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Resumen

Aunque la mayoria de los estudios sobre estrés agudo se centran en la respuesta a cada estimulo por
separado, la posible interaccion entre estimulos estresantes, de diferente o similar naturaleza, tiene una gran
relevancia tedrica ya que en la naturaleza los organismos pueden enfrentarse a mas de un estimulo de
manera simultdnea (o casi simultinea). Independientemente de su naturaleza, los estimulos estresantes
tienen en comun la activacion del eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal (HPA), que puede ser activado por
estimulos de naturaleza fisica o emocional. Dependiendo de sus caracteristicas, los estimulos estresantes
son procesados de manera en gran parte diferenciada por el SNC, aunque las sefiales finalmente convergen
en el nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), estructura clave en la regulacion del eje HPA. Muchas
drogas como la cocaina y la anfetamina son capaces de activar amplias zonas del SNCy el propio eje HPA,
siendo consideradas como estimulos estresantes farmacoldgicos. Estudios previos de nuestro laboratorio
han puesto de manifiesto, en ratas, interacciones entre psicoestimulantes (anfetamina) y estimulos
estresantes emocionales (v.g. natacion forzada) cuando ambos se administran de manera simultdnea,
reduciéndose la activacion del eje HPA y la hiperglucemia asociada al estrés emocional. Esta sinergia
negativa también se observa con la exposicién a la natacién forzada y la administracion de otro
psicoestimulante como el metilfenidato, a dosis terapéuticamente relevantes en el tratamiento del trastorno

por déficit de atencién e hiperactividad (ADHD).

El primer objetivo de la presente tesis ha sido el estudio de cémo la exposiciéon simultinea a
psicoestimulantes (anfetamina o metilfenidato) y estimulos estresantes emocionales (nataciéon forzada)
afecta a la activacion de poblaciones neuronales especificas en dreas del SNC relacionadas con el
procesamiento de ambos tipos de estimulos. Al objeto de extender la posibilidad de interaccién a la
exposiciéon conjunta a estimulos estresantes de tipo emocional, hemos también estudiado de forma
preliminar las consecuencias de la exposicién simultdnea al olor a depredador y a la inmovilizacién en
plancha. La caracterizacion de las poblaciones neuronales activadas se ha llevado a cabo fundamentalmente
mediante doble hibridacién in situ fluorescente (FISH) del gen de expresiéon temprana c-fos en
combinacioén con marcadores especificos de fenotipos neuronales. Nuestro interés se ha centrado en las
neuronas glutamatérgicas o GABAérgicas de la corteza prefrontal medial, las neuronas DIR* o D2R* del
estriado, las neuronas CRH* del PVN vy las neuronas tirosina hidroxilasa (TH)" del 4rea tegmental ventral

y el locus coeruleus.

Los resultados indican que la exposicién simultanea a dos estimulos da lugar a diversos tipos de interaccién
respecto a las poblaciones neuronales activadas. Los efectos son mds evidentes con la anfetamina, que por
si misma causa activacion de un gran ntimero de areas del SNC, que con el metilfenidato, que por si mismo
apenas tuvo efecto. Pudieron observarse los siguientes patrones de respuesta: i) una falta de efecto aditivo,
cuando la activacién de un estimulo predomina sobre el otro; ii) un efecto aditivo, que parece reflejar una
contribucién independiente de cada estimulo; iii) una sinergia negativa, de tal manera que un estimulo
reduce la activacion causada por el otro; y iv) una sinergia positiva, en la que la exposicién simultanea causa
mayor activacion que la suma de cada uno de los estimulos. También se han observado sinergias negativas
tras la exposicion simultdnea al olor a gato y ala inmovilizacién. En conjunto, los datos presentados aportan
una mejor comprension de la interaccion entre estimulos estresantes emocionales y dos psicoestimulantes
importantes respecto a la adiccion y el tratamiento del ADHD. Ademads, aportan evidencias de una
interaccién entre estimulos emocionales procesados al mismo tiempo, lo que puede ser de interés en

patologias como el trastorno de estrés postraumatico.



Abstract

Although most acute stress studies focus on the response to each stimulus given separately, the possible
interaction between stressors of different or similar nature has a critical theoretical relevance as in nature
organisms can face more than one stimulus simultaneously (or almost simultaneously). Regardless of its
nature (physical or emotional), stressors have in common the capability to activate the hypothalamus-
pituitary-adrenal axis (HPA). Although depending on their characteristics stressors are differentially
processed by the SNC, signals eventually converge at the paraventricular nucleus of the hypothalamus
(PVN), the key area in the regulation of the HPA axis. Many drugs of abuse such as cocaine and
amphetamine are able to activate a wide range of brain areas and also the HPA axis and, as such, are
considered as pharmacological stressors. Previous research from our laboratory has demonstrated in rats
some interactions between psychostimulants (amphetamine) and emotional stressors (forced swim) when
both stimuli were administered simultaneously, resulting in reduced activation of the HPA axis and stress-
induced hyperglycemia. The aforementioned interaction was also observed with the exposure to forced
swim and the administration of another psychostimulant, methylphenidate, at doses that are used for the

treatment of the attention deficit and hyperactivity disorder (ADHD).

The first aim of the present work objective has been the study of how simultaneous exposure to
psychostimulants (amphetamine or methylphenidate) and emotional stressors (forced swim) alter the
activation of specific neuronal populations in brain areas related to the processing of both stimuli. In order
to extend the possibility of interaction to simultaneous exposure to two emotional stressors, we have also
preliminary studied the consequences of simultaneous exposure to predator odor and immobilization. The
characterization of activated neuronal populations has been carried out mainly by double in situ
hybridization (FISH) of the immediately early gene c-fos in combination with specific neuronal phenotype
markers. Our interest has focused on glutamatergic and GABAergic neurons of the medial prefrontal
cortex, DIR* and D2R" neurons of the striatum, CRH* neurons of the PVN, and tyrosine hydroxylase (TH")

neurons of the ventral tegmental area and the locus coeruleus.

Our results indicate that simultaneous exposure to two stimuli leads to different types of interactions with
respect to activated neuronal populations. The effects are more evident with amphetamine, which by itself,
causes wide-spread activation of the brain, than with methylphenidate, which by itself has null or modest
effect. The following response patterns were observed: i) lack of additive effect, when activation of one
stimulus dominate over the other; ii) additive effect, which seems to reflect an independent contribution of
each stimulus; iii) negative synergy, when one stimulus reduces the activation caused by the other stimulus;
and iv) positive synergy, when simultaneous exposure causes more activation than the sum of each
stimulus. Negative synergies have also been observed after simultaneous exposure to predator odor and
immobilization. Taken together, the present data contribute to a better understanding of the interaction
between emotional stressors and two types of psychostimulants that are important for addiction and the
treatment of ADHD. In addition, we add some evidence on the interaction between two emotional stressors
when processed simultaneously, what may be of interest in pathologies such as the post-traumatic stress

disorder.
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Introduccion

1. Concepto de estrés

En la segunda mitad del siglo XIX el fisilogo Claude Bernard, basindose en sus
observaciones respecto al rol del higado en la liberaciéon de glucosa a partir de los
depdsitos de glicogeno y la funcién de los nervios simpaticos en el mantenimiento de la
temperatura corporal, introdujo el concepto de “milieu intérieur”, que propone “Ia
habilidad de un organismo de mantener un fluido constante alrededor de las células,
independientemente de las perturbaciones en el ambiente externo” (Goldstein y Kopin,

2007).

A principios del siglo XX y basandose en el concepto propuesto por Claude Bernard,
Walter B. Cannon acuié el término “homeostasis” para describir los procesos
tisiolégicos corporales encargados del mantenimiento, dentro de unos rangos aceptables,
de maultiples variables fisiologicas criticas para la supervivencia del organismo (v.g.
presion del oxigeno, temperatura corporal o concentraciéon de glucosa en sangre;
Goldstein y Kopin, 2007). La homeostasis puede verse comprometida por una gran
variedad de amenazas, como la exposicion al frio, hemorragias o dolor, entre otras. Segiin
Cannon, estas amenazas activan tanto el sistema nervioso simpatico como la médula
adrenal (sistema simpatico-médulo-adrenal, SMA), restaurando la homeostasis. Por
ejemplo, cuando la temperatura corporal aumenta, el sistema termorregulador provoca
que el cuerpo empiece a sudar ademads de dirigir el flujo sanguineo de las visceras a la piel,
aumentando la pérdida de calor. Ademads, Cannon extendio el tipo de amenazas que
podian afectar la homeostasis incluyendo estimulos no s6lo de naturaleza fisica sino
también de naturaleza emocional, describiendo el concepto de reaccion de alarma o de

“lucha-huida” (del inglés, fight or flight).

El concepto de homeostasis fue revisado por Sterling y Eyer a principios de los aiios 80.
Estos autores acuiaron el concepto de alostasis (estabilidad a través del cambio)

basandose en sus observaciones sobre como algunas variables fisioldgicas (v.g. presion
22



sanguinea, frecuencia cardiaca o niveles de glucosa en sangre) fluctuaban dentro de unos
rangos a lo largo del dia o en diferentes situaciones como proceso de adaptacion a
diferentes condiciones ambientales (ver revision en McEwen y Stellar, 1993). Siguiendo
la estela de estos dos autores, McEwen incorporé el concepto de alostasis al campo del
estrés (McEwen, 1998; McEwen y Wingfield, 2003). Asi, se distinguiria entre: i)
homeostasis, en referencia al mantenimiento de la estabilidad de los parametros vitales
para la supervivencia del organismo (presion osmoética, pH, temperatura); y ii) alostasis,
que hace referencia a los procesos que se activan en el organismo con la finalidad de
mantener constantes dichos pardmetros frente a perturbaciones ambientales fisicas y/o
sociales. La carga alostatica seria el coste de la activacion de los procesos encargados de
conservar la homeostasis en los organismos (ver revision en McEwen y Gianaros, 2011).
Las consecuencias negativas del estrés sobre el organismo aparecerian cuando la carga

alostatica es excesiva y perdura en el tiempo.

Cannon nunca utilizé el término “estrés” y no fue hasta 1936 cuando Hans Selye publico
los estudios que le permitieron popularizar el término “estrés” tal y como lo conocemos
hoy en dia. Segtn su definicion, el estrés es “la respuesta no especifica del cuerpo ante
cualquier demanda sobre éI’ (Selye, 1976). Por no especifico se referia a un cuadro de
respuestas comunes independientes de la naturaleza del estimulo causante o estresor (v.g.
pérdida de peso, hipertrofia adrenal, ulceracion gastrointestinal y pérdida de peso). Selye
(1946) denomino a este cuadro de respuestas comunes el “Sindrome General de
Adaptacion, SGA” (de sus siglas en inglés, GAS) el cual consta de tres etapas: i) una
“reaccion de alarma”, resultando en una descarga del eje SMA; ii) una “etapa de
adaptacién o resistencia”, si el estimulo perdurase en el tiempo; y iii) una “etapa de
fatiga” pudiendo ocurrir la muerte del organismo. Posteriormente demostrd que la
aparicion del cuadro de respuestas comunes del GAS estaba estrechamente ligada a la
activacion de la corteza adrenal. Asi, los glucocorticoides liberados por la corteza adrenal
ayudarian a combatir al estimulo estresante, pero también serian los responsables de la

aparicion de patologias si el estimulo estresante perdurara en el tiempo (Goldestin y

Kopin, 2007). Es importante remarcar que, en los primeros estudios de Selye existia cierta
23



controversia sobre si el concepto “estrés” se referia al causante de dichos cambios
fisiolégicos o bien, a la respuesta del organismo a dicho estimulo. Debido a esta confusion,
en sus trabajos posteriores propuso dos nuevos términos con el fin de evitar tal confusion:
i) “stressor” refiriéndose al estimulo estresante que da lugar a la perturbacion del
organismo vy, ii) “stress” como la respuesta del organismo. Actualmente, la terminologia
mads apropiada para estos conceptos distingue entre estimulo estresante (stressor), estrés
como estado global del organismo y respuesta de estrés (Armario, 2006a). En resumen,
lo que hoy en dia conocemos como respuesta de estrés incluye los estudios de Cannon y
Selye. Mientras el primero enfatizé en la activacion del sistema SMA para mantener la
homeostasis ante una perturbacion, el segundo hizo hincapié en la activacion de la corteza

adrenal como principal sistema efector.

Numerosos autores han revisado la definicion del concepto de estrés a lo largo de los afios.
El aspecto mas criticado de la definicion de Selye era el referente a la inespecificidad de la
respuesta del organismo frente a un estimulo estresante. Hoy en dia estd bien establecido
que, ademads de dicha respuesta comun e inespecifica ante una situacion estresante, existe
también una respuesta especifica caracteristica del estimulo estresante concreto,
relacionada con las cualidades del mismo, aunque esta afirmacién es muy obvia con
estimulos estresantes fisicos y mucho menos con estimulos estresantes emocionales
(Armario, 2006a). No obstante, el avance en el conocimiento mds exhaustivo de los
elementos implicados en la percepcidn, el procesamiento y la respuesta de los organismos
frente a estimulos estresantes ha puesto de manifiesto la existencia de otros factores que
influyen en la respuesta al estrés. En este sentido, a finales de los afios 60, Richard Lazarus
desarrolld las teorias del estrés psicolégico y planted que la respuesta de estrés apareceria
cuando se sobrepasa la capacidad de afrontar la situacién. Es decir, la situacion se torna
estresante solo si se percibe como amenazadora, peligrosa e incontrolable y, por lo tanto,
los individuos deben realizar un analisis cognitivo previo, consciente o no consciente (ver
revision en Lazarus 1993). De esta manera, la respuesta de los individuos ante una
situacion estresante, seria dependiente de la evaluacion que lleva a cabo cada individuo

(Korte et al., 2005).
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Dicho de manera simple, la respuesta a una situacion estresante vendria influida por el
procesamiento cognitivo y por las estrategias de afrontamiento del individuo. Dichas
estrategias son el repertorio de respuestas que tiene el individuo para escapar de la fuente
de experiencias perturbadoras/aversivas o para disminuir su impacto (Koolhaas et al,
1999). A modo de sintesis, se han descrito dos tipologias de estrategias de afrontamiento
frente a un estimulo estresante: i) las proactivas, cuya finalidad es hacer frente de manera
directa a la situacion aversiva (fight); y ii) las reactivas, que se basan en evitar o escapar

de la situacion estresante (flight).

A principios de los afios 70, Weiss (1972) propuso el papel relevante que ejercian la
predecibilidad y la controlabilidad sobre una situacién estresante para determinar el
impacto del estrés sobre el individuo. De hecho, se ha propuesto que la percepcion
cognitiva de impredecibilidad y/o ausencia de control es un factor crucial para considerar
una situaciéon como un factor estresante (Koolhaas et al., 2011). Por lo tanto, la ausencia
o la presencia del control sobre la situacion estresante parece ser un factor critico en la

posible aparicion de los numerosos efectos negativos del estrés.

Desde que Selye formulara por primera vez el concepto de estrés, no existe todavia un
consenso claro sobre la definicién de dicho concepto. Una de las definiciones que
consideramos mds completa y apropiada para poder situar nuestro trabajo en un marco
tedrico adecuado es la propuesta por Vigas (1984) que considera el estrés como: “Ia
respuesta del organismo, desarrollada a lo largo de la filogenia, frente a agentes reales o
simbdlicos que ponen en peligro la integridad del organismo y que no pueden afrontarse
mediante los mecanismos homeostdticos normales”. De esta definicién destacamos la
distincion entre dos categorias de estimulos estresantes: los sistémicos y los emocionales
(Kovacs et al., 2005). Los estimulos estresantes de caracter sistémico representan una
amenaza real para la homeostasis y se procesan a través de vias sensoriales somaticas,
viscerales o circunventriculares. Son ejemplos la hipoxia, la hipoglucemia, la hemorragia
o la infeccion. No obstante, los estimulos estresantes emocionales no representan una

amenaza directa para la homeostasis, pero generan una respuesta de estrés anticipada ante
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una posible alteracion homeostatica. Estas respuestas pueden ser innatas de una especie
o adquiridas mediante condicionamiento clasico (aprendizaje basado en asociaciones de
estimulos), siendo ejemplos la derrota social o el olor al depredador. Si bien esta
clasificacion es aceptada, algunos modelos animales de estrés comparten caracteristicas
de ambos componentes, por lo que se consideran estimulos estresantes mixtos (Kovacs
et al., 2005). Asi, estimulos estresantes como el choque eléctrico, la inmovilizacién en
plancha o la natacién forzada, aunque tienen un componente fundamentalmente
emocional también tienen, en menor medida, un componente fisico. Un buen ejemplo lo
encontrariamos en el modelo de la natacién forzada, donde la temperatura del agua
resulta critica, pudiendo producir hipotermia si la temperatura es inferior a 36 °C (Porsolt

et al., 1979; Dal-Zotto et al., 2000).

2. Estrés y Eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (HPA)

En mamiferos, la exposicion a situaciones de estrés implica la activacion de dos grandes
ejes fisiologicos: i) el sistema nervioso vegetativo, en especial la rama simpatica (SMA),
con la consecuente liberacién de adrenalina (A) y noradrenalina (NA) a la circulacién
sanguinea; y ii) el eje HPA, el cual es el responsable de la liberacién de glucocorticoides
al torrente circulatorio. Estos dos sistemas tienen como objetivo inducir cambios
tisiologicos y conductuales/cognitivos que haran posible el correcto afrontamiento de la
situacion estresante y, por consiguiente, la supervivencia del individuo. Ademads, inhiben
tanto procesos anabolicos como funciones que en ese momento no son esenciales para la
supervivencia como el crecimiento o la reproduccion. La activacion del eje SMA conlleva
un aumento de la frecuencia cardiaca y de la presién arterial, asi como de los niveles de
glucosa en sangre (glucogendlisis). Es importante remarcar que las hormonas del eje SMA
no responden de igual manera ante cualquier situacion. Asi, la A estaria mds implicada
en la activacion emocional en situaciones de estrés, mientras que la NA se centraria en el
ajuste y control de la actividad del organismo (Armario, 1998). Por su parte, la activacion
del eje HPA implica la liberacion de glucocorticoides en sangre, los cuales potencian los

mecanismos que ayudan a mantener los niveles de glucosa frente a una demanda
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prolongada. En el presente trabajo nos centraremos fundamentalmente en el eje HPA y

su regulacion por el SNC.

2.1. Eje HPA

De los dos ejes anteriormente comentados, sin duda, el eje HPA (Figura 1) es el mejor
caracterizado ya que juega un papel critico en las consecuencias fisiopatoldgicas y
psicopatoldgicas resultantes de la exposicidn a estimulos estresantes (Armario, 2006a).
Aunque profundizaremos mds adelante en el procesamiento de los estimulos estresantes
en el sistema nervioso central (SNC, Ver Capitulo 4), es importante destacar que los
estimulos estresantes de tipo emocional se procesan inicialmente en estructuras
jerarquicamente superiores tales como la corteza prefrontal medial (mPFC), el septum
lateral (LS), parte del estriado y la amigdala. Los estimulos estresantes fisicos se procesan
en nucleos del tronco encefalico y en los érganos circunventriculares (ver revision en
Herman y Cullinan, 1997). No obstante, independientemente de la naturaleza del
estimulo estresante, la informacion acaba convergiendo en las neuronas hipofisiotrépicas
del nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), en especial en la regiéon medial
parvocelular dorsal del PVN (mpdPVN). Tras su activacion, estas neuronas secretaran
principalmente hormona liberadora de corticotropina (CRH) y arginina-vasopresina
(AVP) al sistema portal hipofisiario de la eminencia media. Estas, a su vez, actuaran sobre
las células adrenocorticotropas de la hipdfisis anterior, promoviendo la sintesis y
liberacion al torrente circulatorio de la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La
ACTH inducird en la corteza adrenal la sintesis y liberacion de glucocorticoides
(corticosterona en la mayoria de roedores y principalmente cortisol en humanos). Estos
producen numerosos efectos fisiologicos destinados a controlar una correcta
movilizacion de los recursos (estimulando procesos catabolicos e inhibiendo procesos
anabolicos) y preparar al organismo para un posible estrés futuro (ver revisién en
Sapolsky, 2000). Ademas, los glucocorticoides se encargan de inhibir la propia actividad

del eje HPA a través de mecanismos de retroinhibicidn, actuando sobre multiples dreas
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como la hipdfisis anterior, el PVN y estructuras suprahipotalamicas (ver revision en de

Kloet, 1998; 2003; Armario, 2006a).
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Figura 1. Esquema general del funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal. ACTH:
hormona adrenocorticotropa; AVP: arginina-vasopresina; CRH: hormona liberadora de corticotropina;
POMC: propiomelanocortina; PVN: ntcleo paraventricular del hipotalamo.

2.2.  Niucleo Paraventricular del Hipotilamo y CRH

El PVN puede dividirse en diferentes regiones en base a criterios funcionales y
morfologicos (Figura 2; Armario, 2006b): i) magnocelular, mPVN; ii) dorsal cap,
dcPVN; iii) mpdPVN; iv) medial parvocelular ventral, mpvPVN y; v) submagnocelular,
smPVN. La region mPVN consta de neuronas de gran tamafo que sintetizan AVP y
oxitocina (OXT) y proyectan a la neurohipdfisis a través de la zona interna de la

eminencia media. Las regiones dcPVN, mpvPVN y smPVN contienen neuronas que
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producen CRH, entre otros neuropéptidos, y proyectan al tronco encefdlico. Por altimo,
la region mpdPVN contiene neuronas pequefias que sintetizan CRH y estan implicadas
en la activacion del eje HPA. Cabe remarcar que existe un porcentaje de neuronas del
mpdPVN que co-expresan AVP y que, junto con el CRH, ejercen un efecto sinérgico
positivo sobre la liberaciéon de ACTH (Armstrong, 2004; Engelmann et al., 2004). En la
respuesta de la ACTH a las situaciones estresantes podrian intervenir, ademas de las
mencionadas CRH y AVP, otros secretagogos como la OXT, angiotensina II y las
catecolaminas, aunque el papel de éstas tltimas es mas confuso. Por lo tanto, es probable
que la respuesta de la ACTH a un estimulo estresante particular pudiera depender de una
combinacion de todos estos secretagogos liberados en la eminencia media (Antoni, 1986).
Las neuronas que expresan CRH no sélo se encuentran en el PVN, sino que se pueden
encontrar en muchas otras dreas del SNC como la corteza cerebral; la formacién
hipocampal (FH), el bed nucleus de la stria terminalis (BNST), la amigdala central (CeA),
el Rafe y el nucleo de Barrington (Bar) y podrian estar implicadas en la regulacion de las
respuestas conductuales y autondmicas al estrés (Swanson et al., 1983; Champagne et al,

1998; Morin et al., 1999).
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Figura 2. Esquema de las subdivisiones del nucleo
paraventricular del hipotalamo (PVN)

Segun criterios funcionales y morfoldgicos, las principales
regiones del PVN son: regiéon magnocelular (m), region dorsal
parvocelular (dc), regién medial parvocelular dorsal (mpd),

region medial parvocelular ventral (mpv) y region
submagnocelular (sm). Adaptado de Armario, 2006b.

sSm

mpv

2.2.1. CRH y receptores de CRH.

El CRH es el principal miembro de una familia de neuropépitdos que incluye a las
urocortinas 1, 2 y 3 (Ucnl, Ucn2 y Ucn 3; Bale y Vale, 2004) y acttan a través de dos
tipos de receptores: receptor 1 (CRHR)) y 2 (con sus dos variantes, CRHR.. y CRHR2).
El CRH, al igual que la Ucnl, muestra una elevada afinidad por el CRHR,, mientras que,
a diferencia de lo que ocurre con las tres Ucn, muestra una baja afinidad por el CRHR.,.
El CRH inicia la respuesta neuroendocrina del eje HPA a través de su unién al CRHR,,
un receptor de membrana acoplado a proteinas G localizado en las células corticotropas
de la adenohipdfisis (Bale y Vale, 2004). E1 CRHR, se encuentra ampliamente distribuido
por el SNC, encontrandose en areas que responden al estrés como la mPFC, la FH, el LS,
la CeA, el tdlamo, el cerebelo y nucleos del tronco del encéfalo (Aguilera, 2012). Esta
localizacién extrahipotaldmica (fuera del eje HPA) del CRHR, estaria relacionada con la
mediacion de las respuestas conductuales y autonémicas al estrés (Bale y Vale, 2004;
Zorrilla y Koob, 2004), ademds de participar en procesos adictivos (ver revision en

Zorrilla y Koob, 2014). Por otra parte, el CRHR,; tiene una distribuciéon mas restringida
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en el SNC, limitdindose a zonas como la FH, el LS y el hipotalamo, presentando mayor
afinidad por las Ucn que el CRHR,. En cuanto a la relacién del CRHR; con el eje HPA,
clasicamente se lo ha relacionado con la reduccién de la actividad del eje HPA (Korosi y
Baram, 2008). Sin embargo, recientemente se ha relacionado la activacién de neuronas
CRHR,; positivas localizadas en el LS con la activacién del mpdPVN, asi como con la

induccién de conductas ansiogénicas (Anthony et al., 2014).

2.2.2. AVPyreceptores de AVP.

Es importante considerar la funciéon de la AVP en la liberacion de ACTH debido al
porcentaje de neuronas en el PVN que co-expresan tanto CRH como AVP. La AVP es un
nonapéptido que se sintetiza principalmente en el nicleo supradptico (SO) y en el mPVN
(Engelmann et al., 2004). Los axones de las neuronas que contienen AVP proyectan a la
neurohipofisis y liberan AVP a la circulacién sanguinea, participando en la regulacién
osmotica. Ademas, la AVP también se sintetiza en las neuronas parvocelulares de CRH
del mpdPVN vy se co-libera en el sistema portal hipofisiario en respuesta al estrés. Los
efectos biologicos de la AVP se deben a su unidn a tres tipos de receptores acoplados a
proteinas G: V1a, V1by V2 (ver revisién en Rotondo et al,, 2016). La funcién del V1a en
el SNC esta relacionada con la regulacion del ritmo circadiano, la temperatura corporal y
conductas sociales, ademas de desempenar un papel critico en el desarrollo de diversos
trastornos psiquidtricos como la ansiedad, la depresion y el trastorno de estrés post-
traumatico. El receptor V1b es el responsable de las acciones de la AVP sobre las células
corticotropas de la hipdfisis. Por ultimo, el V2 ejerce sus efectos fuera del SNC,
principalmente en el rifdn, incrementando la permeabilidad y la reabsorcién de agua por
parte de éste. La AVP potencia los efectos del CRH sobre la secrecion de ACTH tanto in
vivo como in vitro aunque por si sola no tiene efecto sobre la sintesis de ACTH y ejerce
un efecto débil sobre su liberacion (Rivier y Vale, 1983; Makara et al., 2004). Es importante
remarcar que, en el mpdPVN y en condiciones normales, sélo una pequena fraccion de
neuronas coexpresan CRH y AVP. Sin embargo, tras una activacion prolongada del eje
HPA (v.g. estrés cronico) tiene lugar un incremento sustancial del nimero de neuronas

que coexpresan ambos neuropéptidos (de Goeij et al, 1992). Si se tiene en cuenta que la
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estimulacion sostenida del eje HPA tiene como consecuencia una regulacion a la baja de
los receptores de CRH en la adenohipofisis (Hauger et al, 1988), este incremento en la
co-expresion de AVP permitiria mantener la liberacién de ACTH en respuesta a una
situacion de estrés prolongado o crénico. Ademds de las neuronas de AVP que se
encuentran en el hipotdlamo y conforman la via hipotdlamo-neurohipofisial, existen
neuronas que expresan AVP en numerosas dreas cerebrales como el septum, el BNST yla
amigdala medial (MeA). La activacién de neuronas AVP de la MeA y del BNST con
proyecciones hacia el LS y la FH se ha relacionado con la modulacion de la conducta y los

procesos de memoria asociados al estrés (Alescio-Lautier et al., 2000).

2.3. Hipéfisisy ACTH

La hipéfisis o glandula pituitaria esta formada por dos regiones: la neurohipéfisis y la
adenohipofisis (Armstrong, 2004). La neurohipéfisis incluye tres partes: i) la eminencia
media (EM), ii) el tallo hipofisario y iii) el 16bulo posterior o pars nervosa. La
neurohipdfisis estd formada por numerosos vasos fenestrados y recibe los axones de las
neuronas magnocelulares procedentes del SO y del PVN. Ademads, recibe aferencias
adrenérgicas desde el nucleo del tracto solitario (NTS), dopaminérgicas desde el peri-
PVN vy algunas proyecciones de diferentes péptidos neuroactivos como el acido y-
aminobutirico (GABA) o serotonina (5-HT), que pueden influir en la liberacion
hormonal actuando directamente en la neurohipéfisis. Por su parte, la adenohipofisis la
componen: i) el 1ébulo anterior (pars distalis), ii) el 16bulo intermedio (pars
intermedia) y iii) la pars tuberalis. El 16bulo anterior contiene las células que sintetizan
propiomelanocortina (POMC, precursora de la ACTH), prolactina (PRL), hormonas de
crecimiento, tirotropina, hormona foliculo-estimulante y hormona luteinizante. El16bulo
intermedio lo componen células glandulares que sintetizan péptidos emparentados con
la. POMC vy reciben inervaciones dopaminérgicas desde el ntucleo arqueado del
hipotadlamo, ARC (Williams, 2008). Por su parte, la pars tuberalis contiene neuronas ricas
en receptores de melatonina, una de cuyas funciones es mediar la liberacion de PRL en

funcién del fotoperiodo (ver revision en Wittkowski et al., 1999).
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La ACTH es un péptido de 30 aminodcidos formado a partir de la POMC cuyo
procesamiento proteolitico da lugar tanto a la ACTH como a otras moléculas como
lipotropina y endorfinas. La ACTH tiene una dindmica de liberaciéon muy rapida,
obteniendo sus valores maximos entre los 5 y 10 minutos después del inicio del estimulo
estresante. Si el estimulo es sostenido, el mdximo suele alcanzarse entre los 20 y 30

minutos (ver revision en Armario, 2000).

2.4.  Glandula adrenal y glucocorticoides

La glandula adrenal se compone de dos partes muy diferenciadas: la médula y la corteza.
La médula adrenal contiene células cromafinas, las cuales son neuronas post-
ganglionares simpdticas modificadas e inervadas por neuronas pre-ganglionares del
simpético que sintetizan A y NA. Estas influyen de manera importante en los niveles
circulantes de A y, en menor medida, de NA. La corteza adrenal rodea a la médula y en
ella se pueden distinguir tres capas: a) zona glomerular, mas cercana a la superficie y que
produce mineralocorticoides; b) zona fascicular, intermedia, que produce
mayoritariamente glucocorticoides; y ¢) zona reticular, més profunda, considerada una

fuente secundaria de andrégenos.

Los glucocorticoides ejercen dos tipos de funciones principales: las moduladoras, que
tienen como finalidad alterar la respuesta del organismo frente a una situacion estresante;
y las preparatorias, cuya funcion es alterar la respuesta del organismo frente a una futura
exposicion a una situacion estresante o ayudar en la adaptacion a una situacion de estrés
cronico (ver revision en Sapolsky et al, 2000). Las funciones moduladoras se pueden
subdividir en tres categorias: i) las acciones permisivas ejercen sus efectos gracias a los
niveles de glucocorticoides presentes en el organismo antes de la situacion estresante y
posibilitan una respuesta inmediata y adecuada al estrés, independientemente de si existe
o no un incremento en los niveles de glucocorticoides inducidos por la situacién
estresante. ii) las acciones supresoras tienen como finalidad prevenir las eventuales
consecuencias negativas de una respuesta excesiva al estrés y, al contrario que las acciones

permisivas, dependen de la magnitud de la liberacién de glucocorticoides frente a una
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situacion estresante, apareciendo aproximadamente al cabo de una hora después del
inicio del estimulo estresante. Entre estas acciones supresoras destacan los mecanismos
de retroinhibicidn negativa, que se encargan de frenar la liberacién masiva de ACTH y
de glucocorticoides en respuesta a un estimulo estresante por parte del eje HPA. La accién
de los glucocorticoides en la adenohipéfisis, en el PVN y en estructuras
extrahipotaldmicas es critica para volver a los niveles hormonales basales (Armario,
2006a). iii) las acciones estimuladoras son atribuibles al incremento en los niveles de
glucocorticoides inducidos por la situacion estresante y, a diferencia de las supresoras,
tienen como finalidad potenciar los efectos de las hormonas liberadas durante la fase
inicial de la respuesta al estrés. Siguen la misma dinamica temporal que las acciones
supresoras y dependen de la magnitud de liberaciéon de glucocorticoides. Finalmente, las
funciones preparatorias no influyen sobre la respuesta inmediata a la situacion
estresante, sino que estdn destinadas a modular la respuesta a futuras situaciones

estresantes.

Los glucocorticoides llevan a cabo las funciones anteriormente comentadas mediante
efectos gendmicos y no genémicos (ver revision en de Kloet et al., 1998, 2009; Haller et
al., 2008). Los efectos genémicos de los glucocorticoides se realizan mediante su unién a
dos tipos de receptores intracelulares: el receptor tipo I (receptor de
mineralocorticoides, MR) y el receptor tipo II (receptor de glucocorticoides, GR).
Estos tienen una afinidad, una distribucién en el SNC y un mecanismo de acciéon
diferenciados entre si que describiremos a continuacién. Respecto a su afinidad, se ha
demostrado que los MR tienen diez veces mas afinidad por la corticosterona que los GR,
implicando que, en condiciones basales, la gran mayoria de receptores MR se encuentran
ocupados (ver revision en Reul y de Kloet, 1985; de Kloet et al, 1998). Por su parte, los
GR presentan una gran afinidad por los glucocorticoides sintéticos como la dexametasona
y su ocupacion depende de la concentracién plasmatica de glucocorticoides, siendo su
ocupacion alta en la fase de méxima liberacion de glucocorticoides del ritmo circadiano
o en situaciones de estrés. Los GR se encuentran distribuidos de manera ubicua en el

SNC. Ademas de su localizacion en las células corticotropas de la adenohipofisis, se
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concentran en zonas clave para la activacion del eje HPA como la mPFC, la FH, y el propio
PVN. Por su parte, los MR tienen una localizacién mucho mas especifica, reduciéndose a
estructuras como la mPFC, la FH y la amigdala (de Kloet, 1985). Cuando los
glucocorticoides se unen a sus receptores, éstos sufren cambios y se trasladan al nuicleo de
la célula donde dimerizan y se unen a promotores de diferentes genes que expresan
elementos de respuesta a glucocorticoides (del inglés, GRE) o GRE negativos (nGRE),
actuando como activadores o inhibidores de la transcripcion, respectivamente (Morsink
et al., 2006; Cain y Cidlowski, 2015). Ademads, los GR tienen la capacidad de interactuar

con factores de transcripcion tales como AP-1y NFkB causando trans-represion.

Adicionalmente a estas acciones gendmicas, existen evidencias acerca de acciones no
genomicas de los glucocorticoides. Algunos de los efectos biologicos de los
glucocorticoides son tan rapidos que no pueden ser mediados por sus acciones
genomicas, que requieren de sintesis proteica. Se ha sugerido que dichas acciones podrian
depender de receptores de membrana celular, algunos ligados a proteinas G, que en
ocasiones son bloqueados por antagonistas MR o GR cldsicos y en otros casos no (Makara
y Haller, 2001; Haller et al.,, 2008; ver revision en Evanson et al,, 2010; Groeneweg et al,
2012). Los GR de membrana tendrian una funcién inhibidora del PVN mediada por la
neurotransmision GABAérgica y los endocannabinoides, mientras que en el hipocampo
los MR de membrana tendrian la funcién contraria, a través de la liberacion pre-sinaptica
de glutamato y el aumento de la excitabilidad post-sindptica (ver revision en Tasker et al,

2006).

Clasicamente, se ha considerado que los mecanismos de retroinhibicién pueden ser de
dos tipos: rapido y lento. No obstante, Keller-Wood y Dallman (1984) apuntan la
existencia de un tipo de retroinhibicién intermedio, el cual corresponderia a lo que los
autores mas clasicos catalogan como lento, en tanto que el lento, segin su criterio,
corresponderia a situaciones donde existe una elevaciéon cronica patologica o una
administraciéon prolongada (dias) de glucocorticoides. Siguiendo la clasificacion mads

clasica, la retroinhibicién rapida empieza inmediatamente después de la liberacién de
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glucocorticoides y depende, tinicamente, de la tasa de incremento de éstos en sangre,
dejando de actuar una vez los niveles de glucocorticoides se estabilizan. Esta
retroinhibicién es incompatible con los receptores genémicos de los glucocorticoides
dada la velocidad con la que se produce, por lo que se ha asociado a los receptores no
genomicos aun sin describir. Pese al desconocimiento de los receptores implicados,
existen evidencias que sugieren un papel de los endocannabinoides en el bloqueo de las
senales estimuladoras aferentes al mpdPVN (Di et al., 2003, 2009; Evanson et al, 2010),
ademads de un papel del 6xido nitrico en el aumento de las sefiales GABAérgicas aferentes
(Di et al,, 2009). Los efectos de la retroinhibicion lenta suelen aparecer antes de los 60
minutos, pero se hacen mas evidentes a las dos horas y pueden perdurar bastantes horas.
En la retroinhibicién lenta intervienen los receptores GR y MR y estan implicados
mecanismos gendmicos que conducen a la inhibicion de la expresion de los genes de CRH
y AVP en el hipotdlamo y de POMC en la hipdfisis, tanto en condiciones basales como en

respuesta al estrés (ver revision en Watts, 2005).

