabla 10: Efecto del tratamiento con RU38486 y de la exposicion ala IMO dd dia 1 sobre los
cambios en la ingesta: Resultados del ANOVA de tres factores.

FACTOR IMODIA1 IMODIAS8

IMO (1) P<0.001 P<0.04
Farmaco (F) NS NS

Dias (D) P<0.001 P<0.001
I xF NS NS

I xD P<0.001 P<0.001
FxD NS NS
IxFxD NS NS
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FIGURA 15: Efecto del tratamiento con RU38486 (100 mg/kg) (RU) y de20 min deIMO
sobre la ingesta. Los resultados son expresados como lamedia+ SEM de g/rataldia. Las cgjas
fueron consideradas como una unidad para € andlisis estadistico (n=4 por grupo). Las flechas
indican los dias de exposiciéon ala IMO. El dia 1 las ratas de los grupos con IMO previa fueron
sujetas a la toma de muestra de sangre justo antes de laIMO (basal) y justo después de laIMO,
mientras que a los grupos control solo se tomo las muestras de sangre. El dia 8 todos los
animales fueron expuestos a 20 min de IMO. En los efectos de laIMO del dial | representa el
efecto delalMO (p a menos < 0.02). En los efectos de laIMO del dia 8, | representa efecto de
laultimalMO (p d menos< 0.02) y P e efecto delalMO previade dial ( p a menos <0.02).

La respuesta de la ACTH y la corticosterona a la IMO d dia 1 se andizd mediante
un ANOVA de tres factores, con los factores IMO (1) y farmaco (F) como factor entre-
ujeto y d tiempo de toma de muedtra (T) como factor intra-sujeto. Los resultados del
ANOVA s muedran en la Tabla 11 y los nivees de ACTH y corticosterona en la
Figura 16.

Podemos observar que no hubo efecto del RU38486 sobre la respuesta de la ACTH,
y que, ademas de un efecto de los otros factores smples, hubo un efecto significaivo de
la interaccion | x T. Edta interaccion dgnificativa se debe a que se incluyeron en d
andigs los niveles previos d edrés y légicamente la exposcion a la IMO incrementd
los niveles de ACTH s6lo en los tiempos post-estrés (p<0.001 en todos los casos).
Respecto a los niveles de corticosterona se observaron dos interacciones significativas: |
X F el x T. La razdon de la dggnificacion | x T es la misma que la indicada para la
ACTH, pero para la interaccion | x F podria deberse a que @ RU38486 incrementd
ligeramente, en todos los tiempos post-estrés, los niveles de corticosterona en los
animales estresados (p<0.05) pero no los animales control.
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Tabla 11: Efecto de la administracion de RU38486 y la exposicion ala IMO € dia 1 sobre los
niveles de ACTH vy corticosterona: Resultados del ANOVA de tres factores.

FACTOR ACTH CORTICOSTERONA
IMO (I) p<0.001 p<0.001
Farmaco (F) NS p<0.015
Tiempo de toma de p<0.001 p<0.001
muestra (T)
I x F NS p<0.05
IxT p<0.001 p<0.001
FxT NS NS
IXFxT NS NS

Respuesta ala segundalMO

Los resultados dd ANOVA de la ingesta se muestran en la Tabla 10. El RU38486
administrado d dia 1 no tuvo efecto dguno sobre la reduccion de la ingesta causada por
la exposicidon a la IMO dd dia 8. Sn embargo, la experiencia previa con la IMO s tuvo
efecto y aguedlos animaes que tuvieron una experiencia con la IMO d dia 1 mostraron
menor grado de anorexia cuando fueron expuestos d mismo estrés 8 dias més tarde
(Figura 15). Los resultados ded ANOVA también revdaon un efecto sgnificativo de la
interaccion | x D. Los andisis a pogteriori mostraron que € efecto protector de la IMO
fue observado en los tres dias sguientes a la segunda exposicion a la IMO (p d menos
<0.01).

Para andizar los resultados de las hormonas obtenidos d dia 8 se dguié la misma
edrategia que en € experimento anterior, segmentado para @ factor experiencia previa
con la IMO. En d ANOVA de dos factores d farmaco fue d factor entre sujeto y €
tiempo de toma de muedtra d factor intrasujeto. El efecto de los factores y sus
interacciones se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12: Efecto del RU38486 y de la exposicion ala IMO € dia 1 sobre la respuesta de la
ACTH vy la corticosterona a la IMO del dia 8: Resultados del ANOVA de dos factores
segmentado en funcién del tratamiento de estrés del dia 1 (control o IMO).

ACTH CORTICOSTERONA
FACTOR CONTROL IMO Previa CONTROL IMO Previa
Farmaco (F) NS NS NS p<0.04
Tiempo de toma 0.001 0.001 0.001
de muestra (T) p<0.001 b P P
TxF NS p<0.03 NS P=0.082

84




4.Resultados — Capitulo I

_1Veh-control

6000
. I RU-control
—— Y Veh-IMO

= 4500 %; 727 RU-IMO
>
2
T 3000
|_
O
<

1500- =

*k%

Post-iny 20min IMO Rec90" Recl180

[__1Veh-control

al
?

Fkk I RU-control

5 2ol % == <Y Veh-IMO
2 % PZZ2RU-IMO $
©
S 307 % %
o kkk_
8 20
©
S 10

O_

Post-iny 20min IMO Rec90' Rec180

Figura 16: Efecto de la administracién de vehiculo (Veh) o RU38486 (100 mg/kg) (RU)
sobrelosnivelesplasméaticosde ACTH y corticosteronadurantelaprimeraexposicionala
IMO (dia 1). La primera muestra se tomé 45 min después de lainyeccion (post-iny), la segunda
20 min después de la primera sin estrés adiciona para los animales control y tras 20 min de
exposicion a la IMO en los otros grupos y las siguientes muestras a los 90 y 180 min de
findizada la exposicion a la IMO o los tiempos correspondientes en los grupos control. Los
resultados se expresan como la media £ SEM (n=9 por grupo). *** p<0.001 vs grupos control,
dentro del mismo tiempo de toma de muestra; $ indica significacion globa de la administracion
de RU en los animaes sometidos aIMO (p< 0.05).
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En los animaes controles (Sn experiencia previa con la IMO) € RU38486
adminigtrado € dia 1 no modifico las respuestas de la ACTH y de la corticosterona a la
IMO aguda dd dia 8 (Figura 17). En las ratas previamente expuestas a la IMO, €
RU38486 tampoco tuvo efecto globa sobre la respuesta de la ACTH ala IMO del dia 8
pero, en cambio, s se observd una interaccion significativa dd RU38486 con d tiempo
toma de muestra (p<0.03). Comparaciones a posteriori para cada tiempo mostraron
nivdes més dtos de ACTH a los 90 min post-IMO (p<0.03) en las ratas tratadas con
RU38486 que en las tratadas con vehiculo. EI ANOVA para la corticosterona, en los
animdes con IMO previa, reveld un efecto globd de la administracion de RU38486
indicativo de un incremento globd en los niveles de corticosterona. La interaccion del
RU38486 por € tiempo toma de muestra fue margindmente significativa (p= 0.082), lo
que se reflgd en un nivd més dto de corticosterona en los animaes tratados con
RU38486 s0lo alos 90 min post-IMO(p<0.05, pruebat student) (Figura 18).

Experimento 6: La potenciacion de la liberacion de glucocorticoides no modifica

los efectos lar go plazo de una exposicion ala IMO.

Los resultados obtenidos en estos Ultimos experimentos parecen demostrar que los
glucocorticoides participan, d menos parcidmente, en la induccion de los efectos a
largo plazo de la IMO. Sn embargo, & efecto observado en d ge HPA con la
metirgpona fue sdlo parcid y @ observado con @ RU38486 muy moderado. Cabia la
poshilidad de que los glucocorticoides mas que gercer un papd fundamentd,
estuvieran contribuyendo a potenciar los efectos de la IMO per se. De ser ad, la
adminigtracion exégena de glucocorticoides podria potenciar los efectos de la IMO per
se 9 eegimos unas condiciones de IMO capaces de inducir efectos a largo plazo de
manera moderada. Para comprobar tal hipotess escogimos dos tiempos de IMO, €
estdndar (20 min) y uno mucho mas corto (1 min) que en nuestro laboratorio habiamos
observado previamente que no inducia efectos alargo plazo sobre @ ge HPA.

No se adminigraron glucocorticoides directamente para evitar € que la doss fuera
farmacologica y no fisologica En vez de dlo, s administr6 ACTH que, |Ggicamente,
provoca un maximo de liberacion de corticosterona determinado por la capacidad de la
adrend, que sabemos es limitada

Inyectamos s.c. una preparacion de ACTH de larga duracion (horas) antes de la
exposicion al o 20 min de IMO y estudiamos la dindmica de respuesta de la liberacion
concomitante de ACTH, tomando muestras a diferentes tiempos. Se utilizaron 48 ratas
digtribuidas en 6 grupos experimentales (n=8): 1/ control + veh, 2/ control + ACTH, 3/
IMO 1 min + veh, 4/ IMO 1 min + ACTH, 5 IMO 20 min + veh y 6/ IMO 20 min +
ACTH. El dia 1 se tom6 muestra de sangre basd e inmediatamente se inyectd vehiculo
0 ACTH (100 pg/kg). Posteriormente los animales de los grupos 1 y 2 fueron devuetos
a edtabulario, los de los grupos 3 y 4 se inmovilizaron durante 1 min y los de los grupos
5y 6 se inmovilizaron durante 20 min. A todos los animaes s les tomé nuevamente
muestra de sangre a los 20 min, 2 h 20 min 'y 4 h 20 min después de la inyeccion. El dia
8 todos los animdes fueron inmovilizados 20 min, tomandose muestras de sangre justo
antes y después de la IMO y 45 y 90 min después de findizado € edtrés. La ingesta de
comida se control6 durante todo € periodo experimentd dguiendo d protocolo
habitud.
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FIGURA 17: Efecto del tratamiento con RU38486 (100 mg/kg) (RU) €l dia 1 sobre la
respuesta a 20 min de IMO 7 dias mas tarde. Los grupos hacen referenciaa tratamiento del
dia 1, dado que d dia 8 ambos grupos fueron expuestos a 20 min de IMO. Las muestras fueron
tomadas justo antes (B) y justo después de la IMO y a los 45, 90 y 180 min de finalizado €
estrés (rec4b, rec90 y recl80). Los resultados se expresan como la media + SEM (n=8 por
grupo). No se observo efecto significativo ddl tratamiento con RU.
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FIGURA 18: Efecto del tratamiento previo con RU38486 (100 mg/kg) (RU) y de la
exposicion a20 min de MO €l dia 1 sobrelarespuesta hormonal auna segunda IM O el
dia 8. Los grupos se refieren d tratamiento € dia 1, dado que € dia 8 ambos grupos fueron
expuestos alaIMO. Las muestras fueron tomadas justo antes (B) y justo despuésdelalMOy a
los 45, 90 y 180 min de finalizado € estrés (recd5, rec90 y rec180). Los resultados se expresan
como la media £ SEM (n=8 por grupo). * p d menos <0.05 vs grupo veh-IMO, dentro del
mismo tiempo de muestra
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Resultados

Respuesta endocrinay fisologicad dia 1l de tratamiento

Los cambios en la ingesta se andlizaron mediante un ANOVA de tres factores, con
la exposicion a la IMO y la adminigracion de ACTH como factores entre-sujeto y los
dias después del inicio dd tratamiento como factor intrasujeto de medidas repetidas.
Los resultados de laingesta se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13: Efecto del tratamiento con ACTH € dia 1 y la experiencia con la IMO sobre los
cambios en la ingesta: Resultados del ANOVA de tres factores.

FACTOR IMODIA 1 IMODIAS8
IMO (1) P<0.001 P<0.008
ACTH (A) NS NS
Dia (D) P<0.001 P<0.001
I XA NS NS
I xD P<0.001 P<0.001
AxD NS NS
IxXFxD NS NS

El ANOVA reved que no hubo efecto sgnificaivo de la administracion de ACTH
sobre la ingesta, aunque si se observd un descenso Significativo en respuesta a la IMO.
Como los resultados ded ANOVA revelaron también una interaccion | x D, se redizaron
comparaciones a poderiori, independientemente de factor ACTH. La reduccion en la
ingesta se observé durante los 3 dias posteriores a la primera IMO (p<0.001) en todos
los dias que fueron estudiados, pero no en los dias 7 y 8, previos a la segunda IMO
(Figura 19). Andiss adiciondes revdaon que d efecto de IMO 1 min fue
margindmente significativo y se restringio sdlo d dia 1 (p=0.08), mientras que € €efecto
de 20 min de IMO fue dtamente significativo durante los tres dias posteriores d estrés
(p<0.001 en todos los casos). No obstante, los animaes expuestos a 20 min de IMO
fueron recuperando progresvamente sus vaores normaes de ingesta a lo largo de los
dias.

Los nivdes de ACTH plasmética fueron andizados sdlo en los animaes tratados
con vehiculo pero no en los tratados con ACTH. La respuesta de la ACTH ala IMO dd
dia 1 se andiz6 mediante un ANOVA de dos factores, con los factores experiencia con
la IMO y tiempo de toma de muestra como factores intra-sujeto. Los resultados del
ANOVA revdaon un efecto significativo de la exposicion a la IMO (p<0.004), del
tiempo de toma de muestra y de la interaccion | x T (p<0.001 en ambos caso). Puesto
gue € ANOVA revdd una interaccion sgnificativa de los factores | x T, se redizaron
comparaciones a pogteriori para cada tiempo y se observd que la IMO incrementd
sgnificativamente los niveles de ACTH a los 20 min (p<0.001) pero no en los otros
tiempos (basd y post-estrés). El efecto de la IMO se restringio a los animaes expuestos
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a 20 min IMO vs controles (p<0.001), no observandose efecto de 1 min de IMO (Tabla
15).
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FIGURA 19: Efectodeladelaadministracion de ACTH y delaexposicién alalMO sobre
la ingesta. Los resultados se expresan como la media + SEM en g/rataldias. Las cgjas fueron
consideradas como la unidad experimental para € andlisis estadistico (n=4 por grupo). Las
flechas indican los dias de exposicion a la IMO. El dia 1 las ratas fueron expuestas a la
inyeccion de vehiculo o ACTH y ala toma de muestra (grupo control) o expuestas también a 1
0 20 min de IMO. El dia 8 todos |os animales fueron expuestos a 20 min de IMO. En laIMO de
dial, | representad efecto de 20 min de estrés (p < 0.001),mientras que # representa el efecto
marginalmente significativo de 1 min de IMO (p=0.08), sempre respecto a grupo control. En €
dia 8, | representa € efecto globa de la segunda IMO (p a menos <0.008), mientras que P
representa el efecto significativo de la exposiciéon previa a la IMO respecto a grupo control,
efecto que fue similar en las expuestasaly a20 min de IMO € dia 1l (p d menos < 0.01).

La respuesta de la corticosterona, que ahora incluye d factor administracion de
ACTH, fue andizada usando un ANOVA de tres factores, con los factores experiencia
con la IMO y la inyeccion de ACTH como factores entre-sujeto y € tiempo de toma de
muestra como factor intra-sujeto. Los resultados del ANOV A se muestran en Tabla 14.

Debido a la interaccion sgnificativa | x T, se redizaron comparaciones a poderiori
para cada tiempo que mogtraron que, independientemente de la inyeccion de ACTH, la
IMO incrementd los niveles de corticosterona plasmética a los 20 min (p<0.002) tanto
en las ratas expuestas a 1 min (p<0.007) como a 20 min de IMO (p<0.001). No s
observo efecto de la IMO a otros tiempos. Los andisis a poderiori de la interaccion A X
T modgtraron que, independientemente de la exposicion o no a la IMO, la adminigtracién
de ACTH provoco dtos niveles de corticosterona en los dos tiempos post-IMO (140 y
260 min), pero no justo después de findizar la IMO (Tabla 15). Estos datos indican que
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la adminigrecion de ACTH fue redmente eficaz para incrementar los nivees de

corticosterona durante algunas horas.

Tabla 14: Efecto de la administracion de ACTH y la exposicion ala IMO € dia 1 sobre los
niveles plasmaticos de corticosterona: ANOVA de tres factores.

FACTOR CORTICOSTERONA

IMO (1) NS

ACTH (A) p<0.001

Tiempo de toma de muestra (T) p<0.001
I xA NS

I xT p<0.02

AxT p<0.001
IXAXT NS

Tabla 15: Niveles de ACTH y corticosterona en respuesta a la IMO y a la administracion de
ACTH.

ACTH (pg/ml) TIEMPO
TRATAMIENTO Basal 20 min 140 min 260 min
Veh-control 150 + 30 841+ 214 212+ 95 109 + 42
Veh-IMO 1’ 205 + 89 577+ 95 155+ 34 111+ 21
Veh-IMO 20’ 229 + 115 1981 + 201& 425+ 119 138+ 35
Corticosterona TIEMPO
(Mo/dl)

TRATAMIENTO Basal 20 min* 140 min # 260 min #
Veh-control 0.7+0.3 123+ 1.7 37+16 3.0+13
Veh-IMO 1’ 05+0.1 176+ 0.8 34+12 1.8+0.7

Veh-IMO 20’ 04+0.1 196+1.2 9.7+31 45+23
ACTH-ctr 0.6+0.2 146+ 14 21.2+21 25.0+ 2.0
ACTH-IMOYT 09+0.3 177+ 16 23.0+1.9 269+ 17
ACTH-IMO 20’ 04+0.1 184+ 1.8 196+ 1.3 23.1+16

Los vaores son expresados como la media + SEM (n=8). El tiempo indica & tiempo
transcurrido desde la primera muestra (basal); & indica diferencias significativas vs los otros
grupos, * indica efecto sgnificativo de la exposicion a la IMO pero no a la administracion de
ACTH (ANOVA); # indica efecto significativo de la administracion de ACTH pero no de la
IMO (ANOVA).
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Respuesta endocrinay fisolégicaalalMO de dia8

Los resultados ded ANOVA de la ingeta s muestran en la Tabla 13. La
administracion de ACTH d dia 1 no modificd la anorexia inducida por la IMO dd dia
8. En camhbio, aguellos animaes que tuvieron experiencia previa con la IMO d dia 1
mosgtraron un menor grado de anorexia cuando fueron expuestos d mismo estrés € dia 8
(Figura 19). Puesto que se obsarvd una interaccion sgnificativa | x D (p<0.001), los
andiss a poderiori revelaron un efecto protector de la IMO previa sobre la ingesta,
independiente de la duracion dd estrés @ dia 1, en € primero, segundo y tercer dia
sguientes ala segunda exposicion alalMO (p d menos <0.01).

Al igud que en experimentos anteriores, no incduimos en € andiss edadidico los
niveles basaes de ACTH y corticosterona. El efecto de la IMO previa y la inyeccion de
ACTH sobre la dindmica de respuesta de la ACTH y la corticosterona € dia 8 se estudio
mediante d ANOVA de tres factores. El factor experiencia previa con la IMO y ACTH
como factores entre sujeto para @ efecto y tiempo de toma de muestra como factor intra
sujeto. Los resultados se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16: Efecto de la exposicion a 20 min de IMO € dia 8: Resultados ddd ANOVA de tres
factores.

FACTOR ACTH CORTICOSTERONA
Experiencia previacon lalMO (E) P< 0.001 P<0.006
ACTH (A) P=0.051 NS
Tiempo de toma de muestra (T) P< 0.001 P<0.001

ExA NS NS

ExT P<0.001 P<0.001

AXT NS NS
ExAXT NS NS

Los resultados obtenidos con € ANOVA revelaron que la experiencia previa con la
IMO produjo una reduccion globa de la respuesta de la ACTH ala IMO € dia8 y una
interaccion dgnificativa de E x T (Figura 20A). Debido a edta interaccion se redizaron
comparaciones a poderiori para cada tiempo, independientemente de la administracion
de ACTH. De los resultados de estos andiss se deduce que la exposicion previa a la
IMO no modificd los niveles de ACTH justo después dd estrés, pero acderd la
recuperacion en los tiempos post-IMO (p<0.001 en ambos casos). En estos dos tiempos
de recuperacion (45 y 90 min), € efecto fue dgnificativo tanto con 1 min (p d menos
<0.02) como con 20 min (p<0.001 en los dos tiempos) de IMO previa, pero la
recuperacion fue mayor en los animaes que habian estado expuestos a 20 min de IMO
(confirmado por la prueba SNK). La administracion previa de ACTH tendié a reducir la
respuesta de la ACTH ala IMO de dia 8 (p=0.051), aunque no se observaron cambios
sgnificativos en la interaccion entre la adminigtracion de ACTH y la exposcion a la
IMO & dia 1, sugiriendo efectos independientes de ambos tratamientos sobre la
respuestade laACTH alasegundaIMO (dia8).
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FIGURA 20:Efecto de la la administracion de ACTH y de la IMO previa sobre la
respuesta de la ACTH vy la corticosterona a la segunda MO una semana después. Los
resultados son expresados como la media = SEM (n=8). El dia 1 |as ratas fueron inyectadas y se
les tom6 muestra de sangre (controles) o, ademas, fueron expuestas a1 0 20 min de IMO. El dia
8 todos los animaes fueron expuestos a 20 min de IMO y a las correspondientes tomas de
muestra de sangre. Las palabras bagjo las barras indican s los animales recibieron vehiculo o
ACTH € dialy € tiempo de toma de muestra € dia 8 (basa, 20 min IMO 0 45 0 90 min post-
IMO). El andlisis estadistico revel 6 una reduccion significativa de la respuestade laACTH y la
corticosterona en € periodo post-IMO ded dia 8, en los animaes que habian recibido IMO
previa (dia 1). El efecto fue mayor con 20 que con 1 min de IMO previa. Para otros detalles ver
resultados.
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La experiencia previa con la IMO también modifico sgnificativamente la respuesta
de la corticosterona a la segunda IMO y la dindmica de recuperacion (Figura 20B).
Puesto que se observd con d ANOVA una interaccion sgnificativa E X T, e redizaron
comparaciones a poderiori, independientemente de la inyeccion de ACTH. Edas
comparaciones reveaon que (@ la expodcion previa a la IMO incrementd
sgnificativamente la corticosterona plasmética justo después de la IMO (p<0.011),
sgendo € efecto observado tanto en ratas previamente expuestas a 1 min como en las
expuestas a 20 min de IMO € dia 1 (p<0.004 y p<0.05 vs controles, respectivamente);
(b) la exposicion previa a 20 min de IMO (pero no 1 min IMO) € dia 1, dio lugar a
nivdles més bgos de corticosterona 45 min después de findizada la segunda exposicion
a estrés (p<0.01 vs controles); (c) a los 90 min post-IMO también se observaron niveles
mas bgjos de corticosterona tanto en los expuestos a 1 min como en los expuestos a 20
min de estrés (p<0.004 y p<0.001 vs controles, respectivamente). En este Ultimo caso, €
efecto fue superior en los expuestos a 20 min de IMO (prueba SNK).

Ilc DISCUSION

Efectos alargo plazo del ee HPA

Los resultados presentados en esta serie de experimentos confirman que una sola
exposicion a un estimulo de devada intensdad como la IMO reduce la respuesta dd ge
HPA d mismo estrés gplicado dias mas tarde (ver resultados capitulo |, (171), dando
lugar a una mas répida recuperacion de los niveles basdes de ACTH y corticosterona
plasmédica después de findizada la segunda exposicion a edrés. Ademas, agportan
evidencias de que la liberacion de glucocorticoides durante la primera exposicion a la
IMO podria estar parcidmente involucrada en la induccion de los efectos a largo plazo
delalMO sobre e ge HPA.

Los resultados obtenidos en € experimento 3 nos permitieron confirmar la ausencia
de efectos a largo plazo de una sola exposicion a la IMO sobre € ge HPA en animades
ADX+B. La ausencia de efectos a largo plazo sugiere que los glucocorticoides estén
involucrados en estos efectos. Aunque la primera expodcion a la IMO disminuyd
momentaneamente la ingesta de bebida en ratas ADX+B, con la consiguiente reduccion
en la ingesta de corticosterona, no parece probable que esto hubiera inducido una
adrendectomia funciond, dado que € efecto fue dgnificativo s0lo en los dias
posteriores a la IMO. Puesto que € uso de animales ADX+B no nos permitia saber s
los glucocorticoides estaban implicados en la induccion de los efectos a largo plazo 0 en
la liberacion de corticosterona durante € segundo edtrés, disefiamos dos nuevos
experimentos usando la metirgpona o @ RU38486. La metirgpona es un inhibidor de la
dgntess y liberacion de corticosterona tras @ edtrés, mientras que d RU38486 es un
blogueante de los GR. Ambos famacos fueron administrados Unicamente € dia 1 de
experimento.

En d dia 1, la adminigracion de metirgpona causd una inhibicion de la liberacion
de corticosterona después de la IMO vy dtos niveles de ACTH antes de la exposicion a
la IMO, que no s modifican después de la exposicion. Es posible que los niveles de
ACTH después de la adminigtracion de metirapona sean  tan devados que la hipdfiss
sea incgpaz de responder a un estimulo estresante incluso de intensidad eevada como la
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IMO. El RU38486 no modifico la respuesta de la ACTH a la primera IMO, pero
provocd un ligero incremento de la respuesta de corticosterona en todos los tiempos. No
conocemos que se haya descrito un efecto especifico de la administracion de RU38486
sobre la secrecion de corticosterona que sea independiente de la ACTH. Sin embargo, se
acepta la exigencia de mecanismos de regulacion adrend parcidmente independiente
de la ACTH (291) y nuedtros resultados serian un gemplo més de edta disociacion
ACTH/corticosterona, pero también sugieren que existen influencias moduladoras sobre
las gléndulas adrenales que podrian ser mediadas por la actuacion de los GR.

En d dia 8, de nuevo observamos que los animdes tratados con vehiculo y
expuestos a la IMO d dia 1 mostraban una recuperacion acelerada de los niveles basdes
de ACTH y corticosterona en respuesta a la IMO de dia 8. Mientras la administracion
de metirapona € dia 1 no dterd per se la respuesta dd e HPA ala IMO dd dia 8 en
ratas Sn experiencia previa con la IMO, d famaco s redujo los efectos a largo plazo de
la primera IMO sobre la respuesta del e HPA a segundo estrés. Estos resultados nos
permiten sugerir que los glucocorticoides edtarian participando en la induccion de
fendmeno. La administracion de RU38486 € dia 1 también redujo los efectos a largo
plazo de la IMO previa, pero € efecto fue menor que & observado con la administracion
de metirapona.

Desconocemos la razon de que d RU38486 fuera menos eficaz que la metirgpona a
pesar de que la dosis de RU38486 que utilizamos fue consderablemente dta Edas
discrepancias entre los efectos de la metirgpona y d RU38486 podrian ser explicada
asumiendo que los efectos a largo plazo de la corticosterona pudieran ser parcia mente
debidos a un efecto de los esteroides asociados a receptores no gendmicos. En los
Ultimos afios, s han encontrados evidencias que sugieren que la accion de los
glucocorticoides podrian estar relacionados con receptores de membrana o interaccionar
con receptores para neurotrasmisores (ver revison Makara e d.) (162). Es muy
probable que los mecanismos de retroinhibicion répido de los glucocorticoides estén,
precisamente, asociados con receptores no-gendmicos de glucocorticoides.

Tomandos en conjunto, todos estos resultados sugieren que la liberacién de
glucocorticoides inducida por la exposicion a la IMO es uno de los factores implicados
en la induccion de los cambios a largo plazo de la respuesta dd ge HPA d mismo
edrés. Aungue sblo hemos sido capaces de bloquear parcidmente la induccidon de los
efectos a largo plazo de la IMO con metirgpona y esto podrian cuestionar la importancia
de los glucocorticoides en la induccion de los efectos a largo plazo de la IMO, conviente
no olvidar que d fendmeno parece muy resigente a blogueo de digtintos sstemas de
neurotransmision (datos no publicados).

Puesto que los resultados de los experimentos anteriores sugerian que los
glucocorticoides estaban, d menos, parcidmente implicados en la induccion de los
efectos a largo plazo de la IMO, dedujimos que una breve exposicion d estrés incgpaz
de generar por s misma cambios a largo plazo en d ge HPA podria inducir estos
efectos 9 iba acompafiada de una liberacion sogtenida de glucocorticoides. En €
experimento 6, estudiamos los efectos a largo plazo de la exposicion a 0, 1y 20 min de
edrés, acompafiada de una liberacion sogtenida corticogterona inducida por la
administracion de una preparacion de ACTH de larga duracion.
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En d dia 1, la exposcion a 1 min de IMO no causd incremento en la liberacion
ACTH, mientras que si se observd un incremento con 20 min de IMO. Por @ contrario,
1 min de IMO bast6 para elevar los niveles de corticosterona. El que no hayamos
observado un aumento en la respuesta de la ACTH con 1 min de IMO podria deberse a
la naturdeza trandtoria del cambio y a la diferente dinamica de respuesta de la ACTH
y la corticosterona. S decidimos tomar muestra de sangre a los animales varias horas
después de findizada la exposcion d estrés € dia 1 fue para demostrar que la
administracion de ACTH de larga duracion efectivamente causaba una activacion de la
secrecion de corticosterona. Y efectivamente, la eficacia de la inyeccion de ACTH se
puso de manifiesto con los atos niveles de corticosterona observados en todos los
animaes tratados con ACTH aln 260 min después de lainyeccion.

Aunque la administracion de ACTH no interfirié con los efectos a largo plazo de la
IMO, s causd una reduccion margindmente sgnificativa de la respuesta de la ACTH a
la IMO dd dia 8. Por & contrario, este efecto no se observd con la corticosterona,
probablemente debido a una saturacion de la capacidad de la adrenal para sintetizar
corticosterona bgjo € efecto de los dtos niveles de ACTH acanzados a fina del estrés.
No se disponen de datos en la literatura acerca de efectos a largo plazo de una sola
adminigracion de ACTH, pero Schmidt et a. (1997) (249) han observado que €
bloqueo trandtorio de la activecion de ge HPA mediante anticuerpos contra CRH
incrementa a largo plazo los niveles de AVP en la cgpa externa de la eminencia media
Puesto que € incremento en los nivdes de AVP en la eminencia media estén
frecuentemente asociados a una senshilizacion dd e HPA (250, 282), la liberacion
prolongada de corticosterona causada por la administracion de ACTH podria haber
provocado cambios en € ge HPA en un sentido opuesto a los observados por Schmidt
e d. dando lugar a una reduccion de la respuesta de la ACTH d edrés
(desengibilizacion).

La exposicion previa a la IMO (dia 1) produjo un aumento de la velocidad de
recuperacion de los nivdes de ACTH y corticosterona cuando los animdes fueron
expuestos d mismo edrés una semana mas tarde. Este aumento en la velocidad de
recuperacion de los niveles basales de corticosterona fue evidente a pesar de los dtos
niveles de corticosterona acanzados después de la IMO en aguelos animdes
previamente expuestos a edrés d dia 1. Esta mejor recuperacion fue significativa tanto
en d caso de animaes que habian Sdo expuestos a 1 min como en los de 20 min de
IMO, aunque d efecto fue mayor en los animales expuestos 20 min. Por lo tanto,
incluso 1 min de IMO es capaz de inducir efectos alargo plazo sobre @ ge HPA.

La inyeccion de ACTH € dia 1 no potencié los efectos a largo plazo de 1 0 20 min
de IMO sobre la respuesta dd e HPA d mismo estrés € dia 8. En los animaes no
tratados con ACTH (vehiculo) @ efecto de 1 min de IMO fue de menor magnitud que €
de 20 min, razén por la cud la fdta de efecto de la administracion de ACTH no puede
explicarse por un efecto techo dd edtrés. Por lo tanto, un aumento de la liberacion de
corticosterona durante € primer dia de estrés no parece capaz de potenciar los efectos a
largo plazo de la exposcidon a la IMO. Sin embargo, teniendo en cuenta que en ratas
ADX+B no se observd efectos a largo plazo de la exposicion previa con la IMO
(experimento 2 y 3) y que la supresion de la liberacion de corticosterona (con
metirgpona) € dia 1 redujo parciamente los efectos a largo plazo de la IMO previa,
podriamos concluir que una cantidad minima de corticosterona en plasma es necesaria
para inducir parcidmente los efectos a largo plazo de la IMO, pero un incremento
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adiciond no tiene consecuencia ninguna. En funcion de los resultados, no parece que
los efectos a largo plazo de la IMO sobre d ge HPA muestren una respuesta en U
invertida, caracteritica de los efectos de los glucocorticoides sobre distintos tipos de
gorendizagje (ver Introduccion a capitul 0).

El hecho de que una exposicion tan breve a la IMO como es 1 min, sea cgpaz de
inducir cambios adaptativos a largo plazo no dga de ser sorprendente. Con otros tipos
de agprendizge, como la evitacion pasiva, es posble observar la exigencia de una
memoria a largo plazo tras una Unica experiencia de los animades con € choque
eéctrico (190) vy, por lo tanto, podria ser que una breve exposicion a la IMO fuera
auficiente para consolidar la memoria acerca de la dtuacion. Sin embargo, es mas
sorprendente que esta memoria se traduzca en una menor respuesta de ge HPA, lo que
implica muy probablemente € desarollo de mecanismos adaptativos frente a
Stuaciones de edrés. De hecho, no hay datos en la literatura referentes a un efecto
protector de una Unica y breve exposicion a estrés sobre la respuesta fisoldgica a la
misma Stuacion, savo los resultados publicados por nuestro grupo (171). De nuestros
resultados parece deducirse que una Unica exposicion a un estrés intenso, es cagpaz de
inducir efectos protectores sobre las consecuencias fisoldgicas de otra exposicion
semgante, y ademés, la potenciacion de la liberacion de corticosterona mientras los
animales experimentan la situacion estresante no incrementa los efectos alargo plazo.

Hasta d momento no conocemos las razones de las discrepancias entre la
desensibilizacion del e HPA observada por nosotros y la senshilizacion encontrada
por € grupo de Tilders (250, 251, 282). Sin embargo, es probable que nos encontremaos
con dos fendbmenos diferentes relacionados con € estrés, que comparten € hecho de que
los cambios en d ge HPA s van activando con € tiempo, pero difieren en la direccion
de los cambios y en su especificidad. Respecto a este dltimo punto, nosotros
observamos en los experimentos previos que la exposicion a la IMO € dia 1 no mgord
la recuperacion del ge HPA después de la exposicion un nuevo estimulo estresante
(nado) € dia 8. El hecho de que los efectos a largo plazo sean especificos para d tipo de
edimulo edtresante con @ cud los animades han tenido una experiencia previa van en
contra de la hipétesis de que los efectos a largo plazo de la IMO sean debido a cambios
en los mecanismos de retroinhibicién de los glucocorticoides sobre € ge HPA 'y, de
hecho, los estudios de los efectos a largo plazo de una sola exposicion d estrés sobre los
receptores de corticosteroides han dado resultados conflictivos (28, 144, 282).

Efectos alargo plazo sobre la Ingesta

La exposicion d edirés sabemos causa dteraciones comportamentales, endocrinas y
fidolégicas en d organismo, pero s0lo dgunas de estas varidbles son sensbles a
determinados estimulos estresantes debido a su intensidad y duracion (170). La ingesta
es precisamente una de edas variables (167, 175). Decidimos por lo tanto estudiarla,
para conocer S la influencia de la exposicion previa d edtrés causa cambios a largo
plazo, en otrasvariables diferentesad ge HPA.

En respuesta a la IMO d dia 1 hemos observado un descenso de la ingesta muy
acentuado en las primeras 24 horas post-estrés, con una recuperacion progresiva a lo
largo de los dias, aunque en ocasiones no llega a recuperarse totamente antes de la
segunda exposicion a la IMO dd dia 8. Estos datos coinciden esencidmente con los
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encontrados previamente en nuestro laboratorio en respuesta a la IMO (167, 281). En €
experimento 3, utilizando animdes ADX+B, la adrendectomia no tuvo un efecto
importante ni sobre & nived norma de ingesa ni sobre las consecuencias de la
exposicion a la IMO, aunque hubo una tendencia a recuperarse mas rgpidamente en los
animdes ADX+B. S bien se ha demostrado una reduccion de la ingesta en animales
ADX, particulamente después del edtrés (106), los efectos de la ADX sobre €
organismo son muy digintos que los de la ADX seguida de suplementacion con
corticosterona.

En respuesta a la IMO dd dia 8, observamos que los animaes con una experiencia
previa con la IMO mostraron un menor grado de anorexia que los controles en los tres
dias siguientes d estrés. Este efecto protector de la experiencia previa con la IMO sobre
la anorexia fue independiente de la adrendectomia. Estos resultados demuestran por
primera vez efectos a largo plazo de una exposicion previa a la IMO sobre la anorexia
inducida por una nueva exposcion alamisma Stuacion estresante.

La adminigtracion de metirapona € dia 1 redujo la ingesta en las 24 h siguientes a la
inyeccion y o mismo hizo la IMO, sn que se obsarvara una interaccion entre € efecto
de ambas. El efecto de la metirapona sobre la ingesta podria deberse a un efecto centra
dd famaco ya que s ha obsavado también con la adminigracion
intracerebroventricular (108). S bien d efecto de la metirapona desaparecio tras las
primeras 24 h, € efecto de la IMO continu6 sendo sgnificativo e independiente de la
adminigtracion del farmaco. La administracion de RU38486 no tuvo efecto aguno sobre
la ingesta del dia 1 ni en los animaes controles ni en los expuestos a la IMO, que causo
efectos amilares a los de los experimentos anteriores. La ausencia de efectos del
RU38486 concuerda con |o observado por otros autores (67, 96). Ni la metirgpona ni €
RU38486 administrados € dia 1 tuvieron efecto adguno sobre la proteccion causada por
la IMO dd dia 1 sobre los efectos anoréxicos de la segunda exposicion. Lo que viene a
confirmar que los glucocorticoides no parecen implicados en € efecto protector de una
experiencia previa con la IMO sobre la respuesta a la segunda exposcion. A
conclusones smilares podemos llegar en d experimento de administracion de ACTH.
Lo més interesante de este Ultimo experimento fue que basté una exposicion a 1 min de
IMO en d dia 1 para inducir una proteccion sobre los efectos anoréxicos de la IMO del
dia 8 y que los efectos fueron indigtinguibles de los observados en € grupo expuesto a
20mindeIMO € dia 1.

Todos estos resultados demuestran que la manipulacion farmacoldgica de los
niveles de glucocorticoides es incgpaz de modular € impacto de una exposcion previa a
la IMO sobre la ingesta. Puesto que la manipulacidon de los niveles de glucocorticoides
s fue capaz de reducir, d menos parcidmente, los efectos de una exposicion previa a la
IMO, parece evidente que los mecanismos neurobioldgicos implicados en los efectos a
largo plazo de la IMO sobre € ge HPA y sobre la ingesta son, a menos parcid mente,
diferentes. Estas diferencias vienen gpoyadas por € hecho de que los efectos a largo
plazo de 1 min de IMO fueron mucho menores que los de 20 min en d caso de ge
HPA, pero fueron de igud magnitud en @ caso de la ingesta. El conocimiento de los
mecanismos que controlan la anorexia inducida por d estrés podria ser de gran utilidad
para € conocimiento de las diferencias con d ge HPA. Desafortunadamente, los
mecanismos que controlan la anorexia inducida por € edrés no esan hien
caracterizados. S bien diversos laboratorios han demostrado que  CRF parece estar
implicado en la anorexia inducida por sStuaciones de estrés smilares a la IMO (103,
256, 259), ratones KO para e CRF muestran una anorexia Smilar a la de los ratones
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normaes (269), quizas debido a desarrollo de mecanismos compensatorios en los KO.
Otros resultados gpuntan a un papel, ad menos parcia, dd receptor MC4, a cud se unen
laACTH y péptidos &fines (288) o de la transmision serotoninérgica (257).

En funcion de los resultados obtenidos, podemos concluir que la ingesta parece ser
un parametro més sensble a los efectos a largo plazo que € ge HPA. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que un aspecto fundamenta de los efectos a largo plazo
sobre @ ge HPA, como es la maduracion progresiva con € tiempo, no puede estudiarse
con la ingeta debido a tiempo que tardan los animdes en recuperar sus nivees
normaes de ingeta Queda por determinar s ambos fendmenos presentan
caracterigicas Smilares.
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CAPITULO Il

¢Es el miedo/ansiedad un posible inductor de los efectos a largo plazo
del estréssobre el gge HPA?
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I11 a. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Nuestros resultados indican que los efectos a largo plazo aparecen con estimulos
edtresantes de devada intensdad como la IMO y no con otros més suave como € nado,
por lo que parece poshble que la gparicion de este fendmeno pueda estar relacionado
Unicamente con la exposcion a estimulos aversvos de cierta intensgdad. Existen pocos
antecedentes de una megora del gprendizge con € tiempo, pero Hubber y Deutchs
(1969) habian observardo, usando una prueba de evitacion activa en un laberinto en Y,
gue la gecucion de las ratas mejoraba con € tiempo (104). Teniendo en cuenta que €
tipo de tarea edtudiada por Hubber y Deutchs utilizaba € chogque eéctrico como
etimulo aversvo y que, ademés, los glucocorticoides sOlo parecen estar parciamente
implicados en la induccion de los efectos a largo plazo de la IMO, es posble una
contribucion del miedo/ansiedad creado durante la Situacion como un factor responsable
de lamemoria acerca de estas Stuaciones aversivas.

La mayor pate de las invedtigaciones sobre las bases neurogquimicas de
miedo/ansedad se han centrado drededor del GABA y de su receptor GABA-A (93). El
GABA es d principa neurotransmisor inhibitorio en @ SNC. Ejerce su accion mediante
la union a dos clases de receptores;, GABA-A y GABA-B, que difieren en sus
propiedades farmacolégicas, dectrofisolégicas y  bioquimicas (198). El  receptor
GABA-B es un receptor de tipo metabotropico (acoplado a proteinas G) que abre
candes de K*; en cambio, & receptor GABA-A inhibe la actividad neurond por la
apertura de candes de Cl". El receptor GABA-A es un oligomero formado por diversas
subunidades polipeptidicas, habiéndose descrito 6: a, b, g, d, e y r. La combinacion
especifica de estas subunidades determina la farmacologia del receptor. Este complejo
receptor incluye cinco lugares de union localizados cerca 0 en € interior dd cand de CI°
a los cudes s unen, en lugaes diferentes, d GABA, las benzodiacepinas, los
barbitdricos, la picrotoxina y los esteroides. El GABA es d directo responsable de la
gpertura del cana de ClI', pero adgunas de los lugares de union comentados, como es €
caxn de las benzodiacepinas modulan la respuesta del receptor d GABA. Las
benzodiacepinas pueden ser de tres clases agonigtas, que inducen una modulacion
aogérica podtiva de los efectos dd GABA sobre € cand de ClI7, agonistas inversos,
gue inducen una modulacion negetiva de los efectos ded GABA sobre @ cand de CI', y
antagonistas que se unen d receptor Sin tener efecto sobre @ canad de Cl°, pero
antagonizen € efecto de los agonistas y de los agonistas inversos. Entre los agonistas
podemos destacar € diazepam y d clordiazepdxido, y entre los agonistas inversos las b-
carbolinas como d FG7142. Mientras que los agonistas tienen efectos andoliticos, los
agonistas inversos tienen propiedades atamente ansiogénicas.

La exigencia de estos ligandos sugiere que debe haber sustancias enddgenas que
actlan de igud manera (47, 61) produciendo respuestas de tipo ansogénicas O
angoliticas. Sin embargo, la importancia rea de las moléculas caracterizadas hasta d
momento como poshles ligandos endégenos ded lugar de unién paa las
benzodiacepinas no se conoce alin. A pesar de dlo, existen agunas pruebas indirectas
gue sugieren que estos posbles ligandos endogenos existen. Algunos de los resultados
méas interesantes fueron obtenidos por Bodnoff e d (23). En este experimento, ratas
privadas previamente de comida fueron expuestas a un ambiente nuevo, en € centro del
cud se Stud una placa conteniendo dimento. Debido a la novedad de la situacion, las
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ratas privadas de comida modtraban inicidmente una larga latencia antes de comenzar a
comer; dn embargo, eda latencia se redujo cuando los animaes fueron tratados
previamente con diazepam o expuestos diariamente a la misma Stuacion. Cuando los
animdes ya habituados d ambiente nuevo fueron tratados con FG7142 o con un
antagonista del receptor de benzodiacepinas (flumazenil) la laenca volvio a
incrementarse consderablemente. Etos datos sugieren que en @ proceso de habituacion
a la novedad debe estar involucrada la liberacion de un compuesto enddgeno ansiolitico
gue se une a receptor GABA-A en d lugar de union paralas benzodiacepinas.

Ademés de participar en € control de la ansedad, € GABA podria gercer un papel
importante en € control de la actividad dd ge HPA, especidmente S tenemos en
cuenta que € PVN recibe importante inervacion GABAérgica (99). Sin embargo, los
efectos de las benzodiacepinas son contradictorios. Parece evidente que a doss
moderadas, las benzodiacepinas como € clordiacepdxido y € diazepam son capaces de
inhibir la liberacion de corticosterona en respuesta a Stuaciones edtresantes de
intensdad moderada (v.g. (136, 202), pero es maés discutible que tengan efectos en
respuesta a situaciones de estrés de mayor intensidad (v.g. (168). Por otro lado, se ha
observado que a dosis dtas, estos compuestos son capaces por Si mismos de activar €
ge HPA (52, 179), lo que complica extraordinariamente la interpretacion de los
resultados obtenidos tras una exposicion ulterior d estrés. Este efecto estimulador
podria gercerse a través de un mecanismos independiente de la interaccion con €
receptor GABA-A (285). Tomados en conjunto, los resultados indican que € blogueo
de la ansiedad causada por una sSituacion estresante no tiene porqué estar necesariamente
ligado a un blogueo de la activacion dd e HPA.

Exige dguna evidencia experimenta de que la tranamison GABAémgica podria
paticipr en los €fectos a largo plazo de manipulaciones experimentades o
farmacol6gicas sobre d ge HPA. Antedman et a (1988) observaron que la exposicion a
una Stuacion estresante era capaz de bloguear adgunos efecto fisoldgicos dd diazepam,
incluyendo la respuesta del e HPA, un mes después de la exposicion d estrés (7). Por
otro lado, Van Dijken et d 1992 observaron efectos a largo plazo (14 dias) de la
exposicion a choque déctrico sobre d  comportamiento en ambientes nuevos y estos
cambios fueron parcidmente revertidos por famacos ansidliticos (diazepam) pero no
por antidepresivos (284), lo que sugiere una implicacion dd receptor GABA-A en estos
efectos conductuales. Efectos ansogénicos a largo plazo se han observado también tras
la exposicion de ratas a uno de sus depredadores naturdes, @ gato (2) y por la smple
administracion de de una agonista inverso de las benzodiacepinas como & FG7142 (3).

Sobre la base de los datos comentados, parece posible que la induccion de los
efectos a largo plazo, que es directamente proporciond a la intensdad de la Stuacion
edresante, podria edtar relacionada con d nivel dd miedo/ansedad causado por la
exposicion a la stuacion estresante. Para demostrar esta hipotesis, en este tercer capitulo
nos centramos en la manipulacion farmacoldgica de los niveles de miedo/ansedad
causados durante la primera exposcion a edrés mediante la adminigtracion de
farmacos ansiogénicos (FG7142) o andoliticos (diazepam) relacionados a  receptor
GABA-A.
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111 b. DISENO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Experimento 7: Influencia del ansiogénico FG7142 sobre los posibles efectos a

largo plazo dela exposicion al nado forzado.

Puesto que los resultados obtenidos en los capitulos anteriores parecen indicar que
los efectos a largo plazo podrian estar relacionado con un tipo especia de gprendizagje
ligado a etdimulos aversvos, nuestra hipdtess es que la induccion dd fendmeno
dependeria  no s0lo de la liberacion de glucocorticoides causada por la primera
expodcion a edrés, dno también dd nivd de miedo/ansiedad producido por la
Stuacion. Elegimos d nado por s un edimulo edresante de intensdad media sin
efecto a largo plazo por si mismo, esperando que la administracion previa de FG7142
incrementara los niveles de andedad y por o tanto gparecieran |os efectos alargo plazo.

Utilizamos 32 ratas didribuidas d azar en 4 grupos experimentaes (n=8):
livehiculo,
2/ FG, 3/ veh+nado y 4/ FG+nado. La doss de FG administrada fue de 10 mg/kg.
Puesto que los datos en la literatura indican que los agonistas inversos de las
benzodiacepinas son capaces, por si mismos, de activar  ge HPA (49, 52, 72, 264), d
dia 1 se administré FG7142 o vehiculo y 30 min después se tomd una Unica muestra de
sangre a todos los animdes para demogtrar que efectivamente habia activacion ddl ge
HPA con la doss de FG administrada. Posteriormente agunos de los animaes fueron
expuestos a 20 min de nado, mientras que los dd grupos control fueron devuetos a
edtabulario. Todos los animales permanecieron en € edabulaio Sn recibir ninguna
manipulacion experimental hasta @ dia de la segunda exposicion d nado (dia 8). Ese
dia, todos los animales fueron expuestos d nado durante 20 min y se tomaron muestras
de sangre justo antes del nado, justo después del nado y alos 30 y 60 min de findizado
el nado. Se midio latemperaturarectal (TR) antes'y después del nado.

Resultados

La adminigracion de FG7142 d dia 1 produjo un incremento atamente
sgnificativo de los niveles basdes de ACTH y corticosterona 30 min después de su
administracion (p<0.001 en ambos casos, datos no mostrados). No se observo efecto ni
el FG7142 ni del nado sobre los niveles de ingesta (datos no mostrados).

El efecto de la experiencia previa con € nado sobre la dinamica de respuesta de la
ACTH vy corticosterona a una nueva exposicion a nado d dia 8 se estudié mediante un
ANOVA de tres factores. farmaco (F) y experiencia previa con € nado (N) fueron los
factores entre sujeto y d factor tiempo de toma de muestra (T) € factor intra-sujeto
(medidas repetidas). Los resultados se muestran enla Tabla 17.
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Tabla 17: Efecto ddl FG7142y € nado € dia 1 sobre larespuestade la ACTH y corticosterona
a nado €l dia 8: Resultados del ANOVA de tres factores.

FACTOR ACTH CORTICOSTERONA

Experiencia previacon e nado(N) NS NS
Farmaco (F) NS NS

Tiempo de toma de muestra (T) P< 0.001 P<0.001
NxF NS NS
NxT NS NS
FxT NS NS
NxFxT NS NS

El ANOVA de tres factores reveld que no hubo efecto dgnificativo del FG7142
sobre los niveles de ACTH y corticosterona en respuesta d nado. Solo se encontrd
efecto dgnificativo para € factor tiempo de toma de muestra (p<0.001) en las dos
hormonas, no encontrandose tampoco significacion dguna en las interacciones entre los
factores (Figura22 A 'y 22B).

La hipotermia causada por € nado se andiz6 mediante un ANOVA de dos factores.
Los resultados revelaron que la hipotermia estuvo reducida tras una nueva seson de
nado (p<0.03) & dia 8 comparada con los grupos Sn experiencia previa, Sn que d
FG7142 tuviera efecto aguno (Figura 21).
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FIGURA 21: Efecto del tratamiento con FG7142y la exposicion al nado €l dia 1 sobrela
hipotermia causada por una nueva exposicion al nado € dia 8. Seindicalamedia+ SEM
(n=8 por grupo) de los cambios en latemperatura rectal antes y después del nado. Los grupos se
refieren a tratamiento e dia 1, porque € dia 8 todos los grupos fueron expuestos a nado. El
ANOVA revel6 un efecto significativo de la experiencia previa con € nado (** p<0.03), pero
no del farmaco.
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FIGURA 22: Efecto del tratamiento con FG7142y la exposicion al nado el dia 1 sobrela
respuesta del je HPA a una nueva exposicion al nado el dia 8. Los grupos se refieren a
tratamiento del dia 1, dado que € dia 8 todos |os grupos fueron expuestos al nado. Las muestras
fueron tomadas justo antes (basaes, Bas) y justo después del nado y a los 30 y 60 min de
findizado la exposicion a nado (Rec30 y Rec60). Los resultados se expresan como la media +
SEM (n=8). El ANOVA no revel6 efecto ni del tratamiento previo con FG ni de la experiencia

previa con & nado.
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Experimento 8: Efecto del angalitico diazepam sobre los efectos a largo plazo de la

exposicién alalMO.

Los reaultados del experimento anterior no gportaban ninguna prueba postiva de un
posible papel dd de miedo/ansedad como inductor de los efectos a largo plazo de
edrés agudo. Cabia la poshilidad de que d traamiento con FG7142 no hubiera
permitido dcanzar un nivdl de andedad equiparable d de una Stuacion estresante
mucho més potente como la IMO. Por dlo, en & dguiente experimento decidimos
cambiar de edtrategia e intentar reducir & nivel de ansedad creado por la IMO mediante
la adminigtracion previa de un famaco angolitico como € diazepam. Se escogié una
dosis de diazepam ala cua se han observado de manera consistente efectos ansioliticos.

Utilizamos 26 ratas didribuides d azar en 4 grupos expeimentdes (n=5-8): 1/
vehiculo, 2/ diazepam, 3/ vehiculo + IMO y 4/ diazepam + IMO. El dia 1 se administré
diazepam (2 mg/kg) o vehiculo y 30 min después se tomd una Unica muestra de sangre.
Pogeriormente dgunos animaes fueron expuestos a 20 min de IMO y los grupos
control fueron devudtos d edabulario. Todos los animdes permanecieron en d
esabulario Sn recibir ninguna Mmanipulacion experimenta hesta € dia de la segunda
exposicion a la IMO (dia 8). Este dia, todos los animaes fueron expuestos a la IMO
durante 20 min y se tomaron muestras de sangre después de laIMO y alos 45 y 90 min
de findizado d edtrés. No se tomaron las muestras basales, dado que, en funcion de los
resultados anteriores, era evidente que los niveles basdes no cambiadban como
consecuencia de la experiencia previacon laIMO.

Resultados

La dods de diazepam adminidrada € dia 1 incrementd dSgnificativamente los
niveles basales de ACTH y corticosterona (p<0.001 en ambos casos) 30 min después de
su administracion (datos no mostrados). Los ANOVAs de los efectos de la IMO dd dia
1y de dia 8 no revelaron efecto dd tratamiento con diazepam sobre la ingesta, sendo
los efectos de la IMO similares a los ya descritos en otros experimentos previos (datos
no mostrado).

El efecto dd diazepam y de la experiencia previa con la IMO sobre la dinamica de
respuesta de la ACTH y corticosterona a la IMO del dia 8 s estudi6 mediante un
ANOVA de tres factores: Farmaco (F) y experiencia previa con la IMO (E) fueron los
factores entre sujeto y & factor tiempo de toma de muesira (T) € factor intra-sujeto. El
efecto de los factores y sus interacciones se muestran en la Tabla 18.
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Tabla 18: Efecto dd diazepam y la IMO previa del dia 1 sobre los niveles plasméticos de
ACTH vy corticosterona en respuesta a la IMO del dia 8: Resultados de ANOVA de tres
factores.

FACTOR ACTH CORTICOSTERONA
Experiencia previacon IMO (E) P<0.001 P<0.001
Farmaco (F) NS NS
Tiempo de toma de muestra (T) P<0.001 P<0.001

ExF NS NS

ExT NS P<0.001

FxT NS NS
ExFxT NS NS

El diazepan no tuvo efecto sobre los nivdes de ACTH y corticosterona en
repuesta a la segunda IMO, aunque si se observd, como era de esperar, una
disminucion de la respuesta de la ACTH y la corticosterona  en los animaes con
experiencia previa con la IMO. En d caso de la ACTH d €fecto se observo tanto d
acabar la IMO como en € periodo post-IMO, sendo ago menor € efecto justo a
acabar la IMO que en € periodo de recuperacion como revela las comparaciones de
cada tiempo (ver Figura 23). En d caso de la corticosterona, como la interaccion E x T
para la corticosterona dio diferencias Sgnificativas, se redizaron comparaciones a
posteriori para cada tiempo, independientemente del factor farmaco. Los andiss
revelaron una disminucion de la respuesta de la corticosterona a la IMO en funcion de la
experiencia previa s0lo en los tiempos de recuperacion rec 45 y rec 90 min (p<0.001en
ambos casos).

111 d. DISCUSION

Los resultados presentados en este capitulo indican que los nivdes de
miedo/ansiedad provocados por la Stuacion estresante no parecen estar involucrados en
la induccion de los efectos a largo plazo dd estrés sobre € e HPA. Hemos observado
que, independientemente de los posbles cambios en d nived de miedo/ansedad
causados por los farmacos administrados, ni € nado provocod €efectos a largo plazo
cuando los animdes fueron nuevamente expuestos d mismo estrés, ni se modificaron
los efectos alargo plazo delalMO.

Como € fendmeno de efectos a largo plazo parece condituir un tipo especid de
gorendizgie ligado a esimulos aversivos, sugerimos que los nivees de miedo/ansedad
causados por la primera exposicion d estrés podrian estar implicados en la induccion de
este fendmeno. Nuedtra hipdtesis estaba basada en los antedecentes comentados en la
introduccion de capitulo 111, Esperdbamos por tanto que la manipulacion farmacolGgica
de los nivdes de miedo/ansedad durante € primer edrés tuviera importantes
consecuenciaen lainduccion de los efectos alargo plazo sobre d ge HPA.
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FIGURA 23: Efecto del tratamiento con diazepam y la exposicion a20 min deIM O € dia
1 sobrelarespuesta del e HPA a una nueva exposicion alalMO 7 diasmastarde. Los
grupos se refieren al tratamiento € dia 1, porque € dia 8 todos los grupos fueron expuestos a la
IMO (20 min). Las muestras se tomaron justo después de la IMO y a los 45 y 90 min de
finalizado la exposicién ala MO (Rec45 y Rec90). Los resultados se expresan como la media +
SEM (n=8). El ANOVA revel6 un efecto significativo de la exposicion previaalalMO, pero no
del diazepam (* p< 0.05, *** p <0.001 vs grupos sin experiencia previa con la IMO, dentro del
mismo tiempo de toma de muestra).
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Como observamos en € experimento 1 (capitulo 1) un estimulo edresante de
mediana intensdad como & nado fue incgpaz de inducir efectos a largo plazo sobre €
ge HPA, a pesr de una disminucion de la respuesta de diferentes variables (hipotermia,
conducta activa) a una segunda seson de nado. La administracion de FG7142 no tuvo
efecto dguno sobre € ge HPA ni tampoco sobre la temperatura recta (TR),
demostrando que € €efecto sobre esta variable fisoldgica no se vio dterada por la
manipulacion farmecoldgica de los niveles de ansedad. Puesto que nuestra hipotesis
asumia que la adminigracion de un famaco ansogenico como € FG7142 potenciaria
los efectos ansiogénicos dd nado y esto podria inducir efectos a largo plazo sobre d ge
HPA, es evidente que dicha hipétesis no se ha cumplido. La razén de que d FG7142 no
tuviera efecto podria haberse debido a que la dosis dd famaco utilizado no hubiera
sdo la apropiada para lograr un efecto ansogénico o bien que los efectos a largo plazo
dependieran de dgun factor relacionado con la intensidad del estrés pero no del nivel de
ansedad causado por la dtuacion. La doss de FG7142 utilizada (10 mg/kg) ha
demostrado gercer un efecto ansogénico comparable d de la exposicion de animdes a
un ambiente nuevo (23) o d de la exposicion de las ratas a un gato (3), y por tanto
parece una dosis adecuada. Por otro lado, esta dosis fue también eficaz para causar por
s misma una activacion del e HPA smilar ala descrita por otros autores (206).

En d experimento 8 utilizamos € diazepan como f&maco angalitico d objeto de
reducir la ansedad causada por la exposicion a la IMO. Esperdbamos que eta
reduccion de la ansedad se tradujera en una reduccion de los efectos a largo plazo de la
IMO y por consgguiente en una modificacion de la velocidad de recuperacion de las
hormonas en los tiempos post-IMO. Los resultados indican, de nuevo, que una
exposcion previa a la IMO fue suficiente para acderar la recuperacion post-estrés del
ge HPA, pero d diazepam no tuvo & efecto esperado, ya que no redujo los efectos a
largo plazo de la IMO sobre d ge HPA. Es de destacar que la adminigtracion de
diazepam no afectd a los efectos de la IMO ni @ primer dia ni € dia 8, lo que indica que
ni los mecanismos de memoria acerca de la primera exposicion a la IMO ni € efecto
anoréxico de la IMO estén relacionados con las benzodiacepinas y € receptor GABA-
A.

En conjunto, los resultados obtenidos indican, que la magnitud de los efectos a
largo plazo del estrés sobre e ge HPA dependen del tipo de estrés aplicado, puesto que
observamos que se pone de manifiesto de forma muy evidente con la IMO pero no con
e nado (ver capitulo 1, (85, 171) aunque no parece que la andedad generada por la
Stuacion sea @ factor fundamenta. De ser asl, € diazepam deberia haber revertido
fendmeno en respuesta a la IMO y & FG7142 deberia haberlo inducido en respuesta a
nado, en tanto que los resultados indican que ninguno de los farmacos utilizados tuvo
efecto dguno sobre d patron de respuesta del e HPA.

Como se ha comentado previamente, diversas Stuaciones de estrés parecen causar
un incremento a largo plazo de los niveles de ansedad. Por otro lado, estos efectos a
largo plazo sobre la ansedad parecen ser bloqueados por la administracion previa de
famacos andoliticos (284), lo que sugiere que la andedad et relacionada con la
induccion de los efectos a largo plazo sobre la conducta Sin embargo, nadie ha
invesigado 9 las benzodiacepinas y € receptor GABA-A esén implicados en la
induccion por @ edrés de los cambios a largo plazo en la respuesta del ge HPA.
Nuestros resultados indican que no lo estan.
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