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Resumen

Si bien la exposicion a estrés puede tener consecuencias negativas, factores
como la edad o el tipo de situacién estresante pueden modular su impacto. Las
edades tempranas, incluyendo la adolescencia, con un sistema nervioso atn en
desarrollo, son especialmente sensibles al estrés. Durante la adolescencia
cambia el sistema dopaminérgico y sus relaciones funcionales con la corteza
prefrontal medial (mPFC) y el estriado, areas claves en la deteccién de la
posibilidad de control sobre situaciones de estrés y sus consecuencias. En
animales adultos, la posibilidad de ejercer control en situaciones de estrés
reduce su impacto negativo y protege frente a futuras exposiciones. Sin
embargo, la influencia de la controlabilidad en las consecuencias de la
exposicion a estrés durante la adolescencia ha sido poco estudiada.

En la presente tesis estudiamos el impacto diferencial de la controlabilidad en
ratas macho Sprague-Dawley expuestas a estrés cronico entre los dias 27 y 48
(etapa prepuberal y pospuberal). Los animales se asignaron a tres grupos: (i)
estrés controlable (CST), que podian evitar/escapar de choques eléctricos en
una tarea de evitacion activa en dos sentidos (TWAA) en una caja lanzadera;
(ii) estrés incontrolable (UST), expuestos al mismo tiempo de choque que el
CST, pero sin que su conducta pudiese prevenir la aparicion del choque; y (iii)
sin estrés (NS), expuestos a la caja lanzadera sin recibir choques eléctricos. Se
realizaron 8 sesiones distribuidas de forma irregular.

En los grupos CST y UST se observo un incremento similar respecto al grupo
NS de los niveles de corticosterona en pelo, un indicador de la cantidad total
de corticosterona liberada durante el periodo de estrés. Sin embargo, la
sensibilizacion a corto plazo de la respuesta del eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal (HPA) a nuevos estimulos estresantes fue mds evidente en el grupo
UST que en el CST, como lo fue el impacto negativo sobre la interaccion social.
En ambos grupos de estrés se increment6 de igual forma las estrategias de
afrontamiento activo en la prueba de natacién forzada (FST). Estos cambios
en conducta no se reflejaron en el patron general de activacion del sistema
nervioso central en respuesta a la FST, valorado mediante la expresion de c-
fos, pero si en el patron de activacion de las dos poblaciones neuronales
principales del estriado, observandose un mayor nivel de activaciéon de la
poblacién neuronal que expresan el receptor de dopamina D1 en los dos
grupos de estrés respecto al NS. Ademds, la controlabilidad alter6 el impacto



de los antagonistas selectivos D1 o D2, incrementdndolos en los UST y
reduciéndolos en los CST. Finalmente, estudiamos si el estrés adolescente
habia afectado de forma diferencial a la expresién basal de dos genes de
expresion temprana: AFosB, un marcador de activacién crénica y Arc, un
marcador de plasticidad sindptica. Respecto al primero solo se observd un
incremento en el lateral septum, similar en ambos grupos de estrés, en tanto
que se observo un descenso de Arc en la mPFC y en el estriado, que fue mas
evidente en mPFC en el grupo CST.

Dado que los datos anteriores indicaban que el impacto de la exposicion a
choques y la controlabilidad eran moderados, decidimos estudiar los efectos
en la cepa de rata Long-Evans, que son mas sensibles al condicionamiento del
miedo asociado a choques eléctricos. Las ratas Long-Evans mostraron mas
dificultades para aprender la tarea TWAA, una sorprendente mayor activacion
del eje HPA en el grupo CST respecto al UST durante la tarea, niveles muy
elevados de condicionamiento del miedo a largo plazo y signos de anhedonia
(valorada por el consumo de sacarina), pero fueron menos sensibles al estrés
en otros aspectos, demostrando la importancia de las diferencias individuales.



Abstract

Although being exposed to stress may have negative consequences, there are
some factors that could modulate them, as the age of the individual or the
characteristics of the stressor. Early ages, including adolescence, when the
nervous system is in development, are especially sensitive to stress exposure.
During adolescence substantial changes take place in the dopaminergic system
as well as in the functional connection between the medial prefrontal cortex
(mPFC) and the striatum, which are key areas in the detection the availability
of control over stressful situations. In adult animals, being able to control a
stressor blunts its negative consequences and protects towards new exposures.
However, the influence of controllability in the consequences of exposure to
stress during adolescence has been poorly studied.

In the present work, male Sprague-Dawley rats were exposed to chronic stress
from day 27 to 48 (pre- and post- adolescence), in order to study the mediation
of control. Animals were assigned to three groups: (i) controllable stress group
(CST), which could avoid/escape footshocks in a two-way active avoidance
task in a shuttle-box (TWAA); (ii) uncontrollable stress group (UST), which
received the same amount of shock as CST, but without contingency between
their behaviour and the shock appearance and (iii) no-stress group (NS),
exposed to the shuttle-box without receiving footshocks. They were exposed
to 8 sessions irregularly distributed.

Hair corticosterone, which is an indicator of total corticosterone released
during the period of stress exposure, was equally elevated in the CST and UST
groups compared to the NS group. However, hypothalamic-pituitary-adrenal
axis (HPA) short-term sensitization to new stressors was evident in UST but
not in the CST group, as were the negative consequences over social
interaction. Both groups exposed to stress increased active coping strategies in
the forced swimming test (FST). These behavioural changes were not reflected
in the general activation pattern of the central nervous system in response to
FST, which was assessed by analysis of c-fos expression. Nevertheless, the
neuronal population expressing D1 dopamine receptor in the medial striatum
was more activated in the stressed groups than in the NS. In addition,
controllability altered the effects of selective dopamine antagonists D1 or D2,
which were increased in the UST group and reduced in the CST. Finally, we
analysed the basal expression of two immediate early genes: AFosB, a stress



chronic activation marker, and Arc, a synaptic plasticity marker. The former
was only increased in the lateral septum by stress without differences due to
controllability, whereas the latter was reduced in the mPFC and the striatum,
being more evident in the CST than in the UST group in the mPFC.

Because the abovementioned data suggested that the effects of footshocks and
controllability were moderated, we decided to study this paradigm in Long-
Evans rats, which are more susceptible to fear conditioning associated to
footshocks. They had more difficulties to learn the TWAA than Sprague-
Dawley, a greater HPA axis activation in the CST than in the UST group during
the task, high levels of fear conditioning at the long-term and anhedonia
(evaluated by saccharine consumption). However, they were less sensitive to
stress in other aspects, remarking the relevance of individual differences.
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1. El concepto de estrés

Segun la RAE, el término estrés se define como: tensiéon provocada por
situaciones agobiantes que originan reacciones psicosomaticas o trastornos
psicologicos a veces graves. Este término se ha popularizado en los dltimos
afnos, hasta el punto de que si realizamos una simple revision en la seccion de
noticias de un buscador popular como Google encontramos mas de 7.000.000
de publicaciones en castellano relacionadas con estrés, a pesar de que este
término no aparece con su significado actual hasta la primera mitad del siglo
XX. Su aparicion y posterior desarrollo se debe principalmente a las figuras de
Walter B. Cannon y Hans Selye.

Cannon acuii6 el término homeostasis para definir el esfuerzo del organismo
por mantener dentro de unos parametros aceptables distintas variables
fisiologicas como el pH, la temperatura corporal o los niveles de glucosa.
Cuando un estimulo (v.g. exposicién a bajas temperaturas o una hemorragia)
altera estas variables, aparecen una serie de cambios fisiologicos destinados a
recuperar el equilibrio homeostatico. Estos cambios también pueden aparecer
como respuesta anticipatoria en presencia de una amenaza psicosocial, la cual
desencadena la respuesta de lucha o huida, que incluye cambios endocrinos y
conductuales preventivos. Cannon demostrd la relevancia del sistema nervioso
simpatico (eje simpatico-médulo-adrenal; SMA) en la regulaciéon de la
homeostasis. La activacion del eje SMA acaba en la liberacion de catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina) al torrente sanguineo, las cuales inducirian
cambios (v.g. incremento del ritmo cardiaco y de la presién arterial) necesarios
para restituir el equilibrio homeostatico o como respuesta anticipatoria frente
una posible actividad fisica o dafio (McEwen 2000; Armario 2006a; Goldstein
y Kopin 2007).

Selye describid el sindrome general de adaptacion (SGA) y defini el concepto
de estrés tal y como lo conocemos actualmente. E1 SGA aparece debido a “un
esfuerzo del organismo por adaptarse a nuevas condiciones (estresantes)”
(Selye 1936). Tal y como Selye definid este sindrome en 1936, constaria de tres
estadios: alarma, resistencia y agotamiento. Durante la fase de alarma se dan
una serie de respuestas de emergencia para afrontar una situacion critica para
el organismo (v.g. descarga hormonal por parte de las glindulas adrenales o
hipoglucemia). Si la situacién se mantiene la respuesta se puede estabilizar sin
afectar drasticamente al funcionamiento de los drganos. Sin embargo, si la
situacién perdura en el tiempo, el sistema no puede mantener la situacion y se
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entra en la fase de agotamiento. Para nominar a esta respuesta del organismo,
Selye tom¢ prestado del campo de la fisica el término inglés “stress”, que hace
referencia a “la presion o tension ejercida sobre un material” y creé el término
“stressor”, sin equivalente en castellano por lo que hablaremos de estimulo
estresante, para nominar al agente nocivo. Para Selye estrés es “la respuesta no
especifica del organismo frente a cualquier demanda sobre éI”. Selye destaca
como principal responsable de la respuesta al eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal (HPA) que provoca la liberacion de glucocorticoides, a diferencia de
Cannon que sefial6 el eje SMA y las catecolaminas, aunque ambos sistemas
convergen en la glandula adrenal. Una diferencia notable es que Selye se centré
en la exposiciéon a estimulos crénicos, mientras que Cannon lo hizo en
exposiciones agudas (Levine 2005). Ambos autores abrieron la puerta al
estudio del estrés, pero los conceptos y teorias elaboradas por ambos
investigadores han sido modificados con el paso del tiempo.

El término homeostasis resulta limitado para explicar el funcionamiento de un
sistema fisiologico completo. El concepto de equilibrio homeostatico es
demasiado rigido y estatico para explicar muchos cambios fisiologicos, por lo
que Sterling y Eyer (1988) desarrollaron el concepto de “alostasis”, que se
define como “estabilidad a través del cambio”. La alostasis no fija un punto de
equilibrio inalterable para las variables reguladas como en el caso de la
homeostasis, sino que desplaza ese punto en funcion de las demandas
ambientales. Sin embargo, si las demandas ambientales exigen cambios que
desafian el rango de variacién de la respuesta o si las demandas perduran
mucho en el tiempo, el organismo acusa el esfuerzo que el ambiente exige para
sobrevivir, dando lugar a la “carga alostatica” (McEwen y Stellar 1993). Este
concepto se define como la tension provocada por la exposicion a estimulos
estresantes que desafian la elasticidad de la respuesta alostitica o exigen
mantenerla durante un periodo de tiempo demasiado prolongado.

Otra de las asunciones iniciales de la teoria de Selye (1950) es que: “el patrén
bésico de activacion siempre es el mismo, independientemente del agente que
produce el estrés”. Selye (1950) asume que hay diferencias en la respuesta a
diferentes estimulos estresantes, pero que, si restas los componentes
especificos de la respuesta a cada estimulo, queda una respuesta comun para
todos ellos. Esta idea dio lugar a voces discordantes en el campo del estrés. De
hecho, Mason (1971) consideraba que el “primer mediador” de la respuesta de
estrés era la reaccion emocional a la situacion estresante. Observé, en una serie
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de estudios con monos, que suprimiendo el componente psicolégico de la
exposicion a ayuno o calor se bloqueaba el incremento de los niveles de 17-
hidroxicorticosteroide (marcador indirecto de los niveles de glucocorticoides)
en orina que se observaba cuando el componente psicoldgico no estaba
suprimido, resaltando la importancia del procesamiento psicoldgico en la
respuesta del eje HPA. Con estos datos Mason limité la respuesta endocrina al
componente emocional de la exposicidon a estrés, aunque sus datos pueden
interpretarse desde otros angulos (ver Marti y Armario 1998) y existen
numerosas pruebas de la activacion de la respuesta de estrés en condiciones
(v.g. respuesta quirurgica bajo anestesia general) en la que no se da el
componente emocional (Dallman y Jones 1973; Bereiter et al. 1988). Otro
enfoque para estudiar la especificidad ha sido estudiar el patrén de respuesta
neuroendocrina (Pacdk etal. 1998) y de activacién del encéfalo (Pacdk y
Palkovits 2001) a diferentes estimulos estresantes (principalmente sistémicos).
Estos investigadores llegaron a la conclusion de que la inespecificidad tal como
la defendia Selye no era demostrable experimentalmente, pero que el patron
de respuesta a estimulos estresantes de distinta naturaleza era heterogéneo. Lo
que les llevo a deducir que la respuesta de estrés, a pesar de tener elementos
comunes, no es enteramente inespecifica. En la actualidad, se considera que
hay una respuesta comun inespecifica y una respuesta especifica al estimulo
estresante (Armario 2006a).

Volviendo a los aspectos psicolégicos, ha habido un gran interés por aspectos
cualitativos del estrés, como la predictibilidad y el control. Weiss (1972)
observo que ratas expuestas a la misma cantidad de choque eléctrico, pero con
la posibilidad de predecir su aparicion y/o evitar/escapar de él desarrollaban
lesiones gastricas considerablemente menos extensas que las que no tenian
estas posibilidades, destacando asi la importancia de la predictibilidad y de la
controlabilidad. Ambos factores son determinantes en el proceso de
evaluacidon de la capacidad de afrontar la situacion estresante. Para Richard
Lazarus (1993) esta evaluacion resulta clave para dilucidar la capacidad de un
individuo de afrontar la situacion. Si la evaluacién cognitiva indica que se
puede afrontar con éxito dicha situaciéon, se utilizarda un estilo de
afrontamiento “centrado en el problema”, que tendra como objetivo eliminar
el estimulo nocivo, mientras que si se valora como incontrolable se cambiara
a un estilo de afrontamiento “centrado en la emocién”, con el objetivo de
modificar la evaluacién del estimulo para reducir el malestar generado por
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éste. Aunque el estilo de afrontamiento pueda depender en parte del contexto
como plantea Lazarus; Koolhaas y colaboradores (1999), consideraron que el
estilo viene determinado por un rasgo de personalidad estable en el tiempo,
independiente de la situacion. Identificaron, en animales, dos estilos de
afrontamiento: proactivo (activo) y reactivo (pasivo), ligados a un fenotipo
conductual y endocrino. A nivel conductual observaron, entre otros aspectos,
que los animales proactivos tenian una latencia de ataque mas corta a un
macho de la misma especie, realizaban mejor las conductas de evitacion activa,
y tenfan menos flexibilidad cognitiva que los reactivos (Koolhaas et al. 1999).
A nivel endocrino vieron que los animales con una estrategia de afrontamiento
proactiva mostraban menos reactividad del eje HPA y del sistema
parasimpatico, pero mas reactividad del simpético y niveles mayores de
testosterona basal que los reactivos (Koolhaas et al. 1999). En conjunto, las
consecuencias de la exposicion a estrés pueden diferir en funcién de la
evaluacidn cognitiva de la situacion estresante y del estilo de afrontamiento
utilizado (ya sea resultante de la evaluacién momentanea o del estilo de
afrontamiento ligado a la personalidad del sujeto). Ademas de las diferencias
en la respuesta aguda a estimulos estresantes, los rasgos de personalidad y la
experiencia previa con situaciones estresantes, sobre todo controlables y
afrontables por el individuo, modifican las consecuencias de la exposicién a
estrés. En consecuencia, una historia previa de estrés, en las circunstancias
adecuadas, puede promover la resiliencia y, por tanto, proteger frente al
impacto negativo de la exposicidn a situaciones estresantes (Rutter 2013).

;Qué entendemos actualmente por estrés? Quizds la actitud mas comoda, y tal
vez mds inteligente, seria la adoptada por Levine (2005) en su revision histérica
del estudio del estrés en la que renuncia a proponer una definiciéon. En
cualquier caso, ante la necesidad de utilizar un lenguaje comun, consideramos
necesario enmarcar lo que entendemos por “estrés”. En nuestro caso, sin
desmerecer otras posibles definiciones, nos adscribirnos a la propuesta por
Vigas (1980), quién describe el estrés como: “la respuesta del organismo,
desarrollada a lo largo de la filogenia, frente a agentes, reales o simboélicos,
que ponen en peligro la integridad del organismo y que no pueden
afrontarse mediante los mecanismos homeostiticos normales”. Esta
definicion abarca tanto los estimulos reales (sistémicos o fisicos) como los
simbdlicos (emocionales o psicologicos) y es compatible con la visién de
Herman y Cullinan (1997) quienes clasifican los estimulos en estas dos grandes
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categorias en funcion del patrén de activacion que evocan en el sistema
nervioso central (SNC) (Herman y Cullinan 1997; Herman et al. 2003). Los
estimulos sistémicos amenazan directamente la homeostasis (v.g. hemorragia,
temperaturas extremas o procesos inflamatorios), mientras que los
emocionales representan una amenaza potencial para el organismo, ya sea
adquirida mediante condicionamiento a estimulos estresantes fisicos, o por
predisposicion filogenética (v.g. olor de predador). Los estimulos estresantes
tipicamente utilizados en laboratorio pueden tener componentes de ambas
categorias y ser considerados como estimulos estresantes mixtos. Por ejemplo,
la inmovilizacion sobre tabla (IMO), con las extremidades ligadas con cinta a
una plataforma, es principalmente un estimulo emocional, pero puede tener
un pequeio componente sistémico debido a inflamaciéon local en las
extremidades (Armario 2006a; Armario etal. 2012). Otro ejemplo seria la
prueba de nado forzado (FST) que implica ejercicio fisico y si se realiza a
temperaturas bajas puede generar hipotermia (Dal-Zotto et al. 2000). No
obstante, si observamos el patron de activacion del SNC estos estimulos tipicos
de laboratorio son predominantemente emocionales (Armario 2006b).

2. Respuesta de estrés

Sin entrar demasiado en detalles, la activacion del eje SMA acaba en la
liberacion de adrenalina, que daria lugar entre otros efectos a la glucogendlisis
y a un incremento de la frecuencia cardiaca, y de noradrenalina, que, entre
otros efectos, incrementaria la presiéon sanguinea. Aunque Cannon sefial6
como glandula efectora a la médula adrenal, en torno al 70 % de la
noradrenalina liberada al torrente sanguineo en respuesta a un estimulo
estresante proviene de los terminales nerviosos simpaticos (Kvetnansky et al.
2009; Nostramo y Sabban 2015). El resto de la noradrenalina y practicamente
toda la adrenalina liberadas en respuesta a estimulos estresantes si provienen
de la médula adrenal. Ambas son liberadas en respuesta a estimulos estresantes
emocionales como la IMO, pero ante estimulos sistémicos como la exposicion
a frio o hipoglucemia hay predominancia de la respuesta de una de las dos (v.g.
noradrenalina en el primer caso y adrenalina en el segundo).

La activacion del eje HPA (figura 1), empieza en el ntcleo paraventricular del
hipotdlamo (PVN), en el que convergen sefales excitadoras o inhibidoras
procedentes de otras areas del SNC (figura 2). La activacion del eje HPA acaba
en la liberacion de glucocorticoides por parte de la corteza adrenal. Los
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glucocorticoides son claves para la movilizaciéon de energia, modulan la
sintesis y la accion de otras hormonas e inhiben el sistema inmune (Aguilera
2012). En nuestro caso, nos centraremos en la descripcién del eje HPA y solo
se comentaran aspectos del eje SMA puntualmente.
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La exposicién a un estimulo estresante inducird la activacién de neuronas hipofisiotrépicas de la region medial dorsal
parvocelular del niicleo paraventricular del hipotdlamo (PVNmpd). Tras su activacion, estas neuronas secretardn
factores de liberacién, como la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina-vasopresina (AVP), al
sistema portal hipofisario desde la eminencia media. Estas hormonas actuardn sobre la adenohipéfisis promoviendo
la secrecién al sistema circulatorio de la hormona adrenocorticotropa (ACTH), que a su vez actuard sobre la corteza
adrenal (zona fasciculada) induciendo la sintesis y liberacion de glucocorticoides (corticosterona en rata y ratén;
predominantemente cortisol en humanos y otros mamiferos). Los glucocorticoides circulantes tienen un gran niimero
de efectos fisioldgicos sobre otros sistemas (por ejemplo, sobre el metabolismo y la funcién inmune). Un efecto
principal de los glucocorticoides es la de inhibir la propia actividad del eje HPA a través de mecanismos de
retroinhibicin, actuando sobre multiples dreas como la adenohipdfisis, el PVN y estructuras suprahipotaldmicas.
Abreviaturas: PVN=niicleo paraventricular del hipotdlamo, dc=dorsal cap, mpd=medial dorsal parvocelular,
m=magnocelular, sm=submagnocelular, mpv=medial ventral parvocelular.
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2.1. El eje Hipotalamo-Hipofisario-Adrenal

El PVN puede dividirse en cuatro subdivisiones segin su morfologia y
funcionalidad (Armario 2006a; Aguilera 2012): (1) magnocelular (PVNm), (2)
dorsal cap (PVNdc), (3) medial parvocelular (PVNmp), que a su vez se
subdivide en ventral (PVNmpv) y dorsal (PVNmpd), y (4) submagnocelular
(PVNsm). El PVNm contiene neuronas productoras de oxitocina y
vasopresina (arginina-vasopresina, AVP, en la mayoria de los mamiferos), que
proyectan directamente a la neurohipo6fisis para liberar estos neuropéptidos a
la circulacién periférica. El PVNdc, PVNmpv y PVNsm contienen neuronas
productoras de hormona liberadora de corticotropina (CRH) que proyectan al
tronco del encéfalo y estin implicadas en la regulacion del sistema
autondémico. Por ultimo, el PVNmpd contiene neuronas parvocelulares que
proyectan al sistema portal hipofisario donde liberan CRH y en menor medida
AVP, y otros péptidos como angiotensina II, colecistoquinina u oxitocina
(Antoni 1986; Swanson et al. 1987).

A través del sistema portal hipofisario, la CRH alcanza la adenohipdfisis donde
estimula a las células corticotropas que sintetizan, y liberan (a partir de la
proteina precursora pro-opiomelanocortina; POMC) corticotropina u
hormona adenocorticotropa (ACTH) al torrente sanguineo (Armario 2006a).
A pesar de que otros factores intervienen en la modulacién de la liberacion de
ACTH, el principal estimulador de su sintesis y liberacién serfa la CRH. No
obstante, también es remarcable el papel de la AVP, que actua junto con la
CRH, potenciando la liberacién. Una vez en el torrente sanguineo, la ACTH
viaja hasta alcanzar la glandula adrenal, la cual esta dividida en médula y
corteza. Sobre esta ultima, actda la ACTH mediante la unién a receptores de
melanocortina tipo 2 de la zona fasciculada, en los que inicia una cascada de
acciones que acaba en la liberacion de glucocorticoides.

Los glucocorticoides liberados tras la exposiciéon a un estimulo estresante
cumplen dos funciones: preparatorias y moduladoras (Sapolsky et al. 2000).
Las funciones preparatorias implican cambios previos a la exposicion al
estimulo estresante. Las funciones moduladoras participan en los cambios
producidos por la exposiciéon a un estimulo estresante y pueden ser:
permisivas, inhibidoras y estimuladoras. Las acciones permisivas son
realizadas por los glucocorticoides circulantes previos a la aparicion de un
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estimulo estresante, favorecen los mecanismos de defensa iniciales del
organismo y se dan independientemente de si hay un pico posterior en la
respuesta. Ejemplos de acciones permisivas serian el incremento del ritmo
cardiaco o movilizacién de la energia. Las excitadoras estdn implicadas en la
aparicion de cambios funcionales mediados por los glucocorticoides liberados
en respuesta al estimulo estresante que potencian las acciones permisivas. Las
inhibidoras o supresoras implican procesos que se han puesto en marcha por
la exposicion y se ven inhibidos por la liberacién continuada de los
glucocorticoides, como la inhibicién del propio eje.

CRH, AVP y sus receptores

La CRH es el miembro mas destacado de una familia de neuropéptidos que
incluye a las urocortinas 1, 2 y 3 y se activan a través de dos tipos de receptores:
CRHRI y CRHR2 (que tiene dos variantes: CRHR2a y CRHR2) (Bale y Vale
2004). Aparte de su expresion en el PVN, la CRH se expresa en muchas otras
areas del SNC, como la corteza, la amigdala, la formacién hipocampal (FH), el
nucleo del lecho de la estria terminal (BNST), el tdlamo y el locus coeruleus,
entre otros. El receptor CRHR1 se distribuye a lo largo del SNC en édreas claves
en la regulacién de la respuesta de estrés como la corteza prefrontal medial
(mPFC), el septum lateral (LS), la amigdala, la FH y diferentes nucleos
hipotalamicos (Aguilera 2012). La distribucién del receptor CRHR2a en el
SNC estd mas restringida que la del CRHRI, expresandose principalmente en
el LS, la amigdala, el BNST, el nucleo ventromedial del hipotdlamo y el ntcleo
del rafe dorsal (DR). Por su parte, el receptor CRHR2P no se expresa en células
neuronales, sino en vasos sanguineos, corazon, musculo esquelético y otros
0rganos.

En lo referente a la respuesta del eje, la CRH acttia en las células corticotropas
a través del receptor CRHR1 para iniciar la sintesis y liberaciéon de ACTH. Se
considera clasicamente que el receptor CRHRI estaria implicado en la
activacion del eje HPA en respuesta al estrés, mientras que el CRHR2a estaria
implicado en la reduccion de dicha activacion (Korosi y Baram 2008), aunque
existen muchas pruebas experimentales de que esta simplificacion no es cierta.
Asi, en el LS ventral (LSv) parece tener un papel estimulador de la respuesta
del eje HPA (Anthony etal. 2014). No obstante, la CRH no limita sus
funciones a la activacion del eje HPA, sino que estd implicada en la regulacién
de diferentes procesos asociados a la exposicion al estrés (ver revisién en
Henckens et al. 2016). En general la activacion de receptores CRHR1 en la
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mayoria de areas tiene efectos ansiogénicos, aunque en otras tendria efectos
ansioliticos (v.g. globus pallidus) o varia en funciéon de la intensidad del
estimulo estresante o del historial previo de estrés pudiendo tener efectos
ansioliticos o ansiogénicos (v.g. amigdala central). El papel del receptor
CRH2a en la regulacion de la conducta estd menos estudiado, pero también
podria tener efectos ansiogénicos y ansioliticos segun el drea. Asimismo, la
liberacién de CRH en la FH podria potenciar la formacion de recuerdos
especialmente los relacionados con la memoria de miedo. En conjunto los
datos indican que el papel de la CRH y sus receptores en la regulacion
conductual y cognitiva es complejo, y depende del drea y el fenotipo celular en
el que se expresa el receptor.

La AVP es secretada principalmente por neuronas magnocelulares del nucleo
supradptico y el PVNm. Las del supradptico proyectan a la neurohipdfisis y se
encargan de la regulacién osmotica, pero las del PVN lo hacen a otras zonas
del SNC (Engelmann et al. 2004). Ademas, hay neuronas AVP+ en otras areas
del SNC (v.g. BNST y amigdala). En menor medida, se expresa en las neuronas
parvocelulares del PVNmpd que proyectan a la adenohipdfisis, facilitando la
accién de la CRH en la liberaciéon de ACTH. Cuando la exposicion a estrés se
cronifica, el nimero de neuronas que coexpresan CRH y AVP se incrementa
(de Goeij et al. 1992), sin que haya un incremento similar de las neuronas que
expresan CRH, lo que sugiere un papel de la AVP en la regulacién de la
respuesta del eje HPA en situaciones de estrés cronico (Aguilera2012). La AVP
se une a tres tipos de receptores: Vla, V1b y V2. En el SNC encontramos
receptores de AVP, V1lay V1b, en el sistema limbico y en areas hipotaldmicas.
El V1a estda mas ampliamente distribuido que el V1b, aunque este ultimo es el
que se expresa en las células corticotropas de la adenohipofisis. El receptor V2
se expresa en el rindn, sin que haya evidencias de su presencia en el SNC.

MR y GR

Los glucocorticoides se unen a dos tipos de receptores citoplasmaticos:
mineralocorticoide (MR) y glucocorticoide (GR) (Reul y de Kloet 1985; de
Kloet et al. 1998; De Kloet 2013). La afinidad de los glucocorticoides por los
receptores MR es diez veces superior a su afinidad por los GR, por lo que en
condiciones basales los glucocorticoides ocupan principalmente los receptores
MR, mientras que los GR son ocupados durante el periodo de oscuridad
(periodo activo en roedores de laboratorio) y en situaciones de estrés agudo.
Los GR se encuentran ampliamente distribuidos por todo el SNC, incluyendo
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zonas importantes en el procesamiento de las situaciones estresantes (v.g.:
mPFC, FH, amigdala, LS, BNST, y PVN). Los MR se expresan sobre todo en la
FH y en menor medida en la mPFC y la amigdala. Cuando los glucocorticoides
se unen a estos receptores, se trasladan al nicleo de la célula donde se unen a
diferentes promotores que, segin si expresan elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE) o GRE negativos, activardn o inhibirdn Ia
transcripcion, respectivamente (Cain y Cidlowski 2015). No obstante, las
acciones rapidas de los glucocorticoides parecen estar mediadas por receptores
extracelulares de membrana acoplados a proteina G, excitadoras o inhibidoras
(en funcioén de la proteina G asociada) (ver revision en Tasker et al. 2006).

Retroinhibicion del eje HPA

La actividad del eje HPA viene regulada por mecanismos de retroinhibicion de
dos tipos en funcion de su patrén temporal: rapido y lento (Keller-Wood y
Dallman 1984; Armario 2006a). El mecanismo rapido es inmediato y depende
de la tasa de incremento de los niveles de glucocorticoides en sangre, mientras
que el lento se inicia al menos una hora después de la liberacion y su accion
depende de los niveles de glucocorticoides circulantes en las horas
precedentes. El mecanismo rdpido no puede venir mediado por la accién
genomica de los glucocorticoides. Aunque no esta del todo claro el mecanismo
de accidn, una de las opciones es la reduccion de sefiales glutamatérgicas al
PVNmpd a través de laliberacién de endocannabinoides y otra la potenciacion
de la inervaciéon GABAérgica a través del dxido nitrico (Di et al. 2003; 2009;
Evanson et al. 2010). El mecanismo lento viene mediado por mecanismos
gendmicos iniciados por la unién de glucocorticoides a los receptores MR y
GR e incluyen el bloqueo de la transcripcion de los genes de CRH, AVP y
POMC, que inhibiria la activacién del eje (Watts 2005).

2.2. EIl primer mediador

La activacion del eje HPA se inicia en el PVN, pero la procedencia de las
senales hacia el PVN varia segin la naturaleza del estimulo estresante (Pacak
y Palkovits 2001; Kovacs et al. 2005). Los estimulos estresantes sistémicos
provocan alteraciones homeostaticas que son detectadas por areas que
proyectan directamente al PVN. Estas dreas estan situadas principalmente en
el tronco encefilico, el hipotdlamo y las dreas circunventriculares. En el caso
de los estimulos estresantes emocionales que disparan mecanismos
anticipatorios, la activacion es consecuencia de sefiales provenientes de areas
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del sistema limbico que carecen de conexiones directas con el PVN, por lo que
la respuesta de estrés es modulada a través de areas intermedias, muchas de las
cuales estan ejerciendo una inhibicion ténica del PVN (Herman et al. 2003;
2016; Ulrich-Lai y Herman 2009). Por este motivo, mientras que el patrén de
activacion del SNC en respuesta a estimulos estresantes sistémicos es bastante
restringido y dependiente de cada estimulo, los estimulos estresantes
emocionales, y también los mixtos, provocan una activacién generalizada del
SNC (Dayas et al. 2001; Kovaks et al. 2005; Armario 2006b).
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Fig. 2. Vias limbicas de integracion del estrés desde la corteza prefrontal
medial (mPFC), la amigdala y el hipocampo

La mPFC proyecta desde neuronas de la corteza prelimbica (PrL) e infralimbica (IL), que tienen diferentes acciones
sobre la respuesta del eje HPA al estrés. La PrL envia proyecciones excitadoras (lineas rojas) a regiones como la zona
peri-PVN (peri-niicleo paraventricular del hipotdlamo) y subdivision posterior (p) del niicleo del lecho de la estria
terminal (BNST), las cuales envian proyecciones GABAérgicas (lineas azules) directas hacia la subdivision medial
parvo-celular dorsal del PVN (PVNmpd). En cambio, la IL proyecta a estructuras como el niicleo del tracto solitario
(NTS) y la subdivision anterior-ventral (av) del BNST, desde donde se enviardn proyecciones excitadoras hacia el
PVNmpd, implicando una via de estimulacion del PVNmpd desde esta region cortical. La formacion hipocampal
envia proyecciones excitadoras a través del subiculum ventral (vSUB) a numerosas regiones subcorticales, como el
BNSTp, la zona peri-PVN, el drea predptica medial (mPOA) y la regién ventrolateral del niicleo dorsomedial del
hipotdlamo (DMHWI), todos ellos de proyeccion GABAérgica hacia el PVNmpd. El niicleo de la amigdala medial
(MeA) envia si-napsis inhibidoras a estructuras de proyeccion GABAérgica hacia el PVNmpd, como el BNSTp, el
mPOA o la zona peri-PVN, provocando una desinhibicion transindptica. De forma similar, el niicleo central de la
amigdala (CeA) envia proyecciones GABAérgicas al BNSTav y, en menor medida, al DMHvI. Neuronas GABAérgicas
de la CeA también proyectan sobre interneuronas GABAérgicas del NTS, permitiendo que la CeA pueda desinhibir
las aferencias desde este niicleo al PVNmpd. (Adaptado de Herman et al. 2016).
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Entre los nucleos mas relevantes del tronco encefélico respecto a la respuesta
de estrés estan el nucleo del tracto solitario (NTS), los nucleos del rafe, la
sustancia gris periacueductal (PAG)y el locus coeruleus (Ulrich-Lai y Herman
2009; Myers et al. 2017). EI NTS recibe informacién interoceptiva, visceral-
sensorial y proyecciones descendentes desde el sistema limbico. Es clave en la
respuesta a estimulos sistémicos como el malestar visceral, la hipovolemia o la
hipoxia y participa en la respuesta a estimulos mixtos, como la IMO, y
puramente emocionales, como los estimulos condicionados (Ulrich-Lai y
Herman 2009; Myers etal. 2017). Este ntcleo envia proyecciones
catecolaminérgicas, especialmente noradrenérgicas, al PVN sobre el que
ejercen un efecto excitador. Junto con la liberacién de catecolaminas, estas
neuronas liberan otros factores neuroactivos, como glutamato o neuropéptido
Y, que acttan sinérgicamente con las catecolaminas en el PVN. EI NTS envia
también proyecciones desde neuronas no catecolaminérgicas que expresan
GLP1 y actian en el PVN de manera independiente.