2.5.  Dindmica de la respuesta del eje HPA a estimulos estresantes

Tras la exposicién aguda a un estimulo estresante se pueden detectar cambios en todos
los niveles del eje HPA, siendo fundamental el conocimiento de la dindmica temporal de

dichos cambios.

En paralelo a la rapida liberaciéon de la reserva disponible de CRH y otros factores
hipotaldmicos en la eminencia media y la consecuente liberacion de ACTH por parte de
la adenohipdfisis, en el PVN se produce una activacion transcripcional con el fin de
restaurar la reserva de CRH en las neuronas parvocelulares del mpdPVN. Dicha
activacion transcripcional se puede medir mediante los niveles de transcrito primario del
CRH (RNA heteronuclear, hnRNA). ElhnRNA del CRH es una buena herramienta para
el estudio de la respuesta central del eje HPA, ya que sus niveles son imperceptibles en
condiciones basales y muestran un aumento pronunciado ya a los 5 minutos en respuesta
a situaciones estresantes de diferente intensidad. La exposicién a estimulos estresantes de

intensidad moderada como la inmovilizacion en tubo (restraint) muestra un pico maximo
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del hnRNA del CRH entre los 15 y 30 minutos posteriores al inicio del estimulo (Herman,
1992; Kovacs y Sawchenko, 1996; Ma y Aguilera, 1999). Cuando el estimulo estresante es
emocional, una vez alcanzado este pico y aunque el estimulo persista, los niveles de
hnRNA del CRH irdn disminuyendo de manera paulatina (Shepard et al, 2005;
Trneckova et al, 2007). Sin embargo, con estimulos estresantes de cardcter fisico se
pueden observar niveles elevados de hnRNA del CRH incluso 6 horas después del inicio
del estimulo (Tanimura et al, 1998). Por otra parte, los niveles de RNA mensajero
(mRNA) del CRH sélo se elevan de manera consistente entre las 3 y 4 horas posteriores
al inicio del estimulo estresante (revision en Watts, 2005). Este incremento no suele ser
sensible a estimulos estresantes de corta duracion y/o baja intensidad debido a los altos

niveles de mRNA de CRH ya presentes de manera constitutiva.

En la adenohipofisis, la ACTH se libera de manera muy rdpida pudiéndose detectar
claramente su respuesta a los 5 minutos del inicio del estimulo estresante. Si dicho
estimulo perdura en el tiempo, se observard un pico maximo a los 15 minutos y éste se
podria prolongar hasta una hora después del inicio del estimulo estresante (Garcia et al,
2000), disminuyendo paulatinamente hasta llegar casi a los niveles basales aunque el
estimulo persista (Rivier y Vale, 1987; Garcia et al, 2000). Los mecanismos por los que se
produce esta disminuciéon no estan del todo establecidos, observandose dicha
disminucién incluso con la exposicién a estimulos estresantes de elevada intensidad. Esta
disminucién es, en parte, debida a la retroinhibicién ejercida por los glucocorticoides en
la adenohipdfisis, pero también a la incapacidad de las células corticotropas de mantener
una liberacién tan elevada de ACTH de manera sostenida (Rivier y Vale, 1987; Marti y

Armario, 1998).

La corticosterona sigue una dinamica temporal de liberaciéon plasmatica muy diferente
de la ACTH. Si el estimulo es muy breve, se observara un pico maximo de respuesta
alrededor de los 20 minutos mientras que, si el estimulo es prolongado, el pico se
desplazard para alcanzar su maximo entre los 30 y 60 minutos posteriores al inicio del

estimulo estresante (Dal-Zotto et al., 2004).
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2.6. El eje HPA como marcador de la intensidad del estrés

Sin tener en consideracion la naturaleza y las caracteristicas de los estimulos estresantes,
un aspecto fundamental para el estudio del estrés es poder determinar la intensidad del
estimulo estresante. Este factor es, a priori, fundamental para entender el impacto
negativo del estrés sobre la conducta y la fisiologia. Aunque numerosas variables
fisiolégicas se ven modificadas ante una situacion estresante, s6lo unas pocas lo hacen de
manera proporcional a su intensidad. Por lo tanto, debemos enfatizar en la distincién
entre variables que son marcadoras de estrés y aquellas que son marcadoras de la
intensidad del estrés por tener una respuesta proporcional a la intensidad del estimulo
estresante aplicado (Figura 3). Ejemplos de marcadores de la intensidad del estrés son los
niveles plasmaticos de catecolaminas (en especial la A), las hormonas del eje HPA, la
PRL, la glucosa, asi como también la reduccion en la ingesta en los dias posteriores al

estrés (Marti y Armario, 1998; Marquez et al,, 2002; Armario et al., 2012).

Sin embargo, visto en detalle, cada uno de los marcadores biologicos de intensidad del
estrés posee peculiaridades particulares respecto al grado de reactividad, dindmica
temporal, saturaciéon, capacidad de mantenimiento de la respuesta o dindmica de
recuperaciéon una vez finalizada la situacion estresante. Conocer cada marcador en
profundidad es muy importante para una correcta interpretacion de los datos. Por
ejemplo, la A,la ACTH yla PRL son variables muy sensibles a minimas perturbaciones y
presentan grandes variaciones en sus niveles plasmdticos. Sin embargo, la glucosa
requiere un umbral elevado de intensidad de estrés para que se observen cambios
consistentes (Armario, 2006b, 2012; Figura 3). Otra de las hormonas clave del eje HPA,
la corticosterona, se considera un buen marcador de situaciones estresantes sélo cuando
éstas son de intensidad baja o moderada debido a que la estereidogénesis se satura con
niveles intermedios de ACTH. Por lo tanto, en situaciones de exposicion a estimulos
estresantes de intensidad elevada, los niveles plasmaticos de corticosterona no reflejan los
niveles circulantes de ACTH (Kant et al., 1983). Una solucién al problema de la saturacion

es el seguimiento de los niveles hormonales del organismo durante el periodo post-estrés,
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siendo la velocidad de recuperacion de la respuesta de ACTH y corticosterona un buen
método para discernir la intensidad del estimulo estresante (Garcia et al, 2000). De esta
manera se pueden observar diferencias entre los estimulos de elevada intensidad (los
choques eléctricos y la inmovilizacién en plancha) en los que se produce una saturacién

de la respuesta de ACTH (Marquez et al., 2002).

max.

ud del cambio

Intensidad del estimulo estresante

Figura 3. Representacion esquematica de la respuesta de variables fisioldgicas a distintas intensidades
de estrés (Armario et al., 2002).

3. Genes de expresion temprana

La estimulacion neuronal desencadena dos procesos diferentes: cambios
electrofisiologicos que permiten procesar y transmitir de manera inmediata la
informacién correspondiente al estimulo; y cambios en las cascadas de segundos
mensajeros que implican la activacién de factores de transcripcion que regulan la
expresion de diferentes genes y pueden alterar la respuesta de las neuronas a estimulos
posteriores. Los factores de transcripcion juegan un papel critico en el desarrollo y
funcionamiento del SNC, en las respuestas adaptativas del SNC a cualquier tipo de

estimulo, y en la aparicién de cambios conductuales.
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Los genes de expresion temprana (IEG de sus siglas en inglés, “inmediate early genes”)
son genes que se activan de manera rdpida, transitoria y no requieren de sintesis proteica
previa debido a la presencia de factores de transcripcion preexistentes en la célula no
estimulada, que se conocen como factores de transcripcion constitutivos (CTF de sus
siglas en inglés, “constitutive transcription factors”) (ver revision en Herdegen y Leah,
1998). Los IEG codifican para proteinas funcionalmente distintas como proteinas de
liberacion, enzimas citoplasmaticas y factores de transcripcion (Nedivi et al,, 1993). Estos
ultimos se han clasificado como factores de transcripciéon inducibles (ITF de sus siglas
en inglés, “inducible transcription factors”) para diferenciarlos de sus homoélogos de

expresion constitutiva.

Uno de los ITF mejor caracterizados es el proto-oncogen c-fos que, por sus
caracteristicas, resulta una herramienta muy valiosa para el estudio de la activacién del
SNC frente a diferentes estimulos (Sheng y Greenberg, 1990). Desde una perspectiva
histérica, dicho gen fue aislado en 1982 como el oncogen del virus del osteosarcoma de
ratén Finkel-Biskis-Jiskins y, poco después, fue descrito su homdlogo celular c-Fos (ver
revision en Herdegen y Leah, 1998). La proteina codificada por este gen (c-Fos) dimeriza
con proteinas de la familia c-Jun, formando el complejo de transcripciéon proteina
activadora 1 (AP-1). Dicho complejo estd involucrado en la regulaciéon de la expresion
de un gran numero de genes que cuentan, entre su promotor, con un sitio de unién AP-
1 (AP-1RE). La expresion de c-fos puede inducirse por multiples factores como, por
ejemplo, factores neurotrdficos, neurotransmisores, despolarizacion e incrementos en el
Ca*" intracelular (Herrera y Robertson, 1996; Herdegen y Leah, 1998). Esta activacion del
gen de c-fos es regulada por un promotor complejo que consta de diferentes elementos
como son el elemento de respuesta al suero (SRE), AP-1RE y el elemento de respuesta al

calcio (CRE) (Ginty et al,, 1994).

La induccién de c-fos es transitoria y existen mecanismos que reprimen, actuando a

diferentes niveles, dicha induccién, para lo cual se requiere de sintesis proteica (Morgan
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y Curran, 1991; ver revision en Herdegen y Leah, 1998). Los GR suprimen la actividad del

promotor de c-fos uniéndose directamente al SRE localizado en el promotor.

La eficacia en la expresion de c-fos puede ser regulada mediante la degradacion de su
mRNA debido a la presencia de ARE (AU-rich element) en la regioén 3’ de su transcrito,
confiriéndole una vida media de aproximadamente 15 minutos (Shyu et al.,, 1989; ver
revision en Herdegen y Leah, 1998; Zangenehpour y Chaudhuri, 2002). Igualmente, los
niveles de la proteina vienen regulados por su degradacion: durante las dos primeras
horas, c-Fos muestra una rdpida degradacién con una vida media de la proteina de
aproximadamente 45 minutos. A partir de ese momento, la degradacion se torna mas
lenta y la estabilidad de la proteina c-Fos aumenta, alcanzando una vida media de entre
90 y 120 minutos. Dicho aumento en la estabilidad coincide con el momento en el que la
sintesis de proteina c-Fos ha concluido y aproximadamente el 90% de moléculas de c-Fos
estan asociadas a proteinas Jun (Kovary y Bravo, 1991a, 1991b). En concreto, la
degradacion de la proteina c-Fos es dependiente de la formacion de dimeros c-Jun:c-Fos
(Papavassiliou et al,, 1992). Es importante destacar que, debido a la rdpida sintesis de
proteinas c-Fos y al incremento tardio de los niveles de c-Jun tras la estimulacién, aparece
una ventana libre de proteinas Jun en la que las proteinas de c-Fos pueden formar
heterodimeros con GR y otros factores de transcripcion (ATF-2, ATF-2, CBP, p65),
afectando a la expresion génica en el periodo mas sensible inmediatamente posterior a la

activacion celular (ver revision en Herdegen y Leah, 1998).

3.1. c-fos como marcador de activaciéon neuronal

La expresion de c-fos se considera una buena herramienta de cartografia anatémica-
funcional para identificar circuitos activados frente a una gran variedad de estimulos (ver
revision en Hoffman y Lyo, 2002). Gracias a su rapida induccién y su débil expresion en
condiciones basales (Kovdcs, 1998; Armario, 2006a), la expresion de c-fos ha sido clave
en el estudio del estrés, permitiendo conocer como el SNC responde y procesa la
informacién concerniente a diferentes tipos de estimulos estresantes (ver revisién en

Imaki et al., 1995a; Kovacs, 1998; Sawchenko et al, 2000),
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Pese a ser una herramienta muy potente, el uso de c-fos tiene ciertas limitaciones. En
primer lugar, no debe equipararse la expresion de c-fos con el incremento en la actividad
electrofisiologica de las neuronas ya que, pese a que ambos procesos pueden ir de la
mano, algunas veces pueden disociarse, observandose despolarizacién sin expresion de c-
fos (Luckman et al, 1994). Ademas, la despolarizacidn per se no es suficiente para inducir
la expresion de c-fos, necesitando la actuacién de cascadas de segundos mensajeros
(Robertson et al,, 1995). Por consiguiente, no podemos afirmar con total seguridad que
un area concreta no participe en el procesamiento de un estimulo estresante valorando
unicamente la ausencia o presencia de c-fos. Una solucién podria ser la utilizacion de
otros IEG con patrones de expresion complementarios (Herdegen et al., 1995; ver revision
en Senba y Ueyama, 1997). Por ejemplo, se ha demostrado tras una exposicion a la
natacion forzada que la expresion de zif268 es detectable en diversos nucleos donde no se

observa expresion de c-fos (Cullinan et al., 1995).

Una segunda limitacion del c-fos deriva de su dinamica de expresion. La exposicion
aguda a un estimulo estresante emocional incrementa los niveles de mRNA de c-fos,
alcanzando su pico maximo de expresion entre los 30 y 60 minutos posteriores al inicio
del estimulo estresante si se mantiene la exposicion a la situaciéon, mostrando una
reduccion paulatina de sus niveles aunque la exposicion persista. Sin embargo, la proteina
c-Fos muestra su pico maximo de expresiéon a las 2 horas y sus niveles disminuyen
progresivamente hasta alcanzar los niveles basales pasadas 4 horas (Imaki et al, 1992;
Senba et al, 1994; Umemoto et al., 1997; Zangenehpour y Chaudhuri, 2002; Trneckova et
al., 2007; Marin-Blasco et al, 2017). Sin embargo, cuando el estimulo estresante es de
caracter sistémico como la administracién de endotoxinas (Rivest y Laflamme, 1995) o la
hipovolemia (Tanimura y Watts, 2000), se pueden detectar niveles sostenidos de
transcripcion de c-fos (de 3 a 6 horas). Por lo tanto, el uso de c-fos es apropiado para el
estudio de la activacion causada por estimulos estresantes agudos de corta duracion (de
minutos a pocas horas). No obstante, en la naturaleza los organismos pueden verse
expuestos a situaciones donde el estimulo estresante perdura en el tiempo o se repite. Por

lo tanto, una alternativa si se quiere valorar la respuesta de ciertas areas a un estimulo
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estresante cronico, es el uso de IEG con una vida media mds larga. Este es el caso del gen
fosB, que codifica las proteinas FosB y su variante truncada AFos-B (ver revision en
Herdegen y Leah, 1998). Dicha variante se mantiene estable en el rango de dias,
provocando su acumulacidn tras la estimulacion repetida. Esta cualidad podria contribuir
a identificar neuronas que sufren cambios tardios y a largo plazo, siendo de mucha

utilidad en el estudio de los efectos del estrés créonico (Perrotti et al., 2005).

Una tercera limitacion del uso de c-fos como marcador de activaciéon neuronal es que no
identifica el fenotipo de las neuronas activadas. Esta limitacion queda solventada con el
uso de dobles marcajes, combinando la deteccién de c-fos con otros marcadores

neuronales que revelen la identidad de las neuronas activadas (Rotllant et al., 2010).

3.2.  Aplicacion de los IEG en el estudio del estrés

El analisis de los datos de expresion de c-fos mediante técnicas de hibridacién in situ,
inmunohistoquimicas u otras aproximaciones experimentales, ha permitido clasificar los
diferentes estimulos estresantes en dos grandes categorias: sistémicos o emocionales (ver
revision en Imaki y Shibasaki, 1995; Herman y Cullinan, 1997; Sawchenko et al., 2000;
Pacak y Palkovits, 2001; Herman et al,, 2003). Centrandonos en el nucleo efector del eje
HPA, el PVN, tanto la exposicidn a estimulos estresantes sistémicos (Interleukina 13, IL-
1PB; Ericsson et al., 1994) como a estimulos estresantes emocionales (choques eléctricos en
las patas; Imaki et al., 1993; Li y Sawchenko, 1998) inducen la expresion de c-fos (mMRNA
o proteina), compartiendo ambas tipologias de estimulos la activacién de dicho nucleo.
Sin embargo, mas alla del nucleo efector del eje HPA, los patrones de activacién neuronal
en el SNC inducidos por estimulos estresantes sistémicos y emocionales presentan
notables diferencias (Ver Introduccion, Capitulo 4 y revisiones en Sawchenko, 2000;

Armario, 2006b).

Los estimulos estresantes sistémicos activan un numero limitado de dreas que varian en
funcion del estimulo (Pacak y Palkovits, 2001). Entre éstas, se encuentran estructuras

limbicas como el BNST y la CeA; dreas del tronco del encéfalo como el nucleo lateral
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parabraquial, el NTS y la médula ventrolateral; y érganos circunventriculares, siendo
todas ellas criticas en la regulacién autondmica central. En cambio, los estimulos
estresantes emocionales (v.g. restraint, nataciéon forzada, olor al depredador,
inmovilizacion en plancha) tienen un patrén de activaciéon neuronal muy parecido entre
ellos, incluso cuando estos estimulos difieren enormemente tanto en intensidad como en
cualidad (ver revision en Sawchenko, 2000; Armario 2006b). En este sentido, la
exposicion a estimulos estresantes emocionales o predominantemente emocionales
muestran una marcada expresion de c-fos en la mPFC, en dreas limbicas subcorticales
como el LS, el BNST y la amigdala; y en ntcleos del tronco encefalico como la sustancia
gris periacueductal (PAG) y el locus coeruleus (LC) (Cullinan et al., 1995; Campeau et al.,

1997; Stamp y Herbert, 1999; Day et al., 2004; Ons et al., 2004).

Para comprender los mecanismos mediante los cuales el SNC procesa los estimulos
estresantes emocionales, debemos responder al menos a dos cuestiones importantes
(Armario, 2006b): (1) ;Por qué en la mayoria de areas del SNC la inducciéon de c-fos
parece ser independiente de la intensidad del estimulo, y sélo en unas pocas areas dicha
induccion es sensible a la intensidad del estimulo? (2) ;Por qué estimulos de

caracteristicas diferentes inducen c-fos en las mismas dreas?

Son pocos los trabajos que han abordado claramente cémo afectan la intensidad o la
cualidad de los estimulos estresantes emocionales en el patron de expresion de c-fos en el
SNC. Campeau y colaboradores estudiaron el efecto de diferentes intensidades de ruido
(Campeau y Watson, 1997). Niveles de ruido (60 dB) que no incrementaron los niveles
de ACTH y corticosterona si que indujeron expresion de c-fos en dreas corticales, nicleos
taldmicos y la amigdala basolateral (BLA). Estas dreas no mostraron un incremento
adicional en la expresion de c-fos en respuesta a los niveles de ruido mas elevados (105
dB), que si causaban activacion del eje HPA. Sin embargo, areas como el LSy, el nucleo
Accumbens (Acb), algunas subdivisiones del BNST y el mpdPVN mostraron una
activacion dependiente de la intensidad del estimulo estresante, observandose una menor

induccién de c-fos con niveles de ruido de 90 dB en comparacién con niveles de ruido
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mas elevados (105 dB). Estos resultados sugieren que sélo un ntimero restringido de dreas
del SNC parecen reflejar la intensidad del estimulo estresante. Apoyando estos datos,
otros estudios han evaluado la expresion de c-fos en respuesta a estimulos estresantes
emocionales que difieren en intensidad (Ons et al., 2004; Pace et al., 2005; Rotllant et al,
2013; Ubeda-Contreras et al, 2018), sugiriendo que la expresién de c-fos puede seguir
tres patrones de activacion neuronal diferentes: (a) una marcada activacion de c-fos
independiente de la intensidad del estimulo estresante; (b) una activacién proporcional a
la intensidad del estimulo estresante; y (c) una activaciéon inversamente proporcional a la
intensidad del estimulo estresante. Asi, la expresién de c-fos en respuesta a un estimulo
estresante leve (campo abierto) es similar a la obtenida con un estimulo estresante de
mayor intensidad (inmovilizacién en plancha) en dreas como la subidivisén prelimbica
de la mPFC (PrL), la region Shell del Acb (AcbSh) y la MeA, mientras que areas como el
LS, el mpdPVN y el LC responden de manera proporcional a la intensidad del estimulo
(Ons et al,, 2004; Rotllant et al.,, 2013). Ademas, Pace y colaboradores (2005) observaron,
en respuesta a estimulos de intensidad diferente, un paralelismo entre los cambios
hormonales y la expresion de c-fos en el mpdPVN, mientras que en el hipocampo y las
cortezas somatosensorial y motora se encontré un patrén opuesto, siendo el estimulo
estresante mds intenso el que menor activacién causé. Los resultados de estos ultimos
autores estan en consonancia con datos de nuestro laboratorio (Ubeda-Contreras et al.,

2018).

Por qué estimulos emocionales de caracteristicas diferentes inducen c-fos en las mismas
areas indicaria que las neuronas activadas no discriminarian entre diferentes estimulos
estresantes emocionales (Armario, 2006b). Es probable que la activacion esté reflejando
un estado de activacién general o arousal. Apoyando esta afirmacion, algunas dreas
muestran activacion tras la manipulaciéon del animal (handling) o la exposicion a
ambientes nuevos implicita en determinados estimulos estresantes (v.g. caja donde se
aplica el choque eléctrico), independientemente del estimulo presentado posteriormente
(ver revision en Kovdcs, 1998). Serian ejemplos de este patron de activacion algunos

nucleos talamicos y de la amigdala, asi como dreas corticales y subcorticales. (ver revision
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en Cullinan et al, 1995; Duncan et al, 1996; Campeau y Watson, 1997; Kollack-Walker
et al, 1997). No obstante, pese a la existencia de una activacion generalizada, podrian
existir otras neuronas que responderian de manera especifica en respuesta a un

determinado estimulo estresante emocional.

Algunos estudios recientes han caracterizado, mediante técnicas optogenéticas, las
poblaciones neuronales que responden de manera especifica a estimulos con valencia
negativa (estresantes) respecto a otros de valencia positiva (apetitivos), habiéndose
demostrado que diferentes grupos de neuronas mediarian las respuestas de estimulos con
valencia negativa respecto a positiva en dreas como la amigdala cortical (Root et al., 2014)
y la amigdala basolateral, BLA (Gore et al,, 2015; Namburi et al., 2015), sugiriendo cierta
especificidad neuronal en respuesta a diferentes tipos de estimulos. En nuestro
laboratorio y siguiendo la linea de estos autores, Marin-Blasco y colaboradores (2017)
hemos abordado la caracterizaciéon de las neuronas activadas especificamente por
diferentes estimulos estresantes emocionales tratando de responder a las siguientes
preguntas: (i) ;la respuesta a un determinado estimulo estresante emocional implica la
activacion de poblaciones neuronales especificas?; y (ii) ;el grado de especificidad de estas
neuronas podria ser dependiente del drea analizada y su jerarquia en el procesamiento de
los estimulos estresantes?. Se observd que, en areas cerebrales jerarquicamente
superiores como la mPFC, el LS y la MeA, existen neuronas activadas de manera
especifica para cada estimulo estresante, aunque la mayoria son activadas por ambos. Sin
embargo, en estructuras jerairquicamente inferiores (mpdPVN) todas las neuronas se
activan de manera inespecifica. La activacién de neuronas especificas para cada estimulo
estresante emocional podria explicar las diferencias en las consecuencias funcionales de

la exposicion a diferentes estimulos estresantes emocionales.

4. Vias de procesamiento central de los estimulos estresantes

La respuesta neuroendocrina de estrés es un proceso muy regulado que incluye la
integraciéon de una gran variedad de modalidades de informacién sensorial con la

finalidad tanto de activar rdpidamente la liberacion de glucocorticoides como de
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detenerla. Independientemente de la naturaleza del estimulo estresante, la informacién
procesada converge en el PVN, dando lugar a la activacién de un grupo especifico de
neuronas del mpdPVN. Como se ha mencionado previamente, las dreas del SNC
implicadas en el procesamiento del estrés dependen de la tipologia del estimulo estresante
(Ver Introduccién, Capitulo 3.2; Pacdk y Palkovits, 2001; Sawchenko et al, 2000; Kovacs
et al, 2005). Los estimulos estresantes sistémicos, representan una amenaza real y
directa para la homeostasis del organismo, requiriendo una activacién rapida del eje HPA.
En este caso, las dreas implicadas proyectan de manera directa al PVN (v.g. NTS; 6rganos
circunventriculares; nicleo arqueado del hipotdlamo, ARC; hipotalamo lateral, LH; ver
Figura 4). Los estimulos estresantes emocionales se caracterizan por generar una
respuesta anticipatoria del eje HPA ante posibles situaciones amenazantes. La respuesta
neuroendocrina ante estos estimulos se origina a través de proyecciones multisindpticas
desde estructuras telencefdlicas hasta el mpdPVN. Las regiones criticas en respuesta a
estimulos estresantes emocionales son la mPFC, la FH, el LS y la amigdala (ver revisién
en Herman et al.,, 2003, 2005). Estas estructuras no proyectan de manera directa al PVN
y la informacién requiere de un relevo en estructuras con proyecciones directas como las

comentadas anteriormente (Figura 5).

4.1.  Proyecciones directas al PVN

El procesamiento de los estimulos sistémicos se orquesta, en su mayoria, a través de los
sistemas catecolaminérgicos del tronco del encéfalo (Ver Figura 4; Herman et al, 2003;
Ulrich-Lai y Herman, 2009). EI NTS o regién A2/C2 y el bulbo ventrolateral o regiéon
A1/C1 son lugares criticos para procesar los estimulos estresantes sistémicos (v.g.
hemorragia, infeccién, hipovolemia). En ambos nucleos se originan aferencias
excitatorias (predominantemente adrenérgicas y noradrenérgicas) que proyectan de
manera directa al PVN. Por otra parte, la informacién relacionada con el estado
osmoético del organismo (v.g. presién osmotica y balance de electrolitos) es recogida por
los érganos circunventriculares (érgano subfornical, SFO; nucleo predptico medial,

MePO; érgano vasculoso de la limina terminal, OVLT). Estas dreas estan desprovistas de
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barrera hematoencefalica, caracteristica que les permite evaluar con precision el estado
osmotico del organismo y enviar proyecciones al PVN para inducir la respuesta del eje
HPA ante posibles desajustes. La informacién relativa al balance energético puede
transmitirse al PVN gracias al nticleo ARC y al hipotdlamo lateral (LH) que contienen
neuronas sensibles a los niveles circulantes de glucosa, leptina e insulina (Woods et al,

1998).

Diversas regiones hipotalamicas como el ntcleo dorsomedial del hipotalamo (DMH) o
el area predptica medial (mPOA) envian aferencias directas tanto GABAérgicas (Roland
y Sawchenko, 1993) como glutamatérgicas (Ziegler et al, 2002) al PVN, participando
tanto en la activacion como en la inhibicion del eje HPA. Ademas, existe una poblacién
de neuronas GABAérgicas situadas en las proximidades del PVN, denominada peri-
PVN, que envia sus proyecciones de manera directa a dicho ntcleo y parece tener un
papel dual en la regulacion de la actividad del eje HPA (Boudaba et al., 1996): la activacion
de esta estructura implicaria una inhibicién del eje HPA, mientras que la inhibicién de

estas neuronas se traduciria en una activacion del eje HPA (Cole y Sawchenko, 2002).
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Finalmente, una estructura critica en la regulacion del estrés es el BNST y sus efectos
sobre el eje HPA dependen de la subdivision concreta de dicho nucleo (Choi et al., 2007).
Se ha sugerido que la subdivision anterior del BNST (aBNST) tendria un efecto activador
sobre el eje HPA, mientras que la subdivisién posterior del BNST (pBNST) tendria un
efecto inhibidor. En este sentido, se ha demostrado que las lesiones en la aBNST
disminuyen los niveles de mRNA del CRH, mientras que lesiones en la pBNST los

incrementan (Herman et al., 1994).
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Figura 4. Principales vias de proyeccion directa a las neuronas parvocelulares del nicleo
paraventricular del hipotalamo. Los circulos negros indican la naturaleza activadora de las
proyecciones, los circulos blancos indican la naturaleza inhibidora de las proyecciones. Abreviaturas: Arc:
Nucleo arqueado del hipotdlamo; BST: Nucleo del lecho de la estria terminal; DMH: Nucleo dorsomedial
del hipotalamo; LH: Hipotalamo lateral; ME: Eminencia media; MePO: Nucleo predptico medial; NT'S:
Nitcleo del tracto solitario; OVLT: Organo vasculoso de la limina terminal; PAG: Sustancia gris
periacueductal; peri-PVN: region peri-PVN; mPOA: Area predptica medial; SFO: Organo subfornical
(Adaptado de Herman et al, 2003).
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4.2.  Proyecciones indirectas al PVN

El procesamiento de los estimulos estresantes emocionales se sitia en dreas del SNC
jerarquicamente superiores como la mPFC, la FH, el LS, la amigdala o el ntucleo
paraventricular del tdlamo (PVTh). Estas se caracterizan por no tener conexién directa
con el PVN y requieren de un relevo en estructuras que si tienen conexién directa (ver

Figura 5; ver revision en Herman et al,, 2003; 2005).

La mPFC parece tener un papel complejo en la modulacién del eje HPA. Por ejemplo, la
mPFC no parece tener ningun efecto sobre los niveles basales del eje HPA, pero si lo tiene
en situaciones de estrés. Algunos autores apuntan a que el papel de la mPFC podria ser
dependiente de la subdivision estudiada (Jankord y Herman, 2008; Radley, 2012), con
posibles diferencias sustanciales entre la subdivision prelimbica (PrL) y la infralimbica
(IL). Concretamente, la PrL jugaria un papel inhibidor del eje HPA a través de senales
estimuladoras a estructuras como el pBNST y el peri-PVN, cuyas proyecciones
GABAérgicas terminarian por inhibir el PVN (Radley et al., 2009). Las lesiones en la PrL
aumentan la expresion de mRNA de CRH y los niveles hormonales del eje HPA en
respuesta a estimulos estresantes emocionales (restraint) sin afectar la respuesta a los
sistémicos (Diorio et al.,1993; Figueiredo et al., 2003; Radley, 2006), mientras que su
estimulacion inhibe la activacion del eje HPA ante estimulos estresantes emocionales
(Jones et al, 2011). Por otra parte, la IL parece desempenar un papel activador del eje
HPA gracias a las senales estimuladoras que hardn relevo en estructuras como el aBNST,
la CeA o el NTS, que a su vez envian proyecciones activadoras al mpdPVN (ver revisién
en Herman et al, 2005; Jankord y Herman, 2008; Ulrich-Lai y Herman, 2009). Los
estudios con lesiones de la subdivision IL sugieren un papel estimulador sobre el eje HPA
ya que disminuyen la expresion de mRNA de CRH en el PVN y la actividad hormonal del
eje HPA ante estimulos emocionales (Radley et al, 2006; Tavares et al, 2009). De lo
anteriormente expuesto se deduce que las cortezas PrL e IL tendrian un efecto opuesto
sobre la integracion de los estimulos estresantes emocionales y su posterior efecto sobre

el eje HPA.
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La FH es una estructura con un papel inhibidor de la actividad del PVN. Dicha estructura
contiene una gran abundancia de MR y GR (Reul y De Kloet, 1985), caracteristica que la
relaciona con la retroinhibicién mediada por los glucocorticoides (ver revisién en
Jacobson y Sapolsky, 1991; Herman y Cullinan, 1997). Algunos autores constatan que las
lesiones en la FH producen una prolongacién de la liberacién de ACTH y corticosterona
en respuesta a diferentes estimulos estresantes emocionales como el restraint, la
estimulacion acustica o la exposiciéon a un ambiente nuevo (ver revision en Herman et al,
2005). No obstante, esta secrecion prolongada no se observa tras la exposicion a estimulos
estresantes sistémicos como la hipoxia o la exposicién a éter, sugiriendo la implicaciéon de
la FH en la modulacién del eje HPA sélo en respuesta a estimulos estresantes emocionales.
La FH regula la respuesta del eje HPA en gran parte gracias a un nimero restringido de
neuronas, principalmente glutamatérgicas, situadas en el subiculum ventral (vSUB), que
es la principal via de salida de la informacion de la FH hacia el hipotdlamo. Las neuronas
glutamatérgicas del vSUB proyectan a estructuras GABAérgicas como el BNST, el mPOA
y otras estructuras hipotalamicas como el peri-PVN, las cuales a su vez proyectan al PVN
(Mueller et al, 2006; Jankord y Herman, 2008). Otros autores sugieren que la FH
controlaria la actividad del PVN a través de conexiones multisinapticas que podrian
incluir el LS, estructura que proyecta hacia la regién peri-PVN ademds de otras
estructuras hipotalamicas con conexion directa al PVN (ver revision en Herman, 2003).
En conjunto, todos los datos parecen indicar un papel inhibidor del vSUB sobre el eje

HPA en respuesta a estimulos estresantes emocionales.

Otra estructura implicada en la regulacion del eje HPA es el LS. Las neuronas del LS
resultan claramente activadas por estimulos estresantes emocionales como el ambiente
nuevo, la exposicion a un depredador o la interaccion social, mostrando una menor
activacion con la exposicion a estimulos estresantes sistémicos (ver revisién en Herman
et al.,, 2003). La mayoria de neuronas de esta estructura son principalmente GABAérgicas
(Risold y Swanson, 1997) y proyectan a regiones con conexién directa al PVN como la
region peri-PVN, el hipotilamo anterior, el mPOA y el LH que son éareas con

proyecciones directas al mpdPVN, quedando en una posicion privilegiada para para
51



regular tanto la activacion como la inhibicién del eje HPA, dependiendo de si en las dreas
mencionadas las poblaciones neuronales son GABAérgicas o glutamatérgicas (ver
revision en Herman, 2003). Clasicamente, se le ha otorgado al LS un papel inhibidor del
eje HPA (ver revision en Herman et al, 2003; Singewald et al, 2011), habiéndose
demostrado que lesiones tanto electroliticas como excitotoxicas del LS provocan una
potenciacion de la respuesta neuroendocrina del eje HPA en respuesta a la natacion
forzada sin que se vean afectados los niveles basales de hormonas (ver revision en Herman
et al,, 2003; Singewald et al, 2011). Se ha sugerido que dicha inhibicién del eje HPA por
parte del LS estaria mediada por las proyecciones serotoninérgicas provenientes del Rafe
que actuarian en los receptores septales, 5-HTia (Singewald et al, 2011). Asi, la
administracion local de agonistas 5-HTa provoca una reduccion de la respuesta del eje
HPA en respuesta a la natacioén forzada, mientras que la administracion de antagonistas
tendria el efecto contrario. En base a estudios con trazadores anterégrados y retrégrados
se han propuesto dos vias alternativas por las cuales el LS podria inhibir la actividad del
eje HPA: i) las eferencias GABAérgicas del LS harian relevo en neuronas excitadoras del
hipotalamo posterior con conexién directa al PVN, y ii) interneuronas del LS inhibirian
la actividad de las neuronas de proyeccion GABAérgicas del LS con proyeccién a
estructuras GABAérgicas con conexion directa con el PVN como el peri-PVN, la mPOA
y el BNST (Singewald et al, 2011; Myers et al., 2014; 2015). No obstante, recientemente
se ha demostrado un papel estimulador del LS sobre el mpdPVN 'y, por lo tanto, sobre el
eje HPA (Anthony et al, 2014). La activacion de un subgrupo de neuronas del LS que
expresan CRHR,; intervendrian no sélo en la activacion del eje HPA, sino también en el
aumento de la ansiedad producido por el estrés. Estos datos son mas concordantes con
la relacién positiva que se observa normalmente entre la activacion del septum lateral
ventral (LSv) y la activacion del eje HPA (Burow et al., 2005; Armario 2006b; Ubeda-

Contreras et al., 2018).

La amigdala parece jugar un papel activador de la respuesta del eje HPA. Esta estructura
estd conformada por numerosos nucleos con funciones en parte diferenciadas. La MeA'y

la CeA son un ejemplo del papel diferencial de los distintos ntcleos de la amigdala en
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respuesta a diferentes tipos de estimulos estresantes. Asi, la MeA estaria relacionada con
la respuesta frente a estimulos estresantes emocionales, mientras que la CeA se ha
asociado con la respuesta a estimulos estresantes sistémicos (Dayas et al, 1999, 2001;
Sawchenko et al, 2000). La activacion del eje HPA vendria dada por eferencias
GABA¢érgicas que harian relevo en estructuras de proyeccion hacia el mpdPVN, también
GABAérgicas. La MeA envia eferencias inhibidoras a estructuras como el pBNST, el
mPOA o el peri-PVN, provocando una desinhibicion trans-sindptica. De manera similar,
la CeA envia proyecciones inhibidoras al aBNST y, en menor medida al DMH. Ademis,
neuronas de proyeccion GABAérgicas de la CeA hacen sinapsis con interneuronas
inhibidoras del NTS, provocando una desinhibicién de las proyecciones estimuladoras
del NTS al mpdPVN (ver revision en Herman et al,, 2005; Jankord y Herman, 2008;
Ulrich-Lai y Herman, 2009). Finalmente, el complejo basolateral de la amigdala (BLA)
esta relacionado con la respuesta a estimulos estresantes emocionales, aunque lesiones en
esta estructura no afectan la actividad del eje HPA en respuesta a la exposicion aguda a
estimulos estresantes (Feldman et al., 1994). El complejo BLA consiste, mayoritariamente,
en neuronas de proyeccion glutamatérgicas que ejercen sus efectos a través de conexiones
con otros nucleos amigdalinos como la CeA y la MeA (ver revision en Jankord y Herman,
2008; ver revision en Janak y Tye, 2015). Ademas, la BLA también envia proyecciones
hacia el BNST y a otros nucleos que proyectan al mpdPVN, sugiriendo una posible
interaccion con el mpdPVN independiente de otros nucleos de la amigdala (ver revision
en Jankord y Herman, 2008). El complejo BLA, a pesar de no estar involucrado en la
regulacion de la respuesta aguda al estrés, podria estar relacionado con la facilitacion del
eje HPA ante estimulos heterotipicos (ver mdas adelante) tras un historial previo de estrés

cronico (Bhatnagar et al., 2004; Grissom y Bhatnagar, 2011).

Diversos nicleos del talamo también se han relacionado con la regulacion del eje HPA,
habiéndose observado en nucleos talamicos la induccién de c-fos en respuesta a estimulos
estresantes de tipo emocional y sistémico (Cullinan et al,, 1995; Emmert y Herman, 1999).
De entre estos nucleos cabe destacar el papel del nucleo paraventricular del talamo

(PVTh) en la integracion de la respuesta del eje HPA a estimulos estresantes repetidos
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diariamente (Bhatnagar y Dallman, 1998; Jaferi y Bhatnagar, 2006). Dicho nucleo recibe
numerosas aferencias desde areas sensibles al estrés como el vSUB, la mPFC, el BNST, el
NTS, el Rafe y el ntcleo parabraquial. El PVTh, a su vez, envia proyecciones a la mPFC,
la CeA y la BLA, las cuales son capaces de modular la actividad del eje HPA (ver revisién
en Herman et al,, 2003). Tras una exposicion repetida a un estimulo estresante se pueden
observar dos fendémenos: i) habituacion o adaptacion, que se caracteriza por una
disminucion de la respuesta del eje HPA ante repetidas exposiciones al mismo estimulo
estresante (homotipico); y ii) facilitacion o sensibilizacion, en el que la respuesta del eje
HPA a un estimulo estresante diferente (heterotipico) se ve potenciada. Se postula que el
PVTh es un drea donde la corticosterona ejerce retroinhibicién negativa durante
exposiciones repetidas al estimulo estresante homotipico, siendo clave para la habituacion
a dicho estimulo. Asi, se ha demostrado que la administracién diaria de corticosterona
en animales expuestos a 8 dias seguidos de restraint potencia la habituacion a dicho
estimulo (Jaferi y Bhatnagar, 2006). Ademads, la administracién de antagonistas de GR 'y
MR durante los 7 primeros dias, bloquea la habituacion al restraint. Respecto al papel del
PVTh en la facilitaciéon del eje HPA a un estimulo estresante heterotipico, se ha
demostrado que en animales con lesiones en la parte posterior de dicho ntcleo no se
observa facilitacion tras estrés cronico, sugiriendo que la parte posterior del PVTh seria
la responsable del fendmeno de la facilitacién (Bhatnagar y Dallman, 1998). En conjunto,
el PVTh intervendria en la inhibiciéon del eje HPA a estimulos estresantes homotipicos
gracias a la accion de la corticosterona liberada durante la exposicion repetida al estrés y
también participaria, a través del circuito PVTh - amigdala - PVN, en la sensibilizacion
de la respuesta del eje HPA en respuesta a la exposicién a un estimulo estresante

heterotipico.
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~ VSub

Figura 5. Principales proyecciones indirectas hacia las neuronas parvocelulares del ntcleo

paraventricular del hipotalamo. Las lineas rojas representan proyecciones excitadoras y las lineas
azules representan proyecciones inhibidoras. Abreviaturas: BNST, bed nucleus of the stria terminalis; C1:
bulbo ventrolateral o regiéon A1/Cl; CeA: amigdala central; vIDMH: subdivisién ventrolateral del
hipotalamo dorsomedial; IL: subdivision infralimbica de la mPFC; MeA: amigdala medial; NTS: nucleo
del tracto solitario; mPFC, corteza prefrontal medial; PrL: subdivision prelimbica de la mPFC; mPOA: drea
preodptica medial; PVN: nucleo paraventricular del hipotdlamo; mpPVN: subdivisién medial parvolecular
del PVN; peri-PVN: area peri-PVN; vSUB: subiculum ventral.

5. Sustancias psicoactivas

El propdsito de la presente tesis no es ahondar en la adiccion a las drogas por lo que no
entraremos en detalles respecto a las diferentes teorias de la adiccién y los cambios

neurofisiolégicos y conductuales que se producen tras el consumo crénico de drogas. No
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obstante, consideramos necesaria una breve introduccién de las fases del consumo de

drogas para una mejor comprension del papel de los psicoestimulantes.

Actualmente, el consumo de drogas es uno de los mayores problemas de salud publica de
nuestra sociedad. Segun el informe mundial sobre Drogas de la Organizacion de las
Naciones Unidas (“United Nations Office on Drugs and Crime”, UNODC) de 2016, 247
millones de personas de entre 15y 65 aflos hicieron uso de alguna sustancia ilicita el afio
anterior. De éstas, 29 millones sufren algtn tipo de patologia relacionada con la adiccién
y solo 1 de cada 6 estd en tratamiento. Entre las sustancias ilicitas mas consumidas destaca

el cannabis, seguida de las anfetaminas y sus derivados, la cocaina y los opioides.

Una gran variedad de estimulos naturales criticos para la supervivencia del individuo o la
especie como la obtencién de comida o la reproduccion son recompensantes (reforzantes)
tanto en humanos como en animales. Los estimulos reforzantes se perciben como algo
positivo y, como tal, gustan, se desean y se persiguen (ver revision en Berridge y Robinson,
2003). El consumo de sustancias que inducen refuerzo inicia procesos de aprendizaje que
consolidan: i) el placer asociado al refuerzo; ii) el aprendizaje de las seniales que predicen
su disponibilidad y las acciones que permiten su consumo vy; iii) la asignacion de valor y
de estado motivacional al estimulo reforzante con el objetivo de determinar el nivel de
recursos necesarios para obtener un determinado objetivo. Las drogas presentan muchas
semejanzas con los reforzadores naturales en las respuestas hedoénicas (placer), el deseo,
el rdapido aprendizaje de las senales que predicen el refuerzo y la eficiencia en las
secuencias conductuales orientadas a la obtencion del refuerzo. No obstante, existen
claras diferencias entre el refuerzo natural y el refuerzo causado por las drogas. Una
primera diferencia es que las drogas no benefician la supervivencia del individuo y pueden
llegar a tener efectos nocivos para la salud del mismo. Otra diferencia es que el refuerzo
causado por las drogas tiende a sobrevaluarse a expensas del refuerzo natural,
imponiéndose la obtencion y el consumo de drogas por encima de cualquier otra meta
(ver revision en Hyman et al, 2006). En el proceso de adiccion se distinguen tres fases

(ver revision en LeMoal y Koob; 2007): (i) el uso, que implica un consumo puntual sin
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suponer un riesgo para la salud del individuo, estando muy influenciado por las
circunstancias socio-culturales; (ii) el abuso, etapa en la que el consumo de drogas
empieza a interferir con la vida cotidiana del individuo afectando a la salud y a las
relaciones sociales; y (iii) la adiccion, fase en la que el individuo adopta una conducta
compulsiva respecto al consumo de drogas a sabiendas de sus numerosos efectos
negativos. En esta fase, la ausencia de la droga provocaria abstinencia, y como
consecuencia de ésta, se generarian conductas de busqueda impulsiva de droga (craving)

con la consiguiente recaida y reentrada en el proceso adictivo.

5.1.  Vias del refuerzo: Papel del sistema dopaminérgico

El sistema dopaminérgico mesencefalico es clave para los mecanismos del refuerzo y se
compone de dos grandes subsistemas: (a) la via nigroestriatal, que incluye la sustancia
negra (SN) pars compacta y sus proyecciones al estriado dorsal, regulando la conducta
motora; y (b) la via mesocorticolimbica que se compone de proyecciones desde el drea
tegmental ventral (VTA) a la mPFC, y dreas limbicas como el Acb, la FH, el LSy la

amigdala extendida.

Las neuronas dopaminérgicas del VIA que proyectan al Acb son criticas en el
procesamiento de estimulos relacionados con el refuerzo, incluidos aquellos asociados a
las drogas (Wise et al,, 2008). Las drogas, a través de sus diferentes efectos farmacoldgicos,
tienen como factor comun el incremento de los niveles sindpticos de dopamina (DA) en
el Acb (Di Chiara, 1988; ver revision en Berridge, 2007). El Acb puede subdividirse en dos
partes desde un punto de vista histoldgico y funcional: (a) el Core (AcbC), que estaria
implicado en la respuesta a los estimulos condicionados a la droga (Ito et al, 2000, 2004;
Di Ciano et al,, 2008) y en la interaccién con otras estructuras como la amigdala (ver
revision en Cardinal et al, 2002); y (b) el AcbSh, que se ha relacionado con el control de
la conducta asociada a claves interoceptivas (Di Ciano et al., 2008) y el procesamiento del
refuerzo inducido tanto por estimulos naturales como por las drogas (Carlezon y Wise,

1996; Bassareo y Di Chiara, 1999; Ito et al, 2004).

57



Mientras que el Acb juega un papel critico en el establecimiento de la conducta de
busqueda de la droga, el estriado dorsal va ganando importancia a medida que esta
conducta se establece (ver revision en Everitt y Robbins, 2005). A medida que se desarrolla
el proceso de adiccién (primero el uso y después el abuso), se produce un cambio
progresivo desde la motivacién por conseguir una meta (aprendizaje de accién y
consecuencia) hacia el establecimiento de un habito (estimulo-respuesta) que caracteriza

la compulsividad del consumo de drogas (revisién en Hyman et al., 2006).

Las proyecciones dopaminérgicas del VT'A ala mPFC son importantes para comprender
las interacciones entre los efectos del estrés y las drogas ya que estan implicadas tanto en
la respuesta del estrés como en el desarrollo de la conducta adictiva (ver revisién en
Montague et al., 2004; Kalivas et al., 2005). La mPFC es clave para la memoria de trabajo,
la representaciéon de metas, la asignacién de un valor a éstas y la capacidad de elegir una
accion en funcién de la evaluacion previa (Miller y Cohen, 2001; Matsumoto et al., 2003).
El consumo de drogas acabard incrementando las sefiales dopaminérgicas en la mPFC,
provocando la potenciacion de las sefiales asociadas a la droga y su valor respecto a otras
metas (ver revision en Montague et al,, 2004). Si este consumo se prolonga en el tiempo,
la mPFC podria sufrir adaptaciones patoldgicas que acabarian provocando distorsiones
en la valoracion de las metas y una pérdida en el control de la conducta, con un aumento

de la impulsividad (ver revision en Kalivas et al., 2005).

Otra estructura implicada tanto en la respuesta al estrés como en la adiccion es la
amigdala extendida, habiéndosela relacionado con los efectos reforzantes agudos de las
drogas, asi como con los efectos adversos de la abstinencia y la recaida (ver revisiéon en
Koob y LeMoal, 2005). La amigdala extendida es una macroestructura que comparte
caracteristicas morfologicas, neuroquimicas y de conectividad e incluye estructuras como
el BNST, la CeA, la MeA y la parte posterior del Acb (ver revisién en Koob, 2003). Se
consideran dos subdivisiones: i) la central, que se compone de la CeA, el BNST lateral y
la parte posterior del AcbSh; y ii) la medial, conformada por el BNST medial y la MeA.

Los sistemas de neurotransmisores/neuromoduladores implicados en los efectos
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reforzantes agudos de las drogas en estas 2 estructuras neuroanatémicas incluyen DA,
péptidos opioides, GABA, glutamato, neuropéptido Y (NPY) y glucocorticoides (ver
revision en Koob y LeMoal, 2005). Durante episodios agudos de abstinencia, se ha
demostrado una actividad reducida del sistema mesocorticolimbico, ademas de una
disminucién de la actividad GABAérgica y glutamatérgica en la amigdala extendida.
Ademas, a medida que la dependencia y la abstinencia se van desarrollando, el sistema
CRHérgico va ganando importancia. De esta manera, durante episodios agudos de
abstinencia se han observado incrementos en los niveles extracelulares de CRH en la

amigdala extendida (ver revisién en Koob y LeMoal, 2005).

En resumen, el sistema dopaminérgico mesencefélico, a través de sus dos grandes
subsistemas, se encuentra en una posicion privilegiada para reforzar aquellas respuestas
o conductas a estimulos (aversivos o placenteros) que aumenten la probabilidad de

supervivencia (ver revision el Schultz, 2002).

5.2. D-Anfetamina

Como ocurre con la mayoria de drogas, la anfetamina se obtiene a partir de un precursor
(efedrina) que se encuentra de manera natural en la naturaleza, siendo los miembros del
género Ephedray el arbol Catha edulis las principales fuentes. En el siglo I se menciona
en China el uso de Ephedra sinica para tratar el asma y las infecciones de las vias
respiratorias altas y en el siglo XIX se identificé el mayor principio activo de esta planta,
la efedrina, precursora de lo que hoy en dia conocemos como la anfetamina. En 1887,
Lazar Edeleanu sintetizé por primera vez la anfetamina, pero no fue hasta principios del
siglo XX cuando se conocieron sus efectos estimulantes (Allen, 1993, citado en Sulzer et
al, 2005). Durante afios, la industria farmacéutica comercializ6 la anfetamina para tratar
una gran variedad de enfermedades como la narcolepsia, la esquizofrenia o la adiccién a
opidceos, entre otras (Sulzer et al, 2005). Ademas, gracias a sus efectos estimulantes y
potenciadores del estado de alerta, pronto empez6 a ser una droga comun en los conflictos
bélicos, siendo todavia hoy comun su uso en pilotos de combate (Caldwell et al., 2003).

Aunque el potencial adictivo de la anfetamina habia sido objeto de debate desde los afos
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30, no fue hasta mediados de los 60 cuando se reconoci6 plenamente su potencial adictivo.
Segun el informe mas reciente del UNODC (2016), el uso de las anfetaminas se sitda
actualmente por debajo de otras drogas como el cannabis, aunque por encima de la

heroina o la cocaina.

5.2.1. Mecanismo de accion.

La anfetamina es una droga que penetra ficilmente la barrera hematoencefdlica y su
accién tiene como principal diana la DA y, en menor medida, la NA y la 5-HT (Figura
7A, ver revisién en Sulzer et al, 2005). En condiciones normales, tras la liberacion de
monoaminas a la hendidura sindptica éstas son recaptadas por la neurona presinaptica
gracias a las proteinas recaptadoras de DA (DAT), NA (NET) y 5-HT (SERT). En el
citoplasma de las neuronas, las monoaminas son transportadas contra gradiente hacia las
vesiculas sindpticas gracias a la accion de las proteinas transportadoras vesiculares
(VMAT]I, periférica y VMAT?2, central). En presencia de anfetamina las proteinas
recaptadoras de la membrana presindptica invierten su funcionamiento. Ademads, la
anfetamina también afecta a las proteinas transportadoras vesiculares, alcalinizando las
vesiculas e impidiendo la entrada de monoaminas a las vesiculas. Debido al vaciado de
monoaminas de las vesiculas y a la acciéon sobre las proteinas transportadoras
presindpticas, la anfetamina provoca una liberacién masiva de monoaminas a la
hendidura sindptica, independientemente de la actividad funcional de las terminales

sindpticas.

5.2.2. Efectos de la anfetamina

La anfetamina tiene efecto tanto a nivel periférico como a nivel central. Entre los
primeros destacan el aumento de la presion arterial, de la frecuencia cardiaca y de la
temperatura corporal, la vasoconstriccion periférica y la sudoracidn, efectos que estarian
relacionados con la liberacién masiva de NA periférica y con la activacion adrenérgica.
Respecto a sus efectos a nivel central, la anfetamina aumenta la sensacion de alerta,
disminuye la sensacién de fatiga y hambre y mejora el rendimiento intelectual (ver

revision en Steinkellner et al, 2011). El aumento de los niveles de DA en las vias del
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refuerzo es responsable de las propiedades psicoestimulantes y reforzantes de la droga. El
aumento de DA en el LH y la liberacién de 5-HT en el hipotdlamo ventromedial se han
relacionado con el control de la saciedad y la disminucién del apetito. Por dltimo, la
liberacién masiva de NA a nivel central se ha relacionado con el aumento de la sensacién

de alerta.

La respuesta conductual a la anfetamina depende de la dosis administrada. La
administracion de dosis bajas es capaz de estimular conductas apetitivas, mientras que
dosis altas estimulan conductas repetitivas y estereotipias (Swerdlow et al, 1993).
Ademas, la anfetamina estimula cambios autonoémicos y endocrinos tipicos de la
respuesta de estrés como el aumento de la frecuencia cardiaca, la presién arterial y un
incremento en los niveles de corticosterona (Antelman et al., 1992). La anfetamina, como
muchas otras drogas, es capaz de activar de manera dosis dependiente el eje HPA y, como
tal, se puede la considerar como un estimulo estresante farmacoldgico (Swerdlow et al.,
1993; Gagliano et al, 2009; ver revision en Armario 2010). Aunque los mecanismos
precisos de la activacién del eje HPA por parte de la anfetamina siguen estando poco
claros, se propone un papel importante del CRH. En este sentido, se ha demostrado que
la estimulacién de la respuesta endocrina del eje HPA causada por la anfetamina es
inhibida tras la inmunoneutralizacion del CRH (Swerdlow et al, 1993). Aunque la
administracion de anfetamina aumenta los niveles de c-fos en el PVN, las neuronas que
colocalizan con CRH (c-fos+/CRH+) son menos que las activadas por la inmovilizacién
en plancha (Rotllant et al,, 2007). Por lo tanto, la activacion del eje HPA causada por la
anfetamina podria implicar a otros factores hipotaldmicos distintos del CRH. Respecto a
las posibles sefales activadoras hacia el PVN, algunos autores proponen un mecanismo
parecido al de la cocaina, que parece ejercer su efecto activador sobre el eje HPA a través
de la activacion de las vias dopaminérgicas (Borowsky y Kuhn, 1991). No obstante, la
activacion del eje HPA por otros derivados de la anfetamina (metanfetamina y MDMA)
parece implicar también a otras monoaminas como la 5-HT (Nash et al.,, 1988; Doyle y

Yamamoto, 2010).
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5.3. Metilfenidato

Como muchos de los derivados de la anfetamina, el metilfenidato es un psicoestimulante
sintetizado y comercializado por primera vez en 1944 con el nombre de Ritalin®. En sus
inicios fue indicado para un gran numero de condiciones tales como los estados
depresivos, la fatiga cronica o la narcolepsia. Hoy en dia, su uso se ha visto restringido y
sélo se utiliza en el tratamiento del déficit de atencién e hiperactividad (ADHD de sus
siglas en inglés, Attention déficit and hiperactivity disorder) y de la narcolepsia. En
adultos, se utiliza para el tratamiento del ADHD y de la obesidad, aunque este tltimo uso
genera dudas sobre sus beneficios a largo plazo para mantener el peso, preocupando el
posible abuso y la dependencia. El metilfenidato es un farmaco que se engloba dentro de
los considerados potenciadores cognitivos, que son sustancias que se administran con
el objetivo de potenciar funciones mentales tales como atencién, concentracion, alerta,
memoria, motivacién, planificacién y toma de decisiones (Svetlov et al, 2007). Por este
motivo y, dada su mayor accesibilidad, no es de extranar el incremento del uso ilicito de
este psicoestimulante, ya sea como potenciador cognitivo (Svetlov et al,, 2007) o para su

uso recreativo (ver revision en Kollins et al., 2001, 2009).

5.3.1 Mecanismo de accién

El mecanismo de accién del metilfenidato (Figura 7B) guarda similitud, pero no es igual
al ejercido por la anfetamina. El metilfenidato bloquea DAT y NET, pero a diferencia de
otros psicoestimulantes como la cocaina, no tiene efecto sobre SERT (Han y Gu, 2006).
Por lo tanto, el metilfenidato conducira a un incremento de los niveles de DA y NA en la
hendidura sinaptica, pero no de los niveles de 5-HT incluso con la administracién de dosis
muy altas de metilfenidato (Kuczenski y Segal, 1997, 2002; Segal y Kuczenski, 1999;
Brandon y Steiner, 2003). Estudios in vitro seflalan que la potencia del metilfenidato para
bloquear DAT es incluso mayor que la de la cocaina y que el bloqueo de NET es similar

al producido por la anfetamina (Han y Gu, 2006). Por lo tanto, se considera que los efectos
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terapéuticos del metilfenidato podrian deberse tanto al incremento del tono

dopaminérgico como del noradrenérgico.
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Figura 7. Mecanismo de accion de la anfetamina y el metilfenidato. Tras la administraciéon de
anfetamina (figura de la izquierda) se observa una inversién de los recaptadores de monoaminas (DAT,
NET y SERT), un bloqueo del transportador vesicular de monoaminas (VMAT?2) y una acidificacién
vesicular que da lugar a una liberacién masiva de monoaminas a la hendidura sinaptica. Tras la
administracion de metilfenidato (figura de la derecha), se observa un bloqueo de DAT y NET, provocando
un incremento de DA y NA en la hendidura sinaptica, amplificando la actividad de éstas (Adaptado de
Wilens et al., 2008).

5.3.2. Efectos del metilfenidato.

En la literatura existe un gran ndmero de trabajos que analizan los efectos de la
administracion crénica de metilfenidato. No obstante, dados los objetivos del presente
trabajo, nos centraremos en los efectos causados por una administracion aguda. Los
efectos estimulantes motores del metilfenidato muestran una respuesta dosis-
dependiente. Por ejemplo, en ratas Sprague-Dawley la dosis mas baja (0,6 mg/kg) no

muestra un efecto estimulante, la dosis media (2,5 mg/kg) muestra un leve efecto

63



estimulante y la dosis alta (10 mg/kg) presenta un efecto estimulante robusto (Claussen y

Dafny, 2014).

También se han estudiado los efectos sobre las funciones ejecutivas, que son
dependientes, en parte, de la mPFC e incluyen procesos atencionales, memoria de trabajo
y control de la impulsividad (ver revisiones en Winstanley et al., 2010; Levin et al., 2011;
Luciana, 2013). La atencién sostenida es una construccion hipotética que se concibe
como la base del procesamiento de la informacién referente al ambiente y su relacién con
el individuo (ver revision en Levin et al., 2011). En modelos animales se ha estudiado
mediante la prueba de deteccién de sefales. Este paradigma consta de dos tipos de
ensayos: el seflalizado y el no sefializado. En cada ensayo, el animal debe escoger la palanca
correcta para recibir una recompensa: en presencia de una senal visual debe apretar la
palanca asociada a la sefial y en ausencia de sefial debe hacer lo propio en la palanca no
asociada a la sefal. Dosis de 0,5 y 1 mg/kg (via intraperitoneal, ip) de metilfenidato
mejoran la atencion sostenida en esta prueba (Berridge et al., 2006; Andrzejewski et al,
2014). No obstante, en otros estudios, el efecto de la administracion de 0,3 mg/kg de
metilfenidato (via subcutanea, sc) parece darse unicamente en animales con niveles

basales de ejecucion bajos (Rezvani et al., 2009).

La memoria de trabajo es el sistema de procesamiento activo que permite a los
individuos retener una cantidad limitada de informacién y manipularla en respuesta a
objetivos especificos (ver revision en Luciana, 2013). Se puede medir mediante la prueba
de alternancia demorada, en la que el animal recibe un refuerzo si escoge el brazo de un
laberinto que ha sido previamente no reforzado. El efecto del metilfenidato parece ser
dependiente de la dosis ya que se ha demostrado que la administracién de 2 mg/kg (via
oral) mejora esta funcién mientras que dosis altas tienen efectos negativos sobre la
memoria de trabajo (Arnsten y Dudley, 2005). Esta mejora en la memoria de trabajo con
la administracion de dosis bajas de metilfenidato se ha relacionado con el aumento de los
niveles de DA y NA en la mPFC y con el aumento de la respuesta electrofisologica de las

neuronas del mPFC (Devilbiss y Berridge, 2008).
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La impulsividad es la predisposiciéon por las reacciones rdpidas y no planeadas a
estimulos internos o externos y la escasa valoracion de las consecuencias negativas de
estas acciones, tanto para el propio individuo como para otros individuos (ver revisién en
Winstanley et al,, 2010). Se subdivide en tres dimensiones. Una de ellas es la impulsividad
motora que refleja espontaneidad en las acciones y, en modelos animales se evalta
mediante el paradigma five choice serial reaction time task (5CSRTT, ver revisiéon en
Robbins et al, 2002). En este paradigma, el animal ha de estar atento a la aparicion
transitoria de una sefial luminica breve en cualquiera de cinco compartimentos. El animal
debe introducir el hocico en el compartimento donde habia aparecido previamente la
senal luminica para obtener una recompensa. No obstante, el animal puede ejecutar dicha
accion antes de que se presente la sefial luminica (impulsividad), introducir el hocico en
un compartimento que no ha sido previamente iluminado (déficit de atencion) o ejecutar
respuestas reiteradas en el compartimento reforzado (compulsividad). Por lo tanto, el
efecto esperado del metilfenidato serfa un aumento de las respuestas correctas y una
disminucion de las respuestas prematuras. La administracion de una dosis de 2 mg/kg de
metilfenidato en ratas de la cepa Lister hooded reduce las respuestas prematuras, mientras
que la administracion de dosis mas altas parece tener el efecto contrario (Milstein et al.,
2010). Igualmente, se ha demostrado este efecto bifasico en el control inhibitorio de la
respuesta tras la administracion de 1mg/kg (via oral) en ratas de la cepa Wistar (Pattij et
al.,2012). No obstante, en ratas de la cepa Long Evans las respuestas prematuras no se ven
afectadas ni tras la administracion de dosis bajas (0,1 - 1 mg/kg, ip) ni de dosis altas (2 -

4 mg/kg) de metilfenidato (Paterson et al., 2012).

En conclusion, no estd claro en la literatura si existe un efecto importante del
metilfenidato sobre la atencién o la impulsividad, y la dosis no parece ser el tnico factor,
siendo probablemente un aspecto relacionado con las caracteristicas individuales de los

sujetos.

65



5.4. Genes de expresion temprana y psicoestimulantes

Desde el inicio de los afios 90 se han utilizado los IEG como herramienta para el estudio
de las bases anatémico-funcionales de la adiccion (ver revisién en Sumner et al., 2004). A
grandes rasgos, la expresion de IEG y su patrén de activacion dependen del tipo de droga
administrada (Erdtmann-Vourliotis et al, 1999; Valjent et al, 2004), de la dosis
administrada (Rotllant et al.,, 2010) y de la duracion de la administracién, aguda o crénica

(Torres y Horowitz, 1999).

5.4.1. c-fosy anfetamina.

La administracién aguda de anfetamina en ratas provoca un rdpido y transitorio
incremento de los niveles de c-fos especialmente en CPu y Acb (Graybiel et al, 1990;
Snyder-Keller, 1991a, 1991b; Johansson et al, 1994; Badiani et al, 1998; Uslaner et al,
2001a y 2001b). La activacion de c-fos en el CPu parece estar mediada por la liberacién
de DA ya que dicha activacién se inhibe con la administracién de antagonistas de los
receptores dopaminérgicos D, (Snyder-Keller, 1991; LaHoste et al., 2000; Ferguson et al,
2003). Ademas, la anfetamina administrada de manera aguda, pero no crénica, provoca

la activacién de otros IEG como fosB, junB, zif268 y fra-1 (Persico et al., 1993).

Ademas de inducir activacién de c-fosen el CPuy el Acb, la administracién de anfetamina
hace lo propio en otras areas relacionadas con el procesamiento de la respuesta de estrés.
Se ha demostrado activacion de c-fos en areas como la mPFC, la FH y la CeA (Day et al,
2001), asi como en talamo, hipotalamo y tronco encefalico, incluyendo VTA y ntcleos del
Rafe (Nikulina et al, 2004; Colussi-Mas et al., 2007; Rotllant et al., 2010). Sin embargo,
existen pocos estudios que hayan aportado informacién sobre el patron general de
activacién del SNC tras la administracion aguda de anfetamina (Ostrander et al, 2003;
Miyamoto et al, 2004; Rotllant et al,, 2010). En nuestro laboratorio, hemos estudiado de
manera exhaustiva dicha activacion en respuesta a dos dosis diferentes de anfetamina
(Rotllant et al, 2010). Tras la administracién de 1,5 y 5 mg/kg de anfetamina pudo
observarse activacion de c-fos en multitud de dreas. En algunas de estas dreas la activacion
fue dependiente de la dosis (AcbSh, las diferentes subdivisiones del PVN, CeA y MeA),
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mientras que en otras dreas no lo fue (subdivisién cinguladal e IL de la mPFC, CPuDL,
BLA y VTA). Esta activacion independiente de la dosis podria deberse a una elevada
sensibilidad de estas dreas a la anfetamina, mostrando una respuesta maxima con las dosis
mas bajas. De manera sorprendente, también pudo observarse que algunas dreas
respondian con mayor intensidad a las dosis mas bajas de anfetamina (PrL, AcbC y las
regiones dorsomedial y ventromedial del estriado), sugiriendo una activacion preferente
de circuitos inhibidores con proyeccién a las areas mencionadas, lo que enmascararia los

efectos estimuladores (directos o indirectos) de la droga.

Se uso6 el andlisis factorial de los datos como herramienta para conocer las posibles
relaciones funcionales entre las distintas dreas activadas, agrupandose las dreas en: (a)
areas ricas en neuronas dopaminérgicas como mPFC, Acb, CPuy VTA, (b) areas con
proyecciones serotoninérgicas como los nucleos del Rafe, (c) la subdivision dorso-lateral
del CPuy, (d) el PVThy el PVN. Aunque se desconocen las vias y mecanismos precisos
implicados, los resultados sugieren la existencia de cuatro circuitos nerviosos
diferenciados que se activan en respuesta a la anfetamina y que podrian ser
diferencialmente dependientes de la liberacion de las diferentes monoaminas (DA, NA,

5-HT).

5.3.2 c-fos y metilfenidato

Debido a la importancia del metilfenidato en el tratamiento del ADHD y que éste afecta
en gran medida a nifios y adolescentes, gran parte de la literatura se ha centrado en los
efectos del metilfenidato en la expresion de c-fos en animales jovenes. Lin y colaboradores
(1996) fueron los primeros en observar un incremento en los niveles de la proteina c-Fos
en el CPu de gatos tras la administracién aguda de 2,5 mg/kg de metilfenidato.
Centrandonos en roedores, tanto en jovenes como adultos, la expresion de c-fos emerge
con dosis de metilfenidato de 2 mg/kg o mas, aunque los efectos parecen ser mas robustos
en los animales mas jovenes (ver revision en Yano y Steiner, 2007). Varios estudios han
demostrado en roedores adultos la expresion de c-fos en el CPu inducida por la

administracion de 5 o 40 mg/kg de metilfenidato en ratones CD1 (Hawken et al, 2004) o
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de 5 0 10 mg/kg en ratas SD (Yano y Steiner, 2005). No obstante, cuando se administran
dosis mas bajas (2 mg/kg) el aumento es muy débil y con dosis de 0,5 mg/kg no se produce
activacion sugiriendo que, en adultos, la expresién de c-fos es proporcional a la dosis de
metilfenidato administrada (Yano y Steiner, 2005). En el CPu de animales jovenes
también se ha confirmado la induccién de c-fos dependiente de la dosis de metilfenidato
administrada (2, 5 y 10 mg/kg, Brandon y Steiner, 2003; 2 y 10 mg/kg, Chase etal., 2005a).
Ademas, el metilfenidato parece producir diferentes patrones de activacion en el estriado
en funcion de la edad de los animales, sugiriendo que los efectos del metilfenidato serian
mas importantes en etapas tempranas del desarrollo. La administracién de 20 mg/kg de
metilfenidato en ratones CD-1 de 3 a 7 dias de edad provoca una induccién de c-fos en
forma de parches, mientras que en animales de 24 a 45 dias de edad provoca una

induccién mas homogénea en el estriado (Penner et al., 2002).

El estriado no es la tnica estructura activada tras la administracion de metilfenidato. En
ratas jovenes se ha descrito un aumento de la expresion de c-fos en el Acb tras la
administraciéon de 10 mg/kg de metilfenidato (Chase et al, 2005b). También se ha
observado dicho aumento en la mPFC de ratones y ratas jovenes tras la inyeccién de 3 y

7,5 mg/kg de metilfenidato (Allen et al, 2010; Koda et al., 2010).

Los estudios de activacion neuronal (c-fos) anteriormente comentados se ven
corroborados por estudios conductuales y de activacion electrofisioldgica en dreas
dopaminoceptivas. Por ejemplo, Claussen y Dafny (2014) demostraron en ratas SD
adultas que, tras la administracion de 0,6, 2,5 y 10 mg/kg de metilfenidato existe un
aumento de la actividad locomotora dependiente de la dosis de metilfenidato
administrada. Este efecto sobre la actividad locomotora venia acompainado de cambios en
la actividad electrofisiolégica de la mPFC. La administracion de dosis bajas de
metilfenidato (0,6 mg/kg) provocaba una disminucién de la actividad de la mPFC,
mientras que la administraciéon de dosis mas altas de metilfenidato (2,5 y 10 mg/kg)
incrementaban la actividad de la mPFC de manera dependiente de la dosis. La activacién

de la mPFC tras el tratamiento agudo de metilfenidato no sdlo es sensible a la dosis, sino

68



a la edad de los animales. En este sentido, Gronier y colaboradores (2010) demostraron
que la administraciéon de 3 mg/kg en ratas juveniles y adultas incrementaba la actividad
electrofisiologica de la mPFC, siendo este efecto mas potente en ratas adultas. Un patrén
similar se observé con la expresion del IEG Arc, asociado a plasticidad sindptica. La razén
de las discrepancias entre la actividad electrofisiolégica y la induccién de Arc respecto a

la de c-fos no esta del todo clara.

6. Interaccion entre estimulos estresantes

La exposicion aguda a estimulos estresantes provoca una gran variedad de respuestas
tanto fisioldgicas como conductuales que dependen en gran medida de sus caracteristicas,
especialmente su naturaleza, intensidad y duracién. Si consideramos como estimulos
estresantes todos aquellos que causan una activacion del eje HPA, ésta es una
caracteristica de la mayoria de las drogas (Armario et al., 2010), que por ello se incluyen

dentro del concepto de estimulos estresantes farmacoldgicos.

La interaccion entre estrés y drogas ha sido objeto de estudio durante décadas (ver
revision en Kalivas y Stewart, 1991; Piazza y LeMoal, 1998; Steketee y Kalivas, 2011). La
exposicion repetida a psicoestimulantes como la cocaina o la anfetamina produce
sensibilizacién conductual, caracterizada por una mayor respuesta locomotora a una
posterior inyeccion de psicoestimulante (ver revision en Kalivas y Stewart, 1991). De igual
manera se ha demostrado una sensibilizaciéon cruzada entre psicoestimulantes y estrés
cronico evaluada mediante la actividad locomotora (ver revision en Kalivas y Stewart,
1991), una facilitacion de la adquisicion de la autoadministracion de droga provocada por
una exposicion previa a estrés crénico (ver revision en Piazza y LeMoal, 1998), y la
reinstauracion de la conducta de busqueda de droga tras la exposicion a un estimulo
estresante (ver revisiéon en Steketee y Kalivas, 2011). Sin embargo, se conoce mucho
menos respecto a la interaccién aguda entre estrés y drogas. En nuestra sociedad, algunas
personas recurren al uso de drogas bien de caracter recreativo, bien para paliar los efectos

del estrés de la vida diaria. Una de las caracteristicas de la mayoria de drogas, es su
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capacidad para inducir la activaciéon del eje HPA (ver revisiéon en Armario, 2010). Esta

caracteristica puede explicar al menos en parte las interacciones entre estrés y drogas.

Considerando que tanto la anfetamina como los estimulos estresantes activan dreas
comunes del SNC (Cullinan et al., 1995; Rotllant et al.,, 2010), existe la posibilidad de que
se establezcan interacciones entre ambos estimulos en dichas dreas. De hecho, existen
antecedentes respecto a dicha interaccién. La administraciéon de anfetamina en un
ambiente nuevo (estimulo estresante de baja intensidad) provoca una mayor actividad
locomotora que cuando la droga es administrada en su caja de estabulacién (Badiani et
al, 1998). Ademas, esta mayor actividad locomotora, también observada con la
administracion de cocaina, viene acompanada de un incremento en la expresion de c-fos
en la mPFC, el estriado y el Acb, sugiriendo la existencia de una sinergia positiva entre
psicoestimulantes y estimulos estresantes (Badiani et al, 1998; Uslaner et al, 2001a,
2001b). No obstante, esta sinergia positiva no se observa en otras dreas como el AcbShy
las regiones medial y lateral del septum (Badiani et al,, 1998). De manera sorprendente,
en la CeA y en la regién oval del BST se observaron unos niveles mas bajos de c-fos
(sinergia negativa) cuando los dos estimulos se presentaban simultdneamente (Day et
al.,, 2001; 2005; 2008). De hecho, estimulos estresantes emocionales como el ruido o el
restraint también tienen la capacidad de suprimir la activaciéon de la CeA inducida tanto
por la administracion de anfetamina como por la exposicién a un estimulo estresante
sistémico como es la interleukina 1, IL-1P (Day et al, 2005). Similar sinergia negativa se
ha observado con la administracion de cocaina inmediatamente después de una
exposicion a un estimulo estresante emocional como la derrota social en areas del tronco

del encéfalo como la PAG, DR y LC (Nikulina et al, 1998).

Recientemente, hemos demostrado en nuestro laboratorio la existencia de interaccién
entre psicoestimulantes y la natacién forzada a nivel del eje HPA y la hiperglucemia
inducida por el estrés, ligada a la activacion del eje SMA. La anfetamina es capaz de activar
de manera dependiente de la dosis el eje HPA por si sola. Cuando la anfetamina se

administra de manera simultinea con la nataciéon forzada se reduce la activacion

70



periférica del eje HPA (niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona) y la hiperglucemia
inducida por la exposicién a este tltimo (Goémez-Roman et al, 2016; Gagliano et al,
2017). Esta reducciéon de la respuesta del eje HPA tras la exposiciéon simultdnea a la
anfetamina y la natacion forzada también se ha observado con la administracién de dosis
bajas de anfetamina (1 mg/kg) y cuando la droga se administra 30 minutos antes de la
exposicion a la natacion forzada (Gagliano et al,, 2017). La reduccién de la respuesta del
eje HPA a la natacion forzada no se restringe solo a la anfetamina y se observa tras la
administracién simultdnea de otro psicoestimulante como la cocaina (Gagliano et al,
2017). Por otro lado, esta interaccién entre anfetamina y natacion forzada respecto al eje
HPA no se restringe a los estimulos estresantes de tipo emocional, sino que también
interactia con estimulos estresantes sistémicos como la IL-1p (Gémez-Roman et al,

2016).

Posteriormente, estudiamos si dicha interaccién se hacia evidente con el metilfenidato,
un derivado de la anfetamina ampliamente utilizado como tratamiento para el trastorno
del déficit de atencion e hiperactividad. La administracion de dosis en el rango terapéutico
de metilfenidato (0,5 y 2 mg/kg) no fue capaz de activar el eje HPA. Sin embargo, la
inyeccién de metilfenidato justo antes de la exposicion a la natacion forzada consigue
reducir la respuesta de la ACTH a la natacion forzada, aunque la inhibicién no fue tan

potente como para reducir la respuesta de la corticosterona (Gagliano, 2015).

Esta interaccidn entre psicoestimulantes y estimulos estresantes a nivel del eje HPA se ve
reflejada también a nivel central. De esta manera, la sinergia negativa observada en el eje
HPA cuando los animales son expuestos de manera simultdnea a la anfetamina y la
natacién forzada, estd asociada a un bloqueo de la expresion del gen de CRH medido por
sus niveles de RNA heteronuclear, ademas de observarse una menor induccién de c-fos
en el PVN (Gomez-Roman et al, 2016). Por su parte, la exposicion a la natacion forzada
en presencia de metilfenidato bloquea completamente el incremento en la expresion del
CRH en el PVN causada por la nataciéon forzada, no observiandose reduccion de la

activacién neuronal mediante c-fos (Gagliano, 2015). Esta disociacién entre la activacién
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de c-fos y la transcripcion del gen de CRH en el mpdPVN ha sido ya descrita en otras
situaciones (Ginsberg et al, 2003; Vallés et al, 2003) y podria reflejar el hecho de que
ambos procesos estan relacionados, pero son en parte diferentes desde el punto de vista
de los mecanismos intracelulares implicados. Por lo tanto, parece que la interaccion del
metilfenidato con la respuesta fisioldgica al estrés parece residir en el PVN, siendo
fundamental el estudio de aquellas dreas que proyectan tanto de manera directa como

indirecta al PVN.

Estas aproximaciones nos aportan una idea global de los patrones de activacién neuronal
en respuesta a la exposicion simultdnea a dos estimulos estresantes y algunas de sus
consecuencias conductuales o fisioldgicas. Sin embargo, no proporcionan informacién
respecto a qué poblaciones neuronales estin implicadas en tal interaccién. Los pocos
estudios que han evaluado esta cuestion se han centrado en el CPu y la CeA. El CPu se
compone, en un 95%, de neuronas de proyecciéon GABAérgicas (MSN, medium spiny
neurons) las cuales se subdividen en dos poblaciones: neuronas que expresan DIR,
dinorfina (DYN) y sustancia P (SP), que forman parte de la via directa; y neuronas que
expresan D2R y encefalina (ENK), que participan en la via indirecta. La combinacién de
la administracién de anfetamina en un ambiente conocido activa Unicamente las
neuronas D1R positivas en el estriado, mientras que el ambiente nuevo por si solo activa,
en menor medida, tanto las neuronas D1R como las D2R positivas (Badiani et al., 1999;
Uslaner et al,, 2001b, Ferguson et al., 2003). La combinacién de la inyecciéon de anfetamina
con un ambiente nuevo tiene un efecto cuantitativo, activando un mayor namero de
neuronas DIR positivas respecto al grupo administrado con anfetamina en el ambiente
conocido; pero también un efecto cualitativo, incrementando la activacion de las
neuronas D2R positivas respecto al grupo expuesto unicamente a la anfetamina, que es
incapaz de activar por si sola las neuronas D2R positivas (Badiani et al, 1999). De esta
manera, parece que la aparente sensibilidad en la induccion de c-fosen el estriado variaria

en funcién del contexto ambiental en el cual la anfetamina es administrada.
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En la naturaleza los organismos pueden enfrentarse a diferentes tipos de estimulos
aversivos de manera simultdnea o casi simultdnea (v.g. encontrarse en un ambiente
desconocido en presencia de un depredador). Sorprendentemente, apenas existen
estudios sobre las consecuencias de la exposicion simultdnea a dos estimulos estresantes.
La interaccion entre estimulos estresantes tiene una importancia teérica muy relevante,
ya que no esta claro sila exposicion simultdnea a dos de ellos da lugar a un procesamiento
predominante del estimulo mds aversivo, enmascarando el impacto global del estimulo
menos aversivo, o bien, si el impacto de los dos estimulos estresantes resulta en un efecto

aditivo o incluso una potenciacion entre ellos, dando lugar a sinergias positivas.

En nuestro laboratorio hemos estudiado la interaccion entre dos estimulos estresantes
como la inmovilizacién en plancha y el olor al depredador con la hipétesis de que la
exposicion simultdnea a ambos estimulos potenciaria la activacién aguda del eje HPA y
las consecuencias negativas a largo plazo (incremento en la ansiedad, valorado por un
laberinto en cruz elevado y/o desarrollo de miedo condicionado). Para ello, los animales
fueron expuestos a cada estimulo estresante por separado (inmovilizacién en plancha u
olor al depredador) y a los dos estimulos de manera simultdnea (Mufioz-Abellan et al,
2011). Los resultados mostraron que la exposicién a la inmovilizacion en plancha no
parece interferir con la eficacia del olor del depredador para inducir miedo condicionado,
sugiriendo que los animales son capaces de procesar el olor del depredador incluso bajo
la influencia de un estimulo estresante mucho mas intenso como la inmovilizacién. En
cuanto a la activacion del eje HPA, se observo una tendencia a una menor respuesta del
eje HPA en los animales expuestos a ambos estimulos de manera simultinea en
comparacion con los animales expuestos a la inmovilizacion en plancha (estimulo mas
intenso). De acuerdo con esta posibilidad, otros autores tampoco han observado efecto
aditivo tras la exposicién simultdnea a ruido y restraint, aunque ambos estimulos causan
una respuesta claramente sub-maxima de ACTH (Masini et al., 2012). La interferencia
entre estimulos estresantes podria afectar a las areas del SNC que controlan la activacion
del eje HPA y otras respuestas fisiologicas y conductuales, aunque probablemente afectara

solo a algunas de ellas.
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Los trabajos anteriormente mencionados de nuestro grupo marcan el punto de partida y
las pautas a seguir en el presente trabajo, cuyo principal objetivo ha sido contribuir a
conocer coémo el SNC procesa dos estimulos estresantes simultaneos, de distinta o similar

naturaleza, y qué poblaciones neuronales especificas se ven afectadas por este desafio.
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Hipotesis y objetivos

En los ultimos afos se ha demostrado que los estimulos estresantes emocionales y los
psicoestimulantes activan un gran numero de dreas comunes del SNC, lo que apoya la
estrecha relacion entre estrés y adiccion. Existen ain mads dreas comunes entre estimulos
estresantes de tipo emocional, lo que sugiere que el procesamiento de uno puede interferir
con el de otros si su exposicion se solapa en el tiempo. En nuestro laboratorio, hemos
demostrado previamente que la administracion de psicoestimulantes como anfetamina o
metilfenidato inmediatamente antes de la exposicion a un estimulo estresante
predominantemente emocional (natacion forzada) reduce la respuesta fisioldgica al estrés
(hormonas del eje HPA e hiperglucemia). Sin embargo, muy pocos estudios han evaluado
los patrones de activacién del SNC cuando los psicoestimulantes se administran de forma
simultdnea a un estrés de tipo emocional o bien cuando dos estimulos estresantes

emocionales se presentan al mismo tiempo.

Nuestra hipotesis es que la interaccion entre psicoestimulantes y estimulos estresantes
emocionales, o bien entre estos tltimos, tendria lugar en muchas de las dreas del SNC que
muestran activacion compartida, especialmente aquellas que son criticas en su
procesamiento como mPFC, estriado, PVN y dreas de neuronas dopaminérgicas y
noradrenérgicas (VTA y LC, respectivamente). La interacciéon podria afectar a
poblaciones neuronales especificas de estas areas mas que al patron general de activacion.

Mis en concreto, sugerimos que:

1) La interaccion entre psicoestimulantes y estimulos emocionales serfa mucho mayor
con una dosis intermedia de anfetamina que por si misma activa un gran nidmero de areas
de SNC y el propio eje HPA, que con una dosis baja de metilfenidato, que apenas causa

por si misma activacion del SNC y no afecta al eje HPA.

2) La exposicién simultdnea a psicoestimulantes y estimulos emocionales podria
traducirse, respecto a la exposicion individual a cada estimulo, en varias posibilidades:
una relativa independencia en la activacion causada por cada estimulo (efecto aditivo),

activacién de poblaciones neuronales similares (ausencia de efecto aditivo), sinergia
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negativa (un estimulo interferiria con el otro) o sinergia positiva (un estimulo potenciaria

el efecto del otro).

3) Los estimulos estresantes emocionales parecen mostrar un gran nivel de solapamiento
en las poblaciones neuronales activadas, de tal manera que solo una pequena parte de las
mismas y solo en niveles jerarquicamente superiores del SNC existirian poblaciones
especificas de cada estimulo. Es de esperar poco efecto aditivo si las poblaciones activadas
son comunes y quizds sinergias negativas en aquellas poblaciones més especificas de cada
estimulo. Detectar esta interaccién entre estimulos estresantes emocionales puede ser de
gran relevancia para entender como el SNC responde a situaciones emocionales,

especialmente si son traumaticas.

4) La interaccién entre estimulos podria ser mas evidente si se estudian poblaciones
neuronales del SNC de un fenotipo especifico dentro de cada drea: gutamatérgicas vs
GABAérgicas en mPFC, D1R* vs D2R* en estriado, CRH* en PVN o TH* vs TH en VTA

y LC.
Los objetivos subyacentes a estas hipdtesis son:

1) Demostrar en ratas adultas la existencia de interaccion entre una dosis intermedia de
AMPH (4 mg/kg) y un estimulo estresante emocional como la natacion forzada. El patrén
de activacion de poblaciones neuronales especificas se estudiara mediante hibridacion in
situ fluorescente (FISH) doble (c-fos y el marcador apropiado del fenotipo neuronal). Se
asume un importante nivel de activacion de cada estimulo por separado y un predominio

de la sinergia negativa.

2) Demostrar que también puede darse interacciéon entre natacion forzada vy
metilfenidato, a dosis terapéuticamente relevantes para el tratamiento del ADHD (0,5

mg/kg), aunque el firmaco tenga por si mismo poco efecto sobre la activacion del SNC.

3) Demostrar que durante la exposicion simultanea a dos estimulos estresantes de tipo
emocional como el olor a gato (depredador potencial de la rata) y la inmovilizacién en

plancha también pueden ponerse de manifiesto sinergias negativas, especialmente en los
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niveles jerdrquicamente superiores del SNC como mPFC donde se activan mas

neuronas especificas de cada estimulo.

80



81



Material y Métodos



83



Material y métodos

1. Animales de experimentacién y procedimientos generales

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Sprague-Dawley facilitadas por el Servicio de
Estabulario de la Universidad Auténoma de Barcelona cuyas edades, al inicio de los
procesos experimentales, oscilaban entre los 50 y 60 dias. A su llegada a nuestro
animalario las ratas se estabularon por parejas en cajas opacas de polipropileno con
capacidad de 1000 cm® (57 x 27 x 14,5 cm; Panlab SLU) provistas con viruta absorvente
(Ultrasorb, Panlab SLU). Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de luz
(foto-periodo de 12 h), temperatura (22 = 1 °C) y humedad (40-60 %). Durante toda la

fase experimental los animales dispusieron de alimento y agua ad libitum.

Todos los procedimientos experimentales descritos fueron previamente aprobados por el
Comité de Etica para la experimentaciéon Animal y Humana de la Universidad Auténoma
de Barcelona y de la Generalitat de Catalunya en acuerdo con las Directivas de la
Comunidad Econémica Europea (2010/63/EU) y de Espana (RD53/2013). Todos los
procedimientos experimentales se realizaron por la mafana. Tras la llegada de los
animales a nuestras instalaciones, se dejo una semana de aclimataciéon donde no se realizo6
manipulacién alguna. Posteriormente, se les realizo un procedimiento de habituacién a
la manipulacion por los investigadores, a la toma de muestra de sangre por incisién en la
cola y a la inyeccién subcutdnea (sc) con el fin de minimizar el impacto del estrés a tales
procedimientos. Los animales fueron pesados un dia antes de cada experimento para

determinar los volimenes de inyeccién de las distintas dosis y firmacos empleados.

2. Administraciéon de fAirmacos

La administracion de anfetamina (d-anfetamina sulfato; CisHsN.SO4; Sigma-Aldrich a-
5880) fue por via subcutanea (sc) y diluida en solucién salina fisiologica estéril (0,9 %
NaCl; volumen de inyeccion, 0,5 ml/Kg). La dosis administrada fue de 4 mg/Kg (calculada
a partir de la base), la cual se eligio en base a estudios previos de nuestro laboratorio

(Rotllant et al., 2007; 2010).
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Por otro lado, se utilizé el clorhidrato de Metilfenidato (Ci.uHiwNOHCI; 0,5 mg/kg;
Sigma-Aldrich M289) administrado por via sc y diluido en solucion salina fisiolégica

estéril (0,9 % NaCl; volumen de inyeccién, 0,5 ml/Kg).
3. Procedimientos de estrés.
3.1. Natacion forzada

En este tipo de prueba, se obliga al animal al nado, impidiendo el apoyo de las patas
traseras en la superficie del suelo del tanque. La natacién forzada es considerada un
estimulo estresante de cardcter mixto (con gran componente emocional) y de moderada
intensidad (Dal-Zotto et al.,, 2000; ver revision en Armario et al, 2012). Se utilizé un
cilindro de plastico (plexiglds) transparente de 40 cm de altura y 20 cm de didmetro
apoyado sobre una base de 25 x 25 cm, con agua a 36 °C hasta los 24 cm de altura. Cada
cilindro queda individualizado entre paredes negras para evitar el contacto visual entre
animales. La duracién de la prueba fue de 30 minutos y, una vez finalizada ésta, los

animales se secaron con una toalla y se renovo el agua de los tanques para el siguiente test.
3.2.  Olor al depredador

Se utilizaron fragmentos de toalla de algod6n impregnados con olor a gatos no castrados
de 5 afnos de edad. Cada fragmento de toalla fue conservado a -20 °C hasta el dia de la
prueba. Se utilizaron cajas rectangulares de plastico duro con unas dimensiones de 56 x
36,5x 31 cm. Esta fue dividida en tres regiones de igual area donde la zona 1 (Z1) contenfa
el fragmento de toalla impregnado con el olor, la zona 2 (Z2) era la region intermedia vy,
la zona 3 (Z3) ocupaba la region mas alejada al fragmento de toalla (Mufioz-Abellan et

al,, 2012)
3.3. Inmovilizacién en plancha

La inmovilizacién en plancha es uno de los estimulos estresantes de categoria
predominantemente emocional mds severos, de acuerdo con la intensidad de la respuesta
fisiolégica a la misma (Marti et al., 2001; Mdrquez et al, 2002; Armario et al, 2004).

Consiste en la restriccion total de movimiento del animal sujetando sus 4 extremidades
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con cinta adhesiva a unas guias metélicas ancladas una tabla de madera. La cabeza queda
fija por dos paredes verticales (7 x 6 cm) y el lomo del animal por una malla ancha (10
cm) de piel acabada en un velcro. De esta manera se evita que el animal pueda sufrir algiin
dafo fisico derivado de las fuertes sacudidas que realizan al intentar escapar (Belda et al,

2008; Gagliano et al,, 2008).

4. Procedimientos histolégicos
4.1.  Extraccién y procesamiento del encéfalo

Una vez realizados los diferentes procedimientos experimentales los animales fueron
anestesiados por via inhalatoria en una cdmara saturada con Isofluorano (Laboratorios
Esteve), suministrado por un equipo de anestesia de gases (Cibertec) conectado a una
bombona de oxigeno medicinal (Air Liquide Medicinal). Una vez los animales se
encontraban bajo anestesia profunda, se los mantuvo anestesiados durante la fase inicial
de la perfusién introduciendo la cabeza del animal en un recipiente que contenia un
algodon impregnado en Isofluorano. La perfusion se realizd por via transcardiaca,
primero con solucién salina estéril (0,9% NaCl) a 4 °C durante 2 minutos v,
posteriormente, con paraformaldehido (4% PFA; Sigma) en tampén borato (3,8%

Tetraborato Sodico; Sigma) a 4°C durante 10 minutos.

Una vez finalizada la perfusion, se extrajeron los encéfalos y se sumergieron en solucién
tijadora (4% PFA en 3,8% Tetraborato Sédico) durante 24 horas a una temperatura de
4°C para completar el proceso de fijacion. Transcurrido este periodo de fijacién, los
encéfalos se cambiaron a una solucién crioprotectora (0,2 M NaCl; 43 nM fosfato
potasico, KPBS; y sacarosa al 30%) y se mantuvieron a una temperatura de 4 °C hasta que
éstos se sumergieron completamente (entre 2 y 3 dias). Seguidamente, los encéfalos
fueron congelados con isopentano enfriado en CO, sélido (= -45 °C) y se conservaron a
una temperatura de -80 °C hasta ser cortados coronalmente, de manera seriada y con un
grosor de 14 pm con un criostato (Leica CM3050 S). Las secciones se conservaron en
solucién anticongelante (fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,3, 30% etilenglicol, 20% glicerol)

a -20 °C hasta su posterior procesamiento.
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4.2. Obtencidén de las ribosondas

Las diferentes ribosondas antisentido para los mRNA de los marcadores, GAD67, VGlutl,
D2R, CRH, TH y c-fos, ademas de la sonda intrénica de CRH (hnCRH) fueron generadas
mediante transcripcion in vitro a partir de fragmentos de cDNA de rata (SP6/T7/T3
Transcription Kit, Roche; ver Tabla 1) subclonados en sus respectivos pldsmidos (ver
Tabla 1). En cada transcripcion se utilizé 1 pg de plasmido digerido como DNA molde y
fluoresceina como nucleétido marcado a excepciéon de c-fos y hnCRH, que fueron
marcados con digoxigenina (DIG/Fluorescein RNA Labeling Mix 10X conc, Roche; ver
Tabla 1) y a-**S-UTP, respectivamente. Una vez finalizada la transcripcion, se procedié a
digerir con DNAsa (SP6/T7/T3 Transcription Kit, Roche) los restos de cDNA molde.
Posteriormente, se afladieron 40 pl de tampén STE (0,1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl; 1mM
EDTA, ph 8,0) y se realizé una incubacién de 5 minutos a 65 °C para la inactivacion de
las enizmas. Se extrajeron las diferentes sondas mediante columnas de filtracion en gel
(mini Quick Spin RNA Columns, Roche) y se guardaron a -20 °C hasta su uso en los

respectivos ensayos de doble hibridacion in situ fluorescente (dFISH) o radioactiva (ISH).

Tabla 1. Ribosondas marcadas.

Ribosonda Plasmido Origen Polimerasa| Nucleétido marcado | Tiempo revelado

GAD67 pBluescript SK-I |Brain Research Institute, UCLA, Los Angeles, CA, USA. T3 FI 8'
VGlutl PGEM - T easy SP6 Fl 6'
D2R pGEM Blue Dr. Rosario Moratalla, CSIC, Madrid, Espafia. T7 FI 6'
CRF PGEM-4Z Dr. Serge Rivest, CHUL Research Center, Québec, Canada. SP6 FI 5'
TH pBluescript SK-1 |Dr. Esther Sabban, New York Medical College, NY, USA. T7 Fl 6'
c-fos pBluescript SK-I [Dr. I. Verma, The Salk Institute, CA, USA T7 DIG 8'

hn CRH pGEM3 DR. S. Watson, University of Michigan, Ann Arbor, MI, USA. T7 [a—355]—UTP 24 horas *

* Tiempo de exposicidn a la pelicula

4.3. Hibridacién in situ

Previamente a la realizacién de la dFISH, las secciones se lavaron con KPBS para retirar
la solucién anticongelante y se montaron sobre portaobjetos (Superfrost Plus Slides,
Thermo Scientific). Posteriormente, las secciones se dejaron secar durante toda la noche
(O/N, del inglés: overnight) y se conservaron a -20 °C en cajas selladas conteniendo un

agente desecante (Silica Gel PS, Fluka) hasta el inicio de la prueba.
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El protocolo seguido para la realizacion de la ISH de la sonda intrénica de CRH estd
previamente descrito en Valles y colaboradores (2003). Para la dFISH se usé un protocolo
adaptado de Swanson y Simmons (1988). Todas las soluciones empleadas tanto en la pre-
hibridacién como en la hibridacién, fueron tratadas con dietilpirocarbonato (DEPC,

Sigma) y esterilizadas mediante autoclavado para evitar contaminacién por RNAsas.

El dia del inicio de la prueba, las secciones se retiraron del congelador, se dejaron
atemperar durante 30 minutos y se fijaron durante otros 30 minutos en PFA.
Posteriormente, se realizaron 4 bafios de 5 minutos en KPBS para eliminar los restos de
fijador y se realiz6 una digestion proteica durante 15 min a 37 °C con Proteinasa K
(Roche) a una concentracién de 0,01 mg/ml en un buffer adecuado (100 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 50 mM EDTA, pH 8,0). Se detuvo la digestiéon proteica con H,O DEPC vy se
procedié a la acetilacion de las muestras con anhidrido acético (0,25 %) en 250 ml de
Trietanolamina (TEA 0,1 M, pH 8,0). Posteriormente, se realizé un lavado de 5 min en
una solucién salina conteniendo citrato de sodio (2X SSC: 0,3 M NaCl; 0,03 M citrato
sodico tribasico). Para finalizar, las muestras se deshidrataron por concentraciones
crecientes de Etanol (50%, 70%, 95% y 2x 100%) dejandose secar durante un tiempo
minimo de 1 hora. Una vez secas las muestras, se anadieron 150 pl de solucién de
hibridacién (50% formamida; 0,3 M NaCl; 10 mM Tris-HCL, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH
8,0; 1x Solucion Denhardt's; 10% dextran sulfato; 500 g/L tRNA de extracto de levadura
y; dithiothreitol, DTT 10 mM) conteniendo las diferentes sondas y se dejaron hibridar

durante 16-18 horas a 60 °C.

Al dia siguiente tras retirar los cubreobjetos se realizaron 4 bafios en SSC 4X a 37 °C y una
digestion con RNAsa A (Roche) 0,02 mg/ml en su buffer correspondiente (NaCl 0,5 M;
Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 y EDTA 1 mM, pH 8,0) durante 30 minutos a 37 °C.
Seguidamente, se realizaron bafios en concentraciones decrecientes de SSC (2X, 1X, 0,5X)
acabando en un ultimo bafio de alta astringencia (SSC 0,1X) durante 30 minutos a 65 °C.
Tras el altimo lavado en SSC 0,1X, las secciones se traspasaron a un tampoén tris salino-
Tween 20 (T-TBS: 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 0,15 M NaCl; 0,05% Tween 20).

Posteriormente, se bloquearon los posibles restos de peroxidasa enddgena con H,O, al 3%
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en un tampon tris salino (T'BS: 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 M NaCl) durante 30 minutos
a RT en agitacion suave. Una vez finalizado el bloqueo de la peroxidasa, se procedié a
bloquear la unién inespecifica durante 1 hora a RT en solucién de bloqueo (2% sero-
albimina bovina, BSA; 3% suero fetal de ternero, FCS en T-TBS). Tras este tiempo, se
retir6 el exceso de soluciéon de bloqueo y se afadieron 150 ul del anticuerpo contra
Digoxigenina conjugado con peroxidasa (Anti-DIG-POD, Roche) a una concentracién
de 1:750 en tampon de anticuerpo (2% FCS; 0,1% BSAc; 0,1% Tween 20 en TBS) O/N a 4

°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron las secciones 4 veces durante 5 minutos
en T-TBS para retirar el exceso de solucién de anticuerpo y se procedié a amplificar la
senal mediante el sistema tiramida-cianina 5 (TSA-Plus Cyanin 5, Perkin Elmer) que da
como resultado un precipitado fluorescente rojo lejano (pico de emisién a 660 nm). Se
anadieron 80 pl a cada portaobjetos con TSA-Cy5 a una concentracion de 1:50 en soluciéon
de amplificacion y se dejé actuar durante 8 min. Una vez amplificada la sefial, se lavaron
las secciones 2 veces en T-TBS durante 5 minutos y se procedié a bloquear la POD
(anteriormente descrito) para evitar el cruzamiento de senal de la primera amplificaciéon
a la segunda (ya que ambos anticuerpos estan conjugados a POD). Posteriormente, se
procedi6 a bloquear de nuevo la unién inespecifica durante 1 hora a temperatura
ambiente. Tras retirar el exceso de solucién de bloqueo, se afiadieron 150 pl del anticuerpo
contra Fluoresceina conjugado con POD (Anti-FI-POD, Perkin Elmer) a una
concentracion de 1:250 en solucién de anticuerpo (descrita anteriormente) y se dejo
incubar O/N a4 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron las secciones 4 veces
durante 5 minutos en T-TBS para retirar el exceso de solucion de anticuerpo y se procedio6
a amplificar la sefial mediante el sistema tiramida-fluoresceina (TSA-Plus Fl, Perkin
Elmer) que da como resultado un precipitado fluorescente verde (pico de emisién a 519
nm). Se anadieron 80 pl a cada portaobjetos con TSA-FIl a una concentracion de 1:50 en
solucion de amplificacion y se dejé actuar entre 5y 10 min en funcién de la sonda utilizada

(ver tabla X).
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Tras la dltima amplificacidn, se realizé un lavado durante 5 minutos en T-TBS y se hizo
la tincion nuclear con Hoechst 33258 pentahydrate (Invitrogen) a 1:10000 en TBS durante
5 minutos. Una vez finalizada, se lavaron las secciones en TBS durante 5 minutos para
retirar el exceso de Hoescht y se transfirieron a H,O MiliQ para eliminar el exceso de
sales. Por ultimo, las secciones se dejaron secar a temperatura ambiente y fueron cubiertas
con medio de montaje de base acuosa (Fluoromount, Sigma-Aldrich) y sellados con
esmalte (entellan, Merck) bajo campana. Una vez secado el esmalte, los portaobjetos se

conservaron a 4 °C hasta la caputra de imagen mediante microscopio confocal.

5. Captura y andlisis de imagenes

Se captaron entre 2 y 6 imagenes por animal y drea con un microscopio confocal Zeiss
LSM 700. Las condiciones de la captura para el mRNA de c-fos (potencia de laser, gain,
digital offset y zoom) fueron siempre las mismas; en cuanto a las condiciones para el
mRNA del fenotipo, algunos de los pardmetros se fueron ajustando para su mejor
visualizacion. Para el procesamiento y el analisis de las imagenes se utiliz6 el programa de
procesamiento de imagen digital de dominio publico Image] (FIJI, version 1.51). Las
imdgenes originales no fueron modificadas para su posterior andlisis. Para el analisis de
las imagenes se procedié de la siguiente manera: i) Se procedid a separar cada imagen en
sus tres canales (tincidon nuclear, fenotipo y c-fos) y, de manera manual, y mediante el uso
de la herramienta “circulo”, se contaron primero las neuronas correspondientes al mRNA
del fenotipo (fenotipo+); ii) Una vez determinadas todas las neuronas positivas para el
fenotipo se trasladé dicha seleccién al canal de mRNA de c-fos, determinando asi el
numero de neuronas activas (c-fos+) para dicho fenotipo (c-fos+/fenotipo+); iii) en el
canal de c-fos, se seleccionaron las neuronas c-fos+ que no se correspondian al fenotipo
(c-fos+/fenotipo-) y; iv) en ultima instancia, una vez obtenidos estos dos pardmetros se
calcul el namero total de c-fos+: suma de “c-fos+/fenotipo+” + “c-fos+/fenotipo-“. Se

consideraron neuronas positivas a partir de 3 desviaciones estandar por encima del fondo.

90



6. Analisis estadistico de los datos

El andlisis estadistico de los datos se realizd mediante el programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences, 2015. IBM SPSS Statistics para Windows, Version 23.0.
Armonk, NY: IBM Corp.). Los factores entre-sujeto fueron ANF (con 2 niveles: con y sin
administraciéon de anfetamina), MFD (con 2 niveles: con y sin administraciéon de
metilfenidato) y NADO (con 2 niveles: con y sin exposicién a la natacion forzada), en el
caso de los Capitulos 1 y 2; y OLOR (con 2 niveles: presencia o no presencia de olor del
depredador) e IMO (con 2 niveles: exposicion o no a la inmovilizaciéon en plancha), en el
caso del Capitulo 3. Para el andlisis de la distribucién de intensidades se introdujo un

factor intra-sujeto RANGO (con 6 niveles de rango de intensidades).

La mayor parte de los datos fueron analizados mediante el modelo lineal generalizado de
dos factores (GzLM, McCulloch y Searle, 2001). Sin embargo, cuando se incorporaban
medidas repetidas se utilizo el modelo de ecuaciones estructurales generalizadas (GEE)
(Hardin y Hilbe, 2003). Las pruebas generalizadas (GzLM y GEE) pueden realizarse
cuando no se obtiene homogeneidad de varianzas y también cuando se han perdido
algunos datos (missings). La significacion de los efectos estadisticos encontrados se
determind por la prueba de chi-cuadrado de Wald usando el método de estimacion de la
casi-verosimilitud restringida. En el caso de encontrar interacciones estadisticamente
significativas, se realiz6 la descomposicion de Bonferroni secuencial. El criterio de

significacion en todos los casos se establecié en p < 0.05.

Los graficos se realizaron mediante el programa Graph-Pad Prism (versiéon 5 para

Windows, GraphPad Software, La Jolla California, USA).

91



92



Resultados

93



94



Resultados

Capitulo 1. Interaccion entre anfetamina y estrés: efectos a nivel del SNC

Introducciéon

Los estimulos estresantes emocionales y la anfetamina presentan un patrén de activacién
del SNC similar, compartiendo dreas concretas como la mPFC, la amigdala o el PVN
(Rotllant et al, 2010, 2013). Por lo tanto, parece probable que el sustrato neurobiolégico
de dicha interaccion se encuentre en varias de las areas activadas en comun por el estrés
y la anfetamina. Sin embargo, existen pocos estudios que hayan abordado esta cuestion,
siendo pioneros los llevados a cabo por el laboratorio de Badiani y colaboradores (Badiani
et al, 1998; Uslaner et al., 2001a, 2001b; Day et al, 2001). Estos estudios han demostrado
que la activacién de c-fos causada por la inyeccion aguda de anfetamina o cocaina es
diferente en funcion de si dicha administracion se da en un lugar familiar para la rata o
en un ambiente nuevo, que representa una situacion estresante de baja intensidad.
Concretamente, la induccién de c-fos en mPFC (Uslaner et al, 2001a), AcbC y CPu
(Badiani et al, 1998) y BLA (Day et al, 2001) es mayor cuando la anfetamina es
administrada en un ambiente nuevo. Sin embargo, en la CeA, la administraciéon de
anfetamina en un ambiente nuevo reduce la expresion de c-fos causada por el estimulo
mas potente, que en el caso de esta estructura es la anfetamina (Day et al, 2001; 2005).
Estos resultados indican que la exposicién simultdnea a la anfetamina y al estrés
interaccionan entre si, dando lugar a diferentes patrones de activacion: efecto sumatorio
y sinergia negativa. En nuestro laboratorio hemos confirmado la existencia de esta
sinergia negativa entre estimulos estresantes y anfetamina (Gémez-Roman et al, 2016).
En este estudio, la anfetamina incrementaba por si misma los niveles de las hormonas del
eje HPA, pero reducia la respuesta de ACTH vy glucosa a estimulos estresantes tanto
sistémicos (IL-1B) como emocionales (natacion forzada e inmovilizacion). Esta sinergia
negativa a nivel periférico se confirmaba también a nivel del SNC, basandonos en la

expresion de c-fos en una estructura critica para la respuesta del estrés como el PVN.
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Sin embargo, estos estudios no permitian evaluar el fenotipo de las poblaciones
neuronales activadas con cada estimulo y como éstas se ven afectadas cuando ambos
estimulos se presentan de manera simultdnea. Por esta razén, nos propusimos valorar,
utilizando la doble hibridacion in situ fluorescente (dFISH), la activacion de las diferentes
poblaciones neuronales en algunas dreas criticas que se activan tanto con la anfetamina
(a una dosis similar a la utilizada anteriormente en nuestros estudios) como por la
exposicion a un estimulo estresante de cardcter predominantemente emocional como es

la natacion forzada.
Disefio experimental

40 ratas macho adultas de la cepa Sprague-Dawley fueron distribuidas de manera aleatoria
en los siguientes grupos: i) BASAL (n = 4), no se manipuld y se sacrificé en condiciones
basales; ii) V-H (n = 6), fueron inyectadas con vehiculo e inmediatamente devueltas a sus
cajas de estabulacion (homecage); iii) A-H (n = 10), fueron inyectadas con 4 mg/kg de
anfetamina e inmediatamente devueltas a sus cajas de estabulacion (homecage); iv) V-S
(n = 10), fueron inyectadas con vehiculo e inmediatamente expuestas a 30 minutos de
natacion forzada y; v) A-S (n = 10), fueron inyectadas con 4 mg/kg de anfetamina e
inmediatamente expuestas a 30 minutos de natacion forzada. Transcurridos 30 minutos,
todos los animales se perfundieron para la obtencion de los encéfalos (ver Tabla 2).
Posteriormente, mediante dFISH se valoré la activacion de las principales poblaciones
neuronales en aquellas areas relacionadas con la respuesta del estrés que se muestran en
la Figura 8. El grupo BASAL sirvié como control negativo del experimento y no fue

incluido en el andlisis estadistico.
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Tabla 2. Protocolo experimental Capitulo 1.

\Vahl

VEH
% _— Perfusion
N Caja y
A' H 4amg/Kg estabulacién Extraccién
ANF

de encéfalos

A-S amg/Kg Natacién

forzada

N

Figura 8. Esquemas representativos de las dreas analizadas. CPuDL: subdivision dorsolateral del estriado;
CPuDM: subdivision dorsomedial del estriado; CPuVM: subdivisién ventromedial del estriado; IL:
subdivisién infralimbica de la corteza prefrontal medial; LC: locus coerelus; PrL: subdivisiéon prelimbica de

la corteza prefrontal medial; mpdPVN: regién parvocelular dorsal del nicleo paraventricular del
hipotalamo; VTA: drea tegmental ventral.
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Resultados

Los resultados de las diferentes dFISH se analizaron mediante el modelo lineal
generalizado (Generalized Linear Models, GzLM) y el modelo de ecuaciones estructurales
generalizadas (GEE) cuando se incorporaron medidas repetidas. Los dos factores entre-
sujeto fueron ANF (con 2 niveles: con y sin administracion de anfetamina) y NADO (con
2 niveles: con y sin exposicién a la natacién forzada). Para el andlisis de la distribucién de
intensidades se introdujo un factor intra-sujeto RANGO (con 6 niveles de rango de
intensidades). En la Tabla 3 se muestran las significaciones estadisticas generales para
cada pardmetro analizado. Asi mismo, los detalles de las comparaciones entre grupos se

comentaran a medida que se vayan desgranando los resultados.

En la Figura 9 se muestran imagenes de la activacién de la poblacién glutamatérgica
en la PrL. La Figura 10 muestra los resultados de la descomposicion de la interacciéon
ANF*NADO, observandose que la exposicion a los estimulos por separado fue capaz de
incrementar, respecto al grupo V-H, el nimero de neuronas c-fos* (p < 0,001 en ambos
casos), c-fos*/VGlutl* (p < 0,001 en ambos casos), c-fos*/VGlutl (p < 0,05 para A-H; p <
0,001 para V-S) y el % colocalizaciéon (p < 0,001 en ambos casos). La exposicion
simultanea a la anfetamina y la natacion forzada provocé una disminucién en el numero
total de c-fos* (p < 0,01), c-fos*/VGlutl* (p < 0,05), c-fos*/VGlutl™ (p < 0,01) y el %
colocalizacién (p < 0,01), respecto al grupo V-S. Por dltimo, observamos un efecto del

factor NADO en el nimero total de neuronas VGlutl+ (p < 0,001).
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Tabla 3. Efectos globales del andlisis estadistico de las diferentes dFISH realizadas.
ANF NADO ANF*NADO
T [Marcaje Area |waldX?(1)| Sig |[waldX*(1)| Sig |waldX*(1)| Sig
o PrL 1,9 NS 93,2 |p<0,001| 27,6 |p<0,001
S VGlutl
= IL 6,1 p <0,05 8,1 p<0,01| 103 [p=0,001
@©
2 | caper PrL 0,5 NS 40,7 |p<0,001| 26,1 |[p<0,001
S IL 15,1 NS 16,4 |p<0,001] 6,3 p <0,05
3 CPuDM 652 |p<0,001| 30,8 |p<0,001| 0,002 NS
o D2R CPUDL 108,7 |p<0,001| 44,1 |[p<0,001| 0,1 NS
s CPUVM 379,8 |p<0,001] 6,9 p<0,01| 26,1 |p<0,001
= CRH PVN 9,3 p<0,01| 515 |p<0,001|] 202 |p<0,001
— ™ VTA 6,5 p <0,05 0,7 NS 4,7 p <0,05
* LC 73,4 |p<0,001| 181,6 |p<0,001| 57,8 |p<0,001
ANF NADO ANF*NADO
. Marcaje Area Wald X2(1) Sig Wald X*(1) Sig Wald X*(1) Sig
S PrL 2,8 NS 771 |p<0,001] 20,7 [p<0,001
5 VGlutl
2 IL 4,4 p <0,05 5,9 p <0,05 9,1 p<0,01
o
2 | cape7 PrL 2,9 NS 546 |p<0,001|] 22,5 |[p<0,001
5 IL 12,3 |p<0,001] 257 |p<0,001] 2,1 NS
3 CPUDM 7,9 p<0,01| 1031 |p<0,001| 152 |p<0,001
8 D2R CPUDL 1,6 NS 546 |p<0,001| 7,8 p<0,01
o CPUVM 0,03 NS 8,4 p<0,01| 185 [p<0,001
E CRH PVN 16,6 |p<0,001] 70,03 |p<0,001] 2503 [p<0,001
3 ™ VTA 0,3 NS 0,6 NS 2,1 NS
LC 91,3 |[p<0,001| 153,2 |[p<0,001] 57,5 [p<0,001
ANF NADO ANF*NADO
+ |Marcaje| Area |WaldX’(1)| Sig |WaldX’(1)| Sig |waldX’(1)| Sig
S PrL 0,2 NS 30,6 |p<0,001| 13,6 [p<0,001
S VGlutl
s IL 11,3 |[p=0,001] 148 |p<0,001| 7,7 p<0,01
2 PrL 1,3 NS 32,6 |p<0,001| 23,0 [p<0,001
S | GAD67
9 IL 11,2 |p=0,001| 9,1 p<0,01 5,8 p <0,05
& CPUDM 111,2 |p<0,001| 22,8 |[p<0,001| 7,7 p<0,01
[72]
© D2R CPUDL 173,9 |p<0,001| 14,4 |[p<0,001| 3,9 p =0,05
= CPUVM 450,9 |p<0,001| 14,6 |[p<0,001| 17,1 |p<0,001
2 CRH PVN 0,02 NS 0,1 NS 1,1 NS
3 ™ VTA 31,6 |p<0,001| 0,7 NS 8,7 p<0,01
LC 0,02 NS 17,1  |p<0,001] 1,8 NS
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ANF NADO ANF*NADO

g Marcaje| Area |waldX?(1)| Sig |waldX?(1)| Sig |waldX*(1)| Sig
VGlutl PrL 2,1 NS 60,1 |p<0,001| 26,4 |[p<0,001
. IL 4,9 p <0,05 4,6 p <0,05 10,7 |p=0,001
£ | Gaper PrL 1,1 NS 40 p<0,001| 22,1 |p<0,001

I3 IL 10,9 |p=0,001| 23,4 |p<0,001 3,7 NS
23 CPuDM 856 |p<0,001| 481 |[p<0,001 8,9 p <0,01
E, - D2R CPUDL 1,4 NS 48,6 |p<0,001 5,7 p <0,05
w = CPuvM 214,8 |p<0,001 5,6 p < 0,05 15,4 p < 0,001
§ CRH PVN 26,1 |p<0,001| 99,7 |[p<0,001| 44,4 |[p<0,001

2 VTA 0,3 NS 0,4 NS 2,6 NS
R ™ LC 117,1 |p<0,001| 199,2 |[p<0,001| 74,8 |p<0,001

ANF NADO ANF*NADO

Marcaje Area Wald X2(1) Sig Wald X?(1) Sig Wald X*(1) Sig

+ | vl PrL 1,9 NS 20,3 |p<0,001| 0,7 NS

2 IL 0,0 NS 8,8 p<0,01 0,1 NS

‘g’ GAD67 PrL 1,5 NS 0,1 NS 1,6 NS

9 IL 0,9 NS 1,0 NS 1,5 NS

& CPUDM 1,4 NS 0,3 NS 0,7 NS

2 D2R CPUDL 0,1 NS 1,0 NS 1,4 NS

2 CPUVM 0,8 NS 0,6 NS 0,0 NS

2 CRH PVN 1,5 NS 7,1 p < 0,008 1,8 NS
™ VTA 0,0 NS 3,9 p <0,05 4,5 p <0,05

LC 0,0 NS 0,2 NS 0,1 NS
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Hoescht VGlutl

Figura 9. Imdagenes representativas captadas a 40X de la dFISH VGlutl/c-fos en la PrL tras la exposicion
simultdnea a la anfetamina y la natacion forzada.
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Figura 10. Activacion de la poblacién glutamatérgica en la PrL tras la exposicion simultinea a la
anfetamina y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas VGlutl*; Panel C: Niumero de neuronas VGlutl* activadas (c-fos*/VGlutl*);
Panel D: Porcentaje del nimero de neuronas VGlutl* activadas respecto al total de la poblacién VGlutl*
(% colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para VGlutl (c-
fos*/VGlutl") y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del area analizada. V-H
(n = 6) representa el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacion; A-H (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de
estabulacién; V-S (n = 10) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30
minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina
e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacion forzada. Los valores representan la media y el error
estandar del nimero de neuronas por mm? a excepcion del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. * p < 0,05; *** p < 0,001 vs grupo V-H o efecto del factor NADO; + p < 0,05, ++ p < 0,01; @@@
p < 0,001 entre los grupos sefialados.

102



Hoescht

Figura 11. Imégenes representativas captadas a 20X de la dFISH GAD67/c-fos en la PrL tras la exposicion
simultanea a la anfetamina y la natacion forzada.
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En la Figura 11 se muestran imagenes representativas de la activacion de la poblaciéon
GABA¢érgica en la PrL. La descomposicion de la interaccion ANF*NADO (ver Figura
12) mostr6 que tanto la anfetamina como la natacién forzada, fueron capaces de
incrementar, respecto al grupo V-H, el nimero de neuronas c-fos* (p < 0,001 en ambos
casos), c-fos*/GAD67 (p < 0,001 en ambos casos) y el % de colocalizaciéon (p < 0,05
respecto a A-H; y p < 0,001 respecto a V-S). Sin embargo, inicamente la natacion forzada
fue capaz de incrementar el nimero de neuronas c-fos*/GAD67* respecto al grupo V-H
(p < 0,001). La exposicion simultdnea a ambos estimulos result6 en una disminucién del
numero de neuronas c-fos* (p < 0,01), c-fos*/GAD67* (p < 0,001), c-fos*/GAD67 (p <
0,05) y el % colocalizaciéon (p < 0,001), respecto al grupo V-S. Por ultimo, la poblacién

total de neuronas GAD67" fue similar en todos los grupos experimentales.

En la Figura 13 se representa la activacion de la poblacion glutamatérgica en la IL. La
descomposicion de la interaccion ANF*NADO reveld que, tras la exposicién a la
anfetamina y a la natacién forzada por separado, se observa un incremento del ntiimero
de neuronas c-fos*, c-fos*/VGlutl®, c-fos*/VGlutl’, y del % colocalizacion respecto al
grupo V-H (p < 0,001 en todos los casos). La combinacion de los dos estimulos no causé
mayor activacion que cada estimulo por separado. El nimero total de neuronas VGlut1*

fue similar en todos los grupos experimentales.

En la Figura 14 se representa la activacion de la poblaciéon GABAérgica en la IL. La
descomposicion de la interaccion ANF*NADO mostrd, tras la exposicion a la anfetamina
y la natacion forzada por separado, un incremento en el nimero de neuronas c-fos* (p <
0,001 en ambos los casos), c-fos'/GAD67* (p < 0,01 para A-H; y p < 0,001 para V-S) y c-
fos*/GAD67 (p < 0,01 en ambos casos), respecto al grupo V-H. Ademas, se observé un
efecto del factor ANF (p = 0,001) y del NADO (p < 0,001) en el % de colocalizacion. La
exposicion simultdnea a ambos estimulos resulté en un incremento del namero de c-
fos*/GADG67" respecto al grupo A-H (p < 0,01). En el resto de parametros estudiados dicha
exposicion simultdnea no causé mayor activacion que cada estimulo por separado. Por
ultimo, el numero total de neuronas GADG67" fue similar en todos los grupos

experimentales.
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Figura 12. Activacion de la poblacion GABAérgica en la PrL tras la exposicion simultinea a la
anfetamina y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas GAD67*; Panel C: Nimero de neuronas GAD67" activadas (c-fos*/VGlutl*);
Panel D: Porcentaje del niimero de neuronas GAD67" activadas respecto al total de la poblacién GAD67*
(% colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para GAD67 (c-
fos*/GADG67) y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del drea analizada. V-H
(n = 6) representa el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacién; A-H (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de
estabulacién; V-S (n = 10) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30
minutos de natacion forzada; y A-S (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina
e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacion forzada. Los valores representan la media y el error
estandar del niimero de neuronas por mm? a excepcion del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs grupo V-H o efecto del factor NADO; + p < 0,05; ++ p <
0,01; +++ p < 0,001 entre los grupos seialados.
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Figura 13. Activaciéon de la poblaciéon glutamatérgica en la IL tras la exposicion simultidnea a la
anfetamina y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas VGlutl*; Panel C: Nimero de neuronas VGlutl* activadas (c-fos*/VGlutl*);
Panel D: Porcentaje del nimero de neuronas VGlutl* activadas respecto al total de la poblacién VGlutl*
(% colocalizaciéon); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para VGlutl (c-
fos*/VGlutl") y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del area analizada. V-H
(n = 6) representa el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacion; A-H (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de
estabulacién; V-S (n = 10) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30
minutos de natacion forzada; y A-S (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina
e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacion forzada. Los valores representan la media y el error
estindar del nimero de neuronas por mm? a excepcion del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. *** p < 0,001 vs grupo V-H.
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Figura 14. Activacion de la poblacion GABAérgica en la IL tras la exposiciéon simultinea a la
anfetamina y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas GAD67*; Panel C: Numero de neuronas GAD67* activadas (c-fos'/GAD67%);
Panel D: Porcentaje del numero de neuronas GAD67* activadas respecto al total de la poblacién GAD67*
(% colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para GAD67 (c-
fos'/GADG67) y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del area analizada. V-H
(n = 6) representa el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacién; A-H (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de
estabulacién; V-S (n = 10) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30
minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina
e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada. Los valores representan la media y el error
estandar del nimero de neuronas por mm? a excepcion del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs grupo V-H o efecto del factor NADO; ++ p < 0,01 efecto del factor
ANF; @@ p < 0,01 vs grupo A-H.

107



En la Figura 15 se muestran imagenes representativas de la activacién de la poblaciéon
D2R en el CPuDM. La Figura 16 corresponde con los resultados, observandose un efecto
del factor ANF (p < 0,001) y del NADO (p < 0,001) en el nimero de neuronas c-fos* y en
el nimero de neuronas c-fos*/D2R". La descomposicion de la interaccion ANF*NADO
mostr6é que, Unicamente la exposicion a la nataciéon forzada fue capaz de incrementar
tanto el numero de neuronas c-fos*/D2R* como el % colocalizacion respecto al grupo V-
H (p < 0,001 en ambos casos). La exposicion simultinea a la anfetamina y a la natacién
forzada provocdé una disminucién del numero de neuronas c-fos’/D2R* y del %
colocalizacién respecto al grupo V-S (p < 0,001 en ambos casos). El numero total de

neuronas D2R* fue similar en todos los grupos experimentales.

La Figura 17 muestra los resultados de la activacién de la poblacién D2R en el CPuDL.
Se observé un efecto del factor ANF (p < 0,001) y el NADO (p < 0,001) en el numero de
neuronas c-fos’. La descomposicion de la interaccion ANF*NADO mostr6 que, mientras
la anfetamina unicamente fue capaz de activar las neuronas c-fos*/D2R" (p < 0,001,
respecto al grupo V-H), la natacién forzada incrementé exclusivamente las neuronas c-
fos*/D2R* y el % colocalizacién (p < 0,001 en ambos casos, respecto al grupo V-H). La
exposicion simultanea a ambos estimulos provoco efectos opuestos: i) una reduccion en
las neuronas c-fos*/D2R* y en el % colocalizacion respecto al grupo V-S (p < 0,01 en
ambos casos); y ii) un incremento en las neuronas c-fos*/D2R respecto al grupo A-H (p
< 0,001). El nimero total de neuronas D2R* fue similar en todos los grupos

experimentales.

La Figura 18 muestra la activacion de la poblacion D2R en el CPuVM. La
descomposicion de la interaccion ANF*NADO revel6 un incremento producido por la
administracion de anfetamina en el namero de c-fos* (p < 0,001), c-fos*/D2R* (p < 0,01)
y c-fos*/D2R (p < 0,001), respecto al grupo V-H. Por su parte, la exposicion a la nataciéon
forzada incrementé tnicamente las neuronas c-fos*/D2R* respecto al grupo V-H (p <
0,001). La combinacién de los dos estimulos resulté en una disminucion del namero de

c-fos* y c-fos*/D2R  respecto al grupo A-H (p < 0,001 en ambos casos) y del numero de c-

108



fos*/D2R* respecto al grupo V-S (p < 0,001). El nimero total de neuronas D2R* fue similar

en todos los grupos experimentales.

Hoescht

Figura 15. Imagenes representativas captadas a 20X de la dFISH D2R/c-fos en el CPuDM tras la
exposicion simultdnea a la anfetamina y a la natacién forzada.
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Figura 16. Activacion de la poblacion D2R en el CPuDM tras la exposicion simultdnea a la anfetamina
y la natacién forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos"); Panel B: Numero total de
neuronas D2R*; Panel C: Numero de neuronas D2R* activadas (c-fos'/D2R*); Panel D: Porcentaje del
numero de neuronas D2R* activadas respecto al total de la poblacién D2R* (% colocalizacion); Panel E:
Numero de neuronas activadas que no son positivas para D2R (c-fos*/D2R") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacién estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 6) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacion; A-H (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg
de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacion; V-S (n = 10) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada. Los valores representan la media y el error estdindar del niimero de neuronas por mm? a
excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001 vs grupo V-H o efecto
del factor NADO; +++ p < 0,001 vs grupo V-S o efecto del factor ANF; @@@ p < 0,001 vs A-H.
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Figura 17. Activacién de la poblacién D2R en el CPuDL tras la exposicion simultanea a la anfetamina
y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B: Numero total de
neuronas D2R*; Panel C: Numero de neuronas D2R* activadas (c-fos*/D2R*); Panel D: Porcentaje del
numero de neuronas D2R* activadas respecto al total de la poblacién D2R* (% colocalizacion); Panel E:
Numero de neuronas activadas que no son positivas para D2R (c-fos'/D2R") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacion estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 6) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacién; A-H (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg
de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacién; V-S (n = 10) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada. Los valores representan la media y el error estaindar del niimero de neuronas por mm? a
excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001 vs grupo V-H o efecto
del factor NADO; ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 vs grupo V-S o efecto del factor ANF; @@@ p < 0,001 vs A-
H.
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Figura 18. Activacion de la poblacién D2R en el CPuVM tras la exposicion simultidnea a la anfetamina
y la natacién forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B: Numero total de
neuronas D2R*; Panel C: Numero de neuronas D2R* activadas (c-fos*/D2R*); Panel D: Porcentaje del
numero de neuronas D2R" activadas respecto al total de la poblacion D2R* (% colocalizacién); Panel E:
Numero de neuronas activadas que no son positivas para D2R (c-fos'/D2R") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacién estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 6) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacién; A-H (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg
de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacion; V-S (n = 10) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada. Los valores representan la media y el error estdindar del niimero de neuronas por mm? a
excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs grupo V-
H; +++ p < 0,001 y @@@ p < 0,001 entre los grupos sefialados.
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Las imdgenes representativas de la activacion de la poblacién CRHérgica en el
mpdPVN se muestran en la Figura 19. En la Figura 20 se muestran los resultados de la
descomposicion de la interaccion ANF*NADO, observandose que la exposicion a la
anfetamina y la natacion forzada por separado dio lugar a un incremento en el nimero
de neuronas c-fos*, c-fos*/CRH", y en el % colocalizacion respecto al grupo V-H (p < 0,001
en todos los casos). La exposicion simultdnea a ambos estimulos no causé una mayor
activacion que la natacion forzada, pero si un incremento, respecto al grupo A-H, del
numero de neuronas c-fos* (p < 0,05), del nimero de neuronas c-fos”/CRH* y del %
colocalizacién (p < 0,01 en ambos casos). Ademas, se observé un efecto del factor NADO

que afect6 al numero total de neuronas CRH* (p < 0,001).

Hoescht

Figura 19. Imagenes representativas captadas a 40X de la dFISH CRH/c-fos en el mpdPVN tras la
exposicion simultdnea a la anfetamina y a la natacién forzada.
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Figura 20. Activacién de la poblaciéon que expresa CRH en el PVN tras la exposicion simultinea a la
anfetamina y la natacién forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas CRH'; Panel C: Numero de neuronas CRH" activadas (c-fos*/CRH"); Panel D:
Porcentaje del nimero de neuronas CRH' activadas respecto al total de la poblacion CRH* (%
colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para CRH (c-fos"/CRH) y;
Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotdxica del drea analizada. V-H (n = 6) representa
el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulaciéon; A-H (n = 10) representa el grupo
administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacién; V-S (n =
10) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién
forzada; y A-S (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente
expuesto a 30 minutos de natacién forzada. Los valores representan la media y el error estandar del nimero
de neuronas por mm? a excepcién del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001
vs grupo V-H o efecto del factor NADO; @ p < 0,05, @@ p < 0,01 vs A-H.
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La Figura 21 muestra los resultados del andlisis de la varianza de la distribucion de la
intensidad por neurona c-fos* (RANGO). Se observé efecto de los factores ANF, NADO
y RANGO y de todas sus interacciones (p < 0,001 en todos los casos). Si bien se pueden
considerar comparaciones particulares, la conclusién general fue que la intensidad de
sefal por célula fue mayor tras la exposicién a la natacion forzada en comparacion con la
administraciéon de anfetamina. Los animales expuestos de manera simultinea a la
anfetamina y la natacion forzada mostraron un patrén de activacion similar al obtenido

con la administracién de anfetamina.
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Figura 21. Distribucién de la intensidad de sefial por neurona de c-fos en el PVN tras la exposicion
simultinea a la anfetamina y la natacion forzada. V-H (n = 6) representa el grupo inyectado con salino
y devuelto a su caja de estabulacion; A-H (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg de
anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacion; V-S (n = 10) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada. Los valores representan la media y el error estandar del nimero de neuronas de c-fos por
mm? distribuidas por rango de intensidad de sefial. Para simplificar la Figura 14, unicamente se indican las
diferencias significativas entre el grupo V-Sy A-S. + p < 0,05; ++ p < 0,01.
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En la Figura 22 evidencia los resultados de la activacion de la poblacion TH en el VTA.
La descomposicion de la interaccion ANFNADO mostr6 que unicamente la
administracion de anfetamina fue capaz de provocar un incremento tanto en las neuronas
c-fos* (p < 0,01) como en las c-fos*/TH™ (p < 0,001). La exposicion simultdnea a ambos
estimulos provoc6 una disminucién en el nimero de neuronas c-fos* (p < 0,001) y en las
c-fos*/TH" (p < 0,01) respecto al grupo A-H. Ademas, se observd una reduccion de la
poblacién TH*, respecto al grupo V-H, en el grupo expuesto exclusivamente a la natacién

forzada (p < 0,001).

En la Figura 23 se observan imagenes representativas de la activacién de la poblacion
TH en el LC. La descomposicion de la interaccion ANF*NADO (ver Figura 24) mostrd
un incremento causado por la natacién forzada, respecto al grupo V-H, que afect6 a las
neuronas c-fos*, c-fos*/TH* y al % colocalizaciéon (p < 0,001 en todos los casos). La
exposicion simultdnea a la anfetamina y la natacién forzada causé una importante
reduccion en los tres pardmetros anteriormente mencionados respecto al grupo V-S (p <
0,001 en todos los casos). El numero total de neuronas TH+ fue similar en todos los

grupos experimentales.
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Figura 22. Activacion de la poblacion que expresa TH en el VTA tras la exposicion simultinea a la
anfetamina y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas TH*; Panel C: Numero de neuronas TH' activadas (c-fos'/TH"); Panel D:
Porcentaje del nimero de neuronas TH" activadas respecto al total de la poblacién TH* (% colocalizacién);
Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para TH (c-fos'/TH") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacion estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 6) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacién; A-H (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg
de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacién; V-S (n = 10) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada. Los valores representan la media y el error estaindar del niimero de neuronas por mm? a
excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs grupo V-
H; +p< 0,05y @@ p < 0,01, @@@ p < 0,001 entre los grupos sefialados.
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Figura 23. Imagenes representativas captadas a 40X de la dFISH TH/c-fos en el LC tras la exposicién
simultdnea a la anfetamina y la natacion forzada.
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Figura 24. Activacion de la poblaciéon que expresa TH en el LC tras la exposicion simultinea a la
anfetamina y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas TH*; Panel C: Numero de neuronas TH"' activadas (c-fos*/TH"); Panel D:
Porcentaje del nimero de neuronas TH* activadas respecto al total de la poblacién TH* (% colocalizacion);
Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para TH (c-fos'/TH") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacion estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 6) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacién; A-H (n = 10) representa el grupo administrado con 4 mg/kg
de anfetamina e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacion; V-S (n = 10) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada; y A-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 4 mg/kg de anfetamina e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada. Los valores representan la media y el error estaindar del niimero de neuronas por mm? a
excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. * p < 0,05, *** p < 0,001 vs grupo V-
H o efecto del factor NADO; +++ p < 0,001 y @@@ p < 0,001 entre los grupos seialados.
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Capitulo 2. Interaccion entre metilfenidato y estrés: efectos a nivel del SNC

Introduccion

Como ya se ha comentado, se observa interaccion en el procesamiento por el SNC de la
respuesta a un psicoestimulante como la d-anfetamina y a estimulos estresantes
emocionales (natacion forzada), cuando éstos se presentan de manera simultanea. En
algunas estructuras esta interaccion da lugar a una reduccion de la respuesta al estrés en
presencia de d-anfetamina. Esta interaccién no sélo ocurre con la anfetamina, sino que
también se ha observado con otros psicoestimulantes como la cocaina (Gagliano et al,
2017). Por lo tanto, parece probable que esta interaccién pueda ocurrir con otros

psicoestimulantes.

Por ello nos planteamos estudiar dicha interaccion con un psicoestimulante de extenso
uso terapéutico como el metilfenidato. Dada su naturaleza psicoestimulante, el
metilfenidato a dosis elevadas (5, 10 y 40 mg/kg) es capaz de incrementar la expresion de
c-fos en el estriado (Hawken et al, 2004; Yano y Steiner, 2005) y en areas relacionadas
con la respuesta del estrés como la mPFC (Allen et al., 2010; Koda et al.,, 2010) o el Acb
(Chase et al, 2005). Sin embargo, las dosis administradas son muy elevadas y no se
encuentran dentro del rango terapéutico. Debido al amplio uso del metilfenidato como
tratamiento para el trastorno del déficit de atencién e hiperactividad, nos planteamos
valorar si la administracién de una dosis terapéutica relevante de metilfenidato (0,5
mg/kg), que no es capaz de inducir la activacion del eje HPA o la expresion de c-fos en el
SNC (Gagliano, 2015), era capaz también de reducir la activacion causada por la natacién
forzada en las estructuras del SNC relacionadas con la respuesta de estrés. El interés es
doble. Por un lado, es importante demostrar que la interaccion entre psicoestimulantes y
estrés no ocurre solamente cuando las dosis de estos firmacos son capaces de causar una
respuesta de “estrés” (con la consiguiente activacion del eje HPA). Por otro lado, el uso
de una dosis terapéutica puede contribuir a una mejor comprension de los mecanismos

mediante los cuales actta el metilfenidato.
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Disefio experimental

36 ratas macho adultas de la cepa Sprague-Dawley fueron distribuidas de manera aleatoria
en los siguientes grupos: i) BASAL (n = 4), no se manipularon y se sacrificaron en
condiciones basales; ii) V-H (n = 8), fueron inyectadas con vehiculo e inmediatamente
devueltas a sus cajas de estabulacion (homecage); iii) M-H (n = 8), fueron inyectadas con
0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente devueltas a sus cajas de estabulacién
(homecage); iv) V-S (n = 8), fueron inyectadas con vehiculo e inmediatamente expuestas
a 30 minutos de natacioén forzada y; v) M-S (n = 8), fueron inyectadas con 0,5 mg/kg de
metilfenidato e inmediatamente expuestas a 30 minutos de nataciéon forzada.
Transcurridos estos 30 minutos, todos los animales se perfundieron para la obtencién de
los encéfalos (ver Tabla 4). Posteriormente, mediante dFISH se valoré la activacion de las
principales poblaciones neuronales en aquellas areas relacionadas con la respuesta del
estrés que se muestran en la Figura 25. El grupo BASAL sirvi6é como control negativo del

experimento y no fue incluido en el andlisis estadistico.

Tabla 4. Protocolo experimental Capitulo 2

N
N
7.

%
S
Velr (o

Perfusion

Caja y
estabulacién Extraccion

> de encéfalos

Natacion
forzada
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Resultados

Los resultados de las diferentes dFISH se analizaron mediante el modelo lineal
generalizado (Generalized Linear Models, GzZLM). Los dos factores entre-sujeto fueron:
MEFD (con 2 niveles: con y sin administraciéon de metilfenidato) y NADO (con 2 niveles:
con y sin exposicion a la natacion forzada). En la Tabla 5 se muestran las significaciones
estadisticas generales para cada parametro analizado. Asi mismo, los detalles de las

comparaciones entre grupos se comentardn cuando sea necesario.

Figura 25. Esquemas representativos de las dreas analizadas. CPuDL: subdivision dorsolateral del estriado;
CPuDM: subdivision dorsomedial del estriado; CPuVM: subdivisién ventromedial del estriado; LC: locus
coerelus; PrL: subdivisiéon prelimbica de la corteza prefrontal medial; mpdPVN: region parvocelular dorsal
del nucleo paraventricular del hipotdlamo; VTA: drea tegmental ventral.
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Tabla 5. Efectos globales del analisis estadistico de las diferentes dFISH realizadas.

MFD NADO MFD*NADO
Marcaje| Area |waldXx’(1)| Sig |[waldx*(1)| Sig |waldXx’(1)| Sig
T VGlutl orL 0,4 NS 1952 [p<0,001| 2,5 NS
@ ..3 GAD67 1 NS 89,9 [p<0,001 1,1 NS
s < CPuDM 10,9 |p=0,001 64 p<0,001| 2,7 NS
E g D2R CPUDL 25,25 |p<0,001| 102,3 |p<0,001 1,1 NS
z 3 CPUVM 12 p=0,001|] 9,9 p<0,01 0,5 NS
3 CRH PVN 0,6 NS 149,3 |[p<0,001 1 NS
o ™ VTA 1,8 NS 64,7 |p<0,001|] 0,3 NS
LC 16,5 |p<0,001| 73,9 |p<0,001| 12,2 [p<0,001
MFD NADO MFD*NADO
Marcaje| Area |waldX?(1)| Sig |[waldX*(1)| Sig |waldX*(1)| Sig
. VGlutl - 0,6 NS 120,1 |[p<0,001] 2,8 NS
@ § GAD67 0,1 NS 77,1 |p<0,001 1,6 NS
5% CPuDM 0,1 NS 27,4  |p<0,001| 3,7 NS
33 D2R CPUDL 0,1 NS 62,7 |p<0,001|] 0,1 NS
z 3 CPUVM 3,3 NS 25,4 |p<0,001 1,1 NS
] CRH PVN 0,6 NS 148,5 |[p<0,001| 0,8 NS
™ VTA 0,2 NS 26,6 |p<0,001 1,7 NS
LC 21,2 |p<0,001| 73,7 |p<0,001| 14,7 |p<0,001
MFD NADO MFD*NADO
Marcaje| Area |waldXx’(1)| Sig |[waldX*(1)| Sig |waldx’(1)| Sig
. VGlutl - 0,01 NS 122,2 |[p<0,001| 0,1 NS
@ § GAD67 1,1 NS 72,9 |p<0,001] 2,1 NS
s < CPuDM 30,6 |p<0,001| 56,6 |p<0,001| 0,2 NS
3 H D2R CPUDL 33 p<0,001| 392 |p<0,001 2 NS
= 8 CPUVM 16,8 |p<0,001 1,2 NS 0,1 NS
9 CRH PVN 0,2 NS 44,1 |p<0,001 1 NS
™ VTA 4,5 p <0,05 36 p<0,001| 0,2 NS
LC 0 NS 26,1 |p<0,001| 04 NS
MFD NADO MFD*NADO
Marcaje| Area |waldXx’(1)| Sig |waldx’(1)| Sig |waldX’(1)| Sig
s b VGlutl - 1,5 NS 137,7 |p<0,001 1,6 NS
2 8 & |GAD6? 0,1 NS 93,3 |p<0,001 0 NS
5 L g CPuDM 0,6 NS 48,4 |p<0,001 2,4 NS
R D2R CPUDL 0,1 NS 87,3 |p<0,001| 04 NS
g R CPUVM 2,6 NS 21,6 |p<0,001 1 NS
=8 E CRH PVN 1,6 NS 212,5 |[p<0,001 1,9 NS
H VTA 0 NS 246 |[p<0,001| 0,9 NS
LC 18,5 |p<0,001 73 p<0,001| 142 |p<0,001
MFD NADO MFD*NADO
. Marcaje| Area |WaldX?(1)| Sig |wWaldX?(1)| Sig |waldX*(1)| Sig
2 VGlutl - 0,8 NS 0,4 NS 1,4 NS
] GAD67 0 NS 0,6 NS 3,4 NS
3 CPuDM 0,5 NS 0,7 NS 0,9 NS
8 D2R CPUDL 0,4 NS 3,1 NS 0,7 NS
S CPUVM 0,7 NS 1,2 NS 0,2 NS
E CRH PVN 0,1 NS 0,5 NS 0,3 NS
1 ™ VTA 0,1 NS 2,5 NS 2,1 NS
LC 7,5 p<0,01 0 NS 2,5 NS
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En la Figura 26 se ilustran imdgenes representativas de la activacion de la poblaciéon
glutamatérgica tras la exposicion simultdnea al metilfenidato y a la natacion forzada en
el drea PrL. En la Figura 27 se puede observar un efecto del factor NADO en el
incremento del nimero de neuronas c-fos*, c-fos*/VGlutl*, c-fos*/VGlutl" vy el %
colocalizacién (p < 0,001 en todos los casos). El nimero total de neuronas VGlutl* fue

similar en todos los grupos experimentales.

La Figura 28 muestra imdgenes representativas de la activacién de la poblacion
GABA¢érgica tras la exposicion simultdnea al metilfenidato y a la natacién forzada en el
area PrL. En la Figura 29 se observa un patrén similar al obtenido con el analisis de la
poblacién glutamatérgica, observandose un efecto del factor NADO en el incremento de
los parametros anteriormente comentados (p < 0,001 en todos los casos). El nimero total

de neuronas GAD67* fue similar en todos los grupos experimentales.

Hoescht VGlutl

Figura 26. Imagenes representativas captadas a 40X de la dFISH VGlutl/c-fos en la PrL tras la exposicién
simultanea al metilfenidato y a la natacion forzada.
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Figura 27. Activacion de la poblacion glutamatérgica en la PrL tras la exposiciéon simultinea al
metilfenidato y la nataciéon forzada. Panel A: Ntimero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas VGlutl*; Panel C: Nimero de neuronas VGlutl* activadas (c-fos*/VGlutl*);
Panel D: Porcentaje del nimero de neuronas VGlutl* activadas respecto al total de la poblacién VGlutl*
(% colocalizaciéon); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para VGlutl (c-
fos*/VGlutl") y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del area analizada. V-H
(n = 8) representa el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacién; M-H (n = 8) representa
el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacién;
V-S (n = 8) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada; y M-S (n = 10) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e
inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada. Los valores representan la media y el error
estindar del nimero de neuronas por mm? a excepcion del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. *** p < 0,001 efecto del factor NADO.
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Figura 28. Imagenes representativas captadas a 20X de la dFISH GAD67/c-fos en la PrL tras la exposicion
simultanea al metilfenidato y a la natacion forzada.

126



* k%

6007 A _— 2507 B
—_—
. 200
+ 400 -
» © 1501
e o
; _ << 1001
© 2001 o
50 -
0 T 0 T
V-H M -H V-S M-S V-H M -H V-S M-S
* %%
5 600 7 Cc c 60 D
N~ )
© =
(] ©
400 - N 401
< =
o o —
"0 200 2 20
(7] b *k ok A b
o _ 3
b
s o WL B <
0- 0 T
V-H M -H V-S M-S V-H M -H V-S M-S

, 6001
N~ E * ok *
©
> 400
<
O
~
+
0200 (—x=
o
Y
1
(]
0 T

V-H M -H V-S M-S

Figura 29. Activacion de la poblacion GABAérgica en la PrL tras la exposicion simultanea al
metilfenidato y la nataciéon forzada. Panel A: Ntimero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas GAD67*; Panel C: Numero de neuronas GAD67" activadas (c-fos'/GAD67");
Panel D: Porcentaje del niimero de neuronas GAD67" activadas respecto al total de la poblacién GAD67*
(% colocalizacién); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para GAD67 (c-
fos*/GAD67) y; Panel F: Esquema representativo de la localizacién estereotéxica del area analizada. V-H
(n = 8) representa el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacién; M-H (n = 8) representa
el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacion;
V-S (n = 8) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de
natacion forzada; y M-S (n = 10) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e
inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién forzada. Los valores representan la media y el error
estindar del niimero de neuronas por mm? a excepcion del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. *** p < 0,001 efecto del factor NADO.
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La Figura 30 muestra los resultados de la activacion de la poblacién D2R en respuesta a
la exposicidn simultanea al metilfenidato y a la natacién forzada en el CPuDM. Se observé
un efecto del factor MFD (p < 0,01) y el NADO (p < 0,001) en el incremento del nimero
de neuronas c-fos*. Ademads, inicamente observamos un efecto del factor NADO en la
activacion de las neuronas c-fos*/D2R* (p < 0,001) y el % colocalizacién (p < 0,001). Por
ultimo, observamos un efecto del factor MFD (p < 0,001) y del NADO (p < 0,001) en el
incremento del numero de neuronas c-fos*/D2R". El nimero total de neuronas D2R* fue

similar en todos los grupos experimentales.

Las imagenes representativas de la activaciéon de la poblacién D2R en el CPuDL se
muestran en la Figura 31. En la Figura 32 se pudo observar un efecto del factor MFD y
del NADO en el incremento del nimero de neuronas c-fos* y c-fos*/D2R" (p < 0,001 en
todos los casos). Sin embargo, inicamente se observé un efecto del factor NADO sobre la
activacion de las neuronas c-fos*/D2R* y un aumento en el % colocalizacién (p < 0,001 en
ambos los casos). El nimero total de neuronas D2R* fue similar en todos los grupos

experimentales.

En la Figura 33 estdn representados los resultados de la activacion de la poblacién D2R
en el CPuVM. Se observo un efecto de los factores MFD (p < 0,01) y NADO (p < 0,01)
en el incremento del numero de neuronas c-fos*. Sin embargo, el efecto del factor MFD
afecté unicamente a las neuronas c-fos*/D2R" (p < 0,01); y el efecto del factor NADO, por
su parte, afecto al nimero de neuronas c-fos'/D2R* (p < 0,01) asi como su % de
colocalizacion (p < 0,001). El numero total de neuronas D2R* fue similar en todos los

grupos experimentales.
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Figura 30. Activaciéon de la poblaciéon D2R en el CPuDM tras la exposicion simultdnea al
metilfenidato y la natacion forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas D2R*; Panel C: Numero de neuronas D2R" activadas (c-fos*/D2R*); Panel D:
Porcentaje del nimero de neuronas D2R' activadas respecto al total de la poblacion D2R* (%
colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para D2R (c-fos*/D2R") y;
Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotdxica del drea analizada. V-H (n = 8) representa
el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacién; M-H (n = 8) representa el grupo
administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacién; V-S (n
= 8) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién
forzada; y M-S (n = 10) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente
expuesto a 30 minutos de natacién forzada. Los valores representan la media y el error estandar del nimero
de neuronas por mm? a excepcién del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001
efecto del factor NADO; ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 efecto del factor MFD.
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Figura 31. Imdagenes representativas captadas a 20X de la dFISH D2R/c-fos en el CPuDL tras la exposicién
simultdnea al metilfenidato y a la natacion forzada.
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Figura 32. Activacién de la poblaciéon D2R en el CPuDL tras la exposiciéon simultdnea al metilfenidato
y la natacién forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos"); Panel B: Numero total de
neuronas D2R*; Panel C: Numero de neuronas D2R* activadas (c-fos*/D2R*); Panel D: Porcentaje del
numero de neuronas D2R" activadas respecto al total de la poblacion D2R* (% colocalizacién); Panel E:
Numero de neuronas activadas que no son positivas para D2R (c-fos/D2R") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacién estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 8) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacion; M-H (n = 8) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg
de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacidn; V-S (n = 8) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacion forzada; y M-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente expuesto a 30 minutos
de natacion forzada. Los valores representan la media y el error estindar del nimero de neuronas por mm?
a excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001 efecto del factor
NADO; +++ p < 0,001 efecto del factor MFD.

131



4007 A 8001 B

+ + * %
300 600 —==—
+ +
b 1%
S 200 4001
o (m)
100 200
0- 0 T
V-H M -H V-S M-S V-H M -H V-S M-S
4009 C c 257 D *xx
+ (]
(14 J S 207
300
~N N
(=) = 154
+ 2001 * S
g o 101 ——
%100 o
) © 59
X
0- 0 T
V-H M -H V-S M-S V-H M -H V-S M-S
400 7
E F
m | T I 1
o 300
o
—
+ 2001 ++
w il
o |
“T 100
o

o
1

V-H M-H V-8 M-S

Figura 33. Activaciéon de la poblacion D2R en el CPuVM tras la exposicién simultanea al
metilfenidato y la nataciéon forzada. Panel A: Ntimero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas D2R*; Panel C: Numero de neuronas D2R" activadas (c-fos'/D2R*); Panel D:
Porcentaje del numero de neuronas D2R* activadas respecto al total de la poblacion D2R* (%
colocalizacién); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para D2R (c-fos*/D2R") y;
Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del area analizada. V-H (n = 8) representa
el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacién; M-H (n = 8) representa el grupo
administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacién; V-S (n
= 8) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién
forzada; y M-S (n = 10) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente
expuesto a 30 minutos de natacion forzada. Los valores representan la media y el error estandar del nimero
de neuronas por mm? a excepcién del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. ** < 0,01; ***
p < 0,001 efecto del factor NADO; ++ p < 0,01 efecto del factor MFD.
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La Figura 34 muestra las imagenes representativas de la activacion de la poblacion que
expresa CRH en el PVN. Los resultados representados en la Figura 35 unicamente
mostraron un efecto del factor NADO que increment6 el nimero de neuronas c-fos*, c-
fos*/CRHY, c-fos*/CRH" y el % colocalizacién (p < 0,001 en todos los casos). El numero

total de neuronas CRH" fue similar en todos los grupos experimentales.

Hoescht

Figura 34. Imagenes representativas captadas a 40X de la dFISH CRH/c-fos en el PVN tras la exposicion
simultanea al metilfenidato y a la natacion forzada.
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Figura 35. Activacion de la poblacion CRHérgica en el PVN en respuesta a la exposicion simultinea
al metilfenidato y la natacién forzada. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas CRH'; Panel C: Numero de neuronas CRH" activadas (c-fos'/CRH"); Panel D:
Porcentaje del nimero de neuronas CRH' activadas respecto al total de la poblacion CRH' (%
colocalizacién); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para CRH (c-fos*/CRH") y;
Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del area analizada. V-H (n = 8) representa
el grupo inyectado con salino y devuelto a su caja de estabulacién; M-H (n = 8) representa el grupo
administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacién; V-S (n
= 8) representa el grupo administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacién
forzada; y M-S (n = 10) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente
expuesto a 30 minutos de natacion forzada. Los valores representan la media y el error estandar del nimero
de neuronas por mm’ a excepcidén del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001
efecto del factor NADO
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La activacion de la poblaciéon que expresa TH en el VTA se resume en la Figura 36. Se
observo un efecto del factor NADO incrementando el numero de neuronas c-fos’, c-
fos*/TH*, c-fos*/TH  y el % de colocalizacién (p < 0,001 en todos los casos). Sin embargo,
unicamente observamos efecto del factor MFD en el numero de neuronas c-fos*/TH™ (p

< 0,05). El numero total de neuronas TH* fue similar en todos los grupos experimentales.

En la Figura 37 se muestran imdgenes representativas de la activacion de la poblaciéon
que expresa TH en el LC. La descomposicion de la interaccion MFD*NADO representada
en la Figura 38, mostr6 que la exposicion a la natacién forzada caus6 un incremento en
las neuronas c-fos*, c-fos*/TH* y un aumento en el % colocalizacion respecto al grupo V-
H (p < 0,001 en todos los casos). Ademas, se observé un efecto del factor NADO en el
numero de neuronas c-fos*/TH . La exposicion simultanea al metilfenidato y a la natacion
forzada causé una importante reducciéon en los tres pardmetros anteriormente
mencionados respecto al grupo V-S (p < 0,001 en todos los casos), sin llegar a los niveles
del grupo M-H (p < 0,001 en todos los casos). Observamos un efecto del factor MFD en

el namero total de neuronas TH* (p < 0,01).
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Figura 36. Activacion de la poblaciéon TH en el VTA en respuesta a la exposiciéon simultinea al
metilfenidato y la nataciéon forzada. Panel A: Ntimero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas TH*; Panel C: Numero de neuronas TH"' activadas (c-fos'/TH"); Panel D:
Porcentaje del nimero de neuronas TH* activadas respecto al total de la poblacién TH* (% colocalizacion);
Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para TH (c-fos'/TH") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacién estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 8) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacion; M-H (n = 8) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg
de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacidn; V-S (n = 8) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacion forzada; y M-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente expuesto a 30 minutos
de natacion forzada. Los valores representan la media y el error estindar del nimero de neuronas por mm?
a excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001 efecto del factor
NADO; + p < 0,05 efecto del factor MFD.
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Figura 37. Imagenes representativas captadas a 40X de la dFISH TH/c-fos en el LC tras la exposicion
simultanea al metilfenidato y a la natacion forzada.
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Figura 38. Activaciéon de la poblacién TH en el LC en respuesta a la exposicion simultianea al
metilfenidato y la nataciéon forzada. Panel A: Nimero total de neuronas activadas (c-fos*); Panel B:
Numero total de neuronas TH*; Panel C: Nimero de neuronas TH' activadas (c-fos'/TH"); Panel D:
Porcentaje del nimero de neuronas TH* activadas respecto al total de la poblacién TH* (% colocalizacion);
Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para TH (c-fos*/TH") y; Panel F: Esquema
representativo de la localizacion estereotaxica del drea analizada. V-H (n = 8) representa el grupo inyectado
con salino y devuelto a su caja de estabulacién; M-H (n = 8) representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg
de metilfenidato e inmediatamente devuelto a su caja de estabulacidon; V-S (n = 8) representa el grupo
administrado con salino e inmediatamente expuesto a 30 minutos de natacion forzada; y M-S (n = 10)
representa el grupo administrado con 0,5 mg/kg de metilfenidato e inmediatamente expuesto a 30 minutos
de natacidn forzada. Los valores representan la media y el error estaindar del nimero de neuronas por mm?
a excepcion del Panel D donde los valores se representan en porcentaje. *** p < 0,001 vs V-H o efecto del
factor NADO; ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 vs V-S o efecto del factor MFD; @@@ p < 0,001 vs M-H.

138



Capitulo 3. Interaccidn entre estimulos estresantes emocionales: efectos a

nivel del SNC

Introduccion

En los capitulos anteriores hemos demostrado cémo existe una interaccion drogas de
abuso (d-anfetamina) y firmacos terapéuticos (metilfenidato) cuando éstos se presentan
de manera simultdnea junto con un estimulo estresante predominantemente emocional
(natacion forzada). Sin embargo, la naturaleza de los dos estimulos empleados es de
caracter muy diferente y es posible que dicha interacciéon venga dada por los mecanismos
farmacoldgicos de los psicoestimulantes. ;Se observa también esta interacciéon cuando los

estimulos estresantes son de la misma naturaleza?

Desafortunadamente, existen pocos trabajos que hayan abordado cémo interaccionan a
nivel fisiolégico y conductual dos estimulos estresantes de la misma naturaleza cuando se
presentan de manera simultanea. En nuestro laboratorio, decidimos abordar esta
pregunta valorando los cambios fisioldgicos y conductuales tras la exposiciéon simultanea
a dos estimulos muy bien caracterizados en nuestro laboratorio como son: la
inmovilizacién en plancha y el olor del depredador (Muiioz-Abellan et al, 2011). A
nivel fisioldgico pudo observarse que tanto el olor del depredador como la inmovilizacién
en plancha causaron un incremento en los niveles de ACTH, siendo mayor la liberacién
con la inmovilizacién en plancha. Sin embargo, la exposicién simultanea no resulté en un
efecto aditivo, hecho que cabria esperar si ambos estimulos se procesaran de manera
independiente. Por lo tanto, podria existir algun tipo de interferencia entre los estimulos
estresantes en relacion a los circuitos cerebrales implicados en la activacion del eje HPA.
Por ello, nos planteamos estudiar cémo se procesa la informacién en el SNC de dos
estimulos estresantes de la misma naturaleza cuando éstos se presentan de manera

simultanea.
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Disefio experimental

Se utilizaron 48 ratas macho adultas de la cepa Sprague-Dawley que fueron asignadas de
manera aleatoria a los diferentes grupos experimentales (ver Tabla 5): i) BAS (n = 8), los
animales no se manipularon y se sacrificaron en condiciones basales; ii) NE (n = 10), los
animales fueron expuestos a 20 minutos de ambiente nuevo en presencia de un trapo con
olor neutro; iii) ODOR (n = 10), los animales fueron expuestos al ambiente nuevo en
presencia de un trapo impregnado con olor a gato, obtenido mediante frotis directo
contra el gato (olor del depredador); iv) IMO (n = 10), los animales fueron expuestos al
ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor neutro mientras estaban inmovilizadas;
yv) ODOR-IMO (n = 10), los animales fueron expuestos al ambiente nuevo en presencia
de un trapo impregnado con olor de gato mientras estaban inmovilizados. Todos los
animales expuestos a la inmovilizacién en plancha se dejaron explorar libremente el
ambiente nuevo durante 5 minutos y, seguidamente, fueron inmovilizados y se dejaron
los 15 minutos restantes en el ambiente nuevo con el hocico muy cercano al trapo.
Transcurridos estos 20 minutos, todos los animales se perfundieron para la obtencién de
los encéfalos (ver Tabla 6). Posteriormente, mediante dFISH se valoré la activacion de las
principales poblaciones neuronales en la PrL y, mediante FISH e ISH, la activacién
neuronal y los cambios en la expresiéon de hnCRH en el PVN, respectivamente. El grupo
BAS sirvié como control negativo del experimento y no fue incluido en el andlisis

estadistico.

Tabla 6: Protocolo experimental del Capitulo 3.

Perfusion

y
Extraccion
de encéfalos




Resultados

Los resultados de las diferentes dFISH se analizaron mediante el modelo lineal
generalizado (Generalized Linear Models, GzLM) y el modelo de ecuaciones estructurales
generalizadas (GEE) cuando se incorporaron medidas repetidas. Los dos factores entre-
sujeto fueron OLOR (con 2 niveles: con y sin exposicién al olor del depredador) e IMO
(con 2 niveles: con y sin exposicion a la inmovilizacién en plancha). Para el andlisis de la
distribucion de intensidades se introdujo un factor intra-sujeto RANGO (con 6 niveles de
rango de intensidades). Asi mismo, los detalles de las comparaciones entre grupos se

comentaran cuando sea necesario.

En la Figura 39 se pueden observar imdgenes representativas de la activacion de la
poblacion glutamatérgica en el drea PrL. En la Figura 40, la descomposiciéon de la
interaccion OLOR*IMO evidencia que, inicamente el olor del depredador es capaz de
incrementar, respecto al grupo expuesto al ambiente nuevo, el nimero de neuronas c-fos*
(p <0,001), c-fos*/VGlutl* (p < 0,01), c-fos*/VGlutl™ (p < 0,001) y el % de colocalizacién
(p < 0,01). La exposiciéon simultanea al olor del depredador y a la inmovilizacién resulta
en una disminucién de la activacion, respecto al grupo expuesto al olor del depredador,
en el ndmero de neuronas c-fos” c-fos*/VGlutl*, c-fos*/VGlutl y el % de colocalizacién
(p < 0,001 en todos los casos). El ndmero total de neuronas VGlutl* muestra un efecto

del factor IMO (Wald X*(1) = 11,4; p = 0,001).
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Figura 39. Imagenes representativas captadas a 40X de la dFISH VGlut1/c-fos en la PrL tras la exposicion
simultanea al olor del depredador y la inmovilizacién en plancha.
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Figura 40. Activacion de la poblacién glutamatérgica en la PrL tras la exposicion simultinea al olor
del depredador y a la inmovilizacion en plancha. Panel A: Numero total de neuronas activadas (c-fos*);
Panel B: Numero total de neuronas VGlutl*; Panel C: Numero de neuronas VGlutl* activadas (c-
fos*/VGlutl*); Panel D: Porcentaje del nimero de neuronas VGlutl* activadas respecto al total de la
poblacién VGlutl* (% colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para
VGlutl (c-fos'/VGlutl") y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del éarea
analizada. BAS (n = 8) representa el grupo no manipulado; NE (n = 10) representa el grupo expuesto al
ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; ODOR (n = 10) representa el grupo expuesto al ambiente
nuevo en presencia de un trapo con olor a gato; IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado en el
ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; y ODOR-IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado
en el ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato. Los valores representan la media y el error
estandar del niimero de neuronas por mm? a excepcion del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. * p < 0,05; ** p < 0,01 vs grupo IMO o efecto del factor IMO; +++ p < 0,001 vs grupo NE; @ p
< 0,05, @@ p < 0,01, @@@ p < 0,001 vs grupo ODOR.
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La Figura 41 muestra imdgenes representativas de la activaciéon de la poblacion
GABA¢érgica en las capas superficiales de la PrL. La descomposicion de la interaccion
OLOR*IMO (ver Figura 42) muestra que, Unicamente la exposicion al olor del
depredador aumenté el nimero de neuronas c-fos, las c-fos*/GAD67+, las c-fos*/GAD67
y el % colocalizacién respecto al grupo expuesto al ambiente nuevo (p < 0,001 en todos
los casos). La exposicion simultdnea al olor del depredador y a la inmovilizacién en
plancha mostré una reduccién en todos los pardmetros anteriormente mencionados,
respecto al grupo expuesto al olor del depredador (p < 0,001 en todos los casos). Por
ultimo, observamos un efecto del factor OLOR (Wald X?(1) = 4,2; p < 0,05) en el niumero

total de neuronas GAD67".

La Figura 43 muestra la activacion de la poblacion GABAérgica en las capas profundas
de la PrL. La descomposicion de la interaccion OLOR*IMO muestra que la exposicion al
olor del depredador incrementé el nimero de neuronas c-fos*, las c-fos’/GAD67*, y el %
colocalizacién respecto al grupo expuesto al ambiente nuevo (p < 0,001 en todos los
casos). La exposicion a la inmovilizacién en plancha tnicamente incremento el numero
de neuronas c-fos* y el % colocalizacion respecto al grupo expuesto al ambiente nuevo (p
< 0,05). El nadmero de neuronas c-fos’/GAD67 mostré un efecto del factor OLOR (Wald
X*(1) = 5,2; p < 0,05). La exposicion simultinea ambos estimulos mostr6 un incremento
en el nimero de neuronas c-fos' respecto al grupo expuesto al ambiente nuevo (p < 0,01)
y una reduccion, respecto al grupo expuesto al olor del depredador, del numero de
neuronas c-fos'/GAD67* y el % colocalizacion (p < 0,001 en ambos casos). Por altimo,
observamos un efecto de los factores OLOR (Wald X*(1) = 6,8; p < 0,01) e IMO (Wald

X*(1) = 8,8; p < 0,01) en el nimero total de neuronas GAD67".
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Figura 41. Imagenes representativas captadas a 20X de la dFISH GAD67/c-fos en la PrL tras la exposicion
simultanea al olor del depredador y a la inmovilizacion.
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Figura 42. Activacion de la poblacion GABAérgica en las capas superficiales de la PrL tras la
exposicion simultanea al olor del depredador y a la inmovilizacién. Panel A: Nimero total de neuronas
activadas (c-fos*); Panel B: Numero total de neuronas GAD67*; Panel C: Niumero de neuronas GAD67*
activadas (c-fos'’/GAD67+); Panel D: Porcentaje del numero de neuronas GAD67* activadas respecto al
total de la poblacién GAD67" (% colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son
positivas para GAD67 (c-fos'/GAD67) y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica
del area analizada. BAS (n = 8) representa el grupo no manipulado; NE (n = 10) representa el grupo expuesto
al ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; ODOR (n = 10) representa el grupo expuesto al
ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato; IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado
en el ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; y ODOR-IMO (n = 10) representa el grupo
inmovilizado en el ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato. Los valores representan la
media y el error estindar del numero de neuronas por mm? a excepcién del Panel D donde los valores se
representan en porcentaje. ** p < 0,01 efecto del factor IMO; + p < 0,05; +++ p < 0,001 vs grupo NE; @ p <
0,05, @@@ p < 0,001 vs grupo ODOR o efecto del factor OLOR.
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Figura 43. Activacion de la poblacién GABAérgica en las capas profundas de la PrL tras la exposiciéon
simultanea al olor del depredador y a la inmovilizacion. Panel A: Numero total de neuronas activadas
(c-fos*); Panel B: Numero total de neuronas GAD67"; Panel C: Numero de neuronas GAD67" activadas
(c-fos'/GAD67"); Panel D: Porcentaje del numero de neuronas GAD67* activadas respecto al total de la
poblaciéon GAD67* (% colocalizacion); Panel E: Numero de neuronas activadas que no son positivas para
GADG67 (c-fos'/GAD67') y; Panel F: Esquema representativo de la localizacion estereotaxica del drea
analizada. BAS (n = 8) representa el grupo no manipulado; NE (n = 10) representa el grupo expuesto al
ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; ODOR (n = 10) representa el grupo expuesto al ambiente
nuevo en presencia de un trapo con olor a gato; IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado en el
ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; y ODOR-IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado
en el ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato. Los valores representan la media y el error
estandar del nimero de neuronas por mm? a excepcidon del Panel D donde los valores se representan en
porcentaje. ** p < 0,01 efecto del factor IMO; + p < 0,05; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 vs grupo NE; @ p <
0,05, @@@ p < 0,001 vs grupo ODOR o efecto del factor OLOR
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La Figura 44 A muestra los resultados del andlisis de la varianza de la sefial integrada de
c-fos en el drea PrL tras la exposicién simultinea al olor del depredador y a la
inmovilizacién en plancha. La descomposicién de la interaccion OLOR*IMO muestra
que tanto la exposicion al olor del depredador (p < 0,001) como a la inmovilizacién en
plancha (p < 0,05) incrementan los niveles de expresién de c-fos respecto al grupo
expuesto al ambiente nuevo. Ademas, la exposicion simultanea a ambos estimulos resulta
en una disminucion de los niveles de expresion de c-fos en comparacion con el estimulo
que mayor activaciéon causo (p < 0,001 respecto al grupo expuesto al olor del depredador).
La Figura 44B representa los resultados del andlisis de la varianza de la sefial integrada
de c-fos por neurona en la PrL tras la exposicion simultanea al olor del depredador y a
la inmovilizaciéon en plancha. La descomposicion de la interaccion OLOR*IMO mostréd
que tanto la exposicion al olor del depredador (p < 0,001) como a la inmovilizacién en
plancha (p < 0,01) incrementan la intensidad de activaciéon por neurona respecto al grupo
expuesto al ambiente nuevo. La exposicion simultdnea a ambos estimulos resulta en una

intensidad de activacion por neurona similar al obtenido con cada estimulo por separado.
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Figura 44. Cambios en la seiial integrada de c-fos en la PrL tras la exposicion simultanea al olor del
depredador y a la inmovilizacion. Panel A: sefal integrada de c-fos por mm? y; Panel B: sefial integrada
de c-fos por neurona. BAS (n = 8) representa el grupo no manipulado; NE (n = 10) representa el grupo
expuesto al ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; ODOR (n = 10) representa el grupo expuesto
al ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato; IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado
en el ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; y ODOR-IMO (n = 10) representa el grupo
inmovilizado en el ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato. Los valores del Panel A
representan la media y el error estindar de los niveles de c-fos por mm? y en el Panel B se representa la
media y el error estandar de los niveles de c-fos por neurona. + p < 0,05; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 vs grupo
NE; @@@ p < 0,001 vs grupo OLOR.
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Enla Figura 45A se representan los resultados del analisis de la varianza de la activaciéon
neuronal de c-fos en el PVN en respuesta a la exposicion simultanea al olor del
depredador y a la inmovilizaciéon en plancha. La descomposicion de la interaccién
OLOR*IMO mostré que tanto la exposicion al olor del depredador como a la
inmovilizacién en plancha aument6 el numero de neuronas c-fos* en el PVN respecto al
grupo expuesto al ambiente nuevo (p < 0,001 en ambos casos). Sin embargo, la exposicién
a la inmovilizacién en plancha indujo una mayor activacién que la causada por la
exposicion al olor del depredador (p < 0,001). La exposicion simultanea a ambos
estimulos resulté en una activacién similar a la causada por el estimulo de mayor

intensidad, la inmovilizacion en plancha.

En la Figura 45B se representan los resultados del andlisis de la varianza de los niveles de
expresion del RNA heteronuclear del gen del CRH en el PVN. La descomposicion de la
interaccion OLOR*IMO muestra que tanto la exposicion al olor del depredador (p < 0,01)
como a la inmovilizacién en plancha (p < 0,001) incrementan los niveles de expresion del
gen del CRH respecto al grupo expuesto al ambiente nuevo. Ademads, la exposicion a la
inmovilizaciéon en plancha incrementé en mayor medida la expresion del RNA
heteronuclear del CRH en comparacién con el grupo expuesto al olor del depredador (p
< 0,001). Por ultimo, la exposicion simultinea a ambos estimulos no causé una mayor

activacion que la inducida unicamente por la inmovilizacién en plancha.

La Figura 46 muestra los resultados del andlisis de la varianza de la distribucion de la
sefial integrada por neurona de c-fos*. Se observo efecto de los factores OLOR (Wald
X3(1) = 15,9; p < 0,001), IMO (Wald X2(1) = 117,5; p < 0,001) y RANGO (Wald X*(1) =
539,8; p < 0,001) y de las interacciones OLOR*IMO (Wald X*(1) = 12,1; p = 0,001),
IMO*RANGO (Wald X?(1) = 65,0; p < 0,001) y OLOR*IMO*RANGO (Wald X(1) = 18,0;
p < 0,01). Si bien se pueden considerar comparaciones particulares (ver Figura 37), la
conclusiéon general de la descomposicion de la interaccion OLOR*IMO*RANGO es que
la intensidad de c-fos por célula se incrementa, respecto al grupo expuesto al ambiente
nuevo, tras la exposicion tanto al olor del depredador como a la inmovilizacién en

plancha, siendo mayor en este dltimo estimulo estresante. La exposicién simultdnea a
149



ambos estimulos resulta en un patrén de intensidad de c-fos por célula similar al obtenido

con la inmovilizacion en plancha.
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Figura 45. Expresion de mRNA de c-fos y hnRNA de CRH en el PVN tras la exposicion simultanea
al olor del depredador y a la inmovilizacién en plancha. Panel A: Cuantificacién del numero total de
neuronas c-fos activas (c-fos*) y; Panel B: Niveles de expresion del RNA heteronuclear del gen del CRH.
BAS (n = 8) representa el grupo no manipulado; NE (n = 10) representa el grupo expuesto al ambiente
nuevo en presencia de un trapo inodoro; ODOR (n = 10) representa el grupo expuesto al ambiente nuevo
en presencia de un trapo con olor a gato; IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado en el ambiente
nuevo en presencia de un trapo inodoro; y ODOR-IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado en el
ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato. En el panel A, los valores representan la media y
el error estandar del nimero de neuronas c-fos* por mm?, mientras que en el panel B hacen lo propio con
los valores de la densidad integrada (ID) de RNA heteronuclear del CRH. ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 vs
grupo NE; @@@ p < 0,001 vs grupo ODOR.
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Figura 46. Distribucion de la seiial integrada de c-fos por neurona en el PVN tras la exposicion
simultanea al olor del depredador y a la inmovilizacién en plancha. BAS (n = 8) representa el grupo no
manipulado; NE (n = 10) representa el grupo expuesto al ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro;
ODOR (n = 10) representa el grupo expuesto al ambiente nuevo en presencia de un trapo con olor a gato;
IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado en el ambiente nuevo en presencia de un trapo inodoro; y
ODOR-IMO (n = 10) representa el grupo inmovilizado en el ambiente nuevo en presencia de un trapo con
olor a gato. Los valores representan la media y el error estandar del nimero de neuronas de c-fos por mm?
distribuidas por rango de intensidad de sefal. + p < 0,05; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001 vs grupo NE; @ p <
0,05; @@ p < 0,01; @@@ p < 0,001 vs grupo ODOR.
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Discusion general

La finalidad de la presente tesis es conocer como se comportan poblaciones neuronales
especificas de areas del SNC relacionadas con la respuesta de estrés ante la exposicion
simultanea a diferentes tipologias de estimulos estresantes. El presente trabajo se enmarca
en el interés de nuestro laboratorio por la interaccion entre estimulos estresantes de
diferente o igual naturaleza cuando éstos se presentan de manera simultdnea (Mufioz-
Abelldn et al, 2011 Gémez-Roman et al, 2016; Gagliano et al, 2017). La exposicion
simultdnea a la anfetamina (que puede considerarse como un estimulo estresante
farmacoldgico) y a un estimulo estresante emocional (nataciéon forzada) o sistémico
(interleukina 1p) reduce la respuesta fisiologica y central del eje HPA a estos tltimos
(Gémez-Roman et al, 2016; Gagliano et al, 2017). Puesto que la anfetamina es un
psicoestimulante, también hemos abordado la posible interaccién entre un derivado de la
anfetamina de uso terapéutico (metilfenidato) y la exposicién a un estimulo estresante
emocional, demostrandose una reduccion en la respuesta fisiologica del eje HPA a este
ultimo (Gagliano, 2015). Finalmente, también hemos explorado previamente la posible
interaccion entre dos estimulos estresantes emocionales como son el olor al depredador
y la inmovilizacién en plancha (Mufioz-Abelldn et al, 2011), observandose que la
exposicion a la inmovilizacion en plancha no es capaz de interferir con la eficacia del olor
del depredador para inducir miedo condicionado, aunque se observa una tendencia a una
menor respuesta del eje HPA en los animales expuestos a ambos estimulos de manera
simultanea en comparacion con los animales expuestos a la inmovilizacién en plancha

(estimulo mds intenso).

En base a estos precedentes, la presente tesis tiene como objetivo exponer a los animales
de manera simultdnea a dos estimulos estresantes (anfetamina/metilfenidato y natacién
forzada por un lado, o bien olor de depredador e inmovilizacién en plancha por otro) y
valorar, mediante el uso de técnicas de doble hibridacion in situ fluroescente (dFISH), los
patrones de activacion neuronal de las principales poblaciones neuronales en algunas de

las areas del SNC relacionadas con la respuesta a los psicoestimulantes y al estrés.
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Interaccidén entre psicoestimulantes y estrés

Se realizaron dos experimentos: en el primero, unos animales recibieron anfetamina (4
mg/kg, via subcutdnea) o fueron expuestos a 30 minutos natacion forzada por separado,
mientras que otros fueron expuestos de manera simultinea a ambos estimulos; en el
segundo, unos animales fueron administrados con metilfenidato (0,5 mg/kg, via
subcutdnea) o fueron expuestos a 30 minutos de natacion forzada por separado, mientras
que otros fueron expuestos de manera simultinea a ambos estimulos. Se analizo,
mediante dFISH, la activacion de las principales poblaciones neuronales en areas
relacionadas con el estrés. A lo largo de la discusiéon comentaremos primero los efectos
producidos por la exposicion a la nataciéon forzada y a la administracién de
psicoestimulantes (anfetamina y metilfenidato) por separado, continuando con la
discusion de los efectos de la exposiciéon simultdnea a los psicoestimulantes y la natacién

forzada.

Natacion forzada

La exposicion a 30 minutos de natacién forzada indujo un importante incremento de
neuronas c-fos" en las subdivisiones PrL e IL de la mPFC, en las subdivisiones CPuDM y
CPuDL del estriado, en el PVN y en el LC. Sin embargo, ni la subdivision CPuVM del
estriado ni el VT A mostraron induccién de c-fos. El patron de activacion observado en el
presente trabajo se asemeja al de estudios previos en los que se demuestra que la
exposicion a estimulos estresantes de cardcter emocional (o predominantemente
emocional) provoca una induccion generalizada de c-fos en areas como la mPFC, el Acb,
el LS, la MeA, el PVN, el rafe dorsal y el LC (Cullinan et al.,, 1995; Li y Sawchenko, 1998;

Ons et al., 2004, Armario 2006b).

En la mPFC la exposicién a 30 minutos de natacién forzada fue capaz de inducir la
expresion de c-fos tanto en la poblacién glutamatérgica (VGlutl*) como en la poblacién
GABAérgica (GAD67*) de las subdivisiones PrL e IL. Sin embargo, la capacidad de la

natacion forzada de activar estas dos poblaciones es diferente en funcion del drea
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analizada. Asi, en la PrL. pudimos observar como la nataciéon forzada activo
aproximadamente el 40% del total de neuronas de ambas poblaciones neuronales,

mientras que en la IL este porcentaje fue de un 20% aproximadamente.

Estd ampliamente demostrado que la exposicion aguda a estimulos estresantes
emocionales como el ambiente nuevo, el restraint, la natacién forzada y la inmovilizacién
en plancha inducen la expresion de c-fos en la mPFC (Cullinan et al, 1995; Li y
Sawchenko, 1998; Ons et al, 2004; Armario, 2006b; Rotllant et al, 2013). Sin embargo,
existen muy pocos estudios que hayan abordado la activacién de poblaciones neuronales
especificas de la mPFC en respuesta a los estimulos estresantes emocionales. En una
primera aproximacioén, Ostrander y colaboradores (2003b), demostraron que la
exposicion a restraint indujo la expresiéon de c-Fos en neuronas de la mPFC que
expresaban el receptor de glucocorticoides, lo que sugiere que estas neuronas de la PrL e
IL podrian ser claves para la retroinhibicion negativa de los glucocorticoides sobre el eje
HPA tras la exposicion al estrés (McKlveen et al, 2013). Mds tarde, Shepard y
colaboradores (2016) demostraron en ratones que la exposicién a un ambiente nuevo
inducia la expresion de c-fos en neuronas GABAérgicas positivas para parvalbumina
tanto en la PrL. como la IL. La induccién de c-fos tras la exposicion a estimulos estresantes
emocionales se da tanto en la PrL como en la IL, aunque cada subdivision parece influir
sobre el eje HPA de manera diferente. La activacion de las neuronas glutamatérgicas de la
PrL harian relevo en neuronas GABAérgicas del BNST, inhibiendo la respuesta del eje
HPA al restraint (Radley et al., 2009), mientras que la activacion de las neuronas de la IL,
harian relevo en el hipotidlamo posterior, activando el eje HPA (Myers et al., 2016).
Nuestros datos y estos pocos estudios previos muestran la importancia de conocer en
profundidad el fenotipo neuronal activado en respuesta a diferentes estimulos estresantes
emocionales para tener una mejor comprension del procesamiento de los estimulos

estresantes por parte del SNC y sus posibles consecuencias negativas.

En el estriado, la exposicion a 30 minutos de natacidon forzada incremento la expresion

de c-fos en la poblacién D2R* en las 3 subdivisiones analizadas (CPuDM, CPuDL y
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CPuVM), activando entre un 10 y un 15 % del total de dicha poblacién. Este incremento
en la expresion de c-fos fue mas robusto en las subdivisiones dorsales del estriado que en
las ventrales. Ademas, en las subdivisiones dorsales observamos que la nataciéon forzada
activo tanto las neuronas D2R* como las D2R", mientras que en las subdivisiones ventrales
unicamente hubo incremento en la expresién de c-fos en las neuronas D2R*. En el
estriado el 95% de las neuronas son de proyecciéon y expresan DIR o D2R en igual
porcentaje, en tanto que sélo un 5% son interneuronas GABAérgicas o colinérgicas
(Graybiel 1990b), por lo que podemos inferir que la activacién en la poblacién neuronal

que no expresa D2R es, en su mayoria, neuronas que expresan D1R.

Estudios previos han observado induccion de c-fos en el estriado tras la exposicién a
diferentes estimulos estresantes como un ambiente nuevo (Badiani et al., 1998; 1999; Ons
etal.,, 2004), la natacién forzada (Cullinan et al., 1995; Ons et al., 2004), o la inmovilizaciéon
en plancha (Ons et al., 2004). Respecto a las poblaciones neuronales principales del CPu
(DIR y D2R), se ha demostrado que la exposiciéon a un ambiente nuevo provoca una
modesta inducciéon de c-fos en ambas poblaciones neuronales (Badiani et al, 1999;
Uslaner et al, 2001b; Ferguson et al, 2003). Ademads, un estudio reciente de Clark y
colaboradores (2014) demostré que, tras la exposicion a una sesion de choques eléctricos
incontrolables, existia induccion de c-fos en un 5 % de las neuronas D1R y un 8% de las
D2R del estriado. Tomados en conjunto nuestros datos y los de estos otros estudios,
indican que los estimulos estresantes emocionales inducen la activacion de c-fos en un

nimero modesto de neuronas de ambas poblaciones mayoritarias del estriado.

En el PVN observamos una marcada activaciéon de c-fos que afecté practicamente a la
totalidad de neuronas que expresan CRH (CRH"). El PVN es el principal nucleo de
control del eje HPA y se ha demostrado, repetidamente, que existe induccién de c-fos en
dicho nucleo tras la exposicidn a estimulos estresantes tanto emocionales como sistémicos
(Cullinan et al., 1995; Liy Sawchenko, 1998; Ons et al., 2004; Rotllant et al., 2013; Gomez-
Roman; Marin-Blasco et al., 2017; Ubeda-Contreras et al, 2018). El PVN, al igual que

otras dreas criticas en la regulacion del eje HPA como el LSv y el LC, es sensible a la
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intensidad del estimulo estresante, mostrando unos niveles de induccién de c-fos
proporcionales a la intensidad de dichos estimulos (Campeau y Watson, 1997; Ons et
al.,2004; Pace et al.,, 2005; Rotllant et al.,, 2013; Marin-Blasco et al, 2017). Esta altima
conclusiéon viene apoyada por datos de nuestro laboratorio comparando tres estimulos
estresantes que difieren en intensidad (ambiente nuevo, olor al depredador e
inmovilizacion en plancha), en los que se observa que la activacion de la poblacion CRH*
es proporcional a la intensidad del estimulo estresante, causando la inmovilizacién en
plancha una activacién de pricticamente la totalidad de la poblacion CRH* (Ubeda-
Contreras et al, 2018). En el presente trabajo hemos observado que la exposiciéon a la
natacion forzada también activa la practica totalidad de neuronas CRH* del PVN.
Teniendo en cuenta que la natacion forzada es un estimulo estresante menos intenso que
la inmovilizacién en plancha, valorado por los diferentes marcadores de intensidad del
estrés (Rabasa et al,, 2015; Marin-Blasco et al,, 2017), ;como es posible que, a igualdad de
neuronas CRH" activadas, la natacion forzada genere una menor respuesta al estrés que
la inmovilizacién en plancha? Como indican los resultados del ltimo experimento de la
presente tesis, estimulos estresantes de intensidad baja/moderada (ambiente nuevo y olor
al depredador) activan un gran nimero de neuronas de c-fos en los rangos de menor
intensidad, mientras que estimulos estresantes de mayor intensidad (inmovilizacién en
plancha) reclutan un mayor nimero de neuronas de c-fos en los rangos de alta intensidad.
De esta manera, parece probable que las neuronas de CRH del PVN se vayan reclutando
progresivamente con estimulos de intensidad baja/moderada y, una vez superado este
umbral, las diferencias entre estimulos se reflejen en la intensidad con la que éstas se

activan, de tal manera que a mayor intensidad se produzca una mayor liberacién de CRH.

En el experimento 1 no observamos activacidon de c-fos en el VTA, ni en la poblacién
dopaminérgica (caracterizada mediante la deteccién de la enzima tirosina hidroxilasa,
TH) ni en la poblaciéon que no expresa TH. Sin embargo, en el experimento 2 si que
pudimos observar activacién en un 10% del total de neuronas dopaminérgicas, ademas
de un incremento en la activacién de neuronas que no expresan TH. Si analizamos en

detalle los resultados, observamos que la exposicién a la natacién forzada activé un
159



numero de neuronas c-fos* muy similar en ambos experimentos (entre 50 y 60 neuronas
por mm?), pero el numero de neuronas de c-fos* activadas por la inyeccién de vehiculo
fue mayor en el experimento 1, pudiendo enmascarar el efecto de la exposicién a la
natacién forzada. Si dicha activacion no guarda relacién con la intensidad del estimulo
estresante, como parece ser el caso (Ons et al, 2004; Rotllant et al, 2013), pequenas
diferencias en la manipulacién de los animales o la respuesta de los mismos entre
experimentos podrian afectar a la induccién de c-fos en el grupo administrado con
vehiculo. El mero hecho de administrar vehiculo a los animales podria actuar como un
estimulo estresante de baja intensidad, con el consiguiente aumento en la induccién de c-
fos (datos no mostrados). Asi, no es descartable que las diferencias observadas entre los
dos experimentos en respuesta a la exposicion a la natacién forzada, puedan deberse a
una mayor respuesta de los animales a la inyeccion de vehiculo. En este sentido, cabe
mencionar la importancia de incluir un grupo en condiciones totalmente basales como
control negativo del experimento. Aunque no estén representados en la estadistica, hemos
venido observando cémo la expresion de c-fos en el grupo Basal es practicamente nula,
poniendo de manifiesto la calidad de la técnica, asi como la ausencia de efecto de

manipulaciones no controladas.

El poco nivel de activacion del VTA puede explicar los datos controvertidos que se
encuentran en la literatura. No se ha observado induccién de c-fos en el VTA tras la
exposicion a estimulos estresantes de cardcter emocional como la derrota social (Nikulina
etal, 1998) o al restraint (Watanabe et al., 1994). Sin embargo, estos resultados contrastan
con los obtenidos en estudios previos en nuestro laboratorio y por otros grupos de
investigacion, en los que si se ha observado induccién de c-fos tras la exposicion a
estimulos estresantes como un ambiente nuevo o la inmovilizacién en plancha (Rotllant,
2008) y tras la reexposicion al ambiente donde previamente se habian recibido choques
eléctricos (Beck y Fibiger, 1995). Destaca el trabajo de Deutch y colaboradores (1991) que
demostraron que tras la exposicion al restraint existia una induccion especifica de c-Fos
en las neuronas que proyectan del VTA a la mPFC. Una posible explicaciéon a la

discrepancia entre resultados podria deberse al disefio experimental. Mientras que en el
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presente trabajo los animales fueron perfundidos de manera inmediata tras la exposicion
a la natacion forzada, en Rotllant (datos no publicados) los animales fueron perfundidos
1 hora y 40 minutos después de la terminacion del estimulo estresante con el objetivo de
valorar los niveles de la proteina c-Fos por inmunohistoquimica. En este sentido,
Brischoux y colaboradores (2009) han observado que aproximadamente la mitad de las
neuronas dopaminérgicas del VTA inhibidas por el choque eléctrico se activan una vez
ha cesado el estimulo aversivo, sugiriendo que la terminacién del estimulo aversivo, y no
tanto la propia exposicion a dicho estimulo, seria la causante, al menos en parte, de la

activacion de las neuronas del VTA.

Otra manera de evaluar la actividad de las neuronas del VTA es estudiar mediante
microdialisis la liberacién de DA en el VTA (Zhang et al, 1994) o en las dreas de
proyeccion (Imperato et al, 1991; Jedema y Moghaddam, 1994). Existen numerosas
evidencias del aumento de los niveles extracelulares de DA en dreas como la mPFC y el
Acb en respuesta al restraint, la inmovilizacion en plancha, los choques eléctricos y el olor
al depredador (ver revision en Holly y Miczek, 2016). Sin embargo, respecto a la natacién
forzada hay ciertas discrepancias, Jordan y colaboradores (1994) no observaron
incremento en los niveles de DA en la mPFC tras la exposicion a ocho minutos de
natacion forzada, en tanto que Azziy colaboradores (1998) demostraron un incremento
en los niveles extracelulares de DA en la mPFC tras la exposicion a diez minutos de
natacion forzada. Se requieren de futuros estudios para acabar de dilucidar la activacion

del VTA tras la exposicion a la natacion forzada.

En el LC se observé una robusta induccion de c-fos tras la exposicion a la natacion forzada
en la poblacion noradrenérgica (TH"), activindose aproximadamente un 80 % del total
de dicha poblaciéon. También se observd un pequeiio incremento en la poblacién de

neuronas que no expresa TH.

En consonancia con nuestros resultados, numerosos trabajos han demostrado induccién
de c-fos en el LC tras la exposicion a distintos tipos de estimulos estresantes (Brady, 1994;

Cullinan et al., 1995; Kollack-Walker et al., 1997; Ons et al., 2004; Rotllant et al.,, 2013),
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discriminando entre estimulos estresantes de diferente intensidad (Ons et al, 2004;
Rotllant et al,, 2013). E1 LC es la fuente principal de NA de la corteza y del hipocampo. De
hecho, la exposicion aguda a la inmovilizacién en plancha induce una liberacién masiva
de NA en areas relacionadas con la respuesta del estrés como son la mPFC, el LS, el BNST,
la CeA yla MeA (ver revision en Morilak et al., 2005). Esta liberacién masiva de NA estaria
relacionada con el estado de alerta general (“arousal”) en situaciones de estrés (Ziegler et
al., 1999) y seria la responsable de promover un gran nimero de respuestas conductuales
ansiogénicas asociadas a la exposicion aguda al estrés, incluyendo la reduccion de la
interaccion social o la disminucién del tiempo de exploracion de espacios abiertos (ver

revision en Morilak et al., 2005).

La exposicién tanto a estimulos estresantes emocionales como sistémicos, provoca
también un aumento en la liberacion de NA en el PVN (Pacak et al., 1995). La influencia
directa del LC sobre el eje HPA no parece ser muy importante dado que apenas tiene
conexiones directas con el PVN (Sawchenko y Swanson, 1982; Dunn et al,, 2004), pero no
se descarta una posible influencia indirecta, ya que el LC proyecta a otras estructuras en
posicion de regular la actividad del eje HPA como son la mPFC, la FH y la amigdala
(Herman y Cullinan, 1997; Radley et al, 2008). De hecho, la respuesta del eje HPA al
restraint se ve reducida por lesiones neurotoxicas del LC (Ziegler et al, 1999, Radley et
al, 2008). No obstante, las lesiones en el LC no siempre afectan a la actividad de las
neuronas del PVN o a la liberacién de corticosterona tras la exposicion a la natacién
forzada (Ritter et al, 2003). La mayor fuente de proyecciones noradrenérgicas al PVN
proceden de las neuronas del grupo celular catecolaminérgico A2, confinadas en gran
parte en el NTS (Cunningham y Sawchenko, 1988). Se ha demostrado que lesionando
estas proyecciones noradrenérgicas al PVN existe una reduccion en la inmunoreactividad
del CRH y una mitigacion de la respuesta del eje HPA (Sawchenko, 1988; Li et al., 1996).
Por lo tanto, las neuronas de proyeccion noradrenérgicas del drea A2 serian las
responsables de activar el eje HPA en respuesta a estimulos estresantes tanto sistémicos
(Ritter et al., 2003; Khan et al., 2011) como emocionales (Flak et al,, 2014). Las neuronas

de proyeccion noradrenérgicas del LC influirian en la respuesta de estrés, no tanto en
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cuanto al eje HPA, sino actuando sobre otras areas relacionadas con la respuesta del estrés

como la mPFC, la FH o la amigdala para promover respuestas ansiogénicas.

Anfetamina

Gran parte de la literatura relacionada con la activacién del SNC por la administracién
aguda de anfetamina ha utilizado la expresion de IEGs como herramienta y se ha centrado
en areas de proyeccion dopaminérgica como el estriado o el Acb (Graybiel et al, 1990a;
Johansson et al, 1994; Wang et al, 1995). No obstante, algunos estudios han obtenido
una imagen general del procesamiento del SNC tras la administracién aguda de
anfetamina, demostrando la activacidén de areas como la mPFC, el LSv, el BNST, el PVN
y nucleos del tronco encefalico como el VTA o el LC (Badiani etal., 1998; Harlan y Garcia,
1998; Day et al., 2001; Uslaner et al, 2001a; 2001b; Colussi-Mas et al., 2007; Rotllant et al,
2010). Sin embargo, la induccién de c-fos en su forma simple no permite identificar el
fenotipo de las poblaciones neuronales activadas. Por este motivo, hemos hecho uso de
las técnicas de doble marcaje (dFISH) para la caracterizaciéon del fenotipo de dichas

neuronas.

En la mPFC observamos que la administraciéon aguda de anfetamina produjo un
incremento en la expresion de c-fos en las neuronas VGlutl® y GAD67* tanto en la
subdivision PrL como la IL, siendo dicho incremento mas robusto en la IL. Los datos
mostraron una activacion del 30% del total de la poblacién neuronal tanto glutamatérgica
como GABAérgica en la PrL, mientras que en la IL se produce una activacidon cercana al

20% en ambas poblaciones neuronales.

Esta ampliamente demostrado que la administracion aguda de anfetamina provoca la
induccion de c-fos tanto en la subdivision PrL como IL de la mPFC (Day et al., 2001;
Ostrander et al, 2003a; Rotllant et al, 2010). Combinando la administracion de
anfetamina con el uso de retro-trazadores y la deteccién de c-Fos, se ha demostrado un
incremento en el ndmero de neuronas piramidales activadas de la mPFC que proyectan

tanto al VTA (Colussi-Mas et al., 2007) como al LH (Morshedi y Meredith, 2008),
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sugiriendo la activacion de una via glutamatérgica directa a dichas dreas. Ademas, tras la
administracién aguda de 1,5 mg/kg de anfetamina se ha demostrado un incremento en la
expresion de c-Fos en las interneuronas que expresan parvalbiumina en la capa III del area
PrL, pero no en el drea IL (Morshedi y Meredith, 2007). Aunque la mayoria de
interneuronas GABA* colocalizan con parvalbimina, existen otras interneuronas que
colocalizan con otros marcadores como calretinina o calbindina (Gabbott et al., 1997).
Por lo tanto, la ausencia de induccion de c-fos en las interneuronas positivas para
parvalbimina en la IL en el trabajo de Morshedi y Meredith (2007) no implica que no
exista induccion de c-fos en otro tipo de interneuronas GABAérgicas. En el presente
trabajo hemos observado una modesta induccién de c-fos en las neuronas GABAérgicas
de la PrL en comparaciéon con la IL. Las diferencias en las dosis de anfetamina
administradas (1,5 mg/kg en el trabajo mencionado y 4 mg/kg en el presente trabajo)
pueden explicar parte de estas diferencias. En algunas dreas como la PrL, la
administraciéon aguda de dosis bajas de anfetamina (1,5 mg/kg) provoca una mayor
induccion de c-Fos que la administracion de 5 mg/kg de anfetamina (Rotllant et al, 2010).
Es probable que neuronas de otros nicleos que proyectan a la PrL y que se activan con
dosis altas de anfetamina, podrian estar implicadas en la inhibicion de las neuronas
GABAérgicas de la PrL explicando, en parte, la modesta inducciéon de c-fos en la
poblacién neuronal GABAérgica de la PrL observada en el presente trabajo. Se requieren
futuros estudios que evalien, en las diferentes capas de la mPFC, los efectos de la
administracién aguda de anfetamina sobre la induccién de c-fos en los diferentes tipos de

interneuronas.

En el estriado dorsal observamos que la administracion aguda de anfetamina incrementé
la induccion de c-fos en la poblaciéon neuronal que no expresa D2R (presumiblemente
DI1R*) en las tres subdivisiones analizadas (CPuDM, CPuDL y CPuVM). La
administracion de anfetamina no ejercio6 efecto alguno sobre la activacién de la poblacion
neuronal D2R* en las subdivisiones CPuDM y CPuDL, pero si provocé un pequeiio
incremento en la induccién de c-fos en la poblacién neuronal D2R* en la subdivision

CPuVM.
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En consonancia con nuestros datos, existen numerosas evidencias que demuestran que la
administraciéon aguda de anfetamina induce la activacién de c-fos en la poblacién
neuronal DIR* (Graybiel et al., 1990a; Berretta et al., 1992; 1993; Ruskin y Marshall 1994;
Konradi et al, 1996; Harlan y Garcia, 1998; Badiani et al.,, 1999; Ferguson et al., 2003). En
consonancia, la induccién de c-Fos en el estriado causada por la administraciéon de 5
mg/kg de anfetamina se bloquea tras la administracion de antagonistas D1R como el SCH
23390 (Graybiel et al., 1990a; Snyder-Keller, 1991). La contribucién de la DA a la
activacion de las neuronas D2R* es controvertida. La destruccion de las terminales de DA
del estriado bloquean completamente la induccién de c-fos en las neuronas D1R* pero en
cambio no es capaz de bloquear la induccién en las neuronas D2R* (Badiani et al., 1999).
En cambio, la administraciéon de antagonistas de los D2R si reduce la activacion de c-fos
causada por la anfetamina en el estriado (Graybiel et a., 1990a; Ruskin y Marshall, 1994;
LaHoste et al., 2000). Asi, la induccion de c-fos en el estriado tras la administracion de
anfetamina requeriria de la activacion de las dos poblaciones neuronales mayoritarias del

estriado, como confirman estudios mas recientes (Ferguson et al., 2003).

Por otro lado, se ha demostrado en el estriado y el Acb, que los receptores de adenosina
Asa colocalizan unicamente con las neuronas D2R’, en tanto que los receptores de
adenosina A, lo harian con las neuronas D1R* (Fink et al., 1992), situando a los receptores
de adenosina en una posicion ideal para regular la induccién de c-fos provocada por la
administraciéon de anfetamina. De hecho, la administracién de un agonista de los
receptores Ass, pero no de los A,, atenua la induccién de c-Fos causada por la

administracion de 1,5 mg/kg de anfetamina en el estriado y el Acb (Turgeon et al., 1996).

Otro neurotransmisor implicado en la induccién de c-fos por la anfetamina es el
glutamato, que parece ejercer sus efectos a través de los receptores NMDA, como se ha
demostrado mediante el bloqueo con el antagonista MK-801 (Snyder-Keller, 1991). La
expresion de c-fos inducida por la anfetamina requeriria la entrada de calcio en las
neuronas a través de los receptores NMDA vy el bloqueo de estos receptores disminuiria

la habilidad de la DA para fosforilar cAMP, condicién necesaria para inducir la expresién
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de c-fos (Konradi et al., 1996). No obstante, la habilidad de los receptores NMDA para
inducir la expresion de c-fos podria ser distinta en otras dreas estriatales, ya que el MK-

801 no es capaz de inhibir la induccién de c-Fos en el Acb (Dalia y Wallace, 1995).

En el PVN pudimos observar que la administracién aguda de anfetamina indujo la
expresion de c-fos en aproximadamente un 65% de las neuronas CRH", siendo dicha
activacion menos intensa que la producida por la exposicién a la natacion forzada.
Aunque se ha demostrado que la administracion de anfetamina activa el eje HPA
(valorada por los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona) todavia se desconocen
los mecanismos precisos de dicha activacion (Swerdlow et al., 1993; Armario, 2010). Sin
embargo, teniendo en cuenta el marcado incremento en el numero de neuronas c-fos*
que expresan CRH tras la administracién de anfetamina (Rotllant et al., 2007), resulta
sorprendente que no se active la transcripciéon de CRH (Gémez-Roman et al., 2016). Esta
disociacién entre la activacion de c-fos y la transcripcion de CRH se ha demostrado en
otros casos (Ginsberg et al., 2003; Valles et al,, 2003), sugiriendo que ambos procesos
tienen mecanismos de accién diferenciados. Ya que la administracion de anfetamina
induce una menor expresién de c-fos en las neuronas individuales del PVN que la
exposicion a la natacion forzada, es posible que se requiera de una activacion mas potente
de cada neurona individual para desencadenar la transcripciéon de CRH. Sin embargo, no
puede descartarse un posible efecto de la anfetamina sobre la eminencia media o la

hipofisis.

En consonancia con nuestros datos, se ha demostrado que la administracion aguda de
anfetamina incrementa el nimero de neuronas que expresan c-Fos en el PVN (Engber et
al., 1998; Rotllant et al., 2007; 2010). Sin embargo, existen ciertas discrepancias en cuanto
a las poblaciones neuronales activadas tras dicha administracion. La activacion del 65%
de la poblaciéon CRH* tras la administracion de 4 mg/kg de anfetamina observada en el
presente trabajo, contrasta con estudios previos de nuestro laboratorio en los que se
observé un incremento en la expresion de c-Fos preferentemente en neuronas que no

expresan CRH tras la administracién aguda de 5 mg/kg de anfetamina (Rotllant et al,
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2007). Las diferencias entre nuestro trabajo y el de Rotllant y colaboradores (2007) podria
residir en las técnicas empleadas para la deteccion tanto del CRH como de c-fos. Mientras
que el presente trabajo ha abordado la deteccion de los correspondientes mRNAs
mediante dFISH, en el caso de Rotllant y colaboradores (2007) se empled la deteccion de
las proteinas de ambos genes mediante inmunohistoquimica (IHQ). La sensibilidad de la
dFISH podria ser mayor que la de la IHQ, pudiendo detectar niveles inferiores de mRNA
de CRH como positivos, mientras que con la IHQ de CRH podriamos estar perdiendo
alguna de las neuronas por no llegar al umbral de deteccion. La ausencia de transcripcion
de CRH podria provocar un vaciado del péptido de CRH preexistente en el soma neuronal
que limitaria la deteccion del péptido de CRH por IHQ, pero no existe evidencia de una
liberacion somatodendritica de CRH, aunque si de otros péptidos como OXT y AVP
(Engelmann et al, 2004). A pesar de estas diferencias, parece evidente el papel activador
de la anfetamina en el nucleo efector del eje HPA, provocando una respuesta tipica de

estrés, aunque de cardcter farmacoldgico.

En el VTA observamos que la administracién aguda de anfetamina no indujo la
activacion de c-fos en la poblacién dopaminérgica (TH"), en tanto que si lo hizo en la
poblacién que no expresa TH. Ademas, la administracion de 4 mg/kg de anfetamina no
es capaz de inducir la activacion de c-fos en ninguna poblacién neuronal del LC. En
consonancia con estos resultados, hemos demostrado previamente que la administracién
de 5 mg/kg de anfetamina induce la expresion de c-Fos en el VTA, principalmente en la
poblacién que no expresa TH, sugiriendo que el fenotipo neuronal activado se
corresponderia, en gran medida, con neuronas GABAérgicas (Rotllant et al, 2010). En
este sentido, se ha demostrado que la administraciéon crénica de anfetamina y cocaina
provoca una acumulacién de la isoforma AFosB en las neuronas GABAérgicas del VTA
(Perotti et al, 2005). El hecho de que no se activen ni la poblaciéon neuronal
dopaminérgica ni noradrenérgica del VT A y del LC, respectivamente, no es sorprendente
dado que la administracién de anfetamina provoca un aumento de la liberacién de DA
alrededor del soma de las neuronas dopaminérgicas del VTA (Byrnes y Wallace, 1997), y

de NA en las neuronas del LC (Sulzer et al., 2005). Dicha liberacion reduciria la activacion
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de estas neuronas a través de los autorreceptores situados en el soma (D2R para las
neuronas dopaminérgicas y a-2 para las neuronas noradrenérgicas). De hecho, la
administracion de anfetamina inhibe la actividad electrofisiolégica tanto de las neuronas
dopaminérgicas del VTA (Bernardini et al, 1991; Mercuri et al, 1992) como de las
neuronas noradrenérgicas del LC (Holdefer y Jensen, 1987). Dosis mayores de anfetamina
que las administradas en el presente trabajo podrian inducir la activacién de c-fos en

neuronas no noradrenérgicas del LC, aunque el efecto es modesto (Rotllant et al,, 2010).

Metilfenidato

La administracion aguda de metilfenidato no indujo la expresion de c-fos en la PrL.
Aunque estudios previos han demostrado que tras la administracién de metilfenidato
existe un incremento en la induccion de c-fos (Penner et al., 2002; Chase et al., 2005a;
Allen et al,, 2010) y de otros IEG como Arc (Gronier et al., 2010) en la mPFC, las dosis
administradas fueron muy superiores a la empleada en el presente trabajo, oscilando entre
2y 20 mg/kg. Datos previos de nuestro laboratorio, utilizando ISH radiactiva con estos
mismos animales, si muestran un aumento en los niveles de c-fosen la PrL, aunque no en
la IL (Gagliano, 2015). Esta diferencia podria deberse a la sensibilidad de la técnica
empleada, dado que la ISH radioactiva es mucho mas sensible a los cambios en intensidad.
Sin embargo, la dFISH nos permite valorar el nimero de neuronas activadas de un
fenotipo en concreto, sacrificando en parte, la sensibilidad a los cambios de intensidad.
Por lo tanto, el leve efecto de la administraciéon de 0,5 mg/kg de metilfenidato sobre la
activacion de c-fos observado en Gagliano (2015), no queda reflejado en un incremento

en el numero de neuronas c-fos* en el presente trabajo.

Hasta la fecha, s6lo conocemos de la existencia de un estudio que haya valorado la
induccion de c-fos en las diferentes poblaciones neuronales de la mPFC. Zhang y
colaboradores (2017) demostraron que tras la administracion de 1 mg/kg de metilfenidato
en ratas jovenes existia un incremento en el numero de neuronas c-fos*en la poblacién
de interneuronas que expresan parvalbimina tanto en la PrL como la IL. No obstante,

existen numerosas evidencias acerca de los efectos del metilfenidato sobre la actividad
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electrofisiologica de las neuronas de la mPFC. Estudios in vitro demostraron un
incremento en la excitabilidad de las neuronas piramidales corticales tras la
administraciéon de metilfenidato (Andrews y Lavin, 2008). Dicho incremento estaria
mediado por los receptores a-2 adrenérgicos ya que la administracién de yohimbina
(antagonista de los receptores a-2 adrenérgicos) revierte este incremento en la
excitabilidad. Estudios in vivo corroboran el aumento de la actividad electrofisioldgica de
las neuronas de la mPFC tras la administraciéon de metilfenidato (1 y 3 mg/kg, via
intravenosa) en ratas adultas anestesiadas, siendo el efecto dependiente de la dosis
(Gronier, 2011). Sin embargo, a diferencia de los estudios in vitro, el incremento inducido
por el metilfenidato estaria mediado por los D1R, ya que se ha demostrado una reduccién
de la excitabilidad de dichas neuronas tras la administracién de antagonistas de los D1R,
no siendo asi tras la administracion de antagonistas de los receptores a-2 adrenérgicos
(Gronier, 2011; Di Miceli y Gronier, 2015). La ausencia de induccién de c-fos observada
en el presente trabajo tras la administracién de metilfenidato, no implica necesariamente
una ausencia de activacion electrofisiologica, ya que como se ha comentado
anteriormente estos dos procesos, en algunas circunstancias, pueden disociarse
(Luckman et al., 1994; Robertson et al., 1995). Tomados en conjunto, parece que las dosis
terapéuticas de metilfenidato ejercerian sus efectos incrementando la actividad de las

neuronas piramidales.

En el estriado dorsal, la administracién de 0,5 mg/kg de metilfenidato indujo la
activacion de c-fos en las subdivisiones CPuDM, CPuDL y CPuVM. Dicha activacién se
hizo evidente Gnicamente en la poblacion presumiblemente D1R*. Apoyando nuestros
datos, numerosos estudios han demostrado que la administraciéon de metilfenidato
promueve la induccidn de c-fos en el CPu tanto en ratas juveniles como en adultas, siendo
dicha activacién neuronal dependiente de la dosis administrada (Brandon y Steiner, 2003;
Hawken et al.,, 2004; Yano y Steiner, 2005). Sin embargo, en los citados estudios la dosis
mas baja (0,5 mg/kg) no parecia activar el CPu y el efecto de la dosis emergia con la dosis
intermedia de 2 mg/kg, siendo muy evidente con las dosis mas altas (5 y 10 mg/kg). Una

posible explicacidn de las discrepancias es que en estos estudios se valord la activacion del
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mRNA de c-fos 1 hora después de la administracion de metilfenidato, mientras que en el
presente trabajo se ha valorado a los 30 minutos, cuando la expresion de c-fos suele
alcanzar su nivel maximo (Imaki et al, 1992; Senba et al, 1994; Zangenehpour y
Chaudhuri, 2002; Marin-Blasco et al., 2017). Otra posible explicacion es que el estrés
asociado a la manipulaciéon del animal haya podido enmascarar, en los estudios
precedentes, la modesta activacién causada por la administracion de dosis bajas de
metilfenidato. Pese a estas diferencias en la induccién global de c-fos, nuestros datos
coinciden con la literatura en que el metilfenidato ejerce sus efectos sobre la poblacién
neuronal DIR* del CPu. Una prueba adicional de la activaciéon funcional de estas
neuronas es que, tras la administraciéon de metilfenidato, tanto en ratas juveniles como
adultas, se observa un incremento en los niveles del mRNA de la sustancia P, que se
coexpresa en las neuronas D1R* del CPu (Brandon y Steiner, 2003; Yano y Steiner, 2005),
siendo dicho efecto mas robusto en las subdivisiones dorsales del estriado medial/caudal
en comparacion con dreas mas rostrales del estriado y subdivisiones ventrales (Yano y

Steiner, 2005).

En el PVN la administracion aguda de metilfenidato no fue capaz de inducir la activaciéon
de c-fos. Hasta la fecha, no existen estudios en la literatura respecto a la activacion del eje
HPA en respuesta a la administracién aguda de metilfenidato en modelos animales,
aunque en humanos si que se ha descrito activacién (Joyce et al., 1986). Nuestros
resultados apoyan datos previos de nuestro laboratorio en los que no se ha observado, tras
la administraciéon de dos dosis diferentes de metilfenidato (0,5 y 2 mg/kg), alteracion
alguna de los niveles del hnRNA del CRH o de los niveles de expresion de c-fos en dicha
estructura, asi como tampoco incrementos en los niveles circulantes de ACTH y
corticosterona (Gagliano, 2015). Por lo tanto, en base a estas observaciones y a diferencia
de lo que ocurre con la anfetamina, podemos afirmar que la administracién de
metilfenidato no tiene efecto sobre el PVN y el eje HPA, al menos a dosis cercanas a las

terapéuticas en el tratamiento del ADHD.
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En el VTA yen el LC la administracion aguda de metilfenidato fue incapaz de inducir la
activacion de c-fos en la poblacion neuronal TH*. Sin embargo, si observamos un leve
incremento en la induccién de c-fos que afect6 a la poblacién neuronal no dopaminérgica
del VTA. Este hecho pone de manifiesto la importancia del uso de dobles marcajes ya que,
en base a los resultados de activacion global de c-fos, pareceria que la administracion de
metilfenidato no tiene efecto sobre dicha estructura, cuando en realidad si existe un leve
efecto sobre la poblacién no dopaminérgica. Por su parte, en el LC no se observé efecto

alguno sobre las poblaciones neuronales analizadas.

Pocos estudios han evaluado la induccién de c-fos en respuesta a la administracion de
metilfenidato en las principales poblaciones neuronales del VIA y el LC. Los pocos
estudios existentes se han centrado en la activacion de la cola posterior del VTA, una zona
rica en neuronas GABAérgicas cuya funcién consiste en regular las neuronas
dopaminérgicas del VTA (Perotti et al, 2005; Morales y Margolis, 2017). Se ha
demostrado que tras la administracion aguda de una dosis muy alta (10 mg/kg) existe un
incremento en la expresion de FosB en las neuronas GABAérgicas de la cola posterior del
VTA (Kaufling et al, 2010). Ademds, dicha induccién parece seguir un patrén rostro-
caudal, siendo mayor la activacién en la zona mas caudal del VTA. Existen estudios
electrofisiologicos que demuestran el incremento, de manera dependiente de la dosis, en
la actividad de las neuronas del VTA tras la administracion de metilfenidato (0,6, 2,5y 10
mg/kg), tanto en ratas adultas (Jones y Dafny, 2014) como en jovenes (Karim et al,, 2017).
Por lo tanto, no podemos descartar que tras la administraciéon de 0,5 mg/kg de
metilfenidato se pueda modificar la actividad electrofisiologica del VTA, pese a la

ausencia de activacion de c-fos observada en el presente trabajo.

Respecto al LC, no conocemos ningun trabajo que haya valorado directamente, mediante
el uso de IEGs, la activacion neuronal tras la administracion de metilfenidato. Sin
embargo, si existen precedentes estudiando la activacion electrofisioldgica de las
neuronas del LC, aunque con resultados controvertidos. Por ejemplo, diversos estudios

observaron que la administracion de dosis bajas de metilfenidato (0,25 — 1 mg/kg via ip;
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2 - 4 mg/kg, via oral) disminuia moderadamente la actividad espontanea de las neuronas
del LC en animales anestesiados (Devilbiss y Berridge, 2006), siendo dicha supresion
mayor con dosis de 0,4 — 1,1 mg/kg via iv (Olpe et al, 1985; Lacroix y Ferron, 1988). No
obstante, la administracion aguda de 2,5 mg/kg (ip) de metilfenidato en animales no
anestesiados incrementaba la frecuencia de disparo de las neuronas del LC (Tang y Dafny,
2012). Tomados en conjunto, parece que la dosis de metilfenidato administrada es critica
para determinar los efectos sobre la actividad neuronal del LC. Asi, la ausencia de
activacion neuronal observada en el presente trabajo encajaria con la visién de que la
administracion de dosis terapéuticas de metilfenidato disminuye la actividad neuronal del

LC, mientras que dosis altas podrian estimular dicha actividad.

No obstante, el hecho de que no se activen ni la poblaciéon dopaminérgica del VT A ni la
poblacién noradrenérgica del LC en respuesta al metilfenidato es probablemente debido
a la capacidad del metilfenidato para liberar monoaminas al espacio extracelular,
consecuencia del bloqueo de DAT y NET, aumentando los niveles extracelulares de DA
o NA y provocando la inhibicién de las neuronas a través de los autorreceptores
presindpticos. En este sentido, se ha demostrado que la administracion de metilfenidato
provoca un aumento de la concentraciéon de DA y NA en el soma de las neuronas
dopaminérgicas y noradrenérgicas del VTA y del LC, respectivamente (ver revisiéon en
Wilens, 2008). Dicho incremento reduciria la activacién de estas neuronas a través de
autorreceptores situados en el soma (D2R para las dopaminérgicas y a-2 para las
noradrenérgicas). De hecho, la administracion de metilfenidato induce una

hiperpolarizacion de las neuronas del LC en ratas (Ishimatsu et al., 2002).

Interaccidn entre anfetamina y natacion forzada

Tras la exposiciéon simultdnea a la anfetamina y a la natacién forzada observamos la
existencia de tres patrones de interaccion diferentes: (i) un efecto aditivo en el CPuDLy
el CPuDM; (ii) una falta de efecto aditivo que afectd al area IL y el PVN; y (iii) una

sinergia negativa que afect6 a dreas como la PrL, el CPuVM, el VTA yel LC.
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Como se ha comentado previamente, en la mPFC existe induccion de c-fos tanto en
respuesta a la administracion de anfetamina como a la exposicién a la natacion forzada.
Por lo tanto, no es de extrafar que en esta estructura puedan darse interacciones entre
ambos estimulos. En la subdivision IL se observo, tras la exposiciéon simultanea a la
anfetamina y a la natacion forzada, una falta de efecto aditivo que afectd tanto a las
neuronas VGlutl* como a las GAD67*, obteniendo una induccién de c-fos similar a la
obtenida con la administracién de anfetamina y la exposicion a la natacién forzada por
separado. En cambio, en la subdivision PrL, la exposicion simultdnea a ambos estimulos
dio lugar a una sinergia negativa que redujo la activacién de c-fos inducida por la
exposicion a la natacién forzada, disminuyendo la activacién de la poblaciéon neuronal

VGlutl* en un 10%, y de la GAD67* en aproximadamente un 20%.

La presente tesis es el primer trabajo que ha abordado especificamente la interaccion entre
psicoestimulantes y estrés en poblaciones neuronales especificas de la mPFC ya que, hasta
la fecha, no conocemos de otros estudios que hayan valorado esta cuestion. La exposicion
simultanea a ambos estimulos parece inducir diferentes patrones de activacion en funcién
del drea del mPFC analizada, coincidiendo con datos previos de nuestro laboratorio
donde se cuantificaron los niveles de expresion del mRNA de c-fos por ISH radiactiva
(Gémez-Roman, 2011). No obstante, otros investigadores han demostrado que la
administracién de 1,5 mg/kg de anfetamina en un ambiente nuevo (estimulo estresante
de baja intensidad) induce un incremento en los niveles de expresion de c-fos en la mPFC
en comparacion con la administracion de anfetamina y la exposicion al ambiente nuevo
por separado (Uslaner et al, 200la). Como se ha comentado previamente, la
administracién de dosis bajas de anfetamina induce una mayor expresiéon de c-fos en
areas como la PrL. en comparacion con la administracion de dosis altas (Rotllant et al,
2013). Por lo tanto, los patrones de activacién inducidos por la interaccién entre
anfetamina y estrés podrian ser diferentes en funciéon de la dosis de anfetamina

administrada.
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La sinergia negativa observada en la PrL y la falta de efecto aditivo en la IL podrian influir
de manera diferente en las futuras consecuencias negativas del estrés. La PrL y la IL son
areas criticas en la regulacion del eje HPA tras la exposicion aguda a un estimulo
estresante, siendo las neuronas de proyeccién de la PrL que proyectan al BNST vy las
neuronas de la IL que proyectan al hipotdlamo posterior, claves para la inhibicién y la
estimulacion del eje HPA, respectivamente (Radley et al, 2009; Myers et al, 2016). Se
requieren futuros estudios que estudien de manera exhaustiva cémo afecta la exposicion
simultdnea a la anfetamina y la natacion forzada a la activacion de las diferentes
subpoblaciones neuronales de la mPFC (i.e. neuronas glutamatérgicas que coexpresan
D1R y D2R o bien las diferentes subpoblaciones de neuronas GABAérgicas) y qué efectos

podria tener sobre las consecuencias negativas del estrés.

En el estriado dorsal, la exposicién simultdnea a la anfetamina y a la natacién forzada
reveld resultados interesantes en funcion de la subdivisién analizada, de tal forma que las
subdivisiones dorsales parecen comportarse diferente de las mds ventrales. En las
subdivisiones CPuDM y CPuDL observamos un efecto aditivo en el numero de neuronas
c-fos', lo que sugeriria que ambos estimulos se procesan de manera independiente. Sin
embargo, un andlisis en profundidad de las poblaciones neuronales afectadas tras la
exposicion simultanea a ambos estimulos revel6 una sinergia negativa en las neuronas
D2R* en CPuDM y CPuDL. Por el contrario, en la poblaciéon D1R* se evidencié un efecto
sumatorio en CPuDM y una sinergia positiva en CPuDL, sugiriendo que, en esta tltima
zona, la exposicion a la natacion forzada estaria potenciando los efectos de la anfetamina
sobre la poblacién neuronal DI1R*. En la subdivision CPuVM, tras la exposicién
simultdnea a la anfetamina y a la natacién forzada, observamos una sinergia negativa en
la induccion de c-fos que afect6 tanto a la poblaciéon neuronal D2R* como a la DIR". El
hecho de que cada subdivisién parezca comportarse de un modo distinto puede estar
relacionado con las diferencias en las aferencias y eferencias de las diferentes
subdivisiones del estriado (Voorn et al, 2004). Nuestros datos, parecen encajar con la

vision de que las diferencias funcionales del estriado estarian segregadas en funcion de la
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region del estriado, habiéndose relacionado las regiones laterales con la corteza premotora

y sensorial y las regiones mediales con estructuras como la mPFC.

Existe un nimero importante de estudios sobre la induccion de c-fos en el estriado dorsal
tras la exposicion simultdnea a la anfetamina y a una situacion de estrés como el ambiente
nuevo (Badiani et al, 1998, 1999; Day et al,, 2001; Uslaner et al, 2001a; Ostrander et al,
2003a). A diferencia de lo observado en nuestros datos, Badiani y colaboradores (1998;
1999) muestran que la administraciéon aguda de 2 mg/kg de anfetamina en un ambiente
nuevo induce la activacién de c-fos tanto en la poblacion neuronal DIR* como D2R?*, en
tanto que la administracién aguda de 2 mg/kg de anfetamina en un ambiente conocido
(caja de estabulacién) induce la expresion de c-fos tinicamente en las neuronas D1R".
Ademas, Uslaner y colaboradores (2001a) demuestran que tras la administracién aguda
de 2 mg/kg de anfetamina en un ambiente nuevo se observa un aumento en la expresion
de c-fos en todas las subdivisiones del CPu, mientras que nuestros datos no reportan tal
aumento en la subdivision ventral. Sin embargo, existen dos diferencias importantes entre

estos estudios y el presente trabajo:

(a) Aunque tanto la natacién forzada como el ambiente nuevo pueden
considerarse estimulos estresantes emocionales, ambos difieren tanto en intensidad como
en cualidad. La natacion forzada es mucho mads intensa que el ambiente nuevo, tanto por
su capacidad para activar el PVN como el eje HPA (Ons et al.,, 2004; Ubeda-Contreras et
al., 2018). En cuanto a la cualidad, la natacién forzada es un estimulo estresante en el que
los animales deben desarrollar una actividad motora intensa de escape en la que estarian
implicadas las dreas estriatales, mientras que el ambiente nuevo puede inducir la
activacion preferente de dreas mas especificamente relacionadas con la exploracién como

por ejemplo la FH (Eichenbaum et al., 1992; Ons et al., 2004).

(b) La dosis de anfetamina administrada en el presente trabajo es de 4 mg/kg, en
tanto que en el resto de estudios la dosis varia en un rango de entre 0,5y 2 mg/kg. En este
sentido, la administracion de dosis bajas de anfetamina (1,5 mg/kg) provocan una mayor

induccién de c-fos que dosis altas (5 mg/kg) en el CPU (Rotllant et al, 2010). De algtin
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modo, nuestra dosis de anfetamina (4 mg/kg) podria estar introduciendo algin tipo de
inhibicion en estos nicleos que estaria afectando mas a la poblacion de neuronas sensibles

al estrés (D2R).

En el nucleo efector del eje HPA, el PVN, observamos que tras la exposicion simultdnea
a anfetmina y natacion forzada se activaron el mismo nimero de neuronas CRH* que con
el estimulo mads potente (natacién forzada), revelando aparentemente una falta de efecto
aditivo. Estudios previos de nuestro laboratorio ponen de manifiesto una sinergia
negativa en los niveles de ACTH y una falta de efecto aditivo en los niveles de
corticosterona tras la exposicion simultanea a ambos estimulos, (Gomez-Roman et al,
2016; Gagliano et al, 2017). Ademds, esta reducciéon en los niveles de ACTH vino
acompaiiada de un bloqueo de la expresion de hnCRH en el PVN (G6omez-Roman et al,
2016). Por lo tanto, es sorprendente que una sinergia negativa tan evidente no se vea
reflejada en el nimero de neuronas activadas. Puesto que es importante no sélo el nimero
de neuronas activadas sino también el nivel de activacion de éstas, estudiamos dicho nivel
de activacion. La exposicion simultdnea a la anfetamina y a la natacion forzada activaba
un numero similar de neuronas de c-fos que la exposicion a la natacién forzada (estimulo
mas potente), pero la intensidad de activacién de las neuronas individuales reflejaba un
nivel de activacion similar al inducido por la anfetamina (menor intensidad), indicando
que la activaciéon inducida especificamente por la natacion forzada estaba realmente
bloqueada (Gomez-Roman et al.,, 2016). Esta menor intensidad de activacion se traduciria
en una menor liberacién de CRH al sistema portal hipofisario y, por consiguiente, una
menor liberacion de ACTH. Por otro lado, es posible que las neuronas de CRH del PVN
necesiten una activacién mds robusta para desencadenar la transcripcion del gen del CRH
y de ahi la falta de respuesta observada tras la combinacién de anfetamina y natacién

forzada.

Debido a que los estimulos aversivos/estresantes y los estimulos reforzantes/drogas
interactian a nivel conductual, es 16gico pensar que existan interacciones a nivel de los

circuitos neuronales implicados; en especial el sistema dopaminérgico
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mesocorticolimbico y su principal ntcleo de proyeccion: el VT'A. No se conocen hasta la
fecha estudios que hayan valorado la activacion de las principales poblaciones neuronales
de dicho nucleo en respuesta a la exposicion simultanea a psicoestimulantes y estrés. En
el VTA la exposicion conjunta a anfetamina y natacién forzada mostr6 una reduccion en
la activacién de c-fos causada por la anfetamina. Esta sinergia negativa se reflejé
unicamente en la poblaciéon que no expresa TH, que fue, en realidad, la inica poblacién
neuronal activada por la administraciéon de anfetamina. Es muy posible que muchas de
éstas sean GABAérgicas, como hemos demostrado previamente (Rotllant et al., 2010). No
obstante, estudios previos de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto una falta de
efecto aditivo cuando los animales se exponen de manera simultdnea a la anfetamina (5
mg/kg) y a la inmovilizacién en plancha (Rotllant, 2008). Estas diferencias tras la
exposicion simultdnea entre dicho estudio y el presente trabajo podrian deberse a aspectos
como la dosis de anfetamina administrada o el tipo de estimulo estresante aplicado. En el
VTA no existen diferencias respecto a la induccién de c-fos entre la administracion de
dosis bajas (1,5 mg/kg) y altas (5 mg/kg) de anfetamina (Rotllant et al., 2013), sugiriendo
que el estimulo estresante podria ser la razén de las diferencias, pero se pueden sacar

pocas conclusiones debido a la ausencia de efecto de la natacion forzada.

En el LG, tras la exposicion simultanea a la anfetamina y la natacién forzada observamos
una fuerte sinergia negativa que afecté exclusivamente a la poblacion TH*
(noradrenérgica). Hasta la fecha, no conocemos ningun estudio que aborde la activacién
de las poblaciones neuronales en el LC en respuesta a anfetamina y natacion forzada, pero
si existe algin precedente con otros psicoestimulantes como la cocaina. Apoyando
nuestros datos, la exposicion simultdnea a la cocaina y a una situacion estresante como la
derrota social induce una disminucién en la expresion de c-fos en nucleos del tronco
encefdlico como PAG, DR y LC, aunque no en VTA (Nikulina et al, 1998). Ademas,
estudios previos de nuestro laboratorio han observado en el LC una sinergia negativa en
la induccion de c-fos tras la exposicion a la anfetamina y la inmovilizacién en plancha
(Rotllant, 2008). Esta bien establecido que la administracion de anfetamina es capaz de

inhibir la activacion electrofisiolégica de las neuronas del LC (Holdefer y Jensen, 1987),
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probablemente por una gran liberacién somatodendritica de NA en el LC (Sulzer et al,
2005). Aunque no existen pruebas directas al respecto con la anfetamina, la
administracion sistémica de cocaina si incrementa los niveles de NA en el LC (Thomas et
al., 1994). Por lo tanto, esta sinergia negativa en la induccién de c-fos en la poblacién
noradrenérgica podria estar relacionada con la inhibicién a través de los autorreceptores
a-2 adrenérgicos situados en el soma de las neuronas que responden a la situacion

estresante.

Interacciéon entre metilfenidato y natacion forzada

La exposicién simultdnea a metilfenidato y natacién forzada no dio lugar a ninguna
interaccion en la PrL. Como ya se ha discutido, en esta estructura ninguna poblacién
neuronal estudiada mostré induccién de c-fos en respuesta a la administracion de
metilfenidato, pero la exposicién a la nataciéon forzada si produjo una robusta activacion
de c-fos tanto en la poblaciéon neuronal glutamatérgica como GABAérgica. Tras la
exposicion simultdnea a ambos estimulos, la induccién de c-fos causada por la natacién
forzada no se vio afectada en ninguna de las dos poblaciones neuronales. Nuestros
resultados se ven respaldados por datos obtenidos en nuestro laboratorio, utilizando la
deteccion del mRNA de c-fos por ISH radiactiva, que demuestran el mismo patrén de
activacion tras la exposicion simultanea al metilfenidato y la natacion forzada (Gagliano,
2015). Es posible que la dosis de metilfenidato administrada en el presente trabajo (0,5
mg/kg) no sea capaz de inducir la activacion de c-fos. Sin embargo, no podemos descartar
interaccién entre el metilfenidato y la natacion forzada en la activacion electrofisiologica

de la mPFC.

En el estriado dorsal, la exposicion simultdnea al metilfenidato y a la natacién forzada
provocé un efecto aproximadamente aditivo en cuanto al nimero total de neuronas c-
fos* en las subdivisiones CPuDL, CPuDM y CPuVM. Sin embargo, un analisis mas
detallado de la activacion de las poblaciones neuronales D1R* y D2R* mostr6 diferencias
entre las subdivisiones dorsales y ventrales. En las subdivisiones dorsales (CPuDM vy

CPuDL), el efecto aditivo observado en el nimero total de neuronas c-fos* afect6
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unicamente a la poblacién neuronal presumiblemente D1R*, mientras que en la poblacién
neuronal D2R* unicamente se observé efecto de la natacion forzada. En cambio, en la
subdivision CPuVM, el efecto aditivo observado en el numero total de neuronas c-fos*
parece el resultado de un efecto independiente de cada uno de los estimulos: la
administracion de metilfenidato afectaria a la poblacién neuronal presumiblemente
D1R", mientras que la exposicion a la natacién forzada afectaria a la poblacién neuronal

D2R".

Existen, por lo tanto, importantes diferencias entre el metilfenidato y la anfetamina
respecto a la interaccion con el estrés en el estriado dorsal. La exposicion simultanea al
metilfenidato y la natacién forzada provoca un efecto aproximadamente aditivo en el
numero total de neuronas c-fos* en las tres subdivisiones estudiadas, mientras que la
exposicion a la anfetamina y la natacién forzada induce un efecto aditivo en las
subdivisones dorsales (CPuDM y CPuDL) y una sinergia negativa en el CPuVM. Ademais,
la exposicion al metilfenidato y la natacién forzada no tiene efecto alguno sobre la
poblacién neuronal D2R* activada por la natacién forzada, mientras que la exposicion a
la anfetamina y la natacién forzada revela una sinergia negativa en dicha poblacion en las
tres subdivisiones estudiadas. Por ultimo, la exposicién al metilfenidato y la natacién
forzada revela un efecto aditivo en la poblaciéon neuronal D1R* en las subdivisones
dorsales y una ausencia de interaccién en el CPuVM, mientras que la exposicién a la
anfetamina y la natacién forzada induce un efecto aditivo en CPuDM, una sinergia
positiva en CPuDL y una sinergia negativa en CPuVM. Estas diferencias entre ambos
farmacos podrian explicarse por el diferente mecanismo de accién, aunque serian
necesarios estudios con diferentes dosis de ambos psicoestimulantes para descartar un
efecto de la dosis. Se ha de tener en cuenta que los animales fueron administrados con
una dosis moderada/alta de anfetamina (4 mg/kg), en tanto que se administraron dosis
mas bajas de metilfenidato (0,5 mg/kg) que se encuentran claramente dentro del rango

terapéutico en el tratamiento del ADHD.
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En las subdivisiones dorsales del CPu parece que, tanto el metilfenidato como la nataciéon
forzada estarian actuando sobre el mismo fenotipo neuronal (presumiblemente DIRY),
sugiriendo que cada uno de ellos activa una poblacion diferente de neuronas D1R* dando
lugar a un efecto aditivo. Sin embargo, en el CPuVM, ambos estimulos darian lugar a un
efecto aditivo en el nimero total de neuronas c-fos* ya que el metilfenidato y la natacién
forzada estarfan actuando sobre diferentes fenotipos neuronales (D1R" y D2R,
respectivamente). Por lo tanto, parece que las subdivisiones dorsales sensorimotoras del
estriado estarian mds afectadas que las regiones ventrales, en funcién de sus diferentes

conexiones con otras dreas (Voorn et al., 2004).

Mencion especial requiere el PVN. En esta estructura no se observo ninguna interaccién
entre la administracién aguda de metilfenidato y la activacién neuronal causada por la
natacion forzada. Estos resultados contrastan con datos previos de nuestro laboratorio
que muestran una importante reduccion de los niveles circulantes de ACTH y un bloqueo
de la expresion del gen del CRH en el PVN (evaluado por el hnRNA del CRH) cuando
ambos estimulos se presentan de manera simultdnea (Gagliano, 2015). La disociacién
entre la expresion de c-fos y la actividad del gen del CRH ha sido descrita en otras
situaciones (Ginsberg et al., 2003; Vallés et al., 2003), reflejando el hecho de que son dos
procesos relacionados, pero diferenciados desde el punto de vista de los mecanismos
intracelulares implicados. Por lo tanto, en este caso concreto, cabe la posibilidad de que
la induccién de c-fos requiera un menor grado de activacion (o una activacién menos

sostenida) que la transcripcion del CRH.

En VTA no observamos ninguna interaccién en cuanto al namero total de neuronas c-
fos* tras la exposicion simultdnea al metilfenidato y a la natacion forzada. No obstante, se
observé un efecto aditivo en la poblacion que no expresa TH, hecho que indicaria que
ambos estimulos afectan a poblaciones neuronales no dopaminérgicas independientes. Se
precisarian de mas estudios de doble marcaje con el fin de poder identificar las posibles

subpoblaciones implicadas en el procesamiento de cada estimulo.
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Por dltimo, en el LC la exposicién simultianea al metilfenidato y a la nataciéon forzada
mostré una potente sinergia negativa que afectd, exclusivamente, a la poblacion
neuronal noradrenérgica. Hasta la fecha, no conocemos ningin trabajo que haya
explorado la activacién del LC en respuesta a la exposicion simultanea a metilfenidato y
estimulos estresantes. Por lo tanto, podemos especular que en el LC la administracion de
metilfenidato podria reducir la activacion de las neuronas noradrenérgicas causada por la
exposicion a la natacién forzada a través de la activaciéon de los autorreceptores
somatodendriticos, una explicacién similar a lo que ocurre con la administracién de

anfetamina.

Interaccion entre estimulos estresantes emocionales

Una vez demostrada la existencia de interacciéon entre drogas psicoestimulantes y
estimulos estresantes predominantemente emocionales, hemos querido abordar si dicha
interacciéon también se pone de manifiesto cuando dos estimulos estresantes emocionales
se presentan de forma simultdnea. Para ello, se han comparado los efectos de la exposicion
por separado y conjunta al olor a gato y a la inmovilizacién en plancha. En este estudio,
nos hemos centrado en explorar la activacion de las diferentes poblaciones neuronales de
la mPFC y la valoracion de la activacién del PVN mediante la expresion de c-fosy de la
activacion del gen del CRH. Los resultados muestran una sinergia negativa en la mPFC,
ademads de una ausencia de efecto aditivo en el PVN cuando ambos estimulos se presentan

de manera simultdnea.

Olor al depredador e inmovilizacion en plancha

En la corteza PrL, la exposicion al ambiente nuevo, al olor del depredador y a la
inmovilizacién en plancha indujo un incremento en el namero total de neuronas c-fos"y
en los niveles globales de expresién de c-fos, siendo mayor dicho incremento por la
exposicion al olor del depredador en comparacién con el ambiente nuevo o la
inmovilizacion en plancha, que no difieren entre si. No obstante, el andlisis de los niveles

de expresion de c-fos por neurona individual mostré que el ambiente nuevo fue el
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estimulo que caus6 menor nivel de expresion, en tanto que la exposicion al olor del
depredador y a la inmovilizacién en plancha indujeron niveles similares. La exposicion al
olor del depredador provocé una activaciéon de alrededor del 60% del total de las
poblaciones neuronales VGlutl* y GAD67*, mientras que el ambiente nuevo y la
inmovilizacion en plancha indujeron la activacién de aproximadamente un 30% del total
de la poblacién VGlutl*, y un porcentaje similar de la poblacion GAD67* (ambiente

nuevo ~ 30% e inmovilizacion en plancha = 40%).

En consonancia con nuestros datos, numerosos estudios han evidenciado que tanto la
exposicion a un ambiente nuevo (Ons et al.,, 2004; Rotllant et al.,, 2013; Ubeda-Contreras
et al, 2018), como al olor del depredador (McGregor et al, 2004; Baisley et al.,, 2011;
Adamec et al, 2012) o a la inmovilizacién en plancha (Ons et al, 2010; Rotllant, 2013;
Marin-Blasco et al.,, 2017) activan de manera pronunciada la expresion de c-fos en la PrL,
valorada mediante su mRNA o su proteina. Ademas, se ha demostrado en ratas expuestas
directamente al gato un incremento en los niveles de la proteina c-Fos en neuronas
piramidales glutamatérgicas de la PrL (Adamec et al, 2012). No obstante, otros estudios
no muestran una activacion especifica de la PrL al olor de un depredador (Dielenberg et
al., 2001). En este altimo trabajo, los animales tenian la oportunidad de escapar de la
situacion estresante, escondiéndose en un habitdculo pequeiio. Se ha sugerido que la PrL
no se activaria en situaciones escapables, mientras que si lo haria en situaciones
inescapables (McGregor et al.,, 2004). Sin embargo, una explicacion alternativa es que el
grupo control también estaba expuesto a un ambiente nuevo, hecho que de por si ya causa

una marcada activacion de la PrL.

Puesto que la activacion de c-fos en la PrL no parece ser sensible a la intensidad del
estimulo estresante (Ons et al., 2004; Rotllant et al, 2013; Ubeda-Contreras et al., 2018),
la activacion de dicha estructura podria ser debida no tanto a la intensidad, sino a la
cualidad del estimulo estresante. Este hecho no es sorprendente dada la importancia del
olor del depredador en el comportamiento de los roedores. A diferencia de la

inmovilizacién en plancha, una cualidad muy importante del olor del depredador es la
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capacidad para inducir condicionamiento del miedo, que se caracteriza por asociar un
estimulo neutro (condicionado) a un estimulo aversivo (incondicionado), produciendo
respuestas de miedo ante la mera exposicién al estimulo neutro (Mufioz-Abellan et al,
2009; Daviu et al., 2012). Por lo tanto, esta mayor activacion de c-fos en la PrL a causa de
la exposicion al olor del depredador en comparacién con la inmovilizacién en plancha,
podria jugar un papel en el establecimiento del condicionamiento. Apoyando esta
afirmacion, se ha demostrado que la exposicion a choques eléctricos en las patas (estimulo
tipico para inducir condicionamiento del miedo), causa una activacion de c-Fos similar a

la exposicion al olor del depredador (Baisley et al, 2011).

Existen diferencias interesantes si comparamos la activacion de las capas superficiales con
las profundas tras la exposicion a los estimulos estresantes por separado. En las capas
superficiales (II-III), la exposicion al ambiente nuevo y a la inmovilizacién en plancha
activd un nimero similar de neuronas c-fos*, mientras que la exposicién al olor del
depredador fue el estimulo que mayor activaciéon causé. Este patron afecté tanto a la
activaciéon de las neuronas GAD67* como de las GAD67 (presumiblemente
glutamatérgicas). Por el contrario, en las capas profundas (V-VI) la exposicion al olor
del depredador y la inmovilizacién en plancha por separado activaron un ndmero similar
de neuronas GAD67, mientras que la activacion de neuronas GAD67* fue mayor con la

exposicion al olor del depredador en comparacion con la inmovilizacion en plancha.

Las neuronas de las capas superficiales de la mPFC (capas II/III) establecen interacciones
cortico-corticales mientras que las capas profundas (capas V/VI) proyectan a dreas
subcorticales, incluyendo la amigdala (ver revision en Giustino y Maren, 2015). Uno de
los principales circuitos implicados en el condicionamiento y la extincién del miedo es el
formado por la mPFC-amigdala. Por lo tanto, es posible que la capacidad del olor del
depredador para establecer procesos de condicionamiento del miedo (Mufoz-Abellan et
al., 2009; Daviu et al., 2012) induzca una mayor actividad de las capas superficiales (capas
II/1IT) de la PrL como consecuencia de las proyecciones que le llegan desde la BLA. La

mayor activacion de la poblacién GABAérgica en las capas profundas tras la exposicion
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al olor del depredador en comparacién con la inmovilizacién en plancha y el amiente
nuevo podria estar ejerciendo un efecto inhbidor sobre las neuronas corticales que

proyectan tanto a la amigdala como a la FH.

En el PVN, nuestros datos mostraron que la exposicion al ambiente nuevo, al olor del
depredador y a la inmovilizacién en plancha indujeron un incremento en el nimero de
neuronas c-fos’, siendo mayor la activacion causada por la inmovilizacién en plancha. El
mismo patréon de resultados se observé en la activacion de la transcripcion del gen de
CRH (valorada por su hnRNA). Ademas, el andlisis de la distribucion de intensidad por
neurona mostré que tanto el ambiente nuevo como el olor del depredador reclutaron un
mayor numero de neuronas en los rangos de baja intensidad, mientras que la
inmovilizaciéon en plancha las recluté en los rangos de mayor intensidad. Esta
ampliamente demostrada la existencia de induccién tanto del mRNA como de la proteina
de c-fosen el PVN tras la exposicion a estimulos estresantes que abarcan un amplio rango
de intensidades como un ambiente nuevo (Ons et al., 2004; Rotllant et al,, 2013; Ubeda-
Contreras et al., 2018) el olor del depredador (Vanderhaven et al,, 2015; Ubeda-Contreras
et al., 2018), la inmovilizacidon en plancha (Ons et al., 2004; Rotllant et al., 2013; Marin-
Blasco et al, 2017; Ubeda-Contreras et al, 2018), y el 2,5-dihydro-2,4,5-
trimethylthiazolina (TMT, Janitzky et al, 2015), un compuesto sintético derivado de las
heces de zorro capaz de inducir conductas de miedo innatas, muy utilizado por su alta
reproducibilidad entre ensayos (Day et al, 2004). En consonancia con nuestros datos,
estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la inmovilizacién en plancha
es capaz de inducir mayor activacion neuronal (c-fos) asi como un mayor incremento de
la actividad del gen del CRH que la inducida por el olor del depredador (Armario, 2012;
Ubeda-Contreras et al., 2018). Pese a que estos estimulos estresantes difieren en aspectos
cualitativos, estd demostrado que difieren en cuanto a intensidad, evaluada por diferentes
marcadores de la intensidad del estrés como, por ejemplo, la activacion del eje HPA
(Muiioz-Abellan et al, 2008; 2011). Esto confirma que el PVN es un niucleo sensible a la

intensidad del estimulo estresante, como ha sido ampliamente demostrado en muchos
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laboratorios (Campeau y Watson, 1997; Ons et al., 2004; Pace et al,, 2005; Rotllant et al,

2013; Marin-Blasco et al., 2017).

Interaccion entre el olor al depredador y la inmovilizacién en plancha

En las capas superficiales de la PrL, la exposicion simultanea al olor del depredador y a
la inmovilizacién en plancha mostré una sinergia negativa de tal manera que la
activacion de c-fos causada por la exposicion exclusiva al olor del depredador, se redujo
por la exposicién conjunta a la inmovilizacién en plancha, afectanto dicha sinergia tanto
a la poblacion glutamatérgica como a la GABAérgica. Por su parte, en las capas
profundas de la PrL se observo una falta de efecto aditivo en el numero total de
neuronas c-fos* tras la exposicién conjunta a ambos estimulos que afecté de manera
diferente a ambas poblaciones neuronales: mientras que en la poblacién neuronal
glutamatérgica se observé una falta de efecto aditivo, la poblaciéon neuronal
GABAérgica mostré una sinergia negativa. Hasta la fecha, no conocemos de ningtin
estudio que haya valorado la activaciéon del SNC cuando dos estimulos estresantes
emocionales se presentan de manera simultinea, aunque si que existe un precedente
valorando las consecuencias fisiolégicas y conductuales de dicha exposicion. Estudios
previos de nuestro laboratorio demuestran que la exposicién conjunta al olor del
depredador y la inmovilizacién en plancha provoca en las ratas condicionamiento del
miedo al contexto medido 8 dias después de la exposicién conjunta (Muioz-Abellan et
al., 2011). Asi, parece que la inmovilizacion en plancha, que no condiciona per se, no es
capaz de interferir en el condicionamiento del miedo causado por la exposicion al olor
del depredador. Por lo tanto, la sinergia negativa observada en la PrL en el presente trabajo
no parece afectar en la capacidad del olor del depredador para inducir condicionamiento
del miedo. Se requieren futuros estudios para acabar de dilucidar el significado biologico
de la sinergia negativa observada en respuesta a la exposiciéon conjunta al olor del

depredador y la inmovilizacién en plancha.

De manera sorprendente, la exposicion conjunta a ambos estimulos induce una

activacion neuronal, una distribucién de intensidad por neurona y un incremento en la
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actividad del gen del CRH similar a la causada por la inmovilizacién en plancha, no
observandose ninguna sinergia o efecto aditivo. Estos datos coinciden con lo descrito en
estudios previos de nuestro laboratorio donde se observa un patrén de liberacién de
ACTH similar tras la exposicion simultinea a ambos estimulos (Muiioz-Abellan et al,
2011). Es muy probable que la inmovilizacién en plancha esté causando un “efecto techo”
produciendo una activaciéon maxima tanto del PVN como de la liberacion de ACTH por
parte de la hipofisis, razén por la cual no se observa activacion adicional al incorporar el
olor del depredador. Sin embargo, tampoco se han observado diferencias significativas en
los niveles de ACTH durante el periodo de recuperacion posterior al estrés donde los
niveles de ACTH son submaximos (Mufoz-Abellan et al.,, 2011). Por lo tanto, no queda
claro si en el PVN podria existir un enmascaramiento de la inmovilizacién en plancha
(estimulo mas potente) sobre el olor del depredador (estimulo menos potente). Una
solucidn interesante a explorar seria exponer a los animales de manera simultanea al olor
del depredador y a un estimulo estresante emocional de menor intensidad que la
inmovilizacion en plancha (v.g. restraint, choques eléctricos en las patas) con el objetivo
de desenmascarar una posible interacciéon entre estimulos estresantes en los distintos

niveles del eje HPA.

Trabajos previos de otros investigadores de nuestro laboratorio mostraron una ausencia
de interaccion a nivel conductual entre el olor del depredador y la inmovilizacién en
plancha, hecho que podria sugerir que ambos estimulos no interactian entre si (Mufioz-
Abelldn, 2011). Pese a que en la presente tesis nos hemos centrado en dos areas criticas en
la respuesta del estrés como la PrL y el PVN, resulta de interés comentar resultados
previos de nuestro laboratorio en estos mismos animales, en los que se valord la activacion
de c-fos en dreas relacionadas con el procesamiento de las senales olfativas y de las
conductas defensivas, criticas para el procesamiento del olor del depredador (Ver Figura

47).

Estd bien establecido que los roedores son muy sensibles a sefiales olfativas y que la

exposicion al olor de los depredadores desencadena conductas defensivas muy robustas
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(Blanchard et al, 1990; Dielenberg et al, 1999; Dielenberg y McGregor, 1999). Estas
sefiales olfativas son procesadas como cariomonas, siendo critico en este procesamiento
el 6rgano vomeronasal y el bulbo olfatorio accesorio (AOB) (Blanchard y Blanchard,
1999). En la Figura 47 podemos observar que, tras la exposiciéon al ambiente nuevo y al
olor del depredador, la induccién de c-fos en la subdivision ventral del AOB (AOV) es
mucho mayor que la producida por la exposicién a la inmovilizacién en plancha. La
exposicion conjunta al olor del depredador y la inmovilizacién en plancha provoca una
clara sinergia negativa en dicha estructura, sugiriendo que la inmovilizaciéon en plancha

interfiere con el procesamiento de la sefal olfativa.

Los nucleos mediales del hipotdlamo son criticos para la conducta defensiva de los
animales (ver revision en Dielenberg, 2001a, Dielenberg et al, 2001b). Tanto en el nicleo
ventromedial del hipotilamo (VMH) como en la subdivision dorsal del nucleo
premamilar (PMD) existe induccion de c-fos tras la exposicion al olor del depredador,
pero no en respuesta a la inmovilizacién en plancha (Ver Figura 47). Estos datos estan en
consonancia con estudios previos que demuestran que el patrén de activaciéon producido
por la exposicion al olor del depredador difiere del de otros estimulos estresantes como
los choques eléctricos (Pezzone et al, 1993), el restraint (Chen y Herbert, 1995), la
natacion forzada (Cullinan et al, 1995) y la inmovilizacién en plancha (Munoz-Abellan,
2011)). Cuando ambos estimulos se presentan de manera conjunta ambas estructuras
parecen responder de manera muy diferente: mientras que en el VMH no se observa
interaccion alguna, observandose Unicamente la activaciéon causada por el olor del
depredador; en el PMD se observa una sinergia negativa de tal manera que la
inmovilizacion en plancha reduce la activacién causada por el olor del depredador. Estos
datos son los primeros en poner de manifiesto que cuando estimulos estresantes
emocionales como el olor del depredador y la inmovilizacién en plancha se presentan
conjuntamente, existe una interaccién a nivel del SNC que provoca una disminucién en
la induccion de c-fos en estructuras criticas para el procesamiento olfativo y las conductas
defensivas. Las implicaciones funcionales y conductuales de esta interacciéon estan por

explorar.
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Figura 47. Expresion de c-fos en tras la
del
depredador y la inmovilizacién en
plancha (Adaptado de Mufoz-Abellan,
2011). AOV: bulbo olfatorio accesorio
ventral; VMH: nucleo ventromedial del
hipotdlamo; PMD: subdivisén dorsal del
nucleo premamilar. BAS (n = 8) representa

exposicion simultanea al olor

el grupo perfundido directamente sin
ninguna manipulacién previa; AN (n = 10)
representa el grupo expuesto al ambiente
nuevo en presencia de un trapo inodoro;
OLOR (n = 10) representa el grupo expuesto
al ambiente nuevo en presencia de un trapo
con olor a gato; IMO (n = 10) representa el
grupo inmovilizado en el ambiente nuevo en
presencia de un trapo inodoro; y OLOR-
IMO (n = 10)

inmovilizado en el ambiente nuevo en

representa el grupo

presencia de un trapo con olor a gato. Los
valores representan la media y el error
estandar de la densidad integrada de c-fos.
+++p < 0.001 vs AN o efecto del factor IMO.
@@@ p < 0.001 vs OLOR o efecto del factor
OLOR.
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Conclusiones

1) La exposicion a 30 minutos de natacion forzada causa un patrén de activacion
generalizado del SNC que se asemeja al de otros estimulos estresantes emocionales.
Nuestros resultados indican activacion de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas de
mPFC, neuronas D2R* del estriado (via indirecta); neuronas CRH* del PVN y neuronas

tanto TH* como TH de VT A y LC (dopaminérgicas y noradrenérgicas, respectivamente).

2) La administracién de un estimulo estresante farmacoldgico como la anfetamina (4
mg/kg) causa activaciéon de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas de la mPFC;
neuronas D1R" (via directa) de las subdivisiones dorsales del estriado y DIR* y D2R* de
la subdivision ventral del estriado; neuronas CRH* del PVN; y neuronas TH™ del VTA y
LC. El patrén de activacion tras la administracion de anfetamina coincide en algunas dreas

con el de la natacion forzada.

3) La administraciéon de dosis terapéuticas (0,5 mg/kg) de metilfenidato, un
psicoestimulante ampliamente utilizado en el tratamiento del ADHD, causa muy poca
activacion del SNC, poniéndose Ginicamente de manifiesto una activaciéon de neuronas

D1R"y D2R* en todas las subdivisiones del estriado y de las neuronas TH™ del VTA.

4) La administracién de anfetamina seguida inmediatamente de la exposicién a natacién
forzada da lugar a varios patrones distintos de activacién respecto a la exposicion
individual a cada uno de los estimulos: (a) una ausencia de efecto aditivo (v.g. poblaciones
glutamatérgica y GABAérgica de la subdivision infralimbica de la mPFC o neuronas
CRH* del PVN); (b) un efecto aditivo en la poblaciéon D1R* del estriado dorsomedial; (¢)
una sinergia positiva en la poblacién D1R* del estriado dorsolateral; y (d) una sinergia
negativa en diversas poblaciones neuronales (neuronas glutamatérgica y GABAérgica de
la subdivision prelimbica de la mPFC, D1R* de la subdivision ventromedial del estriado,
D2R* en todas las subdivisiones del estriado, poblacion TH  de VTA y poblacion
noradrenérgica del LC. Por lo tanto, se producen interacciones, a nivel de la activacién

del SNC, entre anfetamina y natacion forzada.
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5) La administraciéon de metilfenidato seguida inmediatamente de la exposiciéon a
natacion forzada dalugar a varios patrones distintos de activacion respecto ala exposicion
individual a cada uno de los estimulos: (a) efecto aditivo sobre la poblacion DIR* de las
subdivisiones dorsales del estriado y sobre las neuronas TH™ del VTA; (b) ausencia de
efecto aditivo (neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas de la subidivision prelimbica de
la mPFC; neuronas D2R* en todas las subdivisiones del estriado, neuronas CRH* del
PVN, y neuronas dopaminérgica del VT A); y (c) sinergia negativa que afecta unicamente
a la poblacion noradrenérgica del LC. Nuestros resultados afirman que existe interaccion
entre el metilfenidato y la natacién forzada cuando éstos se presentan de manera
simultanea, aunque el grado de interacciéon es considerablemente menor que con la

anfetamina.

6) La exposicion separada a estimulos estresantes de naturaleza predominantemente
emocional como el ambiente nuevo, el olor del depredador y la inmovilizacién en
plancha, causa activaciéon de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas de la subdivision
prelimbica de la mPFC. El nimero de neuronas activadas es mayor con el olor del
depredador que con los otros dos estimulos, pero la activacion de c-fos en cada neurona
individual es superior tras la exposicion al olor del depredador e inmovilizacién que con
el ambiente nuevo. Estos datos sugieren las limitaciones de cuantificar solo el nimero de

neuronas activadas.

7) La exposicion al olor del depredador y a la inmovilizaciéon en plancha por separado
inducen activacién del PVN en términos de induccién de c-fos y de incremento en la
transcripcion del gen del CRH, siendo mayor el efecto de la inmovilizacion en plancha en
comparacion con el ambiente nuevo o el olor del depredador. La exposicion a la
inmovilizacién en plancha recluta un mayor numero de neuronas y éstas muestran un
nivel mas elevado de induccién de c-fos que las reclutadas por la exposicion al olor del
depredador. Se confirma que la activacién de neuronas del PVN es proporcional a la

intensidad de los estimulos estresantes.
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8) La exposicion conjunta al olor del depredador y a la inmovilizacién en plancha redujo
la activacion de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas de la subdivision prelimbica de
la mPFC causada por la exposicion al olor del depredador, reflejando una sinergia
negativa en cuanto al nimero de neuronas activadas. No obstante, la exposicion conjunta
al olor del depredador y a la inmovilizacién en plancha no modifica los niveles de

expresion de c-fos por neurona individual.

9) En el PVN, la exposicion conjunta no mostré efecto aditivo en ninguno de todos los
parametros estudiados, aunque este hecho podria deberse a una saturacion de la respuesta

del PVN a un estimulo de gran intensidad como la inmovilizacién en plancha.

10) Los datos aqui presentados demuestran claramente la existencia de interaccion en la
activaciéon del SNC causada por psicoestimulantes y un estrés predominantemente
emocional. Aunque los datos obtenidos son restringidos, esta interaccién también parece
evidente cuando se combinan estimulos emocionales, lo que es de gran relevancia

potencial en el estudio de patologias asociadas al estrés.
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