Los nucleos del rafe envian proyecciones serotoninérgicas al PVN y dreas
circundantes (Ulrich-Lai y Herman 2009; Myers et al. 2017). El efecto de estas
proyecciones sobre el PVN es predominantemente excitador, pero puede
variar segun el ntcleo del rafe implicado y el tipo de receptor serotoninérgico
sobre el que actian. La PAG estd implicada en la regulacion de muchas
funciones vitales (v.g. respuestas del sistema nervioso auténomo) y en
respuestas conductuales a estrés (v.g. respuesta de lucha o huida). Segun la
subdivision de la PAG, esta puede incentivar conductas activas (v.g. huida por
la PAG dorsal) o pasivas (v.g. petrificacién por la PAG ventrolateral) para
afrontar el estimulo estresante. Ademds de regular estds conductas, envia
proyecciones, presumiblemente glutamatérgicas, al PVN para activar la
respuesta del eje HPA. Por ultimo, el locus coeruleus es la principal fuente de
noradrenalina a la corteza y la FH, ejerciendo un papel central en la activacion
generalizada del SNC. Asimismo, envia proyecciones principalmente
noradrenérgicas al PVN que favorecerian la activacion del eje HPA en
respuesta a estrés.

La informacion respecto a estimulos estresantes que implican privacién
alimentaria o desequilibrios en el balance hidrico y energético, provienen de
los nucleos circunventriculares e hipotalimicos. Entre los nucleos
circunventriculares implicados en la regulacion de liquidos y electrolitos es
especialmente relevante el 6rgano subfornical, el cual envia proyecciones
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conteniendo angiotensina II directamente al PVN (Herman etal. 2005).
Respecto al balance energético, la informacién llegaria al PVN principalmente
a través del nucleo arqueado, sensible a los niveles de glucosa, leptina e
insulina. Este nucleo envia proyecciones ricas en a-MSH (que inhibe la
ingesta) y neuropéptido Y y AgRP (que estimulan la ingesta) al PVN (Begg y
Woods 2013; Woods y Begg 2015).

El PVN recibe un gran nimero de proyecciones GABAérgicas (inhibidoras)
que contactan con las neuronas parvocelulares que expresan CRH (Miklés y
Kovacs 2002). Estas proyecciones provienen de las dreas peri-PVN, el nucleo
dorsomedial del hipotalamo (DMH), el hipotalamo anterior, el hipotalamo
lateral, el drea predptica medial (mPOA) y el BNST (Cullinan et al. 1993;
Roland y Sawchenko 1993). Estas areas, que parecen ejercer una inhibicion
tonica sobre el PVN, reciben a su vez proyecciones de dreas como la mPFC, la
amigdala, el LS y la FH, que no tienen proyecciones directas al PVN y, por lo
tanto, modulan la respuesta del eje HPA a través de la activacion o inhibicion
de las dreas mediadoras mencionadas (Cullinan et al. 2008; Myers et al. 2014).
El DMH en concreto participa tanto en la respuesta cardiovascular a estimulos
estresantes como en la modulacion de la respuesta del eje HPA (DiMicco et al.
2002; Fontes etal. 2011). El DMH, ademds de proyecciones GABAérgicas,
también tiene proyecciones glutamatérgicas (estimuladoras) sobre el PVN
(Ziegler et al. 2002), por lo que seguin el balance entre ambos sistemas, el DMH
podria no solo permitir la activacion del eje HPA al liberarlo de la inhibicion
tonica, sino que ademds podria estimularlo directamente. Algo similar
también ocurrirfa en la mPOA y el BNST, el cual tiene efectos activadores e
inhibidores en funcién de la subdivisién activada (Choi et al. 2007).

La mPFC ha sido propuesta como uno de los centros de coordinaciéon de la
respuesta de estrés en humanos y roedores (McKlveen et al. 2015). En
roedores, esta area se puede dividir de forma diferente segtin el criterio
utilizado. Siguiendo criterios citoarquitecténicos se divide en Fr2, corteza
cingulada anterior (Cgl), corteza prelimbica (PrL) y corteza infralimbica (IL).
Basdndose en la conectividad en mPFC dorsal y ventral. En nuestro caso,
utilizaremos la primera terminologia y nos centraremos en la PrL y la IL.
Ambas estructuras difieren en sus proyecciones (Heidbreder y Groenewegen
2003; Vertes 2004) y en su papel en la regulacion de la respuesta a estimulos
estresantes emocionales (Radley 2012). Mientras que lesiones en la PrL
incrementan la respuesta autonomica y la del eje HPA, las lesiones en la IL las
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reducen, indicando un rol opuesto de ambas subdivisiones (Diorio et al. 1993;
Figueiredo et al. 2003; Radley et al. 2006; Tavares et al. 2009). El papel de la
mPFC en la regulacién de la respuesta de estrés parece implicar la actuacién a
través de otros nucleos con conexiones directas e indirectas al PVN (Jankord
y Herman 2008; Ulrich-Lai y Herman 2009; Radley 2012; Herman et al. 2016).
La PrL modularia la respuesta de estrés mediante proyecciones a la amigdala
basolateral (BLA), el BNST, el nucleo paraventricular del tdlamo (PVT), la
zona peri-PVN y el DR. La IL lo haria por medio de la amigdala central (CeA),
el BNST anterior, el DMH, el hipotdlamo lateral y el NTS.

Igual que la mPFC, el papel de la FH en la respuesta de estrés no es homogéneo,
variando segun la subdivision implicada. Las principales vias de salida de
informacion de la FH son el subiculum dorsal (dSUB) y ventral (vSUB), los
cuales proyectan a diferentes zonas del SNC (Naber y Witter 1998), en
consonancia con las divergencias entre las subdivisiones de la FH en la
regulacion del eje HPA. Las lesiones en el vSUB apuntan a un papel relevante
en la regulacion del eje HPA (Herman et al. 1995), especialmente facilitando
la recuperacion de los niveles basales tras la finalizacién de la exposicién a un
estimulo  estresante emocional (Herman et al. 1998), aunque,
sorprendentemente, también podria estar facilitando la respuesta inicial a
estimulos sistémicos (Mueller et al. 2004). El vSUB, al igual que el mPFC, no
tiene proyecciones directas al PVN, sino que proyecta a través de otras areas
(Herman y Mueller 2006; Ulrich-Lai y Herman 2009). El vSUB envia
proyecciones (presumiblemente glutamatérgicas) a areas con conexion directa
con el PVN como el BNST, la mPOA, la zona peri-PVN y el DMH; pero
también a dreas con conexién indirecta como la mPFC, la amigdala CeA y
medial (MeA), el LSyel PVT.

A pesar de las notables diferencias entre los nicleos de la amigdala respecto a
la respuesta a estimulos estresantes, el papel de la amigdala en conjunto se
considera estimulador. Estos nucleos se diferencian por su citoarquitectura y
conectividad con diferentes zonas del SNC, pero estin muy interconectados
entre ellos (Sah etal. 2003). El patrén de expresion de c-fos (marcador de
activacién neuronal) varia segun el nucleo estudiado tras la exposicion a
estimulos estresantes y en algunos casos (v.g. en la MeA) también existen
diferencias antero-posteriormente y dorso-ventralmente (v.g. Ubeda-
Contreras et al. 2018). Al igual que la mPFC y la FH, la amigdala no tiene
conexiones directas con el PVN (Herman et al. 2003; 2016; Jankord y Herman
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2008). La CeA se comunica con el PVN a través de proyecciones GABAérgicas
a las subdivisiones anterior y lateral del BNST y al DMH. Asimismo, proyecta
al NTS, mediante el cual podria estimular el eje HPA, y al nticleo parabraquial,
mediante los cuales podria modular la respuesta autonémica. La MeA se
comunica con el PVN por medio de las subdivisiones posterior y medial del
BNST, la mPOA, y la zona peri-PVN. La BLA tiene pocas proyecciones hacia
estos nucleos intermedios que inervan el PVN, salvo algunas a la parte
anterior-dorsal del BNST y a otros nucleos hipotaldmicos (entre los que no se
incluye el PVN), pero inerva tanto la MeA como la CeA, pudiendo modular la
respuesta del eje HPA por mediacion de éstas.

2.3. La exposicion cronica a estrés

Hasta ahora hemos tratado principalmente del procesamiento y la respuesta a
estimulos estresantes que son presentados puntualmente (exposicion aguda),
pero ;qué sucede con la exposicion de manera repetida (cronica) a estimulos
estresantes?

Los modelos animales de estrés créonico se pueden subdividir en tres categorias
(ver revision en Armario 2006a): (1) exposicion continuada, (2) exposicion
repetida intermitente y (3) exposicion crénica e impredecible a diferentes
estimulos estresantes (“chronic unpredictable stress” CUS). Tras un periodo de
exposicion repetida al mismo estimulo estresante (homotipico), la respuesta
del eje HPA, y la de otros marcadores fisiologicos, se va reduciendo. Esta
reduccion ha sido explicada por un proceso de habituaciéon, aunque, un
analisis detallado indica que no sigue las leyes de la habituacion y preferimos
llamarlo adaptacion (Rabasa et al. 2015). No obstante, si tras la experiencia
repetida con un mismo estimulo, el sujeto es expuesto a un estimulo diferente
(heterotipico), se observa una respuesta normal o incluso incrementada
(sensibilizacién) (Armario 2006a; Belda et al. 2015). Aparte de los efectos sobre
la respuesta a estimulos estresantes agudos, la experiencia repetida con estrés
de intensidad moderada-alta provoca una reduccion de la ganancia de peso y,
de la ingesta, un incremento en el peso relativo de la adrenal y un descenso en
el del timo (Armario 2015).

A nivel central, la exposicion a CUS, choque eléctrico en las patas e IMO
incremento en el PVN la expresion génica de CRH y AVP (de Goeij et al. 1992)
e indujo una regulacion a la baja de los GR en la FH (Marquez et al. 2004).
Ademas, tras 21 dias de exposiciéon a CUS se ve disminuida la inhibicién

35



GABA¢érgica sobre las neuronas parvocelulares del PVN (Joéls et al. 2004). El
impacto del estrés crénico afecta a otras muchas otras zonas y parametros del
SNC (ver revision en Ulrich-Lai y Herman 2009). Se observa una reduccién en
la complejidad dendritica de las neuronas de la FH, la mPFC y la MeA, y un
incremento en las de BLA y la corteza orbitofrontal (ver revision en McEwen
et al. 2016). Otra area que ve afectada su complejidad dendritica es el estriado,
en el que se observa hipertrofia o atrofia segtn la subdivision (Dias-Ferreira
et al. 2009; Francis et al. 2017), pero los cambios en el estriado seran discutidos
con mas detenimiento en el apartado 3. Ademas de los cambios dendriticos, se
ha observado mediante resonancia magnética tras 21 dias de exposicion a CUS
una reduccién en el volumen en numerosas areas del SNC, entre las que se
encuentran la PrL, la FH el septum, y el BNST (Magalhdes et al. 2018).

Los cambios a nivel central se reflejan en la respuesta conductual, aunque, las
consecuencias de la exposicion a estrés varian entre individuos, cepas y
modelos (Armario y Nadal 2013). No obstante, entre los efectos observados
tras la exposicion a estrés créonico (CUS) podemos destacar una reduccion de
la actividad exploratoria en ambientes nuevos (Garcia-Marquez y Armario
1987a), un incremento de la inmovilidad en la prueba de natacion forzada
(FST) (Garcia-Marquez y Armario 1987b), lo que sugiere un afrontamiento
pasivo, una menor capacidad para ejercer control y afrontar exitosamente una
situacion estresante controlable (Murua et al. 1991), anhedonia, evaluada por
la preferencia por el consumo de sacarosa (Willner et al. 1987; Papp etal. 1991;
D’Aquila y Willner 1994) y un descenso de la agresividad y del
comportamiento sexual (D’Aquila y Willner 1994). No obstante, en algunos
estudios el impacto no es negativo, habiéndose observado un incremento en la
actividad exploratoria en un campo abierto y efecto anheddnico en la ingesta
de sacarina tan solo tras un periodo prolongado de privacion de liquidos
previo a la prueba, pero no sin esta privacion (Harris et al. 1998).

La exposicién a estrés agudo provoca alteraciones en diferentes parametros.
Sin embargo, la exposicion repetida a un mismo estimulo puede amortiguar o
bloquear estas alteraciones. En este sentido, la exposicion a IMO aguda reduce
la actividad exploratoria en un ambiente nuevo y aumenta la inmovilidad en
la FST, pero en animales expuestos repetidamente a IMO estos efectos
desaparecen, por lo que la exposicion repetida podria proteger frente a las
consecuencias de una exposiciéon aguda (Pol etal. 1992). Asimismo, la
exposicion repetida a IMO protege frente a las consecuencias negativas de una
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exposicion aguda al mismo estimulo en el crecimiento, la ingesta de comida y
la preferencia por sacarina (Pastor-Ciurana etal. 2014). De hecho, la
exposicion a CUS también protege parcialmente frente al impacto sobre el
peso y la ingesta de una exposicidon aguda a IMO, dando lugar a adaptacion
cruzada o heterotipica (Pastor-Ciurana et al. 2014).

Por lo tanto, podemos concluir que la exposicion a estrés per se no implica
necesariamente un perjuicio para el organismo. La valencia de las
consecuencias de la exposiciéon puede venir mediada por el tipo de estimulo
estresante (sistémico o emocional), y por las caracteristicas intrinsecas al
estimulo (v.g. duracion, intensidad y controlabilidad) y al sujeto (v.g. especie,
edad y factores psicologicos) (Anisman y Matheson 2005).

3. El sistema dopaminérgico

Las neuronas dopaminérgicas (figura 3) estdn ubicadas en nueve grupos
celulares (A8-Al6), distribuidos en tres sistemas: mesencefalico (A8-A10),
diencefalico (A11-A15) y bulbo olfatorio (A16) (Hale y Lowry 2015). El
sistema dopaminérgico mesencefalico se compone a su vez de tres sistemas:
nigroestriatal, mesolimbico y mesocortical, estos dos altimos englobables bajo
el nombre de sistema mesolimbico-cortical. El sistema nigroestriatal proyecta
desde la substancia nigra pars compacta (SNpc) al estriado dorsal. El sistema
mesolimbico-cortical proyecta desde el area tegmental ventral (VTA) a la
corteza prefrontal, al estriado ventral (ocupado principalmente por el ntcleo
accumbens; NAc), ala amigdala y a la FH. Aunque ésta es la vision clasica, hay
evidencias de que las proyecciones del sistema nigroestriatal y mesolimbico-
cortical parten tanto desde la SNpc, como del VT'A (Bjorklund y Dunnett
2007). En el diencéfalo, las dareas que contienen grupos celulares
dopaminérgicos son el hipotadlamo posterior (A11), el nucleo arqueado (A12),
la zona incierta (A13), el nucleo periventricular (A14) y el hipotalamo lateral
y ventral (A15). El nucleo arqueado y el periventricular liberan dopamina
(DA) al sistema portal hipofisario para alcanzar a la hipdfisis y regular la
liberaciéon de prolactina, mientras que la zona incierta podria inervar
directamente el PVN (Hale y Lowry 2015).
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Fig. 3. Sistema Dopaminérgico.
Las neuronas dopaminérgicas estdn
ubicadas en nueve grupos celulares
(A8-A16), distribuidos en tres sistemas:
mesencefilico (A8-Al10), diencefdlico
(A11-A15) y bulbo olfatorio (Al6), a
partir de los cuales inervan
practicamente todo el SNC (Hale y
. Lowry 2015). PVN=paraventricular
niicleus del hipotdlamo, DR=niicleo del
rafe dorsal.

La DA liberada por estos grupos celulares actia mediante la union a dos
familias de receptores: D1-like (D1y D5) y D2-like (D2, D3 y D4) (Beaulieu y
Gainetdinov 2011). Los receptores D2-like tienen mayor afinidad por la DA
que los D1-like. Ambas familias pertenecen a la familia de receptores acoplados
a proteina G, pero los D1-like estimulan la actividad de la adenil ciclasa, en
tanto que los D2-like la inhiben. Ademas, los D1-like se expresan
exclusivamente a nivel postsinaptico, pero los D2 y D3 se expresan a nivel pre-
y postsinaptico. Concretamente, los D2 presentan dos isoformas: corta y larga,
que actian a nivel pre- y postsindptico respectivamente. De entre los cinco
tipos de receptores dopaminérgicos, los receptores D1 y D2 han sido los mas
caracterizados en estudios conductuales y bioquimicos, por lo que nos
centraremos en los mismos a partir de ahora. Los receptores D1 y D2 se
expresan a lo largo del SNC, incluyendo el PVN (Ran etal. 2019), pero la
expresion del receptor D1 es mas elevada que la del D2, salvo en VTA e
hipofisis (ver revision en Bentivoglio y Morelli 2005). A pesar de las diferencias
en densidad a lo largo del SNC, ambos receptores son altamente expresados en
el estriado.

El estriado ha sido dividido tradicionalmente en dorsal y ventral. El estriado
dorsal, a pesar de ser aparentemente heterogéneo, se puede subdividir en
lateral y medial, mientras que el ventral lo ocupa principalmente el nucleo
accumbens (NAc), el cual se subdivide en core (NAcC) y shell (NAcSh)
(Humphries y Prescott 2010). E1 90-97 % de la poblacion celular del estriado,
independientemente de la subdivision, lo componen neuronas GABAérgicas
llamadas neuronas medianas espinosas (medium spiny neurons; MSN) que
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proyectan fuera del estriado. El resto lo constituyen principalmente tres tipos
de interneuronas: neuronas colinérgicas gigantes sin espinas, neuronas
GABA¢érgicas medianas sin espinas y neuronas que coexpresan 6xido nitrico,
somatostatina y neuropéptido Y. Las MSN se distribuyen en dos estructuras
que conforman el estriado: los estriosomas y la matriz. Los estriosomas
contienen MSN ricas en receptores opioides-y, substancia P y en menor
medida, marcadores colinérgicos; reciben proyecciones de areas limbicas y
frontales y de un grupo de neuronas ubicadas en la SNpc, y proyectan a
neuronas dopaminérgicas del tronco del encéfalo. Las MSN de la matriz
reciben proyecciones de la corteza, el tdlamo y VTA. La mitad de las neuronas
de la matriz proyectan al globus pallidus interno, SN pars reticulata (SNpr) y
VTA, y la otra mitad proyectan al globus pallidus externo y al nucleo
subtaldmico. Las primeras formarian el circuito directo, compuestas por
neuronas que expresan receptores D1, substancia P y prodinorfina, y las
segundas el indirecto, compuestas por neuronas que expresan D2 y
proencefalina (figura 4). La activacion del circuito directo se traduciria en una
activacién talamo-cortical que favoreceria el movimiento, mientras que la
activacion del indirecto tendria los efectos opuestos (Humphries y Prescott
2010; Soares-Cunha etal. 2016a). Tradicionalmente, las neuronas que
expresan los receptores D1 han sido adscritas al circuito directo y las que
expresan D2 al indirecto. Este esquema parece ser mas complejo en el NAc,
donde solo las D1 forman parte del directo, en tanto que ambas poblaciones
podrian formar parte del circuito indirecto (Soares-Cunha et al. 2016a).
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Fig. 2. Circuitos fronto-estriatal directo e indirecto.

La activacion de las neuronas GABAérgicas del estriado dorsal (A) que expresan receptores D1 inhibe al globus pallidus
interno y la sustancia nigra pars reticulata (SNpr) que ejercen una inhibicién ténica sobre el tdlamo. Al inhibir estas
dreas, se bloquea la inhibicion del tdlamo, el cual manda proyecciones glutamatérgicas a la corteza. En el estriado ventral
(C) (niicleo accumbens; NAc) el circuito directo actiia a través de neuronas GABAérgicas que expresan DI a la SNr y el
drea tegmental ventral (VTA), las cuales ejercen inhibicion ténica sobre el tdlamo; por lo que al inhibir estds dreas, se
activa el tdlamo. En el estriado dorsal la activacion de neuronas GABAérgicas que expresan D2 (B) forman parte del
circuito indirecto. Al activarse estas neuronas inhiben al globus pallidus externo, el cual inhibe de forma ténica mediante
proyecciones GABAérgicas el niicleo subtaldmico. Al inhibirse el globus pallidus externo, el niicleo subtaldmico se activa
y en via proyecciones glutamatérgicas al globus pallidus interno y a la SNpr las cual inhiben la accién del tdlamo. En el
estriado ventral (D) el circuito indirecto estaria formado tanto por neuronas GABAérgicas D1 como D2, las cuales
proyectas al niicleo pdlido ventral. Este niicleo ejerce una inhibicién tonica sobre el niicleo subtaldmico y el VTA. Esta
inhibicion ténica se interrumpe debido a las proyecciones GABAérgicas del NAc sobre el niicleo pdlido ventral. Al
interrumpirse esta inhibicién, el VTA envia proyecciones GABAérgicas sobre el tdlamo y el niicleo subtaldmico estimula
a la SNpr que también envia proyecciones GABAérgicas sobre el tdlamo. En resumen, el circuito directo inhibe
directamente a las dreas inhibidoras del tdlamo provocando la activacién cortical por parte de este, mientras que el
indirecto inhibe a las dreas que bloquean la accién de las dreas inhibidoras del télamo, por lo que elimina la activacion
cortical por parte del tdlamo al inhibirlo de forma indirecta. Figura adapta de Soares-Cunha et al. 2016.
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3.1. Sistema dopaminérgico y estrés

Aunque el sistema dopaminérgico se ha relacionado tradicionalmente con el
sistema de refuerzo, hay un gran interés en su implicacion en la respuesta de
estrés (Joseph et al. 2003; Ungless 2004; 2010). Debido a que el sistema
dopaminérgico inerva areas relevantes en la respuesta a estimulos estresantes
como la mPFC, la amigdala o el hipotdlamo, no es sorprendente que esté
implicado en la regulacién de ésta, aunque los resultados en la literatura son
controvertidos. Las contradicciones podrian deberse a una especificidad del
papel de la dopamina en la modulacion de la respuesta de estrés en funcién de
las caracteristicas del estimulo estresante (intensidad y grado de
controlabilidad) y del fondo genético del animal (Spencer et al. 2004;
Kvetnansky et al. 2009). Algunos autores defienden que la respuesta del
sistema dopaminérgico es independiente de la valencia del estimulo y
responde en realidad a la saliencia o relevancia de los estimulos (Horvitz 2000),
y esta idea podria también explicar las contradicciones en la literatura.

En cualquier caso, los estudios de voltametria y microdialisis han sido claves
para probar la implicacién del sistema dopaminérgico en la respuesta de estrés.
Gracias a estas técnicas se ha observado, un incremento en la liberacién de DA
en la mPFC y NAc tras la exposicion a choques eléctricos (Abercrombie et al.
1989), inmovilizacion en tubo (Doherty y Gratton 1996; Pascucci et al. 2007),
presion en la cola (Stevenson y Gratton 2003), manipulacion manual del
animal (handling) (Inglis y Moghaddam 1999) y derrota social (Holly et al.
2015); en el NAc tras presidon en la cola (King et al. 1997); en la BLA tras
handling (Inglis y Moghaddam 1999) y en el hipocampo tras inmovilizacion
en tubo (Yamato et al. 2002). Es importante destacar la relacion entre mPFCy
NAc, dado que la actividad dopaminérgica en la mPFC podria inhibir la
liberacion de DA en el NAc (Doherty y Gratton 1996; King et al. 1997; Pascucci
et al. 2007), mientras que la noradrenérgica podria estimularla (Pascucci et al.
2007). Asimismo, el bloqueo de la actividad dopaminérgica en la BLA podria
incrementar la liberaciéon de DA en el NAc, efecto que podria ser ejercido a
través de la mPFC (Stevenson y Gratton 2003). En el resto del estriado, mas
alla del NAc, no se ha observado liberacion de DA en respuesta a estrés
(Imperato et al. 1991) o la respuesta es muy baja (Abercrombie et al. 1989).

De las subdivisiones del estriado, el NAc ha sido la estructura que mas
claramente se ha asociado con la respuesta a estimulos estresantes (Salamone
1994; Finlay y Zigmond 1997; Joseph et al. 2003). No obstante, en los estudios
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que han utilizado genes de expresion temprana (IEG) (v.g. c-fos, Arc) como
marcadores de activacién, se ha demostrado activacién del estriado ante
diferentes estimulos estresantes como inmovilizaciéon en tubo, FST, campo
abierto (OF), IMO vy olor de predador (Cullinan et al. 1995; Ons et al. 2004;
Masini et al. 2005). Esta activacién no es igual en todas las subdivisiones del
estriado (Ubeda-Contreras et al. 2018), lo cual indica que la respuesta es
regidn-especifica y que podria existir una especializaciéon de las diferentes
subdivisiones en el procesamiento del estimulo estresante. Por ejemplo, la
division dorsal-medial esta implicada en el procesamiento de ciertos aspectos
de la situacion estresante, como en la detecciéon de la controlabilidad en
situaciones de estrés (Maier 2015; Maier y Seligman 2016), aspecto que
trataremos con mas detenimiento en el apartado 4.

Ademas de activarse tras la exposicién a estrés agudo, la exposicion crénica a
estrés provoca cambios estructurales en el estriado. Tras la exposicion a CUS
se observa atrofia en la arborizacién dendritica en el estriado dorsal-medial e
hipertrofia en el dorsal-lateral (Dias-Ferreira et al. 2009), asi como una atrofia
en las neuronas MSN del NAc que expresan D1 (Francis et al. 2017; Fox et al.
2018). En otro estudio también se ha descrito hipertrofia en las MSN del NAc,
aunque sin distinguir el fenotipo neuronal (Bessa et al. 2013). Junto a estos
cambios estructurales se han observado cambios funcionales (Chaudhury et al.
2013). La exposicion cronica a derrota social provoca un incremento en la tasa
de disparo de las neuronas dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAc,
mientras que el efecto sobre aquellas que proyectan ala mPFC varia en funcién
de las consecuencias conductuales: éstas disminuyen su actividad en animales
con un fenotipo vulnerable (definidos por la tasa de evitacion social y el
consumo de sacarosa), pero no se ven afectadas en animales con fenotipo
resiliente. Ademas, en los animales con fenotipo vulnerable, la inhibicién de
las proyecciones VTA-NAc elimina el impacto de la exposicion croénica a
estrés. En contraste con estos datos, Tye y colaboradores (2013) han observado
que la inhibicién del VTA da lugar a un fenotipo similar a la depresion
mientras que su activacion lo revierte, efecto que podria estar mediado por las
proyecciones al NAc. No obstante, la activacion era menos selectiva que la del
estudio anterior, en el que inhibian de forma selectiva las proyecciones VTA-
NAc.

Otra explicacion a tener en cuenta, aparte de la especificidad de la
manipulacion, es que el area de destino, el NAc, contiene dos circuitos (D1,
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D2) que podrian jugar papeles diferentes. Hikida y colaboradores (2010; 2013)
han demostrado que el aprendizaje de condicionamiento apetitivo requiere la
participacién del circuito directo y el receptor D1, mientras que la adquisicion
de condicionamiento aversivo requiere del indirecto y el receptor D2. De
hecho, tras un paradigma de estrés crénico (derrota social) la activacién
optogenética del circuito directo (D1) promueve las conductas que indican
resiliencia, mientras que la del indirecto (D2) incrementa las que indican
vulnerabilidad (Francis etal. 2015). Esta disociacion de funciones entre
circuitos/receptores no es siempre tan clara. La activacion optogenética de
ambas poblaciones incrementa la motivacién en una tarea apetitiva, y la
activacion de los receptores D2 en solitario, incrementa la motivacién tanto en
animales control como en aquellos con un fenotipo anhedénico (inducido por
la administracion prenatal de glucocorticoides) (Soares-Cunha et al. 2016b).

Mas alld de la liberacién de DA en respuesta a estrés o la regulacion de las
consecuencias conductuales, estudios farmacoldgicos indican que el sistema
dopaminérgico podria participar en la regulaciéon del eje HPA. La
administracion periférica tanto de agonistas D1 y D2 (Borowsky y Kuhn 1992),
como de antagonistas D2 (Belda y Armario 2009) puede activar el eje HPA en
ausencia de estimulos estresantes. Pero debemos ser prudentes a la hora de
extraer conclusiones, porque la activacion del eje HPA es muy sensible a la
administracion de sustancias y farmacos de muy distinta naturaleza y acciéon
neuroquimica (Armario 2006a), por lo que los efectos podrian no estar
especificamente ligados al sistema dopaminérgico.

En cuanto a la respuesta a estrés, Belda y Armario (2009) observaron que la
administracion sistémica de antagonistas D1 y D2 previa a la exposicion a IMO
aceleraba la recuperacion del eje HPA tras la exposicion, implicando al sistema
dopaminérgico en la regulacion de la respuesta de éste. En la misma linea,
Spencer y colaboradores (2004) han observado una reduccién en la respuesta
de ACTH y Fos porteina en el PVN y otras dreas del SNC a interleuquina-1
(estimulo estresante sistémico) tras la administracion de antagonistas D1y D2
en la mPFC. Sin embargo, no observaron modificaciones en la respuesta de
ACTH a soplos de aire en la cabeza, aunque si una reduccion de la expresién
de Fos en el BNST y el PVN sdlo tras la administracion del antagonista D2. Las
diferencias en los efectos de los antagonistas podrian venir mediadas no tanto
por la naturaleza de los estimulos, sino por las diferencias en intensidad, ya
que la liberacion de ACTH tras la exposicidn a interleuquina-1p es superior y
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perdura mas en el tiempo que tras la exposicion a soplos de aire en la cabeza.
En contraposiciéon a estos resultados, Sullivan y Dufresne (2006) han
observado un incremento en la respuesta de ACTH ala inmovilizacién en tubo
tras la administracion de un antagonista dopaminérgico (no selectivo) en la
mPFC.

La actividad dopaminérgica en el SNC es sensible a la acciéon del CRH y los
glucocorticoides. La administracion de CRH en el NAcSh incrementa los
niveles de acetilcolina y DA en esta subdivision (Chen etal. 2012). Estos
cambios conllevan alteraciones a nivel conductual similares a las producidas
por la exposicion previa a estrés, como un incremento en la conducta de
afrontamiento pasivo en el FST, anhedonia (evaluada por el consumo
preferente de sacarosa) y conducta similar a la ansiedad en la prueba del
laberinto elevado en cruz (EPM). La actividad dopaminérgica en el NAc
también es sensible a la accion del CRH en VTA. La administraciéon de un
antagonista del receptor CRHR2, pero no del CRHRI, el VTA bloquea el
incremento de DA en el NAcSh observado tras derrota social (Holly et al.
2015).

Respecto a los glucocorticoides, su administraciéon sistémica incrementa la
liberacién de DA en el NAc en condiciones basales (Piazza et al. 1996a). Mas
importante adin, su supresion (quimica o por adrenalectomia) inhibe la
liberacién de DA en el NAc causada por la administracion de morfina (Piazza
etal. 1996b), asi como la sensibilizacién de la liberacién de DA y de la
respuesta locomotora a opidceos y psicoestimulantes provocada por una
exposicion previa a estrés crénico (Deroche etal. 1995; Rougé-Pont et al.
1995). La administracién local de glucocorticoides en el VTA potencia la
accion glutamatérgica sobre las neuronas dopaminérgicas de VTA (Daftary
et al. 2009) e incrementa la liberacion basal de DA en el NAcC (Tye et al. 2009).

3.2. Desarrollo, dopamina y estrés

El sistema dopaminérgico juega un papel relevante en funciones cognitivas,
regulacion emocional, el refuerzo y el control motor, y estd claramente
implicado en la sintomatologia de trastornos psiquiatricos como la
esquizofrenia o la depresién (Rodrigues et al. 2011). Por esta razon es clave
entender como es afectado por la exposicion a estrés durante las etapas en las
que aun se encuentra en desarrollo. La exposicion a glucocorticoides durante
el periodo de gestacion y en los primeros estadios del desarrollo, en los que el
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sistema dopaminérgico esta en proceso de maduracion, puede afectar de forma
permanente a su funcionamiento (Rodrigues etal. 2011), dando lugar, a
hiperactividad en el sistema mesolimbico (lo que incrementaria la
vulnerabilidad a la esquizofrenia) y a hipoactividad del sistema mesolimbico-
cortical (lo que provocaria déficits emocionales y de memoria).

El periodo de maduracion del sistema dopaminérgico se extiende hasta el final
de la adolescencia. Las proyecciones dopaminérgicas del VT'A se incrementan
de la adolescencia a la edad adulta en areas como la mPFC o el NAc, lo que
sugiere que el sistema dopaminérgico funciona de forma distinta en la
adolescencia que en la edad adulta (Yetnikoff etal. 2014). El sistema
dopaminérgico sigue un gradiente de desarrollo posterior-anterior, de tal
manera que la corteza prefrontal es el drea que mas tarde madura. En
consonancia, las proyecciones dopaminérgicas al mPFC tardan mds en
alcanzar la madurez, que las de los sistemas nigroestriatal y mesolimbico
(Naneix et al. 2012). Los niveles de receptores dopaminérgicos también varian
hasta alcanzar la expresion de la edad adulta, siguiendo aproximadamente un
patrén en forma de “U” invertida a lo largo de la adolescencia. El momento de
maxima expresion de receptores dopaminérgicos durante la adolescencia varia
ligeramente entre estudios. Hay datos que muestran un incremento seguido de
una caida en los niveles de los receptores dopaminérgicos del estriado (Teicher
et al. 1995; Andersen et al. 1997; Dalton y Zavitsanou 2010), pero otros solo lo
encuentran en los receptores D1 y no en los D2 (Falco et al. 2014). Naneix y
colaboradores (2012) observan un pico en la expresion de receptores
dopaminérgicos en el estriado dorsal y la mPFC durante la adolescencia tardia
que desaparece en la edad adulta. Este pico apareceria antes en el NAc, donde
se alcanzarian mas rapido los niveles de la edad adulta. No obstante, los
cambios en la expresion de receptores dopaminérgicos durante la adolescencia
podrian variar segun el fenotipo neuronal y el sexo (Brenhouse y Andersen
2011). Por ejemplo, Brenhouse y colaboradores (2008) no observaron cambios
en los receptores D1 localizados en neuronas GABAérgicas de la mPFC, pero
si en las glutamatérgicas que proyectaban a dreas subcorticales como el NAc.
Asimismo, en hembras el incremento y la posterior poda en el nimero de
receptores es menos marcada que en machos (Andersen et al. 1997).

En paralelo a los cambios en el sistema dopaminérgico, se observan, durante
la adolescencia, cambios conductuales (sobre este aspecto profundizaremos
mas en el apartado 5), modificaciones en habilidades dependientes del sistema

45



dopaminérgico, reflejindose en una menor flexibilidad cognitiva que los
adultos (Naneix etal. 2012) y mayor sensibilidad al valor reforzante de
sustancias que incrementan la disponibilidad de DA en el terminal sindptico,
como la cocaina (Naneix et al. 2013).

El proceso madurativo del sistema dopaminérgico puede verse alterado por
manipulaciones farmacoldgicas o por la exposiciéon a estrés durante este
periodo. Por ejemplo, la estimulacion de los receptores D2 de forma crénica
durante la adolescencia altera el desarrollo del sistema dopaminérgico,
reduciendo la densidad de las fibras dopaminérgicas y el numero de receptores
dopaminérgicos, especialmente en el sistema mesocortical (Naneix et al.
2013). La exposicion a estrés cronico durante la adolescencia puede reducir los
niveles dopaminérgicos en la mPFC en condiciones basales (Watt et al. 2009;
2014), junto con un descenso en el numero de receptores D2 (Wright et al.
2008). Por el contrario, se observa un incremento moderado de la expresién
de receptores D2 en el estriado dorsal-medial en la edad adulta tras la
exposicion repetida a choque eléctrico en las patas durante la adolescencia en
comparacion con el grupo sin exposicion a estrés (Sanchis-Ollé et al. 2019).

4. Controlabilidad

En una revision relativamente reciente, Koolhaas y otros investigadores (2011)
debaten sobre los problemas para definir estrés remarcando la importancia de
la falta de controlabilidad y predictibilidad para que una situacién aversiva
pueda considerarse como estresante. La importancia de ambos factores en las
consecuencias de la exposicion a estimulos estresantes fue ya destacada hace 5
décadas por Seligman, Maier y Weiss. De hecho, de los estudios de Seligman,
Maier y colaboradores surgié el concepto de indefension aprendida que se
utilizé para describir una serie de déficits o consecuencias de la experiencia
previa con estimulos estresantes incontrolables, entre las que se hallaba la
dificultad para afrontar con éxito nuevas situaciones estresantes (Seligman
1972).

4.1. Controlabilidad, indefension aprendida y
evitacion activa

Para entender qué es la indefension aprendida, antes debemos aclarar algunos
conceptos. Una situacion es controlable cuando dar una respuesta incrementa
la probabilidad de que ocurra el resultado esperado, es decir, la conducta es
contingente con el resultado (Maier y Seligman 2016). Una situacion seria
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incontrolable si dar una respuesta no incrementa la probabilidad de aparicién
de un resultado concreto. La indefension aprendida/percibida aparece cuando,
frente a una situacion controlable el sujeto la percibe como incontrolable. En
los casos en los que se puede ejercer el control de forma objetiva se establece
un proceso de condicionamiento operante (Rescorla 1988), de tal manera que
la realizacién de la conducta (v.g. apretar una palanca) apropiada dard lugar a
un refuerzo negativo (fin de un estimulo aversivo, como un choque eléctrico),
generando una asociacion entre conducta y refuerzo negativo.

El paradigma de indefension aprendida ha sido, y sigue siendo, muy
importante en el campo de la Psicologia, habiéndose considerado un buen
modelo de depresién en el laboratorio. Este paradigma proviene de los
estudios realizados en los afios sesenta sobre los efectos de la controlabilidad,
en los que se utilizaba un disefo triddico que incluia un grupo no expuesto a
estrés (NS), un grupo expuesto a estrés controlable (CST), tradicionalmente
llamado grupo master, y otro expuesto a estrés incontrolable (UST),
tradicionalmente denominado grupo yoked/slave (Weiss 1972). El estimulo
estresante utilizado en este tipo de paradigmas es el choque eléctrico,
tipicamente en las patas o en la cola. Estudios iniciales con perros, indicaban
que haber experimentado previamente choques eléctricos inescapables
provocaba que los animales fallaran en una tarea posterior (en un contexto
distinto) en la que si se podia evitar el choque eléctrico o escapar de ¢l (estrés
controlable) (Overmier y Seligman 1967). El primer contexto y el segundo
diferian significativamente por lo que los efectos observados no parecian
deberse al desarrollo de miedo condicionado al contexto. De hecho, el déficit
observado en los animales que no podian escapar del choque no se observaba
en aquellos animales que el primer dia si podian escapar del choque eléctrico,
aunque ambos recibiesen la misma cantidad y tiempo de choque (Seligman y
Maier 1967). El estado de pasividad o de indefensién aprendida no se debia a
que el animal hubiese adquirido la conducta de inmovilidad como estrategia
para afrontar el choque, ya que en tareas en las cuales los animales CST debian
mantenerse inmaviles para escapar de él, éstos aprendian una nueva tarea, en
el segundo contexto, que requeria realizar una conducta activa (Maier 1970).
Estos datos llevaron a plantear a estos investigadores que los animales en
realidad aprendian que no podian hacer nada para afrontar la situacién y
habian desarrollado indefension aprendida.
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En paralelo a estos resultados, Weiss y colaboradores observaron, utilizando
en este caso ratas, que la capacidad para controlar o predecir un estimulo
estresante reducia significativamente las lesiones gastricas causadas por éste
(ver revision en Weiss 1972), destacando la importancia de la controlabilidad.
No obstante, ellos proporcionaron una explicacion alternativa a los déficits
observados en una segunda tarea, ahora controlable diferente de la primera
(Weiss et al.1975). Plantearon que el déficit era secundario a un déficit motor
causado por el descenso de los niveles de noradrenalina en el SNC tras la
exposicion previa a una situacién estresante incontrolable aguda. De hecho,
tras exposicion crdnica a estrés incontrolable desaparecia el déficit en la
adquisicion de la segunda tarea y, este hecho, iba en paralelo a un incremento
en la capacidad de sintesis del sistema noradrenérgico, lo que evitaba la
reduccion de los depdsitos de noradrenalina, permitiendo efectuar la respuesta
motora adecuada en el segundo contexto (Weiss et al. 1975). Sin embargo, esta
teorfa no explicaria los datos del laboratorio de Seligman y colaboradores
(1968), en los que “forzando” al animal en el que se habia inducido indefension
aprendida a cruzar al compartimento contrario acabaran aprendiendo la tarea
operante. Por lo tanto, la incapacidad para realizar la tarea no estaria mediada
por un déficit neuroquimico.

Seligman y Maier continuaron los estudios sobre la controlabilidad en ratas,
utilizando el modelo disefiado por Weiss (Weiss et al. 1975). Este consistia en
colocar a la rata en un compartimento restringido con la cabeza orientada
hacia una rueda la cual puede girar para escapar del choque eléctrico en la cola.
La evaluacién de las consecuencias la realizaban en una caja lanzadera o
shutlle-box. Este tipo de caja consta de dos compartimentos conectados y en
ambos, el suelo estd compuesto por rejillas a través de las cuales reciben el
choque eléctrico en las patas. La conducta operante consiste en cruzar al
compartimento contrario al que esta recibiendo el choque eléctrico.

Utilizando siempre ratas, el laboratorio de Maier observé que el control ejercia
un efecto protector sobre una gran parte de las consecuencias de la exposicién
alos choque eléctricos en la cola (ver revision en Maier y Watkins 1998). Entre
los efectos descritos en los animales UST que no aparecen en los CST podemos
destacar: las dificultades para adquirir una tarea operante apetitiva, la
reduccién del comportamiento dominante en una situaciéon de competicién
por comida y el descenso de la interaccidn social. Asimismo, los UST muestran
mas miedo y/o ansiedad en ambientes nuevos y en presencia de olor de

48



predador que los CST. Ademas, los animales UST muestran mayor adquisicion
de miedo al contexto y al estimulo condicionado (CS; tono) que los NS,
mientras que los CST muestran menos adquisicion que los NS (Baratta et al.
2007). Estos resultados esbozan un cuadro representativo de un buen modelo
de depresion en animales, pero los efectos no perduran en el tiempo y el propio
Maier considera que hay una contribucion fundamental de la ansiedad. No
obstante, la exposicion repetida al contexto donde se llevé a cabo la exposicion
a los choques incrementa significativamente la persistencia de los efectos en el
tiempo (Maier 2001). Este es un hallazgo muy interesante que no ha sido
estudiado posteriormente.

La posibilidad de control, ademas de reducir las consecuencias de la exposicién
al estrés, da lugar a un fendmeno de inmunizacion, reflejado en una protecciéon
frente al impacto de la exposicién a futuras situaciones estresantes
incontrolables (ver revision en Maier 2015). Este efecto, a diferencia de las
consecuencias del UST, es duradero (Kubala et al. 2012) y transituacional, es
decir, los efectos protectores se dan en situaciones estresantes diferentes a la
de estrés controlable (Amat et al. 2010).

Evitacion activa

En aquellos paradigmas en los que el animal aprende a evitar los choques, se
han usado modelos de evitacion activa, en los que realizar una conducta
operante evita la aparicién del estimulo aversivo, o modelos de evitacién
pasiva, en los que no realizar una conducta para la cual los animales tienen
predisposicion previene la aparicion de dicho estimulo aversivo (LeDoux et al.
2017). Nosotros nos centraremos en la tarea de evitacidn activa. Para este tipo
de aprendizaje es necesario el emparejamiento de CS (luz y/o sonido) con un
estimulo incondicionado (US), en nuestro caso choques eléctricos como
estimulo aversivo. En este tipo de tareas, llevar a cabo una determinada
conducta de forma previa a la aparicion del estimulo aversivo, durante la
aparicion del CS, previene su aparicién y se habla de evitacién. En el caso de
que el animal realice la conducta apropiada una vez iniciado el choque se
considera como escape. Sin embargo, hay paradigmas en los que el choque no
viene anunciado por un CS, sino que aparece siguiendo un régimen temporal
regular (choque eléctrico cada X segundos), el cual debe interiorizar el animal
para llevar a cabo la conducta apropiada que permita su evitacién (evitacion
tipo Sidman) (Rescorla 1968).
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En los estudios de evitacion activa se ha utilizado preferentemente la caja
lanzadera o shuttle box y el choque eléctrico en las patas. La tarea de evitacion
activa puede ser en un sentido (one-way) o dos (two-way, TWAA). En el
primer caso hay un compartimento seguro, en el que no hay choque ni CS, y
otro peligroso, en el que si. Para evitar/escapar el choque hay que cruzar al
compartimento seguro (Candido et al. 2002; Torres et al. 2005). En el segundo
caso (figura 5), en ambos se reciben choques y la respuesta operante consiste
en cruzar del compartimento en el que se encuentre el animal al contiguo
(Lalanza etal. 2015). Esta tarea es mas complicada que la anterior ya que
ninguno de los dos compartimentos es seguro. Durante los primeros ensayos
puede aparecer la conducta de petrificaciéon tras la asociacion CS-US que
dificulta la conducta de evitacion, pero a medida que la sesioén va avanzando
se incrementan el numero de evitaciones (Wilcock y Fulker 1973). La
intensidad de la conducta de petrificacion durante los primeros ensayos
predice el desempeno a lo largo de la sesion de TWAA. Esta conducta
correlaciona negativamente con el numero total de evitaciones en la sesién y
podria venir mediada por altos niveles de ansiedad (Vicens-Costa et al. 2011).
De hecho, estudios farmacoldgicos han demostrado que la administracion de
ansioliticos mejora la conducta de evitacion, mientras que la de ansiogénicos
la empeora (Escorihuela etal. 1993). La relacion negativa entre ansiedad y
desempenio en la tarea de TWAA viene confirmada por los datos observados
en lineas de animales seleccionados genéticamente por su desempefio en esta
tarea, denominadas Roman high/low avoidance (Escorihuela etal. 1999):
seleccionadas por la facilidad (high) o dificultad (low) con la que adquieren la
TWAA. No obstante, en estudios utilizando ratas seleccionadas por su
desempefio en la TWAA (Hatano-high/low avoidance) pero eliminando
sistematicamente los sujetos que mostraban una marcada conducta de
petrificacion, la relacion con conductas asimilables a la ansiedad es opuesta a
las Roman (Horii et al. 2012). Estas ratas adquieren diferencialmente una tarea
de evitacién pasiva, realizandola mejor las high avoidance, algo que no ocurre
en las Roman. Ademas, a diferencia de las Roman, las Hatano high avoidance
presentan mas conductas asimilables a la ansiedad que las Low avoidance. Por
lo que la relacion entre la ansiedad y el desempenio en la TWAA puede ser mas
compleja de lo que se ha sugerido inicialmente.
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CS (luz+tono)

Fig. 5. Tarea de evitacion activa en dos sentidos (TWAA).

En la TWAA se dan dos tipos de condicionamiento: cldsico y operante. Mediante condicionamiento
cldsico se asocia un choque eléctrico en las patas (US) con un tono y una luz (CS) los cuales predicen la
aparicion del choque. Mediante condicionamiento operante se asocia el cruzamiento al compartimento
contiguo al que se encuentre el sujeto con el fin del choque o del CS. En este tipo de paradigma se dan
tres respuestas: nula (A), escape (B) y evitacion (C). La respuesta nula se da cuando el animal no cruza
al compartimento contiguo ni durante el CS, ni durante el US. Esta conducta es mds probable que
aparezca al inicio de la sesion pero que desaparezca a medida que el sujeto aprende la tarea. La tarea
de escape se da cuando cruza durante el choque, finalizdndolo y escapando por tanto del estimulo
aversivo. Cuando la contingencia finalizacion de choque + cruzamiento es aprendida, el sujeto adquiere
la conducta de evitacion. Esta conducta se da cuando el sujeto cruza al compartimento contiguo
durante el CS y previene asi la aparicién del US. Figura adaptada de LeDoux et al. 2017.
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El laboratorio de Richter-Levin ha estudiado los efectos de la exposicién
repetidaa TWAA como modelo de controlabilidad, obteniendo resultados que
van en la misma linea de los obtenidos por el grupo de investigacion de Maier
(Ilin y Richter-Levin 2009a; Lucas et al. 2014). Ellos establecen el choque
recibido por el grupo UST usando el promedio de choques recibido por el CST,
en lugar de conectar cada UST a un CST para que reciban exactamente el
mismo numero de choques. La exposicion durante 6 dias a este paradigma da
lugar a corto plazo a un incremento en el uso de estrategias de afrontamiento
activas en los CST y pasivas en los UST cuando son evaluadas en la FST, y
potencia la adquisiciéon de una tarea apetitiva en los CST mientras que la
dificulta en los UST (Lucas et al. 2014). A largo plazo observan una reduccién
del miedo al contexto en los CST respecto a los UST (Ilin y Richter-Levin
2009a) y una facilitacion de la adquisicién de una tarea de estrés controlable
parcialmente distinta de la anterior en los CST y mayor dificultad en los UST
(Lucas et al. 2014).

Un ultimo aspecto importante que destacar en el estudio de la controlabilidad
y la evitacion activa es la cepa y el sexo. Sin entrar en una revision exhaustiva,
se han encontrado diferencias en el desempeno en tareas que implican estrés
controlable entre diferentes cepas de ratas de laboratorio. Por ejemplo, las ratas
de la cepa Wistar-Kyoto, usadas como modelo de depresion y ansiedad
(Lahmame et al. 1997), adquieren mas rapido la tarea de evitacion en una caja
operante (lever press) que las ratas de la cepa Sprague-Dawley (Servatius et al.
2008), y son mds resistentes a la extincion de la conducta cuando el choque
eléctrico es mas intenso (Jiao et al. 2011). Las ratas Holtzman y las Long-Evans
muestra una latencia de escape superior a la de las Sprague-Dawley (Padilla
etal. 2009). De hecho, las ratas Long-Evans muestran mayor tasa de
petrificacion en la reexposicion al contexto donde recibieron el choque
eléctrico que ratas de la cepa Sprague-Dawley (Chang y Maren 2010),
indicando mayor condicionamiento de miedo al contexto, y probablemente
mas susceptibilidad a los efectos del choque eléctrico. Esta cepa tiene una
mayor actividad basal del eje HPA y una mayor respuesta al estrés que las
Sprague-Dawley (Sanchis-Ollé en preparacion). En cuanto al sexo, el impacto
de la controlabilidad, no se observan en ratas hembra los efectos protectores
de la experiencia previa de control frente a una nueva situacién estresante
incontrolable que tipicamente se observan en machos (Baratta et al. 2018;
2019).
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4.2. Controlabilidad, eje HPA y procesamiento

Considerando que los niveles de ACTH y, en menor medida, los de
corticosterona son sensibles a la intensidad del estimulo estresante (Armario
et al. 2012), cabria esperar que los niveles de estas hormonas fuesen mas bajos
tras la exposicion a estimulos estresantes controlables que tras la exposicién a
estimulos incontrolables. Sin embargo, ni los niveles de ACTH, ni los de
corticosterona difieren tras la exposicion aguda al estrés controlable respecto
al incontrolable utilizando el modelo clasico de choque escapable/inescapable
en la cola (Maier et al. 1986), ni en una tarea de escape usando la caja lanzadera
en ratones (Prince y Anisman 1990). Tampoco se observan diferencias entre
ambas condiciones en la expresion de CRH, ni en la de neuronas que
coexpresan CRHy AVP en el PVN (Helmreich et al. 1999). Aunque esto es asi
en los estudios utilizando la metodologia clasica de la indefension aprendida,
si se han encontrado diferencias en la respuesta del eje HPA tras la exposicion
a estimulos estresantes controlables utilizando otros procedimientos.

En una situacion de la que sdlo se puede escapar del choque eléctrico usando
un procedimiento similar al seguido en la caja operante (lever press), si se
encontré6 una reduccion en la liberacion periférica de adrenalina,
noradrenalina y corticosterona en el grupo CST respecto al UST (Swenson y
Vogel 1983). La influencia del control también se manifiesta cuando la tarea
permite la evitacidon. La experiencia repetida de control en una caja operante
(disk pull), tras cinco sesiones da lugar a niveles de corticosterona mas bajos
en los sujetos CST que en los UST, sin diferencias de los CST conlos NS (Tsuda
y Tanaka 1985). Resultados de nuestro grupo indican que la exposicion
repetida durante la adolescencia a estrés controlable (escape y evitacion) da
lugar a una menor respuesta del eje HPA a la prueba de TWAA en
comparacion con la exposicion repetida a estrés incontrolable en la ultima
sesion, aunque no en la primera (Sanchis-Ollé et al. 2019). En la misma linea,
Lucas y colaboradores (2014) observaron que 24 h después de finalizar la
exposicion repetida a TWAA, los niveles de corticosterona en condiciones
basales eran mds elevados en el grupo UST. No obstante, aunque hay otros
autores que no encuentran cambios en la respuesta de corticosterona tras la
experiencia repetida en la TWAA (Mormede et al. 1988), la posibilidad de
evitar, la experiencia repetida o la complejidad de la tarea podrian ser claves
para la sensibilidad del eje en la deteccion de la controlabilidad.
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El procesamiento de los estimulos estresantes emocionales o mixtos en el SNC,
es altamente complejo e involucra a muchas dreas. En la respuesta diferencial
a choques controlables/incontrolables (figura 6) parecen ser especialmente
relevantes el DR, la amigdala, el estriado y la mPFC (Maier y Seligman 2016).
La activacién del DR desencadena la respuesta de miedo caracterizada por la
petrificacion o activacion del sistema simpatico (Maier 2015). El DR actda
mediante proyecciones serotoninérgicas que estimulan la actividad de la
amigdala, implicada en la respuesta de miedo, e inhiben la parte dorsal de la
sustancia gris periacueductal (PAG), encargada de la respuesta de
afrontamiento activo. Tras la exposicion a choques controlables o
incontrolables el DR recibe las mismas sefiales procedentes de las neuronas
liberadoras de CRH del BNST, de las proyecciones glutamatérgicas de la
habénula y de las noradrenérgicas del locus coeruleus. Sin embargo, cuando la
situacion es controlable, se incorpora un nuevo protagonista: la mPFC. La PrL
envia proyecciones glutamatérgicas al DR que contactan con neuronas
GABAérgicas, que a su vez inhiben las neuronas serotoninérgicas del nucleo,
bloqueando asi la respuesta del DR al choque eléctrico. La PrL no actda sola en
condiciones de controlabilidad, sino que cuenta con la colaboracién del
estriado dorsal-medial, implicado en la deteccion de la contingencia entre la
respuesta y el refuerzo. La conexion PrL-DR explica la inmunizacion tras la
experiencia de control pues se vuelve a activar incluso en situaciones en las que
el estimulo estresante ya no es controlable (Maier 2015; Maier y Seligman
2016).
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Fig. 6. Circuito implicado en la respuesta a estimulos controlables.

La figura A muestra las vias que provocan la exposicién a un estimulo incontrolable. En el niicleo del rafe dorsal (DR)
convergen proyeccién del BNST (CRH), de la habénula (glutamato) y del locus coeruleus (noradrenalina). Estas sefiales
son procesas en el DR que inhibe por un lado la activacién del PAG dorsal y con él, la respuesta de afrontamiento activa,
por otro lado, envia proyeccion serotoninérgicas a la amigdala que acaban provocando la respuesta de miedo por la CeA.
Sin embargo, cuando la controlabilidad estd disponible (figura B) es detectada por el estriado dorsal-medial (DMS) y la
PrL. La PrL manda proyecciones glutamatérgicas al DR, donde estimulan neuronas GABAérgicas que inhiben la
activacion de este. Una vez inhibido el DR, la PAG dorsal puede disparar una respuesta de afrontamiento activa.
Asimismo, la IL inhibe la activacion de la respuesta del miedo por parte de la CeA. A su vez, la BLA envia proyecciones
al NAc que facilitan la respuesta motora y, por tanto, ejercer la controlabilidad.

La mPFC puede modular la actividad de la amigdala de forma indirecta a
través del DR y directa a través de las proyecciones desde la IL. Aunque la IL
no parece implicada en la deteccién de la controlabilidad, la IL y la PrL estan
interconectadas. Maier (2015) plantea que en presencia de control, la IL
enviaria senales glutamatérgicas a las células intercaladas de la amigdala, que a
su vez envian seflales GABAérgicas inhibidoras a la CeA, reduciendo de esta
manera la respuesta de miedo. De hecho la inhibicién de la CeA por la IL es
clave en la respuesta de evitacion activa en la caja lanzadera (LeDoux et al.
2017). La inhibicién de la CeA por la IL podria ser importante en los efectos
protectores de la controlabilidad, ya que reduce la respuesta de miedo
condicionado posterior a los choques y facilita los procesos de extincion. Pero
no todos los nucleos de la amigdala juegan un papel desencadenante de la
respuesta de miedo. En situaciones de estrés controlable (TWAA) la BLA
manda sefiales al NAc que son necesarias para el desempeno en una tarea de
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estrés controlable (LeDoux et al. 2017). De hecho, la actividad dopaminérgica
y la activacion de los receptores D1 en el NAc es clave para la ejecucion (lever
press) de una tarea de evitacion activa (McCullough et al. 1993; Wenzel et al.
2018). El papel del sistema dopaminérgico no se circunscribe al NAc, dado que
en animales deficientes en DA, que son incapaces de aprender la TWAA, lo
consiguen si se reinstaura la actividad dopaminérgica en todo el estriado y en
la amigdala, pero no si se hace solo en el NAc (Darvas et al. 2011). La actividad
dopaminérgica también es relevante en la mediacion del mPFC en la respuesta
a estrés controlable (evitacion activa en caja de Skinner) (Sokolowski y
Salamone 1994). La disrupcion de la actividad dopaminérgica en la mPFC
provoca déficits en la conducta de escape, pero, sorprendentemente, no en la
de evitacion.

Los circuitos que acabamos de mencionar intervienen en los efectos del
control, pero no en los de otras condiciones como la presencia de sefiales de
seguridad. La introduccion de sefiales de seguridad en un protocolo de
choques eléctricos inescapables amortigua el impacto negativo sobre la
exploracion social producido por los choques, pero en este caso parecen ser
clave las conexiones entre la insula posterior y la amigdala, y no el circuito
implicado en la controlabilidad (Christianson et al. 2012; 2014).

4.3. Controlabilidad y sus implicaciones funcionales
en humanos

;Podemos extrapolar las conclusiones obtenidas en el modelo animal al ser
humano? El déficit provocado por la experiencia previa con estrés
incontrolable en la adquisicién de una tarea operante en una nueva situacion
controlable también fue observado en humanos por Seligman (Maier y
Seligman 2016). Pero mas alld de la experiencia previa con estimulos
estresantes incontrolables, es de gran relevancia la interpretacion que el sujeto
hace de la situacion estresante. En funcién de si la falta de control se atribuye
a causas circunstanciales especificas de la situacién o a causas generales, el
resultado sera diferente. Los individuos que atribuyan la falta de control a
causas circunstanciales no desarrollaran indefension aprendida perdurable,
mientras que los que lo atribuyan a causas generales desarrollaran indefension
aprendida generalizada. La percepcién de control sobre las situaciones
estresantes es lo opuesto a la indefensién y protege frente a los futuros eventos
estresantes, favoreciendo la resiliencia del individuo. Fuera de las situaciones
de laboratorio, el estatus socioeconémico se ha utilizado como un indicador
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de experiencias repetidas con situaciones controlables (estatus
socioecondmico alto) o incontrolables (estatus socioecondémico bajo). Aunque
es un marcador discutible, las personas con un estatus socioeconémico bajo
tienen mayor tendencia a desarrollar trastornos del estado de animo
relacionados con el estrés y el abuso de sustancias (Moscarello y Hartley 2017).
La generalizacién y/o la experiencia repetida con situaciones sobre las que no
es posible ejercer control pueden incrementar la vulnerabilidad del ser
humano a sufrir un trastorno mental; por lo tanto, la percepcion de
controlabilidad si parece ser a priori importante para el ser humano.

Cuando en el laboratorio se comparan situaciones incontrolables y
controlables, las primeras incrementan los sentimientos negativos de rabia,
depresion e indefension (Markus et al. 2000; Miiller 2011), tienen efectos
negativos sobre las funciones ejecutivas (Henderson et al. 2012) y empeoran la
extincion de la memoria de miedo (Hartley etal. 2014). Estudios de
neuroimagen han observado que la mPFC, la amigdala y el estriado estan
implicadas en la respuesta a estimulos estresantes controlables (Moscarello y
Hartley 2017), lo que sugiere areas similares a las implicadas en roedores. La
percepcion de control reduce la sensacion de dolor tras la exposicion a un
estimulo aversivo, y esto va asociado a cambios en la activacion de la mPFC, la
insula y la PAG (Salomons et al. 2004; 2007). En situaciones en las que no hay
posibilidad de ejercer control, el uso de un estilo de afrontamiento centrado en
la modificacién de la emocién subyacente a la situaciéon también reduce la
percepcion del dolor, con un incremento paralelo en la activacion de la mPFC
(Salomons et al. 2007). La corteza prefrontal también es importante en la
regulacion de la respuesta de miedo en situaciones estresantes controlables, no
sdlo en sujetos sanos, sino también en pacientes fobicos (Kerr et al. 2012). La
experiencia previa de control en una tarea de evitacion activa reduce la
respuesta de condicionamiento de miedo durante la exposicién posterior a un
nuevo estimulo aversivo y esta respuesta va acompafiada de una mayor
activacion del estriado y de la corteza prefrontal ventral-medial en los sujetos
CST que en los UST (Boeke et al. 2017).

En humanos, el eje HPA podria ser mas sensible a la controlabilidad que en
roedores. Miiller (2011) observé un incremento en los niveles de cortisol en
saliva en el grupo UST, pero no en el CST, tras una experiencia de estrés agudo
controlable/incontrolable. De hecho, otros autores han observado una
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correlacion negativa entre la percepcion de control y los niveles de cortisol tras
la exposicion a un estimulo estresante (Kern et al. 2008; Sugaya et al. 2012).

A pesar de las diferencias en las técnicas y procedimientos utilizados entre
animales y humanos, los datos parecen indicar cierto paralelismo en el
procesamiento por el SNC de los estimulos estresantes controlables, asi como
en sus consecuencias. No obstante, es de esperar un mayor impacto en
términos bioldgicos y conductuales, en humanos dada su mayor capacidad de
procesamiento cognitivo.

5. La adolescencia

La adolescencia comprende una etapa de profundos cambios bioldgicos,
cognitivos y conductuales que trasladan al individuo de la infancia a la edad
adulta (figura 7). Aunque hay autores que consideran que es una etapa
exclusiva del desarrollo del ser humano, cambios comparables se dan en otras
especies, por lo que podemos asumir que la adolescencia no es exclusiva de
nuestra especie (Spear 2000). No hay limites claros en el inicio y el fin de la
adolescencia, pero actualmente se considera que, en sentido amplio, la etapa
adolescente en humanos abarca aproximadamente de los 10 a los 24 afos
(Sawyer et al. 2018), y en roedores del dia postnatal (PND) 21 al 60 (Laviola
et al. 2003; Tirelli et al. 2003). En roedores el periodo adolescente puede
subdividirse en: adolescencia temprana o preadolescencia (PND 21-34),
adolescencia intermedia o periadolescencia (PND 34-46) y adolescencia tardia
(PND 46-59) (Lupien etal. 2009). Los estimulos presentados durante la
adolescencia son procesados por un organismo inmaduro y el impacto de éstos
puede variar la trayectoria madurativa del individuo, dando lugar a un periodo
de vulnerabilidad, pero quizds también de oportunidad (Andersen 2003). De
hecho, durante el proceso madurativo, una estimulacion incorrecta lo es tanto
por exceso como por defecto y puede dar lugar a desviaciones respecto al
desarrollo ptimo (Andersen 2015).
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con el niimero de receptores, los cuales sufren un incremento, seguido de un descenso hasta alcanzar los niveles de
la edad adulta. Por su parte el proceso de mielinizacion se incrementa, y con él, el volumen de sustancia blanca,
optimizando asi las conexiones neuronales. Las hormonas gonadales también se incrementan durante esta etapa
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Fig. 7. Cambios durante la adolescencia.
El periodo adolescente en ratas comprehende del PND 21 al 60. Durante este periodo se dan una serie de cambios
fisiolégicos y conductuales. Entre los cambios fisioldgicos se da un incremento progresivo en el niimero de sinapsis

hasta la edad adulta. A nivel conductual, se observa durante el periodo adolescente: un incremento en la

interaccion con iguales, en la biisqueda de sensaciones, en la adhesion a conductas que implican un riesgo para el

individuo, en la sensibilidad al refuerzo y en la impulsividad.

5.1.
HPA

Pubertad, cambios neuroendocrinos y del eje

El término pubertad se utiliza muchas veces de forma errénea como sinénimo

de adolescencia. Aunque la pubertad ocurre durante la adolescencia y suele

marcar el inicio de la misma, estd mas limitada temporalmente y no incluye

todos los cambios que ocurren durante la adolescencia (Spear 2000). La

pubertad esta ligada a la maduracion sexual y, por tanto, a la actividad del eje

hipotdlamo-hipofisario-gonadal. Este eje viene controlado por neuronas que

contienen la hormona liberadora de gonadotropina, situadas principalmente

en el area predptica y en el nudcleo arqueado del hipotilamo, las cuales

estimulan la liberacion de las hormonas luteinizante y foliculoestimulante por
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parte de la adenohipdfisis. Estas hormonas hipofisiarias alcanzan las génadas
via sanguinea, participando en la formacion de gametos y la liberacién de
hormonas esteroides sexuales (Sisk y Foster 2004). El eje hipotdlamo-
hipofisario-gonadal estd activo durante las primeras fases de maduracién
(prenatalmente en humanos), propiciando el dimorfismo sexual corporal y
cerebral. Posteriormente reduce su actividad hasta la adolescencia, cuando
vuelve a incrementarse dando lugar a la maduracién sexual.

De igual modo que ocurre en el ser humano, en roedores las hembras alcanzan
la madurez sexual antes que los machos (Schneider 2008). En ratas hembras la
maduracion es determinada por la apertura vaginal completa y la primera
ovulacién, que aparecen entre el PND 28 y 40, mientras que en los machos lo
es por la separacion balano-prepucio y la presencia de espermatozoides
maduros en los conductos deferentes, que se dan entre el PND 36 y 60.

Durante la adolescencia, junto al incremento en la actividad del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal (y ligeramente antes de dicho incremento)
también se observa un pico en las hormonas adrenales y en la tasa de
crecimiento, dando lugar a lo que se conoce popularmente como “el estiron”
(Blakemore et al. 2010). El pico en las hormonas adrenales favorece el
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y ayuda al proceso de
crecimiento. A diferencia del pico en la actividad del eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal y en la tasa de crecimiento, que es comtn a numerosos
mamiferos, el pico en las hormonas adrenales podria ser exclusivo del ser
humano y otras especies de primates no humanos, dado que no hay evidencias
claras de que ocurra en otros mamiferos (Spear 2000). A pesar de no haber
evidencias claras de un pico de hormonas adrenales en roedores de
laboratorio, si se ha observado una respuesta diferencial del eje HPA al estrés
en adolescentes respecto a adultos (Lupien et al. 2009; Rincén-Cortés et al.
2019).

La respuesta del eje HPA en roedores

Goldman y colaboradores (1973) describieron por primera vez una respuesta
mas prolongada de corticosterona a estimulos como el choque eléctrico y el
éter en ratas adolescentes respecto a adultas, pero no frente a un estimulo de
baja intensidad como el OF. Estos cambios iban acompanados por un déficit
en los mecanismos de retroinhibicién del eje HPA. Tras este estudio pionero,
otros autores han mostrado de forma consistente niveles de corticosterona
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mas elevados durante el periodo de recuperacién post-estrés en ratas
adolescentes respecto a adultas (Romeo et al. 2004a; 2004b; 2006a; 2006b;
2014; Brunell y Spear 2005; Foilb et al. 2011; Lui et al. 2012). Aunque tiende a
hablarse de mayor respuesta del eje HPA, en realidad las diferencias en la
respuesta de corticosterona no suelen venir acompanadas de diferencias en la
respuesta de ACTH (Armario et al. 1987; Romeo et al. 2004a; 2004b; 2014).
Este hecho podria deberse a cambios en la expresion del receptor tipo 2 de
melanocortina de la corteza adrenal sobre el que acttia la ACTH, que parece
estar mas elevada en adolescentes (Romeo et al. 2014), aunque se necesitarian
mas estudios para confirmar estos datos. Por otro lado, la respuesta hormonal
a estrés no esta siempre mas exacerbada en adolescentes que en adultos. Tras
la exposicion a un estimulo estresante inmunitario como es la administracion
de endotoxina bacteriana (lipopolisacarido), se observa una respuesta mas
prolongada de la corticosterona en adultos (Goble etal. 2011). Este mismo
patrén de mayor espuesta en adultos que en adolescentes se observa también
en la respuesta a la administracion de distintas sustancias como la nicotina
(Cao etal. 2010), la paroxetina, un inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina (Karanges etal. 2016) o el etanol, especialmente en hembras
(Willey et al. 2012) sin diferencias en la respuesta a otras sustancias como el
tetrahidrocannabinol (Schramm-Sapyta et al. 2007).

A pesar de que la respuesta de ACTH précticamente no difiere entre adultos y
adolescentes, la activacién del PVN tras la exposicién a estrés, evaluada
mediante la expresion Fos, es superior en adolescentes que en adultos (Viau
et al. 2005; Romeo et al. 2006a; Lui et al. 2012) y tarda mds en desaparecer tras
la finalizacién del estimulo estresante (Hodges et al. 2014). No solo se activa
mas el PVN, sino en concreto las neuronas CRH+ (Romeo et al. 2006a).
Respecto a la activacion de la adenohipoéfisis, no conocemos ningtn estudio
que haya analizado la respuesta de las células corticotropas a la administracion
exdgena de CRH o AVP, por lo que no sabemos cdmo afectan las diferencias
en la activacion del PVN a la liberacion de ACTH por la adenohipdfisis.

Puesto que el patron de activacion del eje HPA puede variar en funcion del
estimulo, las diferencias en la respuesta del eje HPA entre adolescentes y
adultos no pueden deberse simplemente a cambios en la sensibilidad de las
células corticotropas de la adenohipdfisis o en la expresion de los receptores
tipo 2 de melanocortina en la corteza adrenal, sino que vendria mediada por
cambios en el procesamiento de los estimulos en el SNC. De hecho, el patrén
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de activacion del SNC en respuesta a estimulos estresantes y farmacoldgicos
difiere entre adolescentes y adultos, y este patron diferencial incluye areas
implicadas en la regulacion de la respuesta de estrés (Kellogg et al. 1998; Novak
et al. 2007; Varlinskaya et al. 2013a; Karanges et al. 2016).

Los animales adolescentes podrian también diferir de los adultos respecto a la
adaptacion del eje HPA a estimulos estresantes repetidos. Los estudios que
comparan la adaptaciéon homotipica entre adolescentes y adultos y analizan
solo la respuesta de la corticosterona observan menores niveles de adaptacion
en los adolescentes (Doremus-Fitzwater et al. 2009; Lee y Hill 2013). Sin
embargo, cuando se incluyen los niveles de ACTH y corticosterona el patrén
es mas complicado. Gomez y colaboradores (2002) observaron que la
adaptacion de la respuesta de ACTH a inmovilizacion en tubo era mas
pronunciada que la de corticosterona en adolescentes, siendo los niveles de
ambas hormonas superiores en adolescentes que en adultos. Sin embargo, en
otro estudio utilizando el mismo estimulo (Romeo et al. 2006a), ninguna de
las dos hormonas mostraba adaptacion tras la finalizacién de la exposicion a
estrés en adolescentes, aunque la recuperacion post-estrés era mas rapida tras
la experiencia repetida en ambas hormonas. En cambio, en adultos se
observaba adaptacion de la respuesta al acabar la exposicion a estrés, pero, a
los 45 min los valores no habian vuelto aun a los niveles basales, algo que si
habia ocurrido en los adolescentes.

Son muy escasos los estudios que comparan la respuesta del eje HPA a
estimulos heterotipicos tras una historia de estrés crénico en adultos y
adolescentes. Lui y colaboradores (2012) no observaron sensibilizacion de la
respuesta de la ACTH a la inmovilizaciéon en tubo (estimulo heterotipico) tras
la exposicion repetida a una camara fria (30 min durante 7 dfas) ni en adultos
ni adolescentes, aunque si una recuperacién mads lenta de los niveles de
corticosterona en los animales adolescentes respecto a los adultos,
independientemente de la experiencia previa. Jankord y colaboradores (2011)
estudiaron la respuesta de la corticosterona a la FST en animales con una
historia previa de 14 dias de CUS (sin estar incluido el nado entre los estimulos
que componian el CUS). Observaron en los adultos una sensibilizacién que no
era tan evidente en los animales adolescentes. Otros datos tampoco encuentran
sensibilizacion en animales expuestos a CUS durante la adolescencia, aunque
la evaluacion se realizé 5 semanas después (Cotella et al. 2019). Sin embargo,
si la observaron en adultos expuestos exactamente al mismo protocolo
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experimental. Otros estudios en los que no hay comparacion directa con
animales adultos, si observan sensibilizaciéon en la respuesta hormonal a
estimulos heterotipicos tras estrés crénico en la adolescencia (Eiland et al.
2012). En conjunto es dificil extraer conclusiones de las posibles diferencias en
la sensibilizacion heterotipica entre adolescentes y adultos.

En cuanto a las diferencias entre adolescentes y adultos en otras consecuencias
de estrés crénico, como la pérdida de peso, hipertrofia adrenal o atrofia del
tiempo, los resultados no son siempre faciles de interpretar. Durante la
adolescencia, el crecimiento es muy superior al de la adultez en la que el
crecimiento se va estabilizando progresivamente, por lo que el incremento de
peso (en ausencia de estrés) es muy superior en los adolescentes, lo que
dificulta la comparacion de datos entre ambas etapas si se presentan los
resultados solo en términos relativos. Asien adolescentes suele observarse una
reducciéon en la ganancia de peso, mientras que en adultos puede verse una
pérdida de peso (Doremus-Fitzwater et al. 2009; Jankord et al. 2011; Sadler y
Bailey 2016). En cualquier caso, cuando se dan datos sobre los cambios en el
peso absoluto, las diferencias entre el grupo control y el grupo estrés son
similares en ambas edades (McCormick etal. 2005; Jankord etal. 2011).
Respecto a los cambios en el peso de las adrenales y del timo los resultados no
son claros, observaindose cambios similares (Jankord etal. 2011; Sadler y
Bailey 2016) o superiores (Hetzel y Rosenkranz 2014; Duarte et al. 2015) en
adolescentes, quizas dependientes del modelo animal y el paradigma de estrés
utilizado.

En conjunto, los datos durante la adolescencia parecen indicar mayor
reactividad al estrés del eje HPA (al menos a ciertos niveles), una alteracion en
los mecanismos de retroinhibicién del eje HPA y una menor adaptacién a la
exposicion repetida al mismo estimulo estresante, pero hay excepciones en este
patrén. Ademas, los cambios en el eje HPA no parecen asociados a diferencias
claras en los efectos somaticos més caracteristicos de la exposicion a estrés. Son
necesarios mds estudios incluyendo mds variables fisiologicas sensibles al
estrés para definir las diferencias entre adultos y adolescentes en la respuesta
del eje HPA y las consecuencias de la exposicion a estrés.

5.2. Adolescenciay SNC

Se considera que durante la adolescencia terminan los procesos madurativos
del SNC en humanos y otros mamiferos. Estudios en humanos y animales
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indican que durante esta etapa la materia gris y la materia blanca siguen una
trayectoria madurativa diferente. La materia gris en conjunto muestra un
aumento progresivo en volumen durante la infancia (sinaptogénesis), pero se
reduce durante la adolescencia debido a la poda sinaptica, mientras que la
materia blanca sigue una progresion lineal ascendente (Lenroot et al. 2007;
Brenhouse y Andersen 2011). La poda sindptica y el incremento en la materia
blanca del cerebro (debido a la mielinizacién) tienen el mismo objetivo: la
optimizacién del funcionamiento del SNC (Spear 2013). La sinaptogénesis
inicial da lugar a una sobreproduccién de sinapsis que son eliminadas por la
poda sinaptica, que representa un proceso de refinamiento de la arborizacion
dendritica y sus conexiones (Brenhouse y Andersen 2011). El proceso de
maduracion es region-dependiente y cambia en magnitud segtin la subdivision
estudiada y el sexo. La poda sindptica acaba al final de la adolescencia/inicio
de la edad adulta con la maduracién de las dreas implicadas en el
procesamiento de funciones ejecutivas mas elevadas, como es el caso de la
corteza prefrontal (Gogtay et al. 2004).

Como el proceso madurativo es regidon-especifico, durante la adolescencia
puede desregularse el balance entre diferentes circuitos, lo cual conlleva la
aparicion de un fenotipo conductual caracteristico. Ernst y Fudge (2009)
plantearon que la aparicion de este fenotipo se debe a un desequilibrio en la
regulaciéon que ejerce la mPFC sobre el estriado y la amigdala (modelo
triddico) provocado por las diferencias temporales en los procesos
madurativos de cada area. Si este circuito se decanta por la activacion del
estriado da lugar a conductas de aproximacion, mientras que si lo hace por la
amigdala da lugar a conductas de evitacion. Durante la adolescencia se
produce una desregulacion que favorece las conductas de aproximacion, asi
como una mayor sensibilidad a los estimulos reforzantes y a una menor
sensibilidad a las posibles consecuencias aversivas. Sin embargo, en los
adolescentes la amigdala es mas reactiva a los estimulos sociales con carga
negativa que los adultos (Spear 2013), por lo que el sesgo hacia conductas de
aproximacion podria no ser universal, sino depender del contexto y de las
caracteristicas especificas del estimulo. En este sistema triddico habria de
incluirse a la FH, la cual provee de claves contextuales a la mPFC, y al sistema
dopaminérgico mesolimbico-cortical que informa sobre la relevancia del
estimulo (Casey 2015).
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El proceso de maduracién de la amigdala es lineal, incrementando su volumen
de la infancia a la adolescencia (Uematsu et al. 2012). Las conexiones mPFC-
amigdala también se encuentran en desarrollo durante la adolescencia (Ernst
y Fudge 2009; Brenhouse y Andersen 2011). En el estriado el sistema
dopaminérgico cambia durante la adolescencia a nivel pre-, intra- y
postsinaptico (Ernst et al. 2009). La expresion del transportador de DA (DAT)
sigue una “U” invertida durante este periodo (Moll et al. 2000) y por tanto los
niveles de DA en el espacio extracelular deberian ser mas bajos que durante la
edad adulta. Sin embargo, aunque los niveles extracelulares de DA son mas
bajos en PND 35 podria haber un pico sobre el PND 45 (Badanich et al. 2006).
Respecto a la expresion de receptores dopaminérgicos estos también siguen
una “U” invertida en el proceso de maduracion (Ernst et al. 2009). Los datos
parecen indicar que el grosor de la mPFC sigue una “U” invertida de la infancia
ala edad adulta, aunque varia segtin la capa y el sexo del individuo (Brenhouse
y Andersen 2011). La mPFC también presenta un incremento en la expresién
de los receptores dopaminérgicos y, en el caso de los D1, este incremento es
mayor en las neuronas glutamatérgicas que proyectan al NAc (Brenhouse et
al. 2008; Ernst et al. 2009). En conjunto, todos estos cambios propician que
durante la adolescencia la balanza se incline hacia las conductas reguladas por
el estriado y, por tanto, las conductas de aproximacidn, dificultando durante
este periodo la inhibicion de la conducta desencadenada por, o en busca de,
estimulos apetitivos.

El hecho de que el proceso madurativo siga trayectorias y cronologias
heterogéneas en cada drea implica que las posibles consecuencias de la
exposicion a estimulos estresantes varien segun la edad y el tipo de estimulo al
que se exponga el individuo (Andersen y Teicher 2008; 2009). Por ejemplo,
cuando la exposicion a estrés ocurre durante la infancia se observa una pérdida
en el volumen de la FH, en la preadolescencia afecta al desarrollo del sistema
dopaminérgico mesolimbico y su actividad en el NAc, y durante la
adolescencia reduce el volumen de la mPFC. Es importante, ademas, tener en
cuenta el sexo del sujeto, la duracion de la exposicién y el momento en que se
la evalaa el impacto de la exposicion, ya que es necesario alcanzar un cierto
nivel de maduracion para que algunas de las posibles consecuencias latentes se
pongan de manifiesto (Andersen 2015).
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5.3. Adolescencia y cambios conductuales

No es sorprendente que los cambios a nivel endocrino y del SNC conlleven en
paralelo cambios conductuales durante el periodo adolescente. Estos cambios
conductuales, aunque pueden tener consecuencias negativas y parecer
aberrantes en algunas situaciones, podrian ser necesarios para optimizar el
desarrollo y la adaptaciéon del individuo al ambiente (Casey et al. 2010).

Interaccion social con iguales

Durante la adolescencia se incrementa notablemente la interaccién social con
iguales respecto a la interaccién con adultos. Este cambio en los patrones de
interaccion social se da en humanos y en otras especies como primates no
humanos y roedores y estaria implicado en el desarrollo de las habilidades
sociales del sujeto dentro de un grupo (Spear 2000). Durante esta etapa es
normal que se incrementen los conflictos entre padres e hijos y se inicien
conductas antinormativas incluso en niflos no especialmente problematicos.
Sin embargo, esta conducta en la adolescencia no implica que se conviertan en
adultos marginales (Harris 1995).

También en roedores se observa un incremento en la interaccion social con
iguales durante la adolescencia (Spear 2000). En una prueba de preferencia de
lugar (CPP), los animales jévenes muestran mayor CPP por el compartimento
en el que han interactuado con otros animales adolescentes, mientras que en
adultos es necesario un periodo de aislamiento previo para que se dé este
fenémeno (Douglas et al. 2004). Animales adolescentes previamente aislados
(durante 10 dias) muestran una interaccion social muy activa, por encima de
la media de los animales adolescentes no aislados. Esta conducta activa da
lugar a que cuando se realiza el CPP usando animales adolescentes aislados y
no aislados, los ultimos muestren menos preferencia. Lo que indica que la
interaccion con iguales durante la adolescencia puede servir para desarrollar
las habilidades sociales en roedores. En la regulacion de la conducta social y su
valor reforzante estin implicados el sistema dopaminérgico y el NAc
(Vanderschuren et al. 2016), ambos envueltos en un proceso madurativo
durante la adolescencia.

Conductas de riesgo

Los adolescentes son fisica y mentalmente superiores a los nifios y aun asi la

mortalidad en la adolescencia es un 200 % superior que en la infancia (Casey

et al. 2010). Este incremento de la mortalidad no es consecuencia de un
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incremento en la susceptibilidad a las enfermedades, sino que un 85 % de las
muertes se deben a homicidios, suicidios y accidentes (Spear 2000). Durante
la adolescencia se incrementan las conductas que conllevan un riesgo
considerable, dado que el adolescente es mas temerario, busca mas sensaciones
y toma mads riesgos en diferentes escenarios. En esta etapa se incrementan el
nimero contagios de enfermedades de transmision sexual y de embarazos no
deseados, asi como el uso de sustancias recreativas. La adopcion de conductas
de riesgo o peligrosas, a pesar de sus posibles consecuencias negativas, son
parte del desarrollo del individuo y pueden tener un valor adaptativo, ya que
permiten explorar conductas caracteristicas de la edad adulta y sus privilegios
(Spear 2000). Los adolescentes son mds sensibles al refuerzo positivo,
especialmente en un contexto social, lo cual favorece las conductas de
aproximacion, a pesar del riesgo que puedan implicar (Casey 2015).

Las conductas de riesgo no son exclusivas del ser humano (Spear 2000; Casey
2015). En primates no humanos, encontramos conductas similares durante la
adolescencia. Es comun la migracion a otros grupos durante la adolescencia,
lo cual implica adentrarse en terreno desconocido y probar fuentes de
alimentacion novedosas. Estas conductas de riesgo permiten expandir el
circulo social, adquirir experiencia en el rol de adulto, sobrevivir en un
contexto nuevo alejado del ambiente familiar y aumentan las posibilidades de
encontrar una pareja sexual, por lo que estas conductas tendrian un valor
evolutivo para la supervivencia de la especie y el desarrollo del individuo. En
animales de laboratorio se observa un incremento en la exploracion de
contextos/objetos nuevos (Adriani et al. 1998; Douglas et al. 2003; Stansfield y
Kirstein 2006), y de los brazos abiertos (peligrosos) del EPM (Laviola et al.
2003), una mayor sensibilidad a los estimulos apetitivos tanto naturales
(Friemel et al. 2010) como farmacolégicos, incluyendo una menor sensibilidad
a las consecuencias negativas del consumo de drogas, especialmente en
presencia de iguales (Doremus-Fitzwater y Spear 2016).

Desarrollo cognitivo y autocontrol

Los adolescentes tienen problemas para autocontrolarse cuando hay
posibilidades de obtener un refuerzo inmediato (impulsividad), respecto a la
posibilidad de obtener un refuerzo superior pero demorado en el tiempo
(Casey et al. 2010). Para la capacidad de autocontrol son importantes las
funciones ejecutivas implicadas en la resoluciéon de problemas y consecuciéon
de objetivos (Luciana 2013). Las funciones ejecutivas son dependientes de la
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corteza prefrontal y se pueden agrupar en tres: control inhibitorio (suprimir
acciones inadecuadas), flexibilidad cognitiva (cambio conductual segun la
demanda ambiental) y memoria de trabajo (procesamiento y manipulacién de
la informacion para lidiar con las demandas ambientales).

Durante la adolescencia, tanto en roedores como en humanos, la capacidad
para tomar decisiones es mas vulnerable que durante la edad adulta,
especialmente en situaciones que impliquen un alto contenido emocional
(Spear 2000; Luciana 2013) o en presencia de iguales (Casey 2015). La
capacidad para autorregular la conducta se incrementa desde la infancia a la
adultez. Cuando autorregular la conducta significa suprimir un refuerzo para
conseguir un objetivo mds a largo plazo, el control es fragil, especialmente
durante la adolescencia (Casey et al. 2010). Sin embargo, al menos en
humanos, no hay diferencias entre adolescentes y adultos en la capacidad de
autorregulacion cuando no hay contenido emocional en la tarea (Casey y
Caudle 2013).

En tareas apetitivas, las ratas adolescentes presentan una conducta orientada a
objetivos y estan dispuestas a realizar un esfuerzo mayor que las adultas si eso
conlleva conseguir un refuerzo mayor (Doremus-Fitzwater y Spear 2016). Al
estar orientados a objetivos son mas sensibles a los cambios en la contingencia
que los animales adultos, que forman mas rapido habitos y tienen mas
dificultades para modificar la conducta (Doremus-Fitzwater y Spear 2016).
También en humanos, cuando el refuerzo es suficientemente motivador, los
adolescentes son capaces de regularse y realizar la tarea incluso mejor que los
adultos (Casey 2015).

Por ultimo, en el ser humano se observa a lo largo de la adolescencia un cambio
cualitativo en la forma de procesar la informacién hacia el pensamiento
abstracto, logico e idealista (Baird y Fugelsang 2004). Este cambio implica
mayor autoconsciencia sobre nuestros pensamientos y sus consecuencias, lo
que favorece la autorregulacion del sujeto adolescente a medida que desarrolla
este tipo de pensamiento, siendo mas habiles en la autorregulacion en aquellas
tareas en las que son mas expertos.

Regulacion emocional

Las emociones son centrales para el funcionamiento del individuo, ya que
influyen en la atencidn, la implicacion y el aprendizaje de una tarea. Durante
la adolescencia se incrementa la intensidad, la frecuencia y la volatilidad de las
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emociones, sobre todo en un contexto social, junto a una mayor dificultad para
regularlas y reevaluarlas cognitivamente. En esta etapa nos enfrentamos a
situaciones en las que se experimentan emociones novedosas y en contextos
nuevos, lo cual incrementa la dificultad para regular la respuesta emocional y
afectiva (Guyer et al. 2016). Si tenemos presente la confluencia de factores
como la alta sensibilidad al entorno social, el incremento de conductas de
riesgo y la falta de autorregulacidn, no es de extranar que durante esta etapa se
incremente el numero de individuos que sufren un trastorno psicopatoldgico
(Monahan et al. 2016).

El miedo es una de las respuestas emocionales basicas y activa la respuesta de
estrés (Rodrigues et al. 2009). La respuesta de miedo se dispara ante estimulos
amenazantes aprendidos o no aprendidos. A pesar de ayudarnos a sobrevivir,
una mala regulacién del miedo puede provocar la aparicién de diferentes
psicopatologias como ansiedad, fobia o trastorno de estrés postraumatico
(LeDoux 1995). Sobre como es adquirida, expresada, consolidada y extinguida
la memoria del miedo se han llevado a cabo numerosos estudios en adultos, y
mas recientemente en infantes (Pattwell y Bath 2017). A pesar del pico de
psicopatoldgicas asociadas al miedo durante la adolescencia los estudios sobre
la memoria del miedo en esta etapa son menos numerosos que los realizados
en la edad adulta y la infancia.

Los resultados acerca de la respuesta del miedo durante la adolescencia varian
segun el modelo animal. En ratones no se han observado diferencias en la
adquisicion de miedo condicionado al contexto en adolescentes respecto a
adultos (Pattwell etal. 2011). No obstante, si que se ha observado una
reduccion de su expresion al dia siguiente, diferencia que desaparece si la
evaluamos trece dias mads tarde. Sin embargo, Arakawa (2019) no encontré
diferencias entre ratones adolescentes y adultos en la expresion de miedo al
contexto a las 24 h. Estudios en rata reflejan un incremento en las respuesta de
miedo al contexto en adolescentes respecto a infantes (Rudy y Morledge 1994;
Robinson-Drummer y Stanton 2014), sin diferencias respecto a los adultos
(Land y Spear 2004). Respecto al miedo condicionado al tono, se observa un
incremento respecto a adultos e infantes cuando se usa un condicionamiento
de traza en lugar de uno demorado (Hunt et al. 2006; Den y Richardson 2013).
De los distintos componentes del proceso de miedo condicionado, la extincién
es el periodo en el que mas consistentemente se han observado alteraciones
durante la adolescencia. Tanto en modelos animales (Hefner y Holmes 2007;
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Kim et al. 2011; Pattwell et al. 2012), como en humanos (Pattwell et al. 2012;
Drysdale et al. 2014; Johnson y Casey 2015), se ha observado mayor resistencia
a la extincién respecto a los adultos. Esta resistencia a la extincidn, se ve
potenciada si exponemos a los animales adolescentes a estrés agudo
inmediatamente antes de la sesién de condicionamiento de miedo
(Barbayannis et al. 2017). Una ultima diferencia en la respuesta de miedo la
encontramos en la generalizacion del miedo al CS (tono), que es mayor en
ratones adolescentes que en adultos (Ito et al. 2009). Esta mayor generalizacion
al tono también se observa en ratas, pero solo si han sido expuestas a estrés
crénico (inmovilizacion en tubo) antes de la sesion de adquisicion de miedo
condicionado (Padival et al. 2015).

6. Modelos de estrés adolescente

Para el estudio de las consecuencias de la exposicién a estrés durante la
adolescencia se han utilizado distintos modelos. Las diferencias entre modelos
se basan en el momento de la exposicidn, el programa de estrés, la cualidad e
intensidad de los estimulos, la especie, la cepa, el sexo de los animales y el
periodo de la evaluacién de las consecuencias. De cara a nuestro trabajo
debemos hacernos varias preguntas. ;Qué influye en la valencia (efectos
positivos vs negativos) de las consecuencias de la exposicion a estrés? ;Los
efectos son voldatiles o perduran en el tiempo? ;Se expresan de forma inmediata
o necesitan un tiempo de incubacién para aparecer?

Respecto a los diferentes modelos de estrés adolescente en ratas (modelo en el
que nos centraremos a partir de ahora), no existe un criterio claro para
desarrollar la discusion, por lo que cualquier agrupacion puede estar sujeta a
criticas. En nuestro caso los clasificaremos en varios bloques. En el primero de
ellos repasaremos los escasos estudios que exploran la controlabilidad. En el
segundo discutiremos los modelos que utilizan un mismo estimulo estresante
de forma repetida, generalmente inmovilizacion en tubo o choque eléctrico en
las patas. Estos modelos permiten estudiar no solo los efectos de la exposicion
a estrés adolescente, sino también fendmenos como adaptacién vy
sensibilizacion. El tercero incluye los modelos de CUS, en sus versiones largas
y cortas. El cuarto comprende los modelos de estrés social con sus diferentes
variantes. De igual forma que otros modelos animales en biologia, los estudios
sobre los efectos del estrés durante la adolescencia se han llevado a cabo
principalmente en machos (Rincén-Cortés et al. 2019), por lo que, salvo que
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se especifique lo contrario, los resultados que comentaremos haran referencia
a ese sexo.

6.1. Controlabilidad durante la adolescencia

Dado que durante la adolescencia estan en proceso de maduracién dreas claves
en la deteccion del control en situaciones estresantes, como el estriado dorsal-
medial y la PrL, los adolescentes podrian no ser capaces de detectar y ejercer
control sobre este tipo de situaciones. La exposicion al modelo de la triada
durante la adolescencia indica que tanto machos como hembras son sensibles
a la controlabilidad, ya que ésta les protege de desarrollar indefension
aprendida (Leussis y Andersen 2008). En machos, los animales adolescentes
del grupo UST muestran a corto plazo una reduccion de la interaccién social,
indicando efectos ansiogénicos o anheddnicos, mientras que los del grupo CST
muestran tasas de interaccion social superior a las del grupo NS (Kubala et al.
2012). Los efectos observados en el grupo CST, pero no los del UST, perduran
hasta 35 dias después de la exposicion. Los CST, son ademas resilientes a una
exposicion a estrés incontrolable durante la edad adulta. En este mismo
estudio los autores demostraron que la deteccion de la controlabilidad durante
la adolescencia parece implicar las mismas vias del SNC (explicadas en el
apartado 4) que, en la edad adulta, a pesar de la falta de maduracién de algunas
de las estructuras implicadas.

Los estudios antes mencionados utilizaban exposiciones agudas. ;Qué ocurre
tras la experiencia repetida de estrés controlable/incontrolable durante la
adolescencia? Datos de nuestro grupo indican que las consecuencias de la
exposicion repetida a estrés controlable/incontrolable utilizando la TWAA en
el grupo CST, podrian diferir de los efectos antes comentados (Sanchis-Ollé
2018) aunque se ha de recalcar que esta tarea implica la posibilidad de evitar y
no solo de escapar. La respuesta del eje HPA a la caja lanzadera se ve mas
amortiguada con la experiencia repetida de estrés (8 sesiones) cuando la
situacion es controlable (CST) que cuando es incontrolable (UST).

En nuestro estudio previo, se observé que a corto plazo la experiencia previa
de estrés daba lugar a una reduccién en la conducta exploratoria en un OF,
siendo este efecto ligeramente amortiguado por la controlabilidad. En los
animales CST, pero no en los NS o los UST, se observé un ligero incremento
en la latencia a adquirir inmovilidad en la FST, pero no otros cambios
conductuales en la prueba. La exposicion a este paradigma no tuvo ningan
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efecto a corto plazo sobre el consumo de sacarina (anhedonia) o la conducta
en el EPM (asumible a la ansiedad). Sin embargo, a largo plazo los animales
CST pasaron mas tiempo en los brazos abiertos del EPM que los NS, lo que
podria indicar un efecto ansiolitico de la experiencia previa con estrés
controlable. En cambio, también a largo plazo se observé un descenso en la
conducta de interaccidn social activa en los animales UST respecto a los otros
dos grupos. Tras la exposicion repetida a estrés controlable/incontrolable
durante la adolescencia se observd, a nivel cognitivo, que los animales UST
tenian preferencia por las recompensas mas pequefas pero con mayor tiempo
de espera y mas impulsividad motora (Sanchis-Oll¢é et al. 2019).

Finalmente, tras la reexposiciéon al contexto a largo plazo se observo
condicionamiento del miedo en los animales expuestos a estrés adolescente,
pero éste fue mas reducido en los CST (Sanchis-Ollé 2018). Como era de
esperar, la experiencia repetida durante la adolescencia con la TWAA facilité
su desempeno en la edad adulta. Sin embargo, mejord el desempeno en los
animales UST respecto alos NS, aunque en menor medida que en los CST. Los
datos del grupo UST son sorprendentes ya que van en contra de lo postulado
por la indefension aprendida (v.g. Maier y Seligman 2016) en la que se propone
que experiencia previa con un estimulo incontrolable dificultaria la realizacion
de una tarea posterior donde si se puede ejercer control. No obstante, hay
profundas diferencias metodoldgicas entre estudios. La exposicidon en los
estudios de Maier es aguda, mientras que en nuestro caso es crénica; el choque
es escapable, pero no evitable como es nuestro caso; y, por ultimo, ellos evaltan
el impacto de la falta de control en una tarea diferente a la tarea inductora.

6.2. Modelos de estrés repetido

En los modelos de estrés repetido durante la adolescencia se han utilizado
principalmente la inmovilizacién en tubo y el choque eléctrico en las patas. En
ratas adulto macho, la inmovilizaciéon en tubo es un estimulo estresante de
intensidad intermedia en comparacion con la IMO, dado que ésta supone una
inmovilizacion total del sujeto y constituye un estimulo de intensidad alta
(Armario et al. 1990; Campmany et al. 1996). En el caso del choque eléctrico
en las patas, su intensidad como estimulo estresante y sus consecuencias
dependeran en gran medida de la intensidad y duracién (Rabasa et al. 2011).
En cualquier caso, seran importantes la duracién y el nimero de dias de
exposicion, el momento de la adolescencia en el que se inicia y finaliza la
exposicion y cuando se evalaan las consecuencias de éstas.
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La mayoria de los estudios en rata que han utilizado la exposicion a
inmovilizacion en tubo analizan los efectos solo a corto plazo, generalmente al
dia o los dias siguiente/s. El nimero de dias de exposicion varia de 5 a 28 dias,
la duracién de 5 minutos a 6 horas y la edad de inicio del PND 24 al 42. La
exposicion repetida a inmovilizacion en tubo altera el patrén de interaccion
social (Klein et al. 2010; Varlinskaya et al. 2013a; 2018), dando lugar a un
incremento en la conducta de “pelea de juego” si la exposicidn se limita a la
adolescencia temprana (Varlinskaya et al. 2013b; 2018), mientras que si abarca
la adolescencia temprana y/o a la intermedia, da lugar a una reduccién de la
interaccion social (Klein et al. 2010; Varlinskaya et al. 2013a; 2018). La
conducta exploratoria en un ambiente nuevo se ve reducida (Cruz et al. 2012),
lo que podria deberse a un incremento en la ansiedad, ya que en el EPM las
conductas similares a la ansiedad se ven potenciadas (Zhang y Rosenkranz
2013). Este tipo de estrés también podria resultar en un fenotipo anhedénico,
evaluado por el consumo de sacarosa (Eiland etal. 2012) y es capaz de
potenciar el condicionamiento de miedo a un tono, incrementando tanto la
generalizacién del miedo (Padival etal. 2015), como la resistencia a la
extincion (Zhang y Rosenkranz 2013). Pero las consecuencias no son siempre
negativas. La exposicion repetida a este paradigma podria incrementar el uso
de estrategias de afrontamiento activo (conducta de escape) evaluadas durante
la segunda exposicién a un FST (Eiland et al. 2012; Suo et al. 2013).

Los efectos pueden variar si la evaluacion de la conducta se hace en la edad
adulta, ya que pueden observarse efectos protectores sobre la ansiedad,
evaluada mediante la prueba de neofobia alimentaria y el EPM, y no generar
anhedonia, asi como proteger frente a algunas de las consecuencias de la
exposicion a CUS en la edad adulta (Suo et al. 2013).

A diferencia de la mayoria de los estudios con inmovilizacién en tubo, los de
exposicion repetida a choque eléctrico en las patas observan las consecuencias
semanas después de realizar la exposicién, revelando efectos duraderos. El
tiempo de exposicion varia entre 5y 14 dias, la edad de inicio oscila del PND
21 hasta el 35 y el de finalizacion desde el PND 25 al 49. La intensidad del
choque flucttia de los 0,5 mA a 1 mA. Independientemente de la edad de inicio
y del protocolo utilizado, la exposicion a choque eléctrico en las patas reduce
la exploracion en un OF (Aga-Mizrachi et al. 2014; Li et al. 2015; Lyttle et al.
2015; Kumamoto et al. 2018) y el tiempo en los brazos abiertos del EPM (Li
et al. 2015; Gomes y Grace 2017), e incrementa la inmovilidad (afrontamiento
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pasivo) en la segunda exposicion a la FST (Aga-Mizrachi et al. 2014; Lyttle
et al. 2015). Otros efectos son un incremento en la respuesta de sobresalto,
empeoramiento de la inhibicién prepulso, anhedonia evaluada por el consumo
de sacarosa y descenso en la interaccion social (Aga-Mizrachi et al. 2014). Sin
embargo, otros autores han observado un incremento en la interaccién social
(Kumamoto et al. 2018).

A nivel cognitivo observamos déficits de memoria en un laberinto en Y (Li
et al. 2015) y en la prueba de reconocimiento de objetos (Gomes y Grace 2017).
Muchos de estos efectos son revertidos por la administraciéon de farmacos
(metilfenidato, fluoxetina, desipramina o una combinacién del primero con
los otros dos) (Aga-Mizrachi et al. 2014) o la posibilidad de realizar actividad
fisica (Li et al. 2015) en una fase posterior a las sesiones de choque eléctrico. Al
menos parte de los efectos de la exposicion repetida a choque eléctrico en las
patas pueden venir mediados por condicionamiento del miedo y su
generalizacion a otros ambientes, pero no hay estudios que hayan intentado
separar los efectos condicionados de los incondicionados.

6.3. Estrés cronico impredecible

Los paradigmas de estrés adolescente que usan CUS como modelo de estrés
varfan en nimero de dias, edad de inicio y estimulos estresantes que
componen el CUS. Todo ello, junto con posibles diferencias mediadas por el
sexo o la cepa de las ratas, dificulta sacar conclusiones globales de este
paradigma. Mds auin si se incluye el choque eléctrico entre los estimulos que
componen el paradigma de CUS, porque se suma la posibilidad de
generalizacion del miedo inducida por éste a los posibles efectos globales de la
exposicion repetida a estrés.

En unos estudios pioneros de Maslova y colaboradores (2002a; 2002b) se
utilizaron ratas de las cepas Wistar e ISTAH (ratas con hipertensién arterial),
que fueron expuestas del PND 21 al 32 a un protocolo de CUS que combinaba
estimulos estresantes emocionales y fisicos. La exposicion a CUS incremento,
pero sélo en las ratas ISIAH, la respuesta de sobresalto a corto plazo y redujo
la inhibicién prepulso a largo plazo. A corto plazo se redujo el nimero de
entradas en los brazos abiertos en un EPM en ambas cepas. No obstante, s6lo
en las ratas ISIAH redujo a corto y largo plazo el porcentaje de tiempo en los
brazos abiertos. Por tanto, el impacto en las ratas Wistar es menor que en las
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ISIAH, lo que confirma la importancia de la cepa en las consecuencias de la
exposicion a CUS durante la adolescencia.

En general, los modelos de CUS suelen combinar estimulos estresantes,
emocionales y fisicos. Kabbaj y colaboradores (2002) utilizaron dos modelos
de CUS, uno con estimulos de cardcter social y otro que combinaba estimulos
sistémicos y emocionales. Ambos protocolos tenfan una duracion de 28 dias,
empezando en el PND 28. El CUS social, pero no el otro, redujo parcialmente
la actividad en un ambiente nuevo un dia después de finalizar la exposicion.
Ambos protocolos mejoraron el desemperfio en el primer bloque de ensayos en
el laberinto acuatico a corto plazo (24 h después), y sélo el CUS fisico empeord
el desempefio en el laberinto acuatico a largo plazo (3 semanas después) (Isgor
etal. 2004). No es sorprendente que el CUS social tuviese efectos menos
duraderos, ya que éste era de menor intensidad en funcién de los cambios
observados en el peso corporal, de las adrenales y del timo.

Muchos modelos de CUS reducen la ganancia de peso corporal en machos y
hembras (Jankord et al. 2011; Taylor et al. 2013; Raineki et al. 2016; Wulsin
et al. 2016), aunque los efectos sobre el peso corporal no perduran en el tiempo
(Raineki et al. 2016). Incluso se ha observado un mayor incremento de peso en
machos dias después de finalizar la exposiciéon (Smith etal. 2018). La
exposicion a CUS puede incrementar la actividad basal del eje HPA a corto
plazo en ambos sexos valorada por los niveles de corticosterona (Jankord et al.
2011; Raineki etal. 2016; Wulsin et al. 2016), pero el efecto es transitorio
(Smith et al. 2018).

Las consecuencias conductuales de la exposicion a CUS varian a corto y largo
plazo. A corto plazo se observa un incremento de la actividad en un ambiente
nuevo en machos (Raineki et al. 2016), pero no se observan cambios en la
respuesta conductual a la FST ni en machos ni en hembras, aunque una
reduccion en la respuesta del eje HPA a la FST (Jankord et al. 2011; Wulsin
etal. 2016). A largo plazo se han observado resultados contradictorios en el
EPM: incremento de la actividad en ambos sexos (Pohl etal. 2007), un
descenso en la actividad en machos (Cotella et al. 2019) o un incremento en la
actividad en hembras, pero no en machos (Taylor et al. 2013). En el OF se
observa una reduccién en la actividad en machos y hembras (Smith et al.
2018). Respecto a la FST se ha observado un incremento en el tiempo de
inmovilidad en hembras, pero no en machos (Smith et al. 2018), aunque en
otro estudio utilizando una cepa diferente de ratas si encuentran incremento
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de la inmovilidad en machos (Cotella et al. 2019). En conjunto, se observan
tanto efectos positivos, como negativos, aunque los datos no son consistentes
entre experimentos, lo que puede deberse a la diversidad de estimulos
estresantes, a la edad de inicio y a la cepa.

En contraposicion a los modelos de CUS descritos en los tltimos parrafos que
eran de larga duracidn, los grupos de investigacion de Richter-Levin y de Sandi
han utilizado modelos de CUS que incluyen menos exposiciones. Aunque
pueden variar de un experimento a otro, estos estudios utilizan estimulos
emocionales (o mixtos): plataforma elevada, FST, inmovilizacién en tubo,
choque eléctrico o trimetiltiazolina (TMT). EIl TMT es un compuesto presente
en las heces del zorro, utilizado tradicionalmente como olor de predador,
aunque algunos autores consideran que en realidad es un olor aversivo (Staples
et al. 2008).

El grupo de investigacion de Richter-Levin expone a los animales entre el PND
27 y 29 a FST, plataforma elevada y choque eléctrico en las patas o
inmovilizacién en tubo como tercer estimulo. Utilizando tanto el choque
eléctrico en las patas como la inmovilizacién en tubo se reduce a largo plazo la
actividad exploratoria en un ambiente nuevo y las evitaciones en el TWAA,
con un incremento del numero de respuestas nulas en esta tarea (Tsoory y
Richter-Levin 2006; Tsoory et al. 2007; 2008). Otros efectos a largo plazo de
este paradigma (usando la inmovilizacion en tubo como tercer estimulo) son
un descenso en la actividad en los brazos abiertos del EPM y en el centro de un
OF (Ilin y Richter-Levin 2009b), lo que sugiere niveles mayores de ansiedad.
Los efectos de este modelo de CUS varian entre machos y hembras (Horovitz
et al. 2014). En las hembras también se reduce la actividad exploratoria en un
OF, pero la reduccion es superior en los machos. Solo las hembras desarrollan
un fenotipo anheddnico, evaluado por el consumo de sacarina, mientras que
los machos solo lo muestran si al estrés adolescente le sumamos la exposicion
ala TWAA durante la edad adulta. A diferencia de los machos, las hembras no
ven afectado su desempefio en la TWAA por la exposicion previa a CUS.

El laboratorio de Sandi utiliza un protocolo de CUS que incluye OF,
plataforma elevada y TMT. Realiza entre cinco y siete exposiciones a estrés
durante la adolescencia. A corto plazo, se observa en machos y hembras mayor
latencia para entrar en el centro de un OF, pero menor latencia para
aproximarse y mayor tiempo de exploraciéon de un objeto nuevo en el OF
(Toledo-Rodriguez y Sandi 2011). También muestran mas tiempo en los
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brazos abiertos y mas distancia recorrida en el EPM, asi como un incremento
en la ingesta de pellets sabrosos en una jaula de estabulacién sin material de
cama. A largo plazo, se observa en machos un descenso en la distancia
recorrida y el tiempo en los brazos abiertos del EPM, un descenso en la
preferencia por un estimulo social (Veenit etal. 2013; Tzanoulinou et al.
2014a; 2014b) y un incremento en el uso de un estilo de afrontamiento pasivo
en el FST (Veenit et al. 2014). En ambos sexos se observa un incremento en la
agresividad (Cordero et al. 2013; Mdrquez et al. 2013; Cordero etal. 2016).
Respecto al condicionamiento del miedo hay diferencias entre sexos. En
machos se observa a corto plazo un incremento en el miedo condicionado al
tono, y a largo mayor resistencia a la extincion de la respuesta condicionada
(Toledo-Rodriguez y Sandi 2007). En hembras se observa a corto plazo un
descenso en la respuesta de miedo condicionado al contexto (Toledo-
Rodriguez y Sandi 2007) y menos conducta de miedo durante la fase de
extincién (Toledo-Rodriguez et al. 2012), sin efectos a largo plazo.

Un ualtimo modelo de paradigma de CUS incluye estudios que extienden el
tiempo de exposicién mas alla del periodo adolescente (Toth et al. 2008). Estos
autores utilizan una exposicion de ratas macho a CUS (que incluia privacién
alimentaria, plataforma elevada y FST) desde el PND 30 al PND 90. La
exposicion causoé un descenso en la exploracion de la parte central de un OF y
el tiempo de interaccion social, sin afectar a la conducta en la tarea de TWAA.
Chaby y colaboradores (2013) utilizan un paradigma que abarcaba del PND 30
al 70 e incluye caja de estabulaciéon mads reducida, mojada o inclinada, olor de
predadores, aislamiento, sobrepoblacion y estabulacion en la caja de otros
animales adultos. A largo plazo la exposicién dio lugar a un incremento en
conductas asimilables a ansiedad (la latencia de aproximacién a comida
familiar en un ambiente nuevo) (Chaby et al. 2015b), mayor sensibilidad a la
devaluacién de un estimulo reforzante (Chaby etal. 2013) y mayor
vulnerabilidad a interrupciones (exposicion a un OF en mitad de la prueba) de
una tarea que requiere el uso de la memoria de trabajo (Chaby et al. 2015a),
sin impacto sobre la memoria espacial (Chaby et al. 2015c¢).

6.4. Estrés social

Los modelos de estrés social pueden agruparse en aquellos que implican
aislamiento social, inestabilidad social o derrota social (McCormick et al.
2017a). Cada modelo tiene sus propias caracteristicas y problematicas. Por
ejemplo, el modelo de derrota social no es aplicable a ratas o ratones hembras,
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ya que son muy poco agresivas. Por otro lado, los modelos de inestabilidad y
de derrota social son, presumiblemente, mucho mas estresante en ratones que
en ratas, ya que estos son mas territoriales y agresivos.

Aislamiento social

Un problema que emerge cuando se quiere investigar los efectos de este
paradigma en la adolescencia es que en muchos estudios mantienen el
aislamiento social una vez pasada esta etapa, razén por la cual no podemos
conocer los posibles efectos del aislamiento restringido a la adolescencia. Los
efectos del aislamiento social pueden deberse en principio a dos factores: la
privacion de estimulos claves para el desarrollo y el posible estrés cronico
provocado por el aislamiento (Hall 1998). Su valor como modelo de estrés
adolescente no esta claro ya que no se han observado cambios consistentes en
los parametros clasicos de evaluacion de estrés créonico (McCormick et al.
2017a). En cualquier caso, el aislamiento social durante la adolescencia en
roedores provoca una serie de déficits en habilidades sociales, emocionales y
cognitivas (Burke et al. 2017).

En el aislamiento restringido a la etapa adolescente es critico si la posterior
estabulacion se realiza con ratas que también habian estado aisladas o con
aquellas que habian permanecido estabuladas en grupo (Hol et al. 1999). Si en
el aislamiento se realiza del PND 22 al 35 los efectos no son sensibles a la
historia previa del nuevo compaiero de caja y en ambos casos se reduce el
tiempo de interaccion social. Sin embargo, si el aislamiento se hace del PND
22 al 28, la posterior estabulacion con animales que habian permanecido en
grupo bloquea el impacto negativo sobre la interaccion social. No solo es
importante el momento de inicio del aislamiento, sino también el momento
de evaluacion. Arakawa (2003) observd una reduccion en la actividad en un
OF cuando la evaluacion se hacia en PND 40 o PND 65, pero los efectos
desaparecian hacia el PND 130. Otros investigadores no encuentran efectos
sobre la conducta exploratoria en un ambiente nuevo a corto plazo (3 dias
después de acabar), salvo cuando el campo abierto se vuelve mas ansiogénico
(incremento iluminacion), en cuyo caso se reduce la actividad exploratoria
(Lukkes et al. 2009). Tampoco se encuentran cambios a corto plazo en el EPM
(14 dias de aislamiento) (Van Den Berg et al. 1999a), salvo si el aislamiento
social es muy prolongado (30 dias), en cuyo caso se reduce el tiempo y el
numero de entradas en los brazos abiertos (Da Silva et al. 1996; Serra et al.
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2000). A nivel cognitivo, se ha observado una conducta mas perseverante
durante la fase de extincion de una tarea operante (Morgan et al. 1977).

Pero, sin duda, las pruebas en las que los animales aislados presentan mas
deficits son las que evaluan la interaccién social. Presentan menos interacciéon
y exploracién del congénere (Van Den Berg et al. 1999a; Van Den Berg et al.
1999b), mayor conducta de petrificacion durante una prueba de interaccién
social (Lukkes et al. 2009) y reduccion de la CPP a estimulos sociales (Van Den
Berg et al. 1999c¢), sin cambios en la eficacia copulativa (Van Den Berg et al.
1999a). En una prueba de derrota social (residente-intruso), muestran mayor
resistencia a la subordinacion (Van Den Berg etal. 1999a). Este cambio va
asociado a una recuperacion mds lenta de la respuesta del eje HPA
(corticosterona) y una mayor respuesta del eje SMA (adrenalina y
noradrenalina) a la situaciéon. En cambio, posteriormente muestran mayor
miedo condicionado al contexto donde se realizé la prueba. No estd claro si
este efecto sobre el condicionamiento es especifico o mas generalizado, dado
que también muestran mas miedo condicionado al tono cuando se utiliza el
choque como estimulo aversivo (Lukkes et al. 2009).

Inestabilidad social

Este modelo ha sido sobre todo desarrollado y utilizado por McCormick y
colaboradores (2004) y es importante destacar que utilizan ratas Long-Evans.
El modelo implica una hora diaria de aislamiento social durante 15 dias, tras
la cual los animales vuelven a ser estabulados por pares, pero con una pareja
nueva en cada sesion. Tras la ultima sesion vuelven a estar con el comparero
que tenian antes de empezar los 15 dias de inestabilidad social. El programa de
inestabilidad social lo aplican entre el PND 30 y 45.

La exposicion a este paradigma de estrés social tiene efectos claramente
diferentes entre machos y hembras, observandose reduccion de la ganancia de
peso en machos, pero no en hembras (McCormick et al. 2004; 2005), aunque
esta reduccién parece deberse principalmente al impacto de la hora de
aislamiento, y no al cambio de compaifiero de la caja de estabulacién
(McCormick et al. 2007). En hembras este paradigma tiene efectos ansioliticos
que son dependientes de la fase del ciclo menstrual en la que sea evaluada la
conducta, mientras que en machos podria tener efectos ansiogénicos
(McCormick et al. 2008), que son mas evidentes en la prueba de interaccion
social, si la interpretamos en términos de ansiedad social (Green et al. 2013).
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El impacto de este modelo sobre la respuesta del eje HPA, valorada por los
niveles plasmaticos de corticosterona, varia entre sexos. En machos tras la
primera hora de aislamiento la respuesta del eje recupera mas rapido los
niveles basales si al acabar vuelven con el companero que tenian previamente,
mientras que en hembras es independiente de si vuelven con la pareja previa o
con una nueva (McCormick et al. 2007). En el ultimo dia de inestabilidad
social la respuesta del eje HPA a la hora de aislamiento estd amortiguada en
machos y en hembras (McCormick et al. 2007). Respecto a la respuesta de la
corticosterona a estimulos heterotipicos los resultados son contradictorios
(McCormick et al. 2008; Mathews et al. 2008a). Machos y hembras divergen
en las consecuencias sobre el uso de estrategias de afrontamiento en la FST. En
hembras favorece a corto plazo el uso de estrategias de afrontamiento pasivas,
pero el efecto no perdura en el tiempo; mientras que en machos no se observan
efectos a corto plazo, pero a largo plazo favorece las estrategias de
afrontamiento activas (Mathews et al. 2008a).

Ademas de la interaccién social, otros aspectos de la conducta social se ven
alterados por este paradigma. En una tarea de competicion por la adquisicion
de una comida sabrosa, las ratas macho que han sufrido el paradigma de
inestabilidad social son mds agresivas (Cumming et al. 2014). Ademds,
muestran menos eficiencia copulativa (McCormick etal. 2013a), aunque
existen diferencias en funcidn del fenotipo. Si clasificamos las ratas que han
sufrido el estrés social y las ratas control en dominantes y sumisas el patrén
cambia. En las ratas dominantes que han pasado por el estrés social durante la
adolescencia la eficiencia copulativa es superior a las controles también
dominantes y son preferidas por las hembras, mientras que entre las sumisas
es justo al contrario (McCormick et al. 2017b).

El modelo induce cambios conductuales en memoria y aprendizaje. Los
machos expuestos al estrés muestran menos miedo condicionado y menos
generalizacion del miedo que los animales del grupo control (Morrissey et al.
2011), mientras que las hembras estresadas muestran mayor resistencia a la
extincion (McCormick et al. 2013b). En tareas que evaluan otras funciones
cognitivas, los animales expuestos a inestabilidad social durante la
adolescencia tienen déficits en la adultez en memoria espacial (McCormick
etal. 2010; 2012). Por ultimo, la exposicion a este paradigma de estrés
incrementa el consumo de etanol en machos tanto a corto como a largo plazo
(Marcolin et al. 2019).
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Derrota social

El modelo de derrota social en adolescentes y adultos implica la exposicion a
derrota y subordinacién ante un congénere. Tipicamente en el modelo de
residente-intruso, en la que el animal experimental es introducido en la caja de
estabulacion de un animal dominante, se suelen usar animales adultos de la
misma cepa como dominantes, aunque hay laboratorios que utilizan animales
de otras cepas mas agresivas (v.g. Vidal et al. 2011). Sin embargo, el modelo
estandar no es adecuado para estudiar la tarea en hembras debido a que son
poco agresivas. Una opcion es utilizar como animal residente (agresor) a una
hembra lactante, que durante esta fase desarrollan altos niveles de agresividad
(Ver Hoeve et al. 2013). La duracién de la exposicion a derrota social repetida
durante la adolescencia varia de 5 a 10 dias, exposicion que empieza en el PND
28 en los estudios que la inician mas pronto y finaliza en torno al 46 en los que
acaban mas tarde.

Los efectos sobre la actividad exploratoria en un OF y la ansiedad en el EPM
varian segun la cepa y/o los dias de exposicion. Algunos estudios indican que
no afecta a la conducta exploratoria pero si incrementa la ansiedad en el EPM
(Weathington et al. 2012). Sin embargo, en otros se observa un incremento de
la conducta exploratoria en un OF y un EPM, asi como del tiempo en los
brazos abiertos del EPM (Watt et al. 2009). En este tultimo estudio, los autores
observan que la exposicion a derrota social tiene efectos a largo plazo en la
conducta exploratoria cuando son expuestos al mismo ambiente donde
sufrieron la derrota social, lo que podria deberse a un condicionamiento de
miedo al contexto (Watt et al. 2009). A pesar de presentar, presumiblemente,
miedo condicionado el mismo contexto donde se llevd a cabo la derrota social,
los animales derrotados muestran menos miedo condicionado a un tono y un
contexto asociados a choque eléctrico en las patas que los animales del grupo
control (Novick et al. 2016), lo que sugiere un efecto protector. En conjunto,
no parece que la exposicion de animales jovenes a un adulto agresivo tenga un
gran impacto en la respuesta emocional.

La experiencia de derrota social durante la adolescencia incrementa la
sensibilidad, evaluada por la actividad locomotora, a farmacos, como la
anfetamina (Burke et al. 2013) y la cocaina (Burke y Miczek 2015), que actdan
sobre el sistema dopaminérgico. Es de interés que mientras se incrementa el
CPP a la anfetamina (Burke et al. 2011), no hay diferencias en el CPP ante un
estimulo reforzante natural como comida sabrosa (Novick et al. 2013), por lo
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que parece incrementarse la capacidad reforzante de los psicoestimulantes en
particular, pero no la de los refuerzos naturales. A nivel cognitivo, la
exposicion a este paradigma de estrés adolescente provoca déficits en tareas de
aprendizaje que conllevan un refuerzo demorado, pero no si el refuerzo es
inmediato (Novick etal. 2013). Los efectos a nivel cognitivo varfan si
separamos a los individuos segun su conducta durante la tarea de derrota
social. Los animales, tanto machos como hembras, que realizan conductas de
subordinacién mas rdpidas realizan peor las pruebas cognitivas que implican
flexibilidad cognitiva que aquellos que muestran mds resistencia a la
subordinacidn (Snyder et al 2015a; 2015b), aunque las hembras subordinadas
realizan mejor las tareas que implican cambios en la estrategia a utilizar
(Snyder et al. 2015b), sugiriendo mayor flexibilidad cognitiva.

6.5. Conclusiones generales de los modelos de
estrés adolescente

Extraer una conclusién global del impacto de los diferentes modelos de estrés
adolescente es una tarea realmente compleja. Cada modelo cambia en la
intensidad y la cualidad de los estimulos, dentro de cada modelo el periodo de
exposicion varia alo largo de los 40 dias de la adolescencia en roedores y varian
las cepas utilizadas. Por otro lado, es evidente la existencia de diferencias entre
sexos. Los modelos de estrés repetido reducen la actividad exploratoria,
incrementan las conductas similares a la ansiedad, provocan anhedonia,
incrementan la susceptibilidad al miedo y afectan a la memoria espacial y de
reconocimiento. Los modelos CUS difieren segin los estimulos que lo
componen. Otros efectos frecuentes de estos modelos son los déficits en las
habilidades sociales e incremento de la vulnerabilidad a las respuestas de
miedo condicionado. Por ultimo, los modelos de estrés social adolescente
tienden a proteger frente al miedo condicionado al contexto, pero
incrementan la susceptibilidad al consumo de sustancias y empeoran las
habilidades sociales de los sujetos.
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Hipotesis y objetivos

La adolescencia es un periodo de profundos cambios que implican un proceso

de maduracién del individuo y el inicio de la adultez. Durante esta etapa

evolutiva el SNC es maleable y sensible a la estimulacién externa, abriendose

asi una ventana de oportunidad, pero también de vulnerabilidad. Puestos que

los sujetos adultos han demostrado ser sensibles a la controlabilidad sobre el

estrés, incrementandose la vulnerabilidad a sus consecuencias negativas

cuando éste es incontrolable y la resiliencia cuando es controlable, sugerimos

que:

1.

La exposicion a estrés incontrolable durante la adolescencia
incrementard las conductas asimilables a la ansiedad y la depresion y
las estrategias de afrontamiento pasivo, mientras que la exposicién a
estrés controlable protegera frente a estos posibles efectos.

La exposicion a estrés incontrolable podria sensibilizar en mayor
medida que el estrés controlable la reactividad del eje HPA a nuevas
situaciones de estrés.

La exposicion a estrés controlable versus incontrolable inducird un
patron diferencial de activacion del SNC durante la fase de exposicion,
que se reflejard en los niveles de AFosB y redundara en cambios en la
actividad sinaptica evaluada por la expresién constitutiva de Arc.
Asimismo podria también sensibilizar a corto plazo la respuesta del
SNC a un estimulo heterotipico evaluada por la expresion de c-fos 'y
Are.

La exposicion a estrés favorece la activacion del circuito directo de los
ganglios basales en animales resilientes y del indirecto en susceptibles.
Por ello planteamos que la exposicion a estrés incontrolable durante la
adolescencia favorecera el balance del sistema dopaminérgico hacia la
activacion del circuito indirecto estriatal, mientras que la exposicién a
estrés controlable lo hara hacia el directo.

Las diferencias individuales son un factor importante para determinar
las consecuencias de la exposicién a estrés. Para estudiar si también
son relevantes para las consecuencias de este modelo aplicamos en
ratas Long-Evans el mismo paradigma de estrés usado en experimentos
anteriores en ratas Sprague-Dawley. Ambas cepas difieren en la
respuesta del eje HPA a estimulos estresantes y en otros aspectos
relevantes, incluyendo el condicionamiento del miedo.
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Objetivos:

1.

Estudiar las consecuencias de la exposicion a estrés controlable o
incontrolable en pruebas que evaltuan fenotipos conductuales similares
a la ansiedad o la depresidn, y estilos de afrontamiento.

Estudiar las consecuencias de la exposicidon a estrés controlable o
incontrolable sobre la actividad del eje HPA durante la exposicion,
evaluada por la corticosterona acumulada en pelo, y tras la exposicion
evaluando su actividad basal y su reactividad frente a estimulos
estresantes heterotipicos de baja y alta intensidad.

Caracterizar el patrén de activacion del SNC tras el perido de
exposicion a estrés, en condiciones basales y en respuesta a un estimulo
estresante heterotipico (FST). Utilizaremos como marcadores la
expresion de AFosB y Arc en condiciones basales y c-fos y Arc en la
respuesta a estrés heterotipico.

Estudiar cambios en el funcionamiento del sistema dopaminérgico
producidos por la exposiciéon a estrés controlable o incontrolable
durante la adolescencia en respuesta a un estimulo estresante que
permite valorar estrategias de afrontamiento. Se llevard a cabo
mediante el analisis del patron de c-fos en los dos tipos principales de
neuronas estriatales (D1 y D2) y de los cambios conductuales
resultantes de la administracion sistémica de antagonistas selectivos
para los receptores D1 o D2.

Caracterizar las consecuencias de la exposicién a estrés cronico
controlable o incontrolable en la cepa Long-Evans. Se evaluara la
respuesta endocrina y conductual durante la tarea y en respuesta a
estimulos estresantes posteriores, con el objetivo de constatar si el
patrdén resultante difiere del observado previamente en las Sprague-
Dawley.
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Material y Métodos
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1. Sujetos y procedimientos generales

En los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley
procedentes del Servei Estabulari de la Universidad Auténoma de Barcelona y
ratas macho de la cepa Long-Evans procedentes de Janvier Labs (Francia). La
edad promedio de inicio en los experimentos llevados a cabo durante la
adolescencia fue el PND 30 y los llevados a cabo en la edad adulta el PND 65,
los detalles de la edad de inicio de cada procedimiento se especificaran en el
apartado de resultados. Los animales fueron estabulados por pares, salvo si el
procedimiento experimental exigia la individualizacién de los animales, en
cajas de estabulacion con unas dimensiones de 42,5 x 26,5 x 18 cm cerradas
por arriba por un techo de rejilla metalico. El lecho de la caja estaba compuesto
por viruta absorbente (Lignocel, Panlab-Harvard). Se mantuvieron
condiciones estandar de luz (fotoperiodo de 12 h, luces encendidas a las 8:00
am), temperatura (21 = 1 °C) y humedad (40-60 %). Los animales dispusieron
de agua y comida (dieta para cria #2018S y de mantenimiento #2014S, Harlan)
ad libitum. En ningin experimento se enriquecié el ambiente en la caja de
estabulacion. Los sujetos fueron asignados al azar a los distintos grupos
experimentales, aunque se comprobd que no difirieran en las variables
medidas previamente. Todos los procedimientos experimentales fueron
previamente aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacion
Animal y Humana de la Universidad Auténoma de Barcelona y de la
Generalitat de Catalunya, de acuerdo con las Directivas de la Unién Europea
(2010/63/EU) y de Espaiia (RD53/2013).

Previo al inicio de las sesiones experimentales, los animales fueron aclimatados
a la sala de estabulacion y se realizaron entre 3 y 4 sesiones de manipulacion
manual del animal (handling). El procedimiento de manipulacién consistia en
colocar el animal en el interior de un trapo, realizar un suave masaje por la
espalda y la cola durante 10 s, y luego levantar el animal durante unos 10 s. En
los procedimientos experimentales que lo requerian, los animales fueron
previamente habituados a la toma de muestra por incision en la cola, que
consistia en realizar una pequefa incision en la cola y realizar diez masajes de
extraccion; y al proceso de administracién de farmacos en los casos que fuera
necesario. Estos métodos simulan las manipulaciones que sufriran los
animales los dias experimentales, reduciendo asi el posible impacto sobre la
respuesta de estrés que puedan tener para que no afecten a las variables a
estudiar.
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2. Métodos de grabacién y analisis de las pruebas
conductuales

Las pruebas conductuales se grabaron utilizando caimaras en posicion frontal
o cenital, conectadas a un grabador digital. En el caso de las jaulas operantes,
dos camaras grababan la conducta (una en cada compartimento de la caja
lanzadera) en posicién frontal. La instalacién de las camaras en las jaulas
operantes nos permitid, no solo analizar la conducta, sino también detectar
cualquier problema durante la realizacion de la prueba.

Para el andlisis de la conducta utilizamos dos softwares. Por un lado, el
programa SMART (versién 2.5.19-21, Panlab-Harvard) detecta los pixeles que
ocupa un animal mediante su centro de gravedad, y permite analizar, entre
otras variables, el recorrido de los sujetos durante la realizacion de las pruebas.
Por otro lado, The Observer XT 11 (Noldus Information Technology) permite
analizar multiples conductas (continuas y/o puntuales) de manera simultanea
y analizar tanto el tiempo como la frecuencia de éstas, durante toda la prueba
o por bloques temporales. En el caso de que no fuese posible usar ninguno de
ellos, la conducta se analiz6 utilizando un cronémetro digital para evaluar el
tiempo durante el cual los sujetos realizaban una conducta concreta. En todos
los casos, los andlisis se hicieron a ciegas.

3. Tarea de evitacion activa en dos sentidos

El grupo CST fue expuesto a una tarea de TWAA, que se lleva a cabo en una
caja lanzadera con dos compartimentos en la cual se introduce el animal y debe
cruzar al compartimento contrario al que se encuentre el animal para evitar un
FS (US) que se presenta precedido por un estimulo neutro inicialmente
(auditivo y luminoso). Este paradigma implica dos tipos de aprendizajes
asociativos:  condicionamiento clasico 'y operante. Mediante el
condicionamiento clésico, los estimulos inicialmente neutros pasan a ser CS al
asociarse con el US. Asimismo, el contexto también pasa a asociarse con el US.
A través del condicionamiento operante, se refuerza negativamente la
conducta instrumental, es decir, cruzar al compartimento contiguo, con la
finalizacién del estimulo aversivo. Este tipo de tarea conlleva tres tipos posibles
de respuesta, las dos primeras implicando un estilo de afrontamiento activo y
la altima, un estilo de afrontamiento pasivo. La primera respuesta posible seria
la evitacion, que supone cruzar al compartimento contrario en presencia del
CS para prevenir la aparicion del choque. La segunda es la de escape, que
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supone realizar la conducta operante en presencia del FS para finalizarlo. La
tercera es una respuesta nula, que consiste en permanecer en el compartimento
que se esta dando el choque, sin huir/escapar de él, en estado de petrificacion
debido a la respuesta de miedo. La tarea de TWAA implica que ambos
compartimentos son peligrosos y que la conducta operante a realizar es cruzar
de un compartimento a otro, lo cual implica mas complejidad que la evitacién
activa en un sentido en la que hay un compartimento seguro. A pesar de la
complejidad de la tarea, es poco frecuente que los animales adopten la
estrategia pasiva en condiciones habituales, debido a que la respuesta de escape
se adquiere con relativa facilidad.

Se utilizaron 4 cajas lanzaderas individuales con aislamiento acustico. Cada
caja (LE 1005, Panlab-Harvard) esta constituida de plexiglas negro (pared
posterior, laterales y superior) y transparente (puerta frontal) y esta dividida
en 2 compartimentos (25 x 25 x 25 cm), conectados por una abertura (8 x 10
cm). El suelo es rejilla de metal removible de 19 barras (0,3 cm de didmetro
separadas por 1 cm cada una) vinculadas a un generador de choques eléctricos
(LE100-26, Panlab-Harvard). Cada compartimento de la caja tiene una luz (4
cm de didmetro, 2,4 W, 24 V) en la pared posterior a 19,5 cm de la base, un
altavoz y una puerta por donde se introducen los animales. Cada caja estd
aislada por otra caja de metal insonorizada (66 x 50 x 55 cm) que genera un
ruido de fondo de 60 dB. El programa informatico utilizado para controlar el
funcionamiento de la caja operante fue el Packwin v2.0.07 (Panlab-Harvard).

Los animales del grupo CST fueron expuestos 8 veces a la tarea de TWAA alo
largo de un promedio de 22 dias. Cada sesion estaba compuesta de:

- Habituacidn. Los primeros 5 min de la sesion el animal era expuesto a
la caja lanzadera libre de cualquier estimulo, permitiéndole explorarla
en su totalidad.

- Ensayos. El numero de ensayos era 50 y cada ensayo se componia de:

o Tiempo entre ensayos (ITI). Entre cada ensayo habia un
periodo libre estimulos de entre 5y 55 s de duracion, con una
duraciéon promedio de 30 s.

o Estimulo condicionado (CS). El estimulo condicionado estaba
compuesto por un tono (2400 Hz 80 dB) y una luz (7 W).
Ambos estimulos aparecen simultineamente y estan presentes
de forma continua durante 10 s, si el animal no realiza una
evitacion. La luz aparece en el compartimento donde se halla
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el sujeto y el sonido en el medio de ambos compartimentos. El
CS precede a la aparicion del US, el cual aparece de forma
inmediata a la finalizacién del CS (condicionamiento de
demora).
o Estimulo incondicionado (US). El estimulo incondicionado
era un FS de 0,7 mA de intensidad y 10 s de duracién méxima.
- Ratio de respuesta: 1 cruzamiento.
- Duracién de la sesion: 35-40 min.

Los animales del grupo UST fueron expuestos al mismo nimero de sesiones y
en el mismo periodo de tiempo que el grupo CST. Cada rata UST estaba
asociada a un sujeto CST y ambos eran siempre expuestos de manera
simultanea en cajas diferentes. Las cajas lanzadera de ambos estaban ligadas, y
el animal del grupo UST recibia exactamente la misma cantidad de choque que
el sujeto del grupo UST, pero sin posibilidad de evitar o escapar del choque. La
luz del CS aparecia en el compartimento en el que se encontraba la rata CST
en su respectiva caja, independientemente del compartimento en el que se
encontrara el animal UST, pero siempre precediendo al US. Por lo que ambos
grupos podian predecir la aparicion del choque por el CS, pero solo los del CST
podian evitar/escapar de él. Los sujetos del grupo S-E fueron expuestos al
mismo protocolo que las anteriores, pero sin la exposicion al FS. La sesion en
la caja lanzadera de las ratas S-E tenia una duracion de aproximadamente 35
min y una duracién media del CS de 5 s.

Las dos ratas de la misma caja de estabulacion pertenecian al mismo grupo
experimental. El transporte de la sala de estabulacion a las cajas lanzaderas, se
hacia en unas cajas de metacrilato blancas. Las cajas de transporte se limpiaban
entre un sujeto y otro con etanol al 70 % v/v, igual que las cajas lanzaderas.
Entre las variables a analizar de la tarea en la caja lanzadera, hay algunas
especificas del grupo CST, siendo estas: evitaciones, escapes, latencia de
respuesta que hace referencia al periodo entre el inicio del CSy el momento en
el que el animal cruza al compartimento continuo cuando el estimulo aversivo
(CS+US) esta presente, respuestas nulas y cruzamientos de un compartimento
al otro durante el ITI. El resto de las conductas a analizar son comunes a los
tres grupos y son: cruzamientos durante la habituacion, petrificacion y
rearings/alzamientos (conducta exploratoria) durante la habituacion. La
conducta durante la habituacién nos sirve como medida de la actividad basal
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de los sujetos en la primera sesion y del miedo condicionado al contexto en el
resto de las sesiones.

4. Pruebas conductuales
4.1. Nado forzado (FST)

La prueba de nado forzado (FST) ha sido ampliamente utilizada en la
validacién de farmacos antidepresivos (Porsolt et al. 1977; Armario et al. 1988;
Cryan et al. 2005) y para evaluar el uso de estrategias de afrontamiento activas
vs pasivas en situaciones estresantes (Marti y Armario 1993; Armario et al.
1988). Actualmente hay autores que abogan por reducir la interpretacion de la
FST a la evaluacion de las estrategias de afrontamiento, debido a que la
inmovilidad en esta prueba podria ser considerada como adaptativa
(Molendijk y de Kloet 2015). En cualquier caso, en nuestro caso, utilizaremos
la FST como indicador del estilo de afrontamiento. Asimismo, la exposicion
de los animales a nado forzado supone una experiencia estresante de tipo
mixto, aunque predominantemente emocional, de intensidad media (Dal-
Zotto et al. 2000; Armario et al. 2012).

Para la realizacion de la prueba se utilizaron cilindros de plastico (plexiglas)
transparente de 40 cm de altura y 20 cm de diametro apoyado sobre una base
de 25x 25 cm, con agua a 36 °C hasta los 24 cm de altura, agua que se renovaba
entre un animal y otro de tal forma que los animales siempre realizaban la tarea
en un tanque con agua limpia. La iluminacién de la sala provenia de los
fluorescentes de la sala y los animales eran expuestos de 4 en 4 en cilindros
separados entre si por paredes negras para evitar que los animales se viesen. La
prueba tenia una duracién de 30 min, tras la que los sujetos eran secados con
toallas de algoddén antes de obtener una muestra de sangre por incision en la
cola. En esta prueba la conducta fue grabada frontalmente para su analisis
posterior. Se analizaron tres bloques de 5 min que correspondian a los minutos
iniciales (0-5 min), intermedios (12,5-17,5 min) y finales (25-30 min). Las
conductas analizadas se agrupan en:

- Tiempo de escape (struggling), que implica una conducta activa en la
cual el animal mueve enérgicamente las cuatro patas, rompiendo la
superficie del agua. Dentro de la conducta de escape también se
incluyen las inmersiones y los saltos.
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- Tiempo de inmovilidad, que implica una conducta pasiva
caracterizada por la inmovilidad total del animal, salvo movimientos
leves que le permitan mantener la cabeza fuera del agua.

- Nado suave, que resulta del tiempo en que no hacen ni escape, ni
inmovilidad. El nado suave consiste en movimientos leves, mas alla de
los necesarios para mantenerse a flote, pero de menos intensidad que
los que indican escape (p.ej. nadar en circulos por el tanque).

4.2. Campo Abierto (OF)

La exposicién de roedores a campos abiertos nos permite analizar la actividad
y la conducta exploratoria en un ambiente nuevo, y, por tanto, potencialmente
peligroso. La conducta en un OF es sensible a la experiencia previa con
estimulos estresantes y puede dar lugar a hipoactividad y descenso de la
actividad exploratoria (Armario et al. 1991; Pol et al. 1992).

En nuestro caso utilizamos un campo circular. El campo circular es blanco (80
cm de didmetro y 34 cm de alto) con una base lisa negra. Las paredes son de
madera blanca y el suelo de PVC negro. La sala tenia las paredes negras y estaba
iluminada con una bombilla de 25 W. Dos OF fueron situados por sala y se
expusieron a los dos sujetos de la misma caja de estabulacion en la misma sala.
Los grupos experimentales eran contrabalanceados por sala, para que todos
ellos fueran expuestos las mismas veces a cada una. El campo se limpiaba con
aguay jabdn entre una rata y otra. Para el analisis de la conducta dividimos el
area en dos circulos concéntricos para dividir centro y periferia. El circulo
interior (centro) tenia un didmetro de 30 cm. El tiempo de duracién de la
prueba fue de 10 min y fue grabada en posicion cenital. El andlisis de la
conducta se dividié en dos bloques de 5 min y se analizo: la distancia recorrida
en la periferia y centro (cm) con el software SMART, descrito anteriormente.
También se analizaron el ntimero de alzamientos o rearings utilizando el
software Observer.

4.3. Interaccion Social (IS)

La prueba de IS nos permite observar el patrén de conductas sociales no
agresivas entre dos sujetos adultos del mismo sexo que interaccionan por
primera vez. Esta prueba ha sido utilizada para observar comportamientos
similares a la ansiedad en un contexto etolégico (File y Seth 2003). El
desempenio en la IS es susceptible a la experiencia previa con estimulos
estresantes. Haber sido expuesto previamente a derrota social, olor de
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predador, estimulos estresantes fisicos o choques eléctricos incontrolables
disminuyen la interaccién social activa (Short y Maier 1993; Oztan et al. 2011).

La interaccién social es favorecida en circunstancias de familiaridad con el
aparato y con el congénere a interactuar, asi como en situaciones ambientales
poco estresantes (por su nivel de luminosidad y/o ruido), mientras que ocurre
lo contrario cuando no es un contexto familiar o es altamente estresante. Para
evitar la conducta agresiva y dominante, los dos sujetos deben de tener la
misma experiencia previa con el contexto de la prueba y no haber una gran
diferencia de peso entre ambos animales. En nuestro caso la prueba se realizé
en el mismo contexto del OF (con o sin experiencia previa con este segin
especifique el diseflo experimental). Los animales se expusieron a interaccién
social con un congénere del mismo grupo experimental, que no fuese hermano
ni estuviese estabulado en la misma caja y que no difiriese mas de 20 g en el
peso corporal. Veinticuatro horas antes de la exposicion se pinté a uno de los
miembros de la pareja con un rotulador permanente negro (tinta no toxica) en
la cabeza o el lomo para poder diferenciarlos y analizar la conducta
individualmente si fuese necesario. Dos parejas se expusieron al mismo tiempo
en distintas salas. Entre tandas los dos aparatos se limpiaron con agua y jabon.
La duracion de la prueba fue de 15 min y fue grabada de forma cenital para su
posterior analisis. El analisis conductual se dividié en bloques de 5 min. Las
conductas a analizar se agrupan en grupos conductuales que representan
aspectos muy distintos (Koolhaas et al. 1980):

- Conducta social activa. Incluye el grooming social, saltar por encima o
pasar por debajo (pass and jump), perseguir u oler al otro sujeto.

- Conducta social pasiva. Implica contacto entre los dos sujetos, ya sea
corporal o solo las colas, pero sin realizar ningun tipo de conducta
activa.

- Conducta no social. Conductas que no implican interaccion con el
companero y que puede implicar exploraciéon del contexto o
inmovilidad/petrificacion.

4.4. Hiponeofagia Alimentaria

En un ambiente nuevo potencialmente peligroso los roedores tardan en
consumir alimentos y esta conducta se ha utilizado como una conducta
asumible a la depresion y a la ansiedad (Blasco-Serra et al. 2017). Este tipo de
conductas se ha utilizado para validar el componente ansiolitico de farmacos
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antidepresivos (Bodnoff et al. 1988; 1989) y de ansioliticos (Merali et al. 2003).
En el procedimiento clasico se priva de alimentos para incrementar la
motivacién a aproximarse a los pellets (Bodnoff et al. 1989), aunque también
se pueden utilizar pellets sabrosos distintos a los utilizados en la jaula de
estabulacion (Merali et al. 2003). En esta ultima aproximacién hay que
considerar la neofobia alimentaria y habria que hace una habituacién previa a
los pellets. En nuestro caso realizamos una privacion alimentaria de 24 h previa
a la exposicion a un campo abierto, similar al que se usé para el OF, pero con
una placa de Petri con los mismos pellets que tienen en la caja de estabulacién
para evitar la neofobia alimentaria. Se evaltio la latencia a alimentarse y el
numero de entradas a la placa, ademds de los marcadores clasicos de
exploracion en un OF. La latencia para ingerir alimentos en un ambiente
nuevo puede verse incrementada por la exposicion previa a estrés (Chaby et al.
2015b). La duracién de la prueba fue de 10 min y fue grabada cenitalmente.

4.5. Consumo de sacarina

Cuando a los roedores se les da a escoger entre agua y una solucion azucarada,
suelen preferir el consumo de las soluciones dulces que contienen sacarina o
sacarosa, ya que ambos compuestos tienen un sabor dulce y propiedades
hedodnicas. La disminucion del consumo de soluciones dulces se considera un
buen indicador de un estado anhedénico, una conducta asociada con la
depresion. El consumo de sacarosa se ve disminuido tras la exposicion a
estimulos estresantes cronicos de intensidad media y severa, efecto que en
muchos casos se ve revertido por la administracion cronica de antidepresivos
(Willner 2017). Sin embargo, los resultados con sacarina son menos
consistentes (Ayensu etal. 1995; Harris etal. 1998), y cuando se han
comparado directamente, la exposicién a CUS reduce el consumo de sacarosa
pero no de sacarina (Grenli et al. 2005). Las diferencias entre la preferencia por
sacarina y sacarosa dan lugar a una importante discusiéon metodolégica, dado
que algunos autores consideran que podria haber una relaciéon entre la
reduccion de la intesta de comida y el consumo de sacarosa, la cual tiene valor
caldrico, no asi la sacarina (Weiss 1997). Por este motivo, parece mas
aconsejable el uso de la sacarina para valorar la anhedonia con independencia
de la anorexia.

La evaluacion del consumo preferente de sacarina se realiz6 siguiendo una
adaptacion del procedimiento utilizado por Pastor-Ciurana y colaboradores
(2014). Dicho procedimiento requiere la individualizacion de los sujetos para
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evaluar el consumo individual. Se utilizaron botellas antigoteo de 250 ml para
calcular la cantidad de agua o solucion de sacarina consumida. La solucion de
sacarina (saccharim sodium salt, Sigma) al 0,1 % (w/v en agua del grifo) se
preparaba todos los dias. Otra botella similar se rellenaba con agua. Ambas se
colocaban en las jaulas de estabulacion, al lado de la comida sélida, cada dia en
una posicién diferente (izquierda o derecha) para evitar la preferencia por
lugar. Los sujetos siempre dispusieron de bebida y comida ad libitum durante
todo el dia.

El primer dia de evaluacién las botellas eran colocadas de manera alterna, de
tal manera que la mitad de los individuos de cada grupo tenian situada una
botella con sacarina en el sitio donde generalmente estaba el agua y la otra
mitad en el otro lugar para que el consumo inicial no se debiese al consumo
basado en habitos. A las 4 h se evaltio el consumo de sacarina para observar si
habia neofobia alimentaria. Tras esta evaluacién se realizé una linea base
durante 7 dias para valorar el consumo y la preferencia. Cada dia a la misma
hora se retiraban las botellas y se pesaban para calcular el consumo. Al acabar
los 7 dias de evaluacién del consumo, los animales fueron estabulados de
nuevo con la pareja que habian estado estabulados previamente y con una
botella de agua normal.

5. Farmacos

Se utiliz6 SCH23390 (generosamente subministrado por Schering
Corporation, Kenilworth) y Eticlopride (Sigma-Aldrich). Ambos farmacos se
disolvieron en solucién salina estéril (0,9 % cloruro sddico) y administrado 15
min antes de la prueba. Se administré subcutdneamente. La dosis utilizada
para ambos farmacos fue 0,025 mg/kg respecto la base. Los grupos control
recibieron una dosis comparable de solucion salina estéril (0,9 % cloruro
sédico).

Administramos ACTH sintética (Nuvacthén Depot, Sigma-Tau). La
administracion se realizd via subcutdnea 30 min antes de realizar una
extraccion de sangre. La dosis utilizada fue 0,01 mg/kg.
6. Toma de muestras

6.1. Sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron por el método de incision en la cola,
ampliamente validado en nuestro laboratorio y en otros, el cual permite, en
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condiciones adecuadas, obtener niveles hormonales realmente basales (Belda
et al. 2004; Vahl et al. 2005). El procedimiento consiste en realizar una pequeiia
incision de unos 2 mm en una de las dos venas laterales de la cola, en la parte
mas distal de ésta, y realizar un masaje suave para estimular el flujo sanguineo.
La sangre se recoge con un capilar que contiene EDTA (Microvette CB 300 pl,
Starstedt) el cual tiene una capacidad de extraccién maxima de 300 ul/capilar.
Este método permite extraer sangre de forma repetida en el mismo dia sin
realizar nuevas incisiones. Todo el procedimiento debe realizarse en un
maximo de 2 min para evitar que se alteren los pardmetros hormonales. Al
finalizar la extraccion, las muestras se conservan a 4 °C hasta su centrifugacion
(25 min, 7100 rpm) para la obtencién del plasma. El plasma obtenido se dividio
en dos alicuotas y se congel6 a -20 °C hasta su andlisis mediante
radioinmunoanalisis (RIA) o Elisa (apartados 8.1 y 8.2). El objetivo de la
extraccion sanguinea fue el analisis de los niveles plasmaticos de las hormonas
del eje HPA (ACTH y CORT) y los niveles de glucosa, como marcador
indirecto de la actividad del eje SMA (apartados 8.1 y 8.2).

6.2. Pelo

La extraccion de pelo nos permite evaluar la acumulacion de CORT durante
un periodo de tiempo prolongado, por lo que nos sirve de marcador crénico
de activacién del eje HPA, a diferencia de los valores plasmaticos que sirven
como marcador agudo. Para poder evaluar los niveles de CORT en pelo
durante el periodo de interés se debe rasurar la zona para la posterior
extraccion y andlisis de pelo nuevo (crecido durante el periodo de estudio). La
zona de extraccion de pelo se encuentra delimitada cranealmente por la octava
vértebra lumbar, caudalmente por la tuberosidad isquidtica, y lateralmente por
las extremidades posteriores (Scorrano etal. 2015). La muestra de pelo se
obtendra de esta zona, teniendo el maximo cuidado para no coger pelo “viejo”
de regiones adyacentes. La cantidad necesaria de pelo para llevar a cabo los
andlisis es de 105 £ 5 mg. La extraccién de pelo se realizdé inmovilizando al
animal en un trapo y utilizando una maquinilla eléctrica estandar.

Posteriormente a la obtencién del pelo, se pasé a la extraccion de la CORT de
este. Se afiadié 1 ml de 2-propanol (Sigma) por cada 10 mg de pelo, tras una
incubacién de 3 min en agitador orbital (Mini-Labrorrell, Labnet) se decanté
el 2-propanol, y se repiti6 el proceso anterior. Una vez acabada la segunda
incubacidn, se elimind el exceso de 2-propanol en papel absorbente y se dejo
secar el pelo durante la noche (O/N) a 37 °C. Una vez secado se hicieron dos
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extracciones seriales con metanol (Sigma; 1,6 ml en 40 g de pelo). Para realizar
cada extraccién se incubd en agitador orbital a temperatura ambiente O/N.
Después de cada incubacion, el metanol extraido se secaba con corriente de
nitrégeno, previo calentamiento de los tubos a 40-45 °C. El precipitado
resultante de ambas extracciones se resuspendié en 200 pl de tampdn fosfato
sédico 0,1 M, pH7,4 disuelto en agua MilliQ y se analizé mediante RIA
(apartado 8.1).

6.3. Encéfalo

Inmediatamente después del protocolo de estrés o en condiciones basales, se
procedid a la extraccion del encéfalo, que se realizé siguiendo el protocolo
utilizado previamente en nuestro grupo (Marin-Blasco et al. 2018; Ubeda-
Contreras et al. 2018). Los animales fueron anestesiados por via inhalatoria
utilizando una cdmara saturada con isoflurano (Laboratorios Esteve). Una vez
alcanzado un estado profundo de anestesia se les mantuvo durante el inicio de
la perfusién con un recipiente provisto de algodén impregnado de isoflurano,
donde se introdujo la cabeza del animal. La perfusion se realizd
transcardiacamente, primero con solucién salina (0,9 %) durante 2 min y
posteriormente con una solucion al 4 % de paraformaldehido (PFA) y 3,8 %
de tetraborato sddico (bdrax) durante 12 min. Una vez terminada la perfusion
se extrajeron los encéfalos y se sumergieron en PFA/borax para completar la
fijacion durante 16/18 h a 4 °C. Después de este periodo se cambid el
PFA/bérax por una solucién crioprotectora al 30 % de sacarosa en tampdn de
fosfato de potasio-cloruro de sodio (KPBS; 0,2 M NaCl; 43 mM fosfato de
potasio), mantenidos a 4 °C hasta quedar completamente embebidos en la
solucién durante 2-3 dias. Posteriormente se congelaron con isopentano
enfriado con nieve carbonica y fueron conservados a -80 °C hasta ser cortados
serialmente en secciones coronales de 14 um con un criostato CM3050-S
(Leica Microsystems). Las secciones se conservaron en una solucion
anticongelante (fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,3; 30 % etilenglicol; 20 %
glicerol) a -20 °C hasta su andlisis histoloégico, bien hibridacion in situ
(apartado 8.3) para medir los niveles de Arc, c-fos, D2R, o viene mediante
inmunohistoquimica para los niveles de AFosB (apartado 8.4). Con la
excepcion de D2R que nos sirvié para identificar el fenotipo neuronal, el resto
de los marcadores pertenecen a la familia de los IEG o su proteina derivadas
como es el caso del AFosB, los cuales sirven para evaluar la activaciéon
encefélica en respuesta a diferentes estimulos (ver revision en Armario 2006b).
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Cada marcador tiene sus propias peculiaridades. Arc tiene actividad
constitutiva, a diferencia de c-fos que su actividad constitutiva es muy baja, por
lo que el primero nos permite evaluar las consecuencias en el funcionamiento
basal de la exposicion a estrés crénico, aunque solo se encuentran en areas
telencefalicas. En el caso de la exposicion a estrés, cada marcador tiene sus
propias peculiaridades que permiten completar la informacién obtenida con
el otro. El doble marcaje de c-fos y D2R nos permitird evaluar el impacto sobre
la activacion del sistema dopaminérgico estriatal en respuesta a un estimulo
estresante agudo, tras la exposicion a estrés cronico controlable/incontrolable
durante la adolescencia. Por ultimo, el marcaje con AFosB nos permite
cuantificar el numero de neuronas que se han activado durante el
procedimiento de estrés adolescente, debido a que los niveles de proteina
perduran en el tiempo (ver revision en Nestler 2015).

7. Analisis bioquimico
7.1. Radioinmunoanalisis (RIA)

Para determinar la concentraciéon de ACTH en plasma utilizamos el protocolo
de RIA de doble anticuerpo en no-equilibrio descrito por el Dr. Engeland
(Department of Surgery, University of Minnesota, Minneapolis, EEUU) y
posteriormente modificado en nuestro laboratorio (Garcia et al. 2000). Todo
el procedimiento se realizé a 4 °C para evitar la posible degradacion de la
hormona. Se usé un tampon fosfato disédico 50 mM (pH 7,4) conteniendo
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) disédico 25 mM, Tritén X-100 al 0,1
% y albumina bovina al 0,25 % en agua MilliQ. Se utiliz6 ACTH 1-39 de rata
(Sigma) como estandar (rango de calibracion 2,5-640 pg/ml), 3-['*I]
iodiotirosil**-ACTH, 3 (actividad especifica de 2000 Ci/mmol, PerkinElmer)
como trazador y un anticuerpo contra ACTH de rata (Ab Rb 7),
generosamente suministrado por el Dr. Engeland. La fraccién libre se separ6
tras la incubaciéon con un segundo anticuerpo (donkey anti-rabbit 1gG,
Serotec) diluido 1:32, conteniendo suero normal de conejo al 0,15 % y
polietilenglicol al 9 %. Tras la incubacién, se procedié a 30 min de
centrifugacion a 4700 rpm y 4 °C (Sigma-Laboratory Centrifuges 6K15). El
coeficiente de variacion intraensayo fue de un 4 % y el interensayo de un 7 %.
La sensibilidad del método fue 12,5 pg/ml para un volumen de muestra de 10

pl.
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Los niveles de CORT en plasma y en pelo se determinaron por un RIA de doble
anticuerpo en equilibrio segtin el protocolo del Dr. Makara (Institute of
Experimental Medicine, Budapest, Hungria). Se usé un tampon fosfato sodico
0,2M, pH 7.4 disuelto en agua MilliQ. Las muestras fueron incubadas
previamente durante 2 h en acido citrico 0,1 M para liberar a la CORT de su
proteina transportadora (este paso no es necesario en la determinacién en pelo
ya que no se encuentra ligado a la proteina transportadora en pelo). Se utilizé
CORT sintética (Sigma) como estandar (rango de calibracién: 0,15-80 ng/ml),
12]-corticosteronecarboxi-methyloxime-tyrosine-methyl ester con una
actividad especifica de 1500-2000 uCi/ug (ICN-Biolink 2000) como trazador y
un anticuerpo contra CORT donado amablemente por el Dr. Makara en
tampon de ensayo con 0,25 % de NSR. La fraccién libre se separé con un
segundo anticuerpo (donkey anti-rabbit 1gG, Serotec) diluido 1:48 en tampén
de ensayo, conteniendo polietilenglicol al 7,5 % en agua MilliQ con 10 pl/tubo
de suero de vaca. Tras la incubacion, se procedi6 a 30 min de centrifugacion a
4700 rpm a 4 °C (SIGMA-Laboratory Centrifuges 6K15). El coeficiente de
variacion intraensayo fue de un 7 % y el interensayo de un 9 %. La sensibilidad
del método fue de 2 ng/ml para un volumen de muestra de 1 pl.

La radiactividad en los pellets se midié durante 10/15 min con un contador
gamma (Wallac 1272, Clinigamma) y los célculos para la determinacion de la
concentracion de ACTH y CORT se llevaron a cabo mediante la
transformacion log-B/Bo.

7.2. Valoracion enzimatica de la glucemia

Los niveles plasmaticos de glucosa fueron medidos mediante un método
espectrofotométrico de oxidacidon de la glucosa, utilizando un kit comercial
(Glucose-RTU, Biomerieux). La sensibilidad de la técnica fue de 32 mg/dl y el
coeficiente de variacidn intraensayo fue del 2,5 %.

7.3. Hibridacion in situ (ISH)

Obtencion ribosondas

Las ribosondas radioactivas antisentido, para el mRNA de Arc, c-fos y D2R,
fueron generadas mediante el kit de transcripcién in vitro a partir de
fragmentos de cDNA de rata (SP6/T7 Transcription Kit, Roche) de sus
respectivos plasmidos. Los plasmidos de Arc, c-fos y D2R fueron amablemente
donados por los Dres. Worley (John Hopkins University, Baltimore, MD,
USA), Verma (The Salk Institute, CA, USA) y Moratalla (CSIC, Madrid,
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Espafia), respectivamente. Los fragmentos de cDNA fueron subclonados en un
plasmido pBluescriptll SK+ (Stratagene), pBluescript SK-1 (Stratagene) y
pGEM blue (Promega) para Arc, c-fos y D2R, respectivamente. En cada
transcripcion se utilizé 1 pug de plasmido digerido como DNA molde y **S-UTP
como nucledtido marcado radiactivamente (actividad especifica 1250
Ci/mmol) para Arc, y digoxigenina y fluoresceina (DIG/Fluorescein RNA
Labeling Mix 10X conc, Roche) para c-fos y D2R respectivamente. Una vez
finalizada la transcripcion, se procedié a digerir con DN Asa (T7 Transcription
Kit, Roche) los restos de cDNA molde. Posteriormente, se afnadieron 40 pl de
tampdn STE (0,1 NaCl, 10 mM Tris-Cl; 1 mM EDTA, pH 8,0) y se realiz6 una
incubacion de 5 min a 65 °C para la inactivacion de las enzimas. 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 hibridacién in situ radiactiva, cromogena (CISH) o doble-
fluorescente (dFISH). La ISH radiactiva nos permite comparar la intensidad
de la activacion, mientras que la CISH y dFISH permiten comparar el nimero
de neuronas positivas para cada marcador, pero no son tan sensibles a la
intensidad de la activacion. La ventaja de la dFISH sobre la CISH es que
permite identificar el fenotipo de la neurona activada.

Hibridacion in situ

Las secciones se lavaron con KPBS para retirar la solucion anticongelante y se
montaron sobre portaobjetos (Superfrost Plus Slides, Thermo Scientific).
Posteriormente, las secciones se dejaron secar O/N y se conservaron a -20 °C

en cajas selladas conteniendo un agente desecante (Silica Gel PS, Fluka) hasta
el inicio de la prueba.

El protocolo utilizado fue adaptado de Simmons y colaboradores (1989) y ha
sido ampliamente utilizado en nuestro grupo de investigacién (Ons et al. 2004;
Marin-Blasco et al. 2018; Ubeda-Contreras et al. 2018). Todas las soluciones
fueron pretratadas con dietilpirocarbonato y esterilizadas mediante
autoclavado antes de su utilizacion. Las secciones se postfijaron en un baio de
PFA/bérax durante 20 min. Transcurrido este tiempo, se realizaron 4 lavados
en KPBS para eliminar los restos de fijador. Seguidamente se realiz6 una
digestion proteica durante 15 min a 37 °C mediante proteinasa K (Roche) a
una concentracion de 0,01 mg/ml en una solucién adecuada (100 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA, pH 8,0). La digestion se detuvo mediante un
lavado con agua MilliQ tratada con DEPC. Posteriormente, las secciones
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fueron acondicionadas en una solucién de trietanolamina (TEA 0,1 M, pH
8,0), e incubadas durante 10 min en una solucion de anhidrido acético al 0,25
% en TEA 0,1 M, pH 8,0. Transcurrido este tiempo se realizé un lavado en una
solucion salina conteniendo citrato de socio (2x SSC: 0,3 M NaCl; 0,03 M
citrato sédico tribdsico) y por ultimo las secciones se deshidrataron mediante
bafios sucesivos en concentraciones crecientes de etanol (50 %, 75 %, 95 %, 2
x 100 %) dejandolas secar a temperatura ambiente. Una vez secas, se anadid
sobre cada portaobjetos 100 ul de solucién de hibridacién (formamida 50 %;
0,3 M NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0; 1X solucién
Denhardt; sulfato de dextrano 10 %; tRNA de levadura 500 g/l; Ditiotreitol
(DTT) 10 mM) conteniendo la sonda radioactiva (10° dpm/100 pl) en el caso
de Arcy la sonda no radioactiva en el caso de c-fos (1:2000) y D2R (1:1000).
Posteriormente, se cubrieron con cubreobjetos y fueron incubadas durante 16-
18 h a 60 °C para permitir la hibridacion. Tras este tiempo, las secciones se
lavaron en 4 bafios sucesivos de SSC 4X a 37 °C y se sometieron a una digestion
con RNAsa A (Roche) a 0,02 mg/ml en una solucién adecuada (NaCl 0,5 M;
10 mM Tris-HCI, pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) durante 30 min a 37 °C.
Después de la digestion se realizaron lavados sucesivos a temperatura
ambiente en concentraciones decrecientes de SSC (2X-20,5X) incluyendo un
lavado astringente en SSC 0,1X a una temperatura de 60 °C durante 30 min y
un enjuague posterior en SSC 0,1X a temperatura ambiente. Los tres ultimos
lavados en SSC 4X y el resto de los lavados en SSC llevaban DTT 1 mM en el
caso de la ISH radiactiva. Después del ultimo lavado en SSC 0,1X cada tipo de
ISH sigue su propio procedimiento.

En el caso de la ISH radiactiva las secciones se deshidrataron mediante bafios
sucesivos en concentraciones crecientes de etanol. Tras dejar secar las
secciones a temperatura ambiente, éstas fueron expuestas a una pelicula XAR-
5 Kodak Biomax MR (Amersham) durante el tiempo necesario para detectar
la senal. Segun la condicién experimental y la sonda el tiempo de exposicion
fue de 24 h tras la exposicion a estrés y 48 h en condiciones basales para Arc.
Posteriormente, se capturaron las imagenes necesarias de la pelicula utilizando
un microscopio de campo claro (NIKON Eclipse E400).

En el caso de la CISH, las secciones pasaron a un tampén tris salino-Tween 20
(T-TBS: 0,1 M Tris-HCl (pH 7,5), 0,15 M NaCl, 0,05 % Tween 20).
Seguidamente se incubaron con solucién de bloqueo (2 % sero-albumina
bovina (BSA); 3 % suero fetal de ternero (FCS) en T-TBS) durante 1 h a
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temperatura ambiente. Tras este tiempo, se retir6 el exceso de solucién de
bloqueo y se afiadieron 150 pl del anticuerpo contra digoxigenina conjugado
con fosfatasa alcalina (anti-DIG-alkaline phosphatase, Roche) a una
concentracion de 1:500 en tampdn de anticuerpo (2% FCS; 0,1% BSAc; 0,1%
Tween 20 en TBS) O/N a 4 °C. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
lavaron las secciones 4 veces durante 5 min en T-TBS para retirar el exceso de
solucion de anticuerpo. El complejo antigen-anticuerpo fue revelado
incubandolo con 5-bromo-4-cloro-3-indolilo-fosfato/nitroblue tetrazolium
Color Development substrate (NBT/BCIP, Ready to Use Tablets, Roche)
durante 18 h a temperatura ambiente. Por tltimo, se lavaron en agua MilliQ,
se dejaron secar a temperatura ambiente y fueron cubiertas utilizando un
medio de montaje acuoso (Fluoromount, Sigma-Aldrich) y selladas con
esmalte (Entellan, Merck). Una vez sellados, se capturaron las imagenes
necesarias para el andlisis con un microscopio de campo claro
(Posteriormente, se capturaron las imagenes necesarias de la pelicula
utilizando un microscopio de campo claro (NIKON Eclipse E400).

En el caso de la dFISH, las secciones se pasaron a T-TBS. Posteriormente, se
bloquearon los posibles restos de peroxidasa endogena con H,O; al 3 % en un
tampon tris salino (TBS: 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 M NaCl) durante 30 min
a temperatura ambiente en agitacién suave. Una vez finalizado el bloqueo de
la peroxidasa, se procedié a bloquear la unién inespecifica durante 1 h a
temperatura ambiente en solucion de bloqueo. Tras este tiempo, se retird el
exceso de solucién de bloqueo y se aiadieron 150 pl del anticuerpo contra
digoxigenina conjugado con peroxidasa (Anti-DIG-POD, Roche) a una
concentracion de 1:750 en tampon de anticuerpo O/N a 4 °C. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se lavaron las secciones 4 veces en T-TBS para retirar el
exceso de solucidn de anticuerpo y se procedié a amplificar la sefial mediante
el sistema tiramida-cianina 5 (TSA-Plus Cyanin 5, Perkin Elmer) que da como
resultado un precipitado fluorescente rojo lejano (pico de emision a 660 nm).
Se anadieron 80 pl a cada portaobjetos con TSA-Cy5 a una concentracion de
1:50 en solucién de amplificacion y se dejo actuar durante 8 min. Una vez
amplificada la sefal, se lavaron las secciones 2 veces en T-TBS durante 5 min
y se procedié a bloquear la POD (anteriormente descrito) para evitar el
cruzamiento de sefial de la primera amplificacion a la segunda ya que ambos
anticuerpos estan conjugados a POD. Posteriormente, se procedié a bloquear
de nuevo la unién inespecifica durante 1 h a temperatura ambiente. Tras
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retirar el exceso de solucion de bloqueo, se afadieron 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 a 4 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron
las secciones 4 veces durante 5 min en T-TBS para retirar el exceso de solucion
de anticuerpo y se procedi6 a amplificar la sefial mediante el sistema tiramida-
fluoresceina (TSA-Plus Fl, Perkin Elmer) que da como resultado un
precipitado fluorescente verde (pico de emisiéon a 519 nm). Se afladieron 80 pl
a cada portaobjetos con TSA-F] a una concentracion de 1:50 en solucion de
amplificacion y se dejé actuar durante 9 min. Tras la tltima amplificacion, se
realizé6 un lavado durante 5 min en T-TBS y se hizo la tincién nuclear con
Hoechst 33258 penthydrate (Invitrogen) a 1:10000 en TBS durante 5 min. Una
vez finalizada, se lavaron las secciones en TBS durante 5 min para retirar el
exceso de Hoescht y se transfirieron a agua MilliQ 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 selladas con esmalte (Entellan, Merck). Una vez secado el esmalte,
los portaobjetos se conservaron a 4 °C hasta la captura de imagenes mediante
microscopia confocal (Olympus Fluoview 1000).

7.4. Inmunohistoquimica (IHC)

La THC para AFosB fue realizada en flotaciéon en TBS. Todo el procedimiento
se realizd en agitacion suave. La POD endogena se bloqued en una solucién
con H,O, (Sigma) al 3 %, metanol al 70 % y TBS al 27 % durante 10 min a
temperatura ambiente. La unidn inespecifica se redujo mediante una
incubaciéon de 1,5 h a temperatura ambiente en una soluciéon de bloqueo
compuesta por 0,4 % Triton X-100, 2 % BSA y 3 % FCS en TBS. Tras el bloqueo
de la unién inespecifica se incubaron en 1,5 ml de anticuerpo que reconoce
AFosB (sc-7203, Santa Cruz Biotechnology) a una concentracién de 1:500 en
tampon de anticuerpo (0,4 % Triton X-100, 2 % BSA y TBS) O/N a 4 °C. Tras
la incubacién, el tejido se lavo 3 veces en TBS para eliminar los restos de
anticuerpo. Posteriormente, el tejido se incub6 en 1,5 ml de anticuerpo anti-
rabbit IgG marcado con biotina (Southern Biotechnology Assoc.) a una
concentracion de 1:500 en tampdn de anticuerpo durante 2 h a temperatura
ambiente. Seguidamente, se lavd el exceso de anticuerpo en tres lavados
sucesivos de TBS, tras los que se pasé a una incubaciéon en 1,5 ml de
estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano (Southern Biotechnology
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Assoc.) a una concentracién de 1:1000 en tampén de anticuerpo durante 1,5 h
a temperatura ambiente. A continuacion, el complejo AFosB anticuerpo-
peroxidasa se revel6 usando 0,5 mg/ml diaminobenzidina (Sigma), 0,7 mg/ml
NiCl-6H,O (Sigma) y 0,5 ul/ml H,O, (Sigma) en TBS. Las secciones se
montaron sobre portaobjetos (Superfrost Plus Slides, Thermo Scientific),
secadas en concentraciones crecientes de etanol y cubiertas mediante DPX
(Sigma). Una vez cubiertas, se capturaron las imagenes necesarias para el
analisis con un microscopio de campo claro (NIKON Eclipse E400).

7.5. Captura y analisis de imagenes

Para delimitar las coordenadas de andlisis en cada ensayo se utiliz6 el atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (2014). Las imdgenes se capturaron
mediante un microscopio NIKON Eclipse E400 equipado con una cdmara
DMX 1200 en el caso de la ISH radiactiva, la CISH y la IHC y las de la dFISH
con un microscopio confocal Olympus Fluoview 1000. Un ejemplo de cada
tincion lo podemos observar en la Figura 8.

En el caso de la ISH radiactiva, para comprobar que el tiempo de exposicién a
las peliculas habia sido el necesario para su correcto analisis densimétrico, se
realizaron y cuantificaron en cada caso fotografias de exposiciones de
secciones que mostraban una intensidad alta, media y baja. Las unidades
arbitrarias obtenidas se interpolaron en graficas de saturacion realizadas
mediante una microescala autorradiografica de "“C que se fotografio y
cuantificé en las mismas condiciones, comprobando que los distintos valores
se situaran en la parte lineal de la grafica, ideal para su cuantificacion. Para
determinar los niveles de mRNA de Arc se capturaron entre 4 y 8 secciones
por area y animal sin diferenciar entre hemisferios, utilizando el programa de
procesamiento de imagen digital de dominio publico Image] (FIJI, version
1.51). Las imagenes originales no fueron modificadas para su posterior
analisis. Los valores de densidad Optica integrada resultantes fueron
expresados en unidades arbitrarias.

Para la CISH y la IHC se captaron entre 2 y 6 imagenes por animal y area. Las
condiciones de captura se mantuvieron estables para cada drea, en las
condiciones Optimas. Para el procesamiento y analisis de las imagenes se
utilizé el programa de procesamiento de imagen digital de dominio publico
Image] (FIJI, versién 1.51). Las imagenes originales no fueron modificadas
para su posterior analisis. Para analizar la CISH se cuantificaron de manera
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manual mediante el uso de la herramienta “circulo”, mientras que la IHC se
midi6 de manera automatica utilizando una “macro” generada, y cedida
amablemente, por J. Pastor-Ciurana (miembro de nuestro grupo de
investigacion). Se consideraron neuronas positivas a partir de 3 desviaciones
estandar por encima del fondo.

Por ultimo, para el analisis de la dFISH se captaron entre 2 y 6 imagenes por
animal y area. Las condiciones de la captura para el mRNA (potencia de laser,
“gain”, “digital offset” y zoom) fueron siempre las mimas para todos los
animales, pero optimizadas para cada area. Para el procesamiento y analisis de
las imagenes se utilizd el programa de procesamiento de imagen digital de
dominio publico Image] (FIJI, version 1.51). Las imagenes originales no fueron
modificadas para su posterior analisis. Para la cuantificacion de las imagenes
se procedi6 de la siguiente manera: i) se separd cada imagen en sus tres canales
(tincion nuclear, fenotipo y c-fos) y, de manera manual, mediante el uso de la
herramienta “circulo”, se contaron primero las neuronas positivas
correspondientes al mRNA del fenotipo (D2R*); ii) una vez determinadas
todas las neuronas positivas para el fenotipo se traslad6 dicha seleccion al canal
de mRNA de c-fos, determinando asi el numero de neuronas activas (c-fos*);
iii) en el canal de c-fos, se seleccionaron las neuronas c-fos™: suma de “c-fos*/
D2R*” + “c-fos*/ D2R™”. Se consideraron neuronas positivas a partir de 3
desviaciones estandar por encima del fondo.

7.6. Areas estudiadas

Las coordenadas del estudio (figura 9) fueron seleccionadas basadas en el atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (2014). La cuantificacion de la Cgl, PrL e
IL se realizé de Bregma 3,72 a 2,76 mm, el estriado de Bregma 2,28 a 1,56 mm,
el LSv de Bregma 1,28 a 0,36 y el PVNmpd de Bregma -1,80 a -1,92. La
cuantificacion del estriado (excluyendo el NAc) se realiz6 dibujando un eje que
lo dividié en cuatro cuadrantes nominados: estriado dorsal-medial (DMS),
estriado dorsal-lateral (DLS), estriado ventral-medial (VMS) y estriado
ventral-lateral (VMS). Esta division se realizo porque a pesar de que el estriado
es aparentemente homogéneo, podria no serlo a nivel funcional (Voorn et al.
2004). El NAc se dividio en: NAcC, NAcSh y NAcSh Vertex. En los casos en
los que el NAcSh se subdividié en dos fue porque se observé un patron de
expresion distinto. Cuantificamos la mPFC por su papel central en la
regulacion de la respuesta de estrés, el estriado por su papel en el
procesamiento de estimulos aversivos y ambas por tener el sistema
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dopaminérgico en desarrollo durante la adolescencia, y por tanto ser
vulnerables a las alteraciones producidas por la exposicion a estrés (ver puntos
2.1, 3.2 y 3.3 de la introduccion, respectivamente). Por ultimo, el LSv y el
PVNmpd se estudiaron por ser dos areas sensibles a la intensidad del estimulo
estresante y correlacionar positivamente con la respuesta de ACTH (Ubeda-
Contreras et al. 2018).

‘B

Hoescht

Figura 8. Ejemplos de tincion.
Cada figura muestra un ejemplo de cada tincion. La figura A corresponde a la IHC para AFosB (LSv), la B ISH
cromégena para c-fos (LSv), la C ISH radioactiva para Arc (mPFC), y la D doble FISH para c-fos y D2R
(NAcC). La barra blanca indica la escala: 50 um en las figuras A, By D, y 500 ym en la C.
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Figura 9. Areas estudiadas.

La figura muestra las dreas estudiadas en los andlisis histoldgicos. Los niimeros colindantes a los cuadrados naranjas
significan: 1: Corteza Cingulada (Cgl), 2: Corteza Prelimbica (PrL), 3: Corteza Infralimbica (IL), 4: Estriado dorso-
medial (DMS), 5: Estriado dorso-lateral (DLS), 6: Estriado ventro-medial (VMS), 7: Estriado ventro-lateral (VLS), 8:
Niicleo Accumbens Core (NAcC), 9: Niicleo Accumbens Shell (NAcSh), 10: NAcSh Vertex, 11: Septum Lateral ventral
(LSv) y 12: Niicleo Paraventricular del Hipotdlamo divisién parvocelular dorso-medial (PVNmpd). Los niimeros fuera

de los recuadros indican la altura de Bregma (mm).

8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS (Statistical
Program for Social Science, 205. IBM SPSS Statistics para Windows, version
23.0.IBM Corp.). El factor entre sujetos fue el GRUPO, con 3 niveles: S-E, CST
y UST. En el caso de los estudios con farmacos se afiadi6 el factor FARMACO:
Vehiculo (VEH), SCH23390 (antagonista D1; Anta-D1) y (antagonista D2;
Anta-D2). Cuando fue necesario se introdujo un factor intrasujeto que varié
en funcion de la variable dependiente.

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 incorporaron medidas repetidas se utilizd el modelo de ecuaciones
estructurales generalizadas (GEE) (Hardin y Hilbe, 2003). Las pruebas
generalizadas (GzLM y GEE) pueden realizarse cuando no se obtiene
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homogeneidad de varianzas y también cuando se han perdido algunos datos
(missings). La significacion de los efectos estadisticos encontrados se
determiné por la prueba de chi-cuadrado de Wald (X?*) usando el método de
estimaciéon de la casi-verosimilitud restringida. En el caso de encontrar
interacciones estadisticamente significativas, se realizé la descomposicion por
pares pertinente. En todos los casos se realizaron contrastes a posteriori
comparando todos los grupos entre si mediante la correccion de Bonferroni
secuencial. El criterio de significacion en todos los casos se estableci6 en p <
0.05, aunque las tendencias a la significacién entre p>0,05 y p<0,1 también se
mencionaron.

Los graficos se realizaron mediante el programa Graph-Pad Prism (versién 5
para Windows, GraphPad Software).
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Experimento 1. Consecuencias endocrinas,
conductuales y sobre el SNC de la
exposicion a estrés
controlable/incontrolable durante la
adolescencia

1. Planteamientos y objetivos

El interés por los efectos de la exposicién a estrés durante la adolescencia ha
crecido en los dltimos afos. Como revisamos en el apartado 6 de la
introduccidn se han utilizado diferentes modelos para abordar esta tematica.
Sin embargo, a pesar de los efectos protectores de la exposicion a estrés
controlable frente a una incontrolable observados en adultos (ver revisiones en
Maier y Watkins 1998; Maier y Seligman 2016), el interés por los efectos de
este paradigma durante la adolescencia ha sido escaso. Los datos disponibles,
aunque limitados, indican que la adolescencia es sensible a la controlabilidad
(Leussis y Andersen 2008; Kubala et al. 2012; Sanchis-Ollé et al. 2019). En el
presente trabajo se utiliza la TWAA como modelo de estrés controlable para
comparar el impacto del mismo estimulo aversivo y en las mismas
condiciones, pero en ausencia de controlabilidad. Los objetivos del presente
capitulo son: (i) evaluar los parametros de adquisicion de la tarea y su impacto
sobre la conducta en dicha tarea (cruzamientos durante la habituacion y el
ITI), (ii) valorar los cambios endocrinos y conductuales producidos por la
exposicion a este paradigma a corto y largo plazo, (iii) estudiar los cambios en
la actividad del SNC durante la exposicién a estrés adolescente y su actividad
constitutiva, a corto y largo plazo, asi como la respuesta a un nuevo estimulo
estresante heterotipico debido a la exposicion adolescente a corto plazo; y (iv)
analizar los cambios generados por el estrés adolescente en el patron de
activacion de las neuronas D2 del estriado tras la exposicion a un estimulo
estresante heterotipico a corto plazo. En el presente trabajo no se evaluaron
diferencias en la respuesta de petrificacion durante la habituacion, ni cambios
en la respuesta del eje HPA durante la exposicion, asi como tampoco se
valoraron modificaciones en los marcadores somaticos de estrés al finalizar la
exposicion, debido a que ya se habian estudiado previamente en experimentos
previos de nuestro laboratorio utilizando el mismo procedimiento (Sanchis-
Oll¢é 2018). En estos estudios no se observaron diferencias mediadas por la
controlabilidad en la tasa de petrificacion, pero si en la respuesta del eje HPA
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en la dltima sesion, la cual estaba amortiguada respecto a la respuesta en la
sesion 1. En esta altima sesion la respuesta del eje HPA fue mas reducida en el
grupo CST que en el UST, aunque estos cambios no repercutieron en los
marcadores somaticos (peso, tamafio de la adrenal y timo).

2. Diseiio experimental

Se utilizaron un total de 90 animales. Estos se distribuyeron al azar de forma
equitativa (n=30) entre los tres grupos de estrés adolescente: grupo NS, grupo
CST y grupo UST. Diez sujetos de cada grupo de estrés adolescente fueron
perfundidos a corto plazo en condiciones basales (CP), o bien tras una
exposicion a estrés heterotipico o a largo plazo en condiciones basales (LP).
Un resumen del procedimiento y los grupos experimentales se puede ver en la
Tabla 1. Todos los sujetos fueron expuestos a 8 sesiones no consecutivas de
estrés (o expuestos a la caja lanzadera en el caso del NS) desde el PND 27+1 al
48+1.

Por un lado, se evalu6 el impacto sobre la respuesta del eje HPA tras la
exposicion a estrés de intensidad moderada-alta (FST), baja (OF) y en
condiciones basales. Ademads de la respuesta hormonal, se evalio la conducta
en la FST y el OF. Por otro lado, una vez transcurridos cuatro dias de la Gltima
sesion de estrés adolescente, 60 animales fueron, o bien perfundidos en
condiciones basales (CP, n=30) o bien perfundidos tras la exposicién a 30 min
de FST y el resto (grupo LP, n=30), 30 dias después de la tltima sesion de estrés
adolescente en condiciones basales.

Tabla 1. Grupos experimentales y disefio Capitulo 1

G PND 27-48 PND 52 PND 53 | PND 56 PND 78
rupo
P (1) (1) 1) | ) (1)
CP | Ns | csT | usy | Pesiciond 5
caja Perfusion
Basal 9) (10) | (10)
lanzadera
LP | Ns | csT | ust | BXposiciona OF + 5
10) | (10) (10) caja ™ ™ Perfusion
Basal lanzadera
CP | NS | csT | usT | POSONE L por Ty
caja -
FST (10) | (10) (10) lanzadera Perfusion
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Del PND 27 al 48 se realizo la exposicién a estrés adolescente. El PND 52 los animales del grupo
Corto Plazo Basal y Estrés fueron perfundidos, estos tiltimos tras la exposicion a 30 min de FST y
toma de muestra de sangre (TM) al acabar. El PND 53 los sujetos del grupo LP fueron expuestos a
un OF y TM y el 56 a una TM en condiciones basales. El PND 78 los sujetos del grupo Largo Plazo
basal fueron perfundidos. El niimero entre paréntesis indica la n. PND: dia postnatal, CP: corto
plazo, LP: largo plazo, FST: prueba de natacion forzada, NS: sin estrés, CST: estrés controlable, UST:
estrés incontrolable, TM: toma de muestra (sangre), OF: campo abierto.

3. Resultados
3.1. Cajalanzaderay TWAA

La figura 10 representa el nimero promedio de evitaciones, escapes y
respuestas nulas durante las 8 sesiones de TWAA del grupo CST. Se realiz6 un
analisis de medidas repetidas (GEE) para cada parametro. Los datos del GEE
muestran un efecto significativo del factor SESION en el ntimero de
evitaciones (X? (7) =64,9; p<0,001), escapes (X* (7) =39,8; p<0,001) vy
respuestas nulas (X*(7) =19,3; p=0,007). La comparacién por pares se realizd
utilizando la correccién secuencial de Bonferroni y mostré un incremento
significativo en el niimero de evitaciones a lo largo de las sesiones y un
descenso en el nimero de escapes. El niimero de respuestas nulas fue muy bajo
y la comparacion por parejas no reveld efectos entre sesiones. El namero de
evitaciones incremento de forma significativa en la sesidn 3 respecto a la sesién
1,y a partir de ésta siguié una progresién menos marcada (que no dio lugar a
diferencias significativas en la comparacidon por parejas entre las distintas
sesiones), alcanzando un promedio de 29 evitaciones en la ultima sesion. En
paralelo se observd, légicamente, un descenso en el nimero de escapes en las
dos primeras sesiones respecto a la sesiéon 1 que se estabilizé posteriormente
con un promedio de 20 escapes en la tltima sesion.
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Figura 10. Curva de adquisicion de la TWAA durante la adolescencia: Experimento 1.

Se grafican el niimero de evitaciones, escapes y respuestas nulas de los sujetos CST (n=30) por cada sesién. Los
puntos representan la media y el error estdndar de la media (SEM). Los simbolos indican: * p< 0,001 vs la S1
en el niimero de evitaciones y escapes; + p< 0,001 en el niimero de evitaciones y de p< 0,01 en el niimero de
escapes vs la S2; y $ p< 0,05 en el niimero de evitaciones vs la S3.

El tiempo total de choque eléctrico recibido (figura 11.A.) se analizé con un
GEE de un factor (SESION), siendo este significativo (X?(7) =34,4; p<0,001).
En concreto, el tiempo de choque se redujo significativamente de la sesién 1 a
la 22, La latencia de respuesta (figura 11.B.), que representa el tiempo desde
que inicia el CS hasta que el animal cruza al compartimento contrario durante
el CS o el US. Se analiz6 también utilizando un GEE de un factor (SESION),
observandose un efecto significativo (X* (7) =84,5; p<0,001). El analisis por
parejas mostré un descenso significativo de la latencia de respuesta entre la

sesion 1y las demas.
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Figura 11. Tiempo de choque y latencia de respuesta: Experimento 1.
Para cada sesion, la figura A marca el tiempo de choque y la B la latencia de respuesta en el grupo CST (n=30).
Los puntos representan la media y el SEM. En la figura A el simbolo * indica p< 0,05 diferencias vs la S1. En la
figura B *** indica p< 0,001 vs la S1.
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Se cuantificé el numero de cruzamientos durante el periodo de habituacién
como medida de actividad motora en la primera sesién y como medida del
miedo al contexto en las siguientes sesiones. Asimismo, se evalué el nimero
de cruzamientos durante el ITI. Esta medida es un marcador de la adquisicién
del miedo condicionado en el grupo UST y en el CST en la primera sesién. En
las siguientes sesiones, el numero de cruzamientos durante el I'TI correlaciona
con el numero de evitaciones. Este tltimo parametro solo fue evaluado en los
animales del grupo CST (n=30) y la mitad de los UST (n=15) por razones
técnicas.

El nimero de cruzamientos durante la habituacion (figura 12) se analizd
mediante un GEE de dos factores (SESION y GRUPO). Tanto el factor
SESION (X2(7) =427; p<0,001), como el factor GRUPO (X?(2) =191; p<0,001)
fueron significativos, asi como la interaccion entre ambos factores (X* (14)
=124; p<0,001). La descomposicion de la interaccion indicé un descenso en el
numero de cruzamientos durante la fase de habituacion en los grupos CST y
UST respecto a la sesion 1 y niveles inferiores, respecto al grupo NS en las
sesiones de la 2 ala 8, sin diferencias entre los grupos CST y UST.

2%

€ < 201

[N
©

S 3 10 PSS *xx

2 9 NS
(U -

OF CST

0 T T T T T T T + UST

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Figura 12. Namero de cruzamientos durante la fase de habituacién: Experimento 1.
Numero de cruzamientos durante la fase de habituacién para cada sesion en los grupos NS (n=30),
CST (n=30) y UST (n=30). Los puntos representan la media y el SEM. Los simbolos $$$ indican p<

0,001 diferencias vs la SI; *** p< 0,001 vs el grupo NS en la misma sesion.

El namero de cruzamientos durante el ITI (figura 13) se analizé con un GEE
de dos factores (SESION y GRUPO). Ni el factor SESION, ni el factor GRUPO
fueron significativos, pero si la interaccion entre ambos factores (X2 (7) =36,7;
p<0,001). La descomposicion de la interaccién mostré que el patrén a lo largo
de las sesiones diferia entre grupos. Mientras que en el grupo CST se observo
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un incremento progresivo (aunque no significativo, salvo una tendencia a la
significacion entre la sesion 1y 8; p=0,054), en el UST se observa un descenso
respecto a la primera sesién (estadisticamente significativo vs la S3 (p<0,001)
y la S8 (p=0,01) y marginal en la S4 (p=0,06) y la S7 (p=0,09)). Pero mas alla
de la progresién temporal de ambos grupos, en la sesién 1 el numero de
cruzamientos fue superior en el grupo UST respecto al CST, mientras que en
la dltima sesion fue al revés. El numero de cruzamientos durante el ITT en el
grupo CST correlaciona positivamente con el numero de evitaciones sobre
todo a partir de la segunda sesion (Tabla 2).

@ 30
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Figura 13. Numero de cruzamientos durante el ITI: Experimento 1.

Se grafican el niimero de cruzamientos por cada sesién en los grupos CST (n=30) y UST (n=15). En el
grupo UST solo se pudieron evaluar los cruzamientos en la mitad de los sujetos por motivos técnicos. Los
puntos representan la media y el SEM. Los simbolos indican +++ p< 0,001 y + < 0,05 indican diferencias
vs el grupo CST en la misma sesion. El grupo CST en la S1 tendié a la significacion vs la S8 (p=0,054). En el
grupo UST la S1 difirid significativamente de la S3 (p<0,001) y la S8 (p=0,01) y marginalmente de la S4
(p=0,06) y la S7 (p=0,09).

Tabla 2. Correlaciones

Sesion r
S1 0,39%
S2 0,84%**
S3 0,70**
S4 0,61
S5 0,72%**
S6 0,627%**
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S7 0,75%%*

S8 0,67

Experimento 1. La tabla muestra la correlacion entre el niimero de evitaciones y el
niimero de cruzamientos durante el ITI en cada sesion (en el grupo CST). *=p<0,05;
*=p<0,001.

3.2. Consecuencias endocrinas a corto plazo

Estudiamos el impacto del estrés crénico previo sobre la actividad basal del eje
HPA, asi como la respuesta a estimulos estresantes heterotipicos de intensidad
baja o moderada-alta. En todos los casos se realiz6 un GzLM de un factor
(GRUPO) para analizar los resultados.

Los niveles basales se evaluaron el PND 56 en aquellos animales destinados a
ser perfundidos a LP. Los niveles de ACTH (figura 14.A.) tendian a la
significacion (X* (2) =5,6; p=0,06), mientras que en los de corticosterona
(figura 14.B.) no se observaba efecto del factor GRUPO. El contraste por
parejas con correcciones secuenciales de Bonferroni indicé una tendencia
(p=0,09) a niveles mas bajos en el grupo NS que en el UST. La respuesta
hormonal tras la exposicién a un estimulo estresante de baja intensidad (OF)
se estudid el PND 53. Tras 10 min de OF, el efecto grupo fue estadisticamente
significativo para ACTH (X? (2) =7,9; p=0,01; figura 14.C.), pero para
corticosterona (figura 14.D.) el efecto estadistico fue marginal (X? (2) =4,8;
p=0,08). El contraste por parejas con correccion secuencial de Bonferroni nos
permitio observar niveles superiores de ACTH en el grupo UST respecto al NS,
sin diferencias con el CST. El PND 52 se evalu6 los niveles hormonales tras la
exposicion a un estimulo estresante de intensidad moderada-alta (FST; 30
min). El factor GRUPO no resulté estadisticamente significativo para ACTH
(figura 14.E.), pero si para corticosterona (X*(2) =7,8; p=0,01; figura 14.F.).
El contraste por parejas con correcciones secuenciales de Bonferroni revel6
que los niveles de corticosterona fueron superiores en el grupo UST respecto
a NS, sin diferencias con el CST.
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Figura 14. Consecuencias fisiologicas de la exposicion a estrés adolescente.

La figura A y B indican los valores de ACTH y corticosterona a nivel basal. La C y D grafican la respuesta de
ACTH y corticosterona en respuesta a un OF. Grupo LP: NS (n=10), CST (n=10) y UST (n=10). LaEy F
muestran los niveles basales de ACTH y corticosterona. Grupo FST: NS (n=10), CST (n=10) y UST (n=10).
Las escalas de cada grdfica (eje Y) se adaptan a los valores que marcan para facilitar la legibilidad. Las
barras representan la media y el SEM. # Diferencia marginal (p=0,09) vs NS; * diferencias p< 0,05 vs NS.

3.3. Consecuencias conductuales a corto plazo

Efectos sobre la actividad exploratoria

La actividad exploratoria se evalud en un OF 5 dias después de finalizar la
ultima exposicién ala tarea en la caja lanzadera. El analisis se efectiio mediante
un GEE de dos factores (GRUPO y BLOQUE). El factor BLOQUE hace
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referencia a los bloques temporales en los que se dividié la sesién para el
analisis conductual y estaba compuesto por dos niveles (0-5 min y 5-10 min).
Se midié el tiempo en el centro, la distancia recorrida en el centro, en la
periferia y en total y el nimero de alzamientos (figura 15). El factor GRUPO
no fue estadisticamente significativo para el tiempo en el centro (Figura 15.A.)
pero lo fue marginalmente en el factor BLOQUE (X? (1) =3,2; p=0,07) y
significativo para la interaccidon entre ambos factores (X*(2) =8,7; p=0,01). La
descomposicion de la interaccién indicé que el tiempo en el centro descendié
en los grupos CST (marginalmente) y UST en los ultimos 5 min, respecto a los
5 primeros. El factor GRUPO no fue estadisticamente significativo, pero si el
factor BLOQUE (X* (1) =11,3; p=0,001) en la distancia recorrida en el centro
(figura 15.B.), que indicé un descenso en la distancia recorrida en los tltimos
5 min respecto a los primeros. No hubo efectos estadisticos de la interacciéon
entre factores en esta variable. De nuevo, el factor GRUPO no fue significativo
para la distancia recorrida en la periferia (figura 15.C.), pero si el factor
BLOQUE (X? (1) =49,2; p<0,001) y la interaccion de BLOQUE*GRUPO (X?
(2) =41,8; p<0,001). La descomposicion de la interaccién indicé que los
animales expuestos a estrés adolescente recorrieron menos distancia en la
periferia que los del grupo NS, y que los tres grupos (marginal en el CST)
redujeron la distancia recorrida en la periferia en los Gltimos 5 min respecto a
los primeros. En la distancia recorrida en todo el campo (figura 15.D.), no
hubo un efecto estadisticamente significativo para el factor GRUPO, pero si
para el factor BLOQUE (X? (1) =54,1; p<0,001) y para la interaccion
BLOQUE*GRUPO (X* (2) =24,2; p<0,001). La descomposicion de la
interaccion revel6 que los animales de los grupos CST (marginalmente) y UST
recorrieron menos distancia que los del NS. Para el nimero de alzamientos
(figura 15.E.) solo se observé un efecto estadisticamente significativo del
factor BLOQUE (X?(1) =21,8; p<0,001) que indic6 un descenso en el nimero
de alzamientos en los 5 min finales.
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Figura 15. Respuesta conductual al OF.

La figura A muestra el tiempo (s) en el centro, la B muestra la distancia (cm) en el centro, la C en la periferia y la D en total
(centro + periferia) y la E el niimero de alzamientos, en los dos intervalos estudiados en los 10 min de prueba (5 min
iniciales y finales). Grupos: NS (n=10), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores
representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican: * p<0,05 vs NS
y # diferencias marginales (p=0,054) vs NS; en el mismo bloque temporal. Hay un descenso en el tiempo en el centro (figura
A) en los grupos CST (marginal, p=0,07) y en el UST (p<0,01). Se observa un descenso en la distancia recorrida en el centro
(figura B; p<0,01) y en el niimero de alzamientos (figura E; p<0,001) en los iiltimos 5 min respecto a los 5 primeros. Hay un
descenso en la distancia recorrida en la periferia (figura C) en los grupos NS (p<0,001), CST (p=0,08) y UST (p<0,01) y en
total (figura D) en los grupos NS (p<0,001), CST (p<0,05) y UST (p<0,001).
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Efectos sobre el estilo de afrontamiento

El estilo de afrontamiento se valor6 en la FST 4 dias después de finalizada la
ultima exposicion a la tarea en la caja lanzadera. En esta prueba cuantificamos
tres conductas: escape (figura 16.A.), nado suave (figura 16.B.) e inmovilidad
(figura 16.C.); en tres bloques de tiempo (5 min iniciales, intermedios y
finales). El analisis estadistico se realizd mediante un GEE de dos factores
(GRUPO y BLOQUE). En los tres parametros estudiados se observé un efecto
estadisticamente significativo del factor BLOQUE: escape (X* (2) =151;
p<0,001), nado suave (X* (2) =6,6; p=0,03) e inmovilidad (X* (2) =91,7;
p<0,001). También se observo en el factor GRUPO (X?(2) =14,6; p=0,001) para
el tiempo de escape. En ninguno de los tres parametros estudiados la
interaccion GRUPO*BLOQUE fue significativa. La comparacion por pares del
factor BLOQUE revelaron un descenso en la conducta de escape en los dos
ultimos periodos de tiempo respecto al primero, un descenso en el tiempo de
nado suave en los ultimos 5 min respecto a los primeros, y un incremento en
el tiempo de inmovilidad en los 5 min intermedios y finales, respecto a los 5
min iniciales. La comparacion por pares del factor GRUPO mostré que los
animales de los grupos CST y UST realizan mas conducta activa que los del
grupo NS, sin diferencias entre los dos primeros.
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Figura 16. Respuesta conductual ala FST.

La figura A muestra el tiempo (s) de escape, la B de nado suave y la C de inmovilidad, en los tres intervalos
estudiados durante los 30 min de FST (5 min iniciales, intermedios y finales). Grupos: NS (n=10), CST (n=10) y
UST (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad.

Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican: * p< 0,05 y ** p< 0,01 diferencias vs NS. El
tiempo de conducta de escape (figura A) desciende en los dos tltimos bloques respecto a los 5 min iniciales
(p<0,001), en el de nado suave (figura B) en los uiltimos 5 min respecto a los primeros (p<0,05) y en el tiempo de
inmovilidad un incremento en los dos ultimos bloques de tiempo respecto al primero (p<0,001).
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3.4. Activacion del SNC durante el periodo de estrés
adolescente: AFosB

La activacion neuronal asociada a la exposicion al estrés durante el periodo
adolescente se evalué mediante el marcador de activacion AFosB, a corto y
largo plazo (factor TIEMPO), es decir, 4 y 30 dias, respectivamente, después
de la finalizacién de la tarea en la caja lanzadera. Esta evaluacion se hace en
condiciones basales dado que el anticuerpo usado en la IHC también reconoce
FosB, el cual se expresa tras la exposicién a estrés agudo. Un animal del grupo
NS a corto plazo basal fue eliminado por problemas en el tejido durante el
procesamiento histolégico quedando la n de este grupo reducida de 10a 9. Las
areas estudiadas fueron Cgl, PrL, IL, NAcC, NAcSh y NAcSh Vertex, DMS,
VMS y LSv. Para el analisis estadistico se utiliz6 un GzLM de dos factores
entre-sujetos (GRUPO y TIEMPO).

En ninguna de las tres subdivisiones de la mPFC el factor GRUPO fue
significativo, pero si que hubo efecto del factor TIEMPO en Cgl (X*(1) =8,3;
p=0,004; figura 17.A.), PrL (X*(1) =5,2; p=0,02; figura 17.B.) e IL (X*(1) =4,3;
p=0,03; figura 17.C.). El efecto del factor TIEMPO indic6 un descenso en el
numero de neuronas positivas para AFosB a LP respecto al namero a CP,
independiente del tratamiento de estrés adolescente. La interaccién
TIEMPO*GRUPO no fue significativa en ningun caso.
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Figura 17. Neuronas positivas de AFosB por mm? en la mPFC.

La figura A muestra el niimero de células positivas/mm? para AFosB en la Cgl, la Benla PrLyla
Cenla IL 4 dias después de acabar la tarea en la caja lanzadera (CP) y 30 dias después (LP).
Grupos CP: NS (n=9), CST (n=10) y UST (n=10) y LP: NS (n=10), CST (n=10) y UST (n=10). La
escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad.
Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican diferencias $ p< 0,05 y $8: p< 0,01
vs el CP, independientemente del tratamiento.
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Al igual que ocurre en la mPFC, en ninguna de las subdivisiones estudiadas
del estriado dorsal y ventral (figura 18.A. DMS, 18.B. VMS, 18.C. NAcC,
18.D. NAcSh, 18.E. NAcSh Vertex) hubo efecto del factor GRUPO. El factor
TIEMPO fue estadisticamente significativo sélo en el NAcSh (X? (1) =6,7;
p=0,009) y en el NAcSh Vertex (X*(1) =13,5; p<0,001), indicando un descenso
en la expresion de AFosB en estas dreas en el grupo LP respecto al CP

AFosB+/mm?

independientemente del tratamiento de estrés adolescente.
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E Figura 18. Neuronas positivas de AFosB por mm? en el
5007 NAcSh Vertex estriado.
La figura A muestra el niimero de células positivas/mm?
400+ para AFosB en el DMS, la B en el VMS, la C en el NACC, la
3004 $$$ Denel NAcSh y la E en el NAcSh Vertex 4 dias después de
acabar la tarea en la caja lanzadera (CP) y 30 dias después
200+ (LP). Grupos CP: NS (n=9), CST (n=10) y UST (n=10) y LP:
100- NS (n=10), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada
grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para

optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el
Corto Plazo Largo Plazo SEM. Los simbolos indican diferencias $$: p< 0,01 y $8$: p<

0,001 vs el CP independientemente del tratamiento de estrés

adolescente.
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En el LSv (figura 19) tanto el factor TIEMPO (X*(1) =64; p<0,001), como el
factor GRUPO (X?(2) =23,3; p<0,001) fueron estadisticamente significativos,
asi como la interaccién de ambos factores (X* (2) =14,1; p=0,001). La
descomposicion de la interaccion reveld un incremento en el nimero de
neuronas AFosB positivas en los grupos CST y UST respecto al NS, sin
diferencias entre ambos grupos. Estas diferencias desaparecieron a largo plazo.
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Figura 19. Neuronas positivas de AFos por mm?” en el LSv.

Muestra el niimero de células positivas/mm? para AFosB en el LSv 4 dias después de acabar la tarea en la caja
lanzadera (CP) y 30 dias después (LP). Grupos CP: NS (n=9), CST (n=10) y UST (n=10) y LP: NS (n=10),
CST (n=10) y UST (n=10). Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican diferencias ***: p<
0,001 vs NS en el mismo plazo, $3$: p< 0,001 vs el CP del mismo tratamiento adolescente.

3.5. Actividad constitutiva de Arc en la mPFC y el
estriado

La expresion constitutiva del IEG Arc se estudié en la mPFC y el estriado 4 o
30 dias después de la finalizacion de la tarea en la caja lanzadera. La mPFC fue
cuantificada y analizada por Sofia Navarro (con mi colaboracién), y los datos
obtenidos en esta area formaron parte de su trabajo final de master (Master en
Neurociencias por la Universidad Auténoma de Barcelona). El anilisis
estadistico se realizé mediante un GzLM de dos factores (GRUPO y TIEMPO).
El factor GRUPO fue estadisticamente significativo en la Cgl (X*(2) =6,5;
p=0,03; figura 20.A.), pero no en la PrL (figura 20.B.) o la IL (figura 20.C.),
mientras que el factor TIEMPO fue estadisticamente significativo en las tres
subdivisiones: Cgl (X*(1) =6,8; p=0,009), la PrL (X?(2) =7,1; p=0,008) y en la
IL (X% (1) =49,3; p<0,001). La interaccién entre ambos factores fue
marginalmente significativa en las 3 subdivisiones de mPFC: Cgl (X?(2) =5,4;
p=0,06), PrL (X*(2) =5,5; p=0,06) e IL (X*(2) =5,1; p=0,07). Procedimos a la
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descomposicion de la interaccion analizando por separado los efectos a corto

y largo plazo.
de Arc en las

Al analizarlo se observd un descenso significativo de los niveles
tres subdivisiones en el grupo CST, y un descenso marginal

(p=0,09) en la PrL del grupo UST, respecto al NS a CP, sin diferencias entre

los grupos CST y UST. No se observaron diferencias entre los grupos

experimentales a LP. En las tres subdivisiones los niveles de Arc de los grupos

CST y UST son mas elevados a largo que a corto plazo, en tanto que se

mantienen en

el grupo NS.
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$ optimizar la  legibilidad. Las barras
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Dado que el efecto sobre la expresion de Arc en la mPFC, decidimos estudiar
el impacto en el estriado, cuantificindose la expresion de Arc en cuatro
subdivisiones: DMS, VMS, DLS y VLS. Dos animales NS, uno CST y uno UST
a corto plazo, y uno CST y otro UST a largo plazo, fueron eliminados por
problemas en el procesamiento histolégico. El andlisis estadistico se realizé
mediante un GzLM de dos factores (GRUPO y TIEMPO). El analisis
estadistico del DMS (figura 21.A.) no reveld ningun efecto estadisticamente
significativo, ni de los factores, ni de la interaccién. En cambio, en el DLS
(figura 21.B.) se observé un efecto estadisticamente significativo tanto del
factor GRUPO (X*(2) =6,6; p=0,03), como del factor TIEMPO (X? (1) =5,5;
p=0,01) y de la interaccion GRUPO*TIEMPO (X? (2) =6,7; p=0,03). La
descomposicion de esta, revelé que la expresion de Arc fue menor a corto
plazo, pero no alargo, en los grupos CST y UST respecto al NS, sin diferencias
entre los primeros. A largo plazo, los tres grupos se equipararon. También en
la VMS se observo efecto significativo del factor GRUPO (X?(2) =5,9; p=0,05;
figura 21.C.), del factor TIEMPO (X?(1) =4,7; p=0,02) y de la interaccién entre
ambos factores (X*(2) =7,7; p=0,02). La descomposicion de la interaccion
revel6 de nuevo un descenso en la expresion de Arc en el CST y marginal
(p=0,07) en el UST a corto plazo, pero no a largo, respecto al NS, sin diferencias
entre los primeros. A largo plazo los tres grupos se equipararon. En la VLS se
observo un efecto significativo del factor GRUPO (X? (2) =13,5; p=0,001;
figura 21.D.), pero no del factor TIEMPO, aunque si de la interaccién entre
ambos (X* (2) =8,6; p=0,01). La descomposicion de estd, revelé que la
expresion de Arc fue menor a corto plazo, pero no a largo, en los grupos CST
y UST respecto al NS, sin diferencias entre los primeros. A largo plazo, los tres
grupos se equipararon.

127



4001

300+

200+

U.A.

100+

5001
400-
300+
200+
100+

U.A.

NS
DMS [ CST

B usT

Corto Plazo Largo Plazo

VMS $
$

#

Corto Plazo Largo Plazo

U.A.

U.A.

6001

400+

200+

6001

400-

200+

DLS

Corto Plazo Largo Plazo

VLS
% o

%

Corto Plazo Largo Plazo

Figura 21. Expresion de Arc expresado en unidades arbitrarias (U.A.) en el estriado.
La figura A muestra la expresién en U.A. de Arc en el DMS, la Ben el DLS, la Cenel VMSylaD enel VLS 4
dias después de acabar la tarea en la caja lanzadera (CP) y 30 dias después (LP). Grupos CP: NS (n=8), CST
(n=9) y UST (n=9) y LP: NS (n=10), CST (n=9) y UST (n=9). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los
valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos
indican diferencias * vs NS en el mismo plazo, # diferencias marginales (p=0,07) vs NS en el mismo plazo, $
diferencias vs su homénimo a Corto Plazo, % diferencias marginales vs su homénimo a Corto Plazo (NS: p=
0,06; CST: p=0,07; UST: p=0,08). El niismero de simbolos marca el valor de p: uno p< 0,05; dos p< 0,01; tres
p< 0,001.
3.6. Expresion de Arc en la mPFC y el estriado en
respuesta a un estimulo heterotipico

Dado el efecto a corto plazo del estrés adolescente en la expresion constitutiva

de Arc, decidimos estudiar su expresion en la mPFC y el estriado tras la

exposicion a un estimulo estresante heterotipico 4 dias después de finalizar el

protocolo de estrés adolescente. Un animal del grupo NS fue eliminado por

problemas en el proceso histoldgico. Estd bien estudiado que la expresion de

Arc se eleva en el telencéfalo tras la exposicion a estrés, incluyendo la FST (Ons

et al. 2004). El anélisis estadistico se llevd a cabo mediante un GzLM de un
factor (GRUPO).
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El analisis de la mPFC revel6 que hay un efecto estadisticamente significativo
del factor GRUPO en Cgl (X?*(2) =6,8; p=0,03; figura 22.A.) pero no en PrL
(figura 22.B.) o en IL (figura 22.C.). El anilisis posterior en Cgl mostro
niveles superiores de Arc tras la exposicion a FST en el grupo UST respecto al
NS y una tendencia (p=0,08) respecto al CST.

El GzLM del estriado indic6 un efecto significativo del factor GRUPO en el
DMS (X?(2) =8,5; p=0,01; figura 23.A.), el DLS (X*(2) =10,2; p=0,006; figura
23.B.), el VMS (X? (2) =15,2; p=0,00; figura 23.C.) y el VLS (X* (2) =9,9;
p=0,007; figura 23.D.). Las comparaciones posteriores indicaron que el grupo
UST mostré una expresion superior de Arc que los otros dos grupos en las
cuatro subdivisiones.
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Figura 22. Expresion de Arc expresado en unidades arbitrarias (U.A.) en la mPFC en respuesta a FST.
La figura A muestra la expresién en U.A. de Arc enla Cgl, la Ben la PrL y la Cen la IL 4 dias después de
acabar la tarea en la caja lanzadera. Grupos: NS (n=9), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada
grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la
media y el SEM. Los simbolos indican diferencias * p< 0,05 vs NS; # marginales (p=0,08) vs CST.
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Figura 23. Expresion de Arc expresado en unidades arbitrarias (U.A.) en el estriado en respuesta a FST.

La figura A muestra la expresién en U.A. de Arc en el DMS, la Ben el DLS, la Cen el VMS yla D en el VLS 4 dias
después de acabar la tarea en la caja lanzadera. Grupos: NS (n=9), CST (n=10) y UST (n=10). Las barras representan la
media y el SEM. Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican diferencias * vs NS; + respecto CST; #
marginales (p=0,06) vs CST. El niimero de simbolos marca el valor de p: uno p< 0,05; dos p< 0,01; tres p< 0,001.

3.7. Expresion de c-fos en el SNC en respuesta a un
estimulo heterotipico

Debido a los cambios en la expresion de Arc, decidimos explorar otros IEG
como el c-fos, el cual ha sido ampliamente utilizado para caracterizar el patrén
de respuesta a estimulos estresantes (Armario 2006b). Asimismo, decidimos
estudiar el numero de neuronas por mm? en lugar de la expresion global de
mRNA. Ambas medidas ofrecen informacion distinta pero complementaria.
La expresion de mRNA nos indica la intensidad de la respuesta del IEG, pero
no aporta informacién acerca del numero de neuronas que se han activado.
Por lo que hemos querido indagar en el nimero total de neuronas activadas.
Un animal del grupo NS fue eliminado por problemas durante el
procesamiento histolégico. Se cuantificaron la mPFC, el DMS, el LSv y el
PVNmpd (figura 24). Todas las dreas estudiadas se analizaron mediante un
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GzLM de un factor (GRUPO). Sin embargo, en ninguna de las areas evaluadas
el factor GRUPO fue estadisticamente significativo.
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Figura 24. Numero de neuronas positivas para c-fos por mm? en respuesta a FST.

La figura A muestra el niimero de células positivas/mm? para c-fos en la Cgl, la Ben la PrL, la CenlaIL, la D
enel DMS, la Een el LSy y la F en el PVNmpd 4 dias después de acabar la tarea en la caja lanzadera. Grupos:
NS (n=9), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados
para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM.

Dado nuestro interés por el sistema dopaminérgico se estudio el impacto de la
exposicion a estrés adolescente sobre la respuesta de las neuronas del estriado
mediante el uso de una doble FISH (c-fos, D2R). El andlisis estadistico se
realizé mediante un GzLM de un factor (GRUPOQ). Las areas estudiadas fueron
el DMS, DLS, VMS, NAcC y NAcSh. En cada area se cuantificaron el naimero
de neuronas D2R+, c-fos+, D2R+/c-fos+, D2R-/c-fos+, el porcentaje de
neuronas D2R activadas y el porcentaje de neuronas activadas que son D2R.
Dos animales del grupo NS fueron eliminados por problemas durante el
procesamiento histologico.

En el DMS (figura 25) solo hubo efecto del factor grupo (X*(2) =6,2; p=0,04)
en el numero de neuronas D2R-/c-fos+ (figura 25.C.). Las comparaciones
posteriores indicaron que el nimero de neuronas positivas para c-fos que no
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colocalizan con D2R (presumiblemente D1R+) es superior en los animales del
grupo CST que en los del NS, sin existir diferencias con el grupo UST.
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Figura 25. Activacion del sistema dopaminérgico en el DMS tras la FST en sujetos que han sido expuestos a estrés
adolescente.

La figura A indica el niimero de neuronas D2R+/mm?, la B el de D2R+/c-fos+, la C el de D2R+/c-fos-, la D la de c-fos+, la E
el porcentaje de neuronas D2R+ que expresa c-fos y la F el porcentaje de neuronas c-fos+ que expresan D2R. Grupos: VEH
(n=9), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la

legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. Las barras representan la media y el SEM. * indica p< 0,05
diferencias vs NS.

El andlisis estadistico del VMS (figura 26) revel6 un efecto significativo del
factor GRUPO en el numero de neuronas c-fos+/D2R- (X*(2) =7,1; p=0,02;
figura 26.C.) y en el porcentaje de neuronas de c-fos+ que son D2R+ (X?(2)
=7,9; p=0,01; figura 26.F.). Las comparaciones posteriores indicaron que el
grupo UST tiene mas neuronas c-fos+/D2R- (presumiblemente D1R+) que el
NS, sin diferir con el CST, y que este ultimo muestra una expresion
marginalmente superior (p=0,07) respecto al NS en el nimero de neuronas c-
fos+/D2R-. El porcentaje de neuronas c-fos+ que son D2R+ es menor en el CST
y UST que en el NS, sin diferir entre ellos.
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Estriado ventral-medial
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Figura 26. Activacion del sistema dopaminérgico en el VMS tras la FST en sujetos que han sido expuestos a estrés
adolescente.

La figura A indica el niimero de neuronas D2R+/mm?, la B el de D2R+/c-fos+, la C el de D2R+/c-fos-, la D la de c-fos+, la
E el porcentaje de neuronas D2R+ que expresa c-fos y la F el porcentaje de neuronas c-fos+ que expresan D2R. Grupos:
VEH (n=9), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para
optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. * indica p< 0,05 diferencias vs NS, # tendencia (p=0,07)
vs NS.

Ningun otro efecto fue encontrado en el resto de las subdivisiones estudiadas:
DLS (figura 27), NAcC (figura 28) y NAcCSh (figura 29).
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Estriado dorsal-lateral
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Figura 27. Activacion del sistema dopaminérgico en el DLS tras la FST en sujetos que han sido expuestos a estrés
adolescente.
La figura A indica el niimero de neuronas D2R+/mm?, la B el de D2R+/c-fos+, la C el de D2R+/c-fos-, la D la de c-fos+,
la E el porcentaje de neuronas D2R+ que expresa c-fos y la F el porcentaje de neuronas c-fos+ que expresan D2R.
Grupos: VEH (n=9), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada g¢rdfica (eje Y) se adapta a los valores representados
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Nucleo Accumbens Core
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Figura 28. Activacion del sistema dopaminérgico en el NAcC tras la FST en sujetos que han sido expuestos a estrés
adolescente.
La figura A indica el niimero de neuronas D2R+/mm?, la B el de D2R+/c-fos+, la C el de D2R+/c-fos-, la D la de c-fos+, la E el
porcentaje de neuronas D2R+ que expresa c-fos y la F el porcentaje de neuronas c-fos+ que expresan D2R. Grupos: VEH
(n=9), CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la
legibilidad. Las barras representan la media y el SEM.
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Nucleo Accumbens Shell
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Figura 29. Activacion del sistema dopaminérgico en el NAcSh tras la FST en sujetos que han sido expuestos a estrés

adolescente.

La figura A indica el niimero de neuronas D2R+/mm?, la B el de D2R+/c-fos+, la C el de D2R+/c-fos-, la D la de c-fos+, la E el
porcentaje de neuronas D2R+ que expresa c-fos y la F el porcentaje de neuronas c-fos+ que expresan D2R. Grupos: VEH (n=9),
CST (n=10) y UST (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las
barras representan la media y el SEM.

4. Conclusiones

Atendiendo a la curva de aprendizaje, al tiempo de choque y a la latencia de
respuesta, podemos afirmar que los animales del grupo CST fueron capaces de
adquirir la tarea. El numero de cruzamientos durante la habituacién fue
inferior en los grupos CST y UST respecto al NS, sin diferencias entre ambos,
indicando un condicionamiento del miedo al contexto no mediado por la
controlabilidad. Se observé un descenso en la actividad durante el ITT en el
grupo UST y un incremento en las CST, difiriendo ambos grupos en el numero
de cruzamientos durante el ITI en la primera y en la altima sesiones.

A nivel hormonal observamos una sensibilizacion de la respuesta del eje HPA
en respuesta a estimulos heterotipicos de baja y alta intensidad provocada por
la exposicion a estrés incontrolable, pero no al controlable. A nivel conductual
observamos un incremento en la conducta de afrontamiento activo a corto
plazo y un descenso inicial en la conducta exploratoria a corto plazo, ambos
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efectos mediados por la exposicién a estrés adolescente, pero no por la
controlabilidad.

A nivel central, la exposicion a estrés durante la adolescencia incrementé la
acumulacion de AFosB en el LSv, efecto que ya no se observé a los 30 dias. La
actividad constitutiva se vio reducida en todas las subdivisiones de la mPFCy
del estriado, a excepcion del DMS, por la exposicion a estrés adolescente
aunque fue mas marcada en el grupo CST en la Cgl y en las diferentes
subdivisiones del estriado. Este efecto se desvaneci6 a los 30 dias.

El patron de expresion de Arc tras la exposicion a un estimulo estresante
heterotipico, cambi6 en los sujetos de los grupos CST y UST respecto al NS en
la Cgl y en las cuatro subdivisiones estudiadas del estriado. A pesar de los
cambios en la expresion de Arc, no se observa ningin cambio en la de c-fos en
ninguna de las subdivisiones estudiadas. Aunque no habia cambios en los
niveles totales de c-fos, si se encontraron diferencias cuando identificamos el
fenotipo neuronal en el estriado. Concretamente, observamos un incremento
en el numero de neuronas activadas que no expresan D2 (y potencialmente
expresan D1) respecto al NS en el grupo CST en el DMS y el VMS, y en el
grupo UST en el VMS.
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Experimento 2: Consecuencias endocrinas,
conductuales y sobre el sistema
dopaminérgico de la exposicion a estrés
controlable/ incontrolable durante la
adolescencia

1. Planteamientos y objetivos

Los objetivos del presente capitulo son: (i) evaluar los pardmetros de
adquisicion de la tarea y su impacto sobre la conducta en dicha tarea
(cruzamientos durante la habituacion y el ITI), (ii) valorar los cambios
endocrinos y conductuales producidos por la exposicion a este paradigma y
(iii) evaluar cambios en el funcionamiento del sistema dopaminérgico.

2. Diseino experimental

En este experimento se utilizaron 90 animales distribuidos equitativamente
entre los tres grupos experimentales del experimento anterior (NS, CST y
UST) siguiendo el mismo procedimiento. Cada grupo se dividi6 a su vez en
tres subgrupos equiparables en funcién de la administracion de firmacos antes
de la FST: vehiculo (VEH; n=10), SCH23390 (Anta-D1, n=10) o Eticlopride
(Anta-D2, n=10). Una explicacion detallada del procedimiento experimental
y la distribucion se encuentra en la tabla 3.

Los niveles de corticosterona en pelo se evaluaron al dia siguiente de acabar la
tarea en la caja lanzadera. Tres dias después de la ultima sesion de estrés
adolescente 38 sujetos (10 NS, 14 CST y 14 UST) fueron administrados con
ACTH para valorar la respuesta de la corteza adrenal a la liberacion de ACTH.
Se analiz6 la conducta en una prueba de IS (15 min) 2 dias después de finalizar
la exposicion a estrés. Esta prueba permite analizar conductas relacionadas con
la ansiedad social y con el nivel de motivacion para la interaccion social (lo que
podria medir potencialmente anhedonia). Evaluamos el impacto de la
administracion de antagonistas dopaminérgicos en la respuesta conductual y
hormonal a la FST (30 min) 8 dias después de la ultima sesion. Esta prueba
nos permite observar qué papel tiene la DA en el estilo de afrontamiento
durante esta prueba y los cambios producidos en este sistema por la exposicion
a estrés adolescente. La administracién se realizé 15 min antes de la exposicion
a 30 min de FST. La conducta en una prueba de hiponeofagia alimentaria (10
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min) se estudi6 30 dias después de acabar la exposicion a estrés adolescente, la
cual mide conductas similares a la ansiedad y la actividad exploratoria. Para la
prueba de hiponeofagia alimentaria los animales fueron privados de comida,
pero no de bebida, las 24 h previas a la prueba.

Asimismo, previamente se evalud el efecto de los antagonistas en animales que
no fueron manipulados hasta el dia de la prueba (mas alld de las
manipulaciones rutinarias, el transporte y la habituacién al procedimiento
experimental) para valorar si las dosis de los firmacos elegidas eran suficientes.
Los grupos para esta prueba fueron: VEH (n=10), Anta-D1 (n=10) y Anta-D2
(n=10). Los sujetos fueron administrados 15 min antes de la exposicion a 30
min de FST y se tomd una TM nada mas acabar y 30 min después.

Tabla 3. Grupos experimentales y disefio: Experimento 2

PND 27-48 PND | PND
Grupo (+1) 49 50 PND 51 (£1) PND 56 (+1) PND 78
- (1) | (£1)
EST
VEH N
9
9) ™
E icié Anta- | FST
NS P OSI,CIOH a Administracién DI Prueba
(29) a2 Pelo 15 ACTH N hiponeofagia
lanzadera (10) | ™™ p &
Anta- | FST
D2 | .
(10) ™
FST
VEH N
9
9) ™
Anta- | FST
CZST Estlrlésb1 pelo IS Adm:éi;[;{acién D1 + y Pruebfa ‘
(26) controlable ©) ™ iponeofagia
Anta- | EST
D2 | .
9) ™
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VEH FST
+
(10) ™
Anta- | FST
UST ‘ Estrés pelo IS Administracion | + . Prueba ‘
(30) | incontrolable ACTH 10) | ™ hiponeofagia
Anta- | EST
D2 | 4
(10) ™
Grupo PND 62 (£1)
VEH (10) VEH + FST + TM

Anta-D1 (10)

Anta-D1 + FST + TM

Anta-D2 (9)

Anta-D2 + FST + TM

Los sujetos fueron expuestos a la caja lanzadera del PND 27 al 48. La extraccion de pelo se realizé el PND 49 y el
PND 51, a 38 animales, se les hizo una administracién de ACTH sintética y se cogié una TM. Las ratas fueron
expuestas en el PND 50 a 15 min de IS, en el 56 fueron administrados con la sustancia respectiva 15 min antes de la
exposicion a 30 min de FST y en el 78 se expusieron a 10 min de hiponeofagia alimentaria.

30 animales se utilizaron para valorar el efecto de la administracién de antagonistas dopaminérgicos en ratas sin
historia de estrés. El niimero entre paréntesis indica la n final. PND: dia postnatal, FST: prueba de natacion forzada,
NBS: sin estrés, CST: estrés controlable, UST: estrés incontrolable, TM: toma de muestra (sangre), VEH: vehiculo,
Anta-: antagonista.

3. Resultados

3.1. Caja lanzadera y TWAA: Segunda cohorte

Cuatro animales del grupo CST no llegaron a aprender la tarea por lo que

fueron eliminados de los andlisis posteriores, y un sujeto del grupo NS murié6

tras la primera sesion (sufrié una parada cardiaca durante el proceso de
rasuracion). La n final fue: NS = 29, CST = 26, UST = 30.

La figura 30 representa el numero promedio de evitaciones, escapes y nulas

durante las 8 sesiones de TWAA del grupo CST. Se realiz6 un andlisis de

medidas repetidas (GEE) para cada parametro. Los datos del GEE muestran
un efecto significativo del factor SESION en el nimero de evitaciones (X?(7)
=43,3; p=0,00), escapes (X*(7) =42,4; p=0,00) y respuestas nulas (X*(7) =26,7;
p=0,00). La comparacién posterior mostré un incremento significativo en el
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numero de evitaciones a lo largo de las sesiones, un descenso significativo en
el nimero de respuestas de escapes y leves fluctuaciones en el ndmero
promedio de respuestas nulas, que aun asi se mantuvieron a bajo nivel. El
numero de evitaciones se incrementd en el resto de sesiones respecto a la
sesion 1, y en las 4 ultimas sesiones respecto a las sesiones 2, 3 y 4. En paralelo
se observd un descenso en el numero de escapes respecto a la sesion 1,y en las
sesiones de la 4 ala 8 respecto ala 2 yla 3. De la sesion 4 ala 8 (en la que hubo
un promedio de 29 escapes) el nimero de escapes se mantuvo estable, salvo
por un descenso la sesién 7 en la que el nimero de escapes fue inferior respecto
al resto de sesiones. El nimero de respuestas nulas fluctué ligeramente a lo
largo de las sesiones. A pesar de que hubo un descenso estadisticamente
significativo en las primeras sesiones respecto a la sesion 1, hubo un pico en la
4, seguido de un nuevo descenso estadisticamente significativoenla 5y 6 yun
nuevo pico en la 7 seguido de un descenso.

50 A rrerrrreere e

D 30 &&

Z 207 Evitaciones
10, $ Escapes
*xk -+ Nulas

oI\I\V\A

T na T wx " T T

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S

Figura 30. Curva de adquisicion de la TWAA durante la adolescencia: Experimento 2.

Se grafican el niimero de evitaciones, escapes y respuestas nulas de los sujetos CST (n=26) por cada sesién. Los
puntos representan la media y el SEM. Los simbolos indican *** p< 0,001 vs la S1 en el niimero de evitaciones; *
p<0,01 vs la S1 en el niimero de escapes; $ p< 0,05 en el niimero de evitaciones vs las sesiones 2, 3y 4 + p< 0,05
en el niimero de escapes vs las sesiones 2 y 3; & p< 0,01 en el niimero de escapes vs el resto de sesiones. El niimero

de respuestas nulas también varié. Las sesiones 3 (p<0,05), 5 y 6 (p<0,01) tuvieron un niimero de respuestas

nulas inferior a las S1 y 2. La S4 tuvo valores estadisticamente superiores (p<0,01) a las S5y 6. La S5 y la S6
tuvieron valores inferiores que la S7 (p<0,001) y que la S8 (p<0,05), que a su vez su media fue inferior a la de la
S7 (p<0,01). Estas diferencias no fueron incluidas en la representacion grdfica para no enturbiar la legibilidad.

La cantidad de choque eléctrico en las patas (figura 31.A.) se analizé con un
GEE de un factor (SESION) el cual tuvo un efecto estadisticamente

significativo (X*(7) =77,4; p<0,001). EI contraste por pares con correcciones
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secuenciales de Bonferroni indic6 que el tiempo de choque varié
significativamente a lo largo de las sesiones en paralelo a las fluctuaciones
observadas en el numero de respuestas nulas. Algo similar a lo ocurrido en la
latencia de respuesta (figura 31.B.). Este parametro se analizé utilizando un
GEE de un factor (SESION). Se observé un efecto significativo del factor sesion
(X*(7) =209; p=0,00). El andlisis por parejas con correcciones secuenciales de
Bonferroni mostré un patrén fluctuante similar al observado en el numero de
respuestas nulas y en el tiempo de choque.
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Figura 31. Tiempo de choque (A) y latencia de respuesta (B) del Experimento 2.

Para cada sesién, la figura A marca el tiempo de choque y la B la latencia de respuesta en el grupo CST (n=26). Los puntos
representan la media y el SEM. En la grdfica A los simbolos indican * diferencias vs la S1, + vs la S2 y § vs las sesiones 3, 5 y 6.
En la gréfica B * diferencias vs la S1, + vs la S2, $ vs la S3 y % vs las sesiones 5 y 6. El niimero de simbolos indica el valor de p:

uno: < 0,05; dos: < 0,01; tres: < 0,001.
El ndmero de cruzamientos de la habituacion se cuantific en todos los grupos,
pero, igual que en el experimento anterior, el nimero de cruzamientos durante
el I'TI solo se evaluo6 en los animales del grupo CST (n=26) y la mitad de los
UST (n=15) por razones técnicas.

El numero de cruzamientos durante la habituacion (figura 32) se analizd
mediante un GEE de dos factores (SESION y GRUPO). Los factores SESION
(X? (7) =612; p<0,001) y GRUPO (X?* (2) =115; p<0,001) tuvieron ambos
efectos estadisticamente significativos, asi como la interaccién de ambos
factores (X*(14) =140; p<0,001). La descomposicion de la interaccién indico
un descenso en el nimero de cruzamientos durante la fase de habituaciéon en
todos los grupos, mucho mas marcada en los grupos CST y UST, respecto a la
sesion 1 y respecto al grupo NS en las sesiones que van de la 2 a la 8, sin
diferencias entre los grupos CST y UST hasta la sesién 6 (p=0,08) yla8 enla
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que los CST hacen mas cruzamientos que los UST. Como era de esperar, los
grupos no difieren en la sesion 1.
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Figura 32. Numero de cruzamientos durante la fase de habituacion: Experimento 2.

Numero de cruzamientos durante la fase de habituacién para cada sesion en los grupos NS (n=29), CST
(n=26) y UST (n=30). Los puntos representan la media y el SEM. Los simbolos indican: $ diferencias vs la
sesion 1, *vs NS en la misma sesion, + vs el CST en la misma sesion y # diferencias marginales (p=0.08) vs el
CST en la sesién 6. El niimero de simbolos indica el valor de p: uno < 0,05; dos < 0,01; tres < 0,001.

El namero de cruzamientos durante el ITI (figura 33) se analizé con un GEE
de dos factores (SESION x GRUPO). El factor GRUPO no tuvo efectos
estadisticamente significativos, pero si los hubo en el factor SESION (X2 (7)
=14,1; p=0,04) y la interaccién de ambos factores (X*(7) =41,7; p<0,001). La
descomposicion de la interaccion mostré que el patrdn resultante difirié entre
grupos. Mientras que en el grupo CST no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, en el UST se observa un descenso respecto a la
primera sesion en las 5 dltimas sesiones, respecto a la sesion 2 en las sesiones
4y 7, y respecto a la sesion 3 en las sesiones 4, 5, 6 y 7. Pero mads alla de la
progresion temporal de ambos grupos, en la sesion 1 el numero de
cruzamientos fue superior en el grupo UST respecto al CST, mientras que en
la sesién 6 (p=0,06) y 7 el namero de cruzamientos fue superior en el CST
respecto al UST. Asimismo, el numero de cruzamientos durante el ITI en el
grupo CST correlaciona positivamente con el namero de evitaciones a partir
de la segunda sesion (Tabla 4).
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Figura 33. Numero de cruzamientos durante el ITI: Experimento 2.
Se grafican el niimero de cruzamientos por cada sesién en los grupos CST (n=26) y UST (n=15). Los puntos
representan la media y el SEM. Los simbolos marcan: + diferencias entre los grupos CST y UST en la misma
sesion; # diferencias marginales (p=0,06) entre los grupos CST y UST en la sesion 6. El niimero de simbolos
indica el valor de p: dos < 0,01; tres < 0,001. El niimero de cruzamientos en el grupo UST en las sesiones de la
4 ala 7 respecto a la sesién (p<0,001) y la 8 respecto a la 1 (p=0,09), en la sesién 4 y 7 respecto a la 2 (p<0,05)
yenla 4 (p<0,001), 5 (p<0,05), 6 (p<0,01) y la 7 (p<0,01) respecto a la S3.

Tabla 4. Correlaciones

Sesion r
S1 0,01
S2 0,77***
S3 0,47*
S4 0,50**
S5 0,74*%*%*
S6 0,67*%*
S7 0,54**
S8 0,68*%*

Experimento 2. La tabla muestra la correlacion entre el niimero de evitaciones y el niimero de cruzamientos
durante el ITI en cada sesién (en el grupo CST). *=p<0,05; **=p<0,001.

3.2. Consecuencias endocrinas de la exposicion a estrés
adolescente

Los niveles de corticosterona (figura 34) en pelo se midieron un dia después
de finalizar la exposicién a estrés adolescente en la segunda cohorte y el analisis
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estadistico se realizo utilizando un GzLM de un factor (GRUPO) que fue
estadisticamente significativo (X* (2) =17,4; p<0,001). Los contrastes por
parejas con correcciones secuenciales de Bonferroni revelaron un incremento
significativo en los niveles de corticosterona en pelo en el grupo CST y UST
respecto al grupo NS, sin diferencias entre ambos grupos.
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Figura 34. Corticosterona (pg/mg) acumulada en pelo.
Corticosterona acumulada en pelo del PND 27 al 49. Grupos: NS (n=29), CST (n=26) y UST (n=30).
Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican diferencias vs NS. ** p< 0,01 y ***<
0,001.

Para evaluar si la sensibilidad de la glandula adrenal a la liberaciéon de ACTH
cambiaba por la exposicion a estimulos estresantes durante la adolescencia
administramos ACTH sintética en una dosis (0,01 mg/kg) que provoca la
liberaciéon maxima de corticosterona por parte de esta glandula, pero no se
observaron diferencias entre los grupos (figura 35).
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Figura 35. Respuesta de la glandula adrenal a la administracion de ACTH sintético.
La figura muestra los niveles de corticosterona después de la administracién de ACTH sintética (0,01
mg/kg) evaluados 3 dias después de finalizar la exposicion a caja lanzadera. Grupos: NS (n=10), CST

3.3. Efectos sobre la conducta de interaccion social a
corto plazo

En la prueba de IS, realizada 2 dias después de la dltima sesién de estrés
adolescente, evaluamos tres tipos de conducta: activa (figura 36.A.),
seguimiento (figura 36.B.) y pasiva (figura 36.C.). Para la medicion de las
conductas dividimos la prueba en tres bloques de tiempo (0-5 min, 5-10 min y
5-15 min). Para el analisis estadistico utilizamos un GEE de dos factores
(GRUPO y BLOQUE). En la conducta de interaccion social activa ninguno de
los dos factores tuvo efectos estadisticamente significativos, pero si los hubo
en la interaccion entre ambos (X* (4) =12,5; p=0,01). La descomposicion de la
interaccion indicd que los sujetos del grupo UST realizaron menos tiempo de
interaccion social activa que los del grupo NS y CST (p=0,06) pero solo en los
primeros 5 min, después se equiparan. En la conducta activa de seguimiento
no se observaron efectos estadisticamente significativos para el factor GRUPO,
pero si para el factor BLOQUE (X2 (2) =32,4; p<0,001), sin que la interaccion
presente ningin efecto estadistico. La comparacién posterior indicé un
descenso en la conducta de seguimiento en los dos ultimos bloques temporales
respecto al primero. En la interaccidn social pasiva, el factor GRUPO no tuvo
efectos estadisticamente significativos, pero si se observaron en el factor
BLOQUE (X?(2) =12,6; p=0,02) y en la interaccion entre ambos factores (X2
(4) =9,7; p=0,04). La descomposicion de la interaccién indicd un incremento
en el tiempo de interaccion social pasiva en los dos ultimos bloques temporales
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respecto a los 5 min iniciales, sin diferir entre ellos, en el grupo NS. La
comparacion por parejas con correcciones secuenciales de Bonferroni del
factor BLOQUE revel6 un descenso en la conducta de seguimiento respecto a
los primeros 5 min en los otros dos bloques temporales, sin diferencias entre
estos.
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Figura 36. Respuesta conductual prueba IS.

Conducta durante la prueba de IS realizada 2 dias después de finalizar la exposicién a estrés adolescente. La figura A indica el
tiempo (s) de interaccién social activa, la B de conducta seguimiento y la C de interaccién social pasiva en los tres periodos
estudiados en los 15 min de prueba (5 min iniciales, intermedios y finales). Grupos: NS (n=28), CST (n=26) y UST (n=30). La
escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media
y el SEM. Los simbolos indican diferencias * p< 0,05 vs NS en su mismo intervalo, # diferencias marginales (p=0,06) vs CST en su
mismo intervalo, $ p< 0,05 diferencias vs los primeros 5 min del mismo grupo y $$$ p< 0,001 vs los primeros 5 min.
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3.4. Conducta exploratoria en la prueba de hiponeofagia
a largo plazo

En la prueba de hiponeofagia analizamos la latencia de aproximacién a la placa
que contenia los pellets (figura 37.A.), el nimero de entradas a la placa (figura
37.B.), el tiempo en el centro (figura 37.C.), asi como la distancia recorrida en
el centro (figura 37.D.), la periferia (figura 37.E.) y en total (figura 37.F.). La
latencia de aproximacion y el ndmero de entradas a las placas se analizd
mediante un GzLM de un factor (GRUPO) que no fue significativo para
ninguna de las dos medidas. El resto de variables se analizaron mediante un
GEE de dos factores (BLOQUE y GRUPO). El factor GRUPO no fue
estadisticamente significativo para el tiempo transcurrido en el centro, pero si
lo fue el factor BLOQUE (X* (1) =35; p<0,001) y la interaccion
BLOQUE*GRUPO tendi6 a la significacion (X* (2) =5,1; p=0,08). La
descomposicion de la interaccioén de la interaccién reveld un descenso en el
tiempo de permanencia en el centro en los grupos NS y CST en los altimos 5
min respecto a los 5 iniciales, sin diferencias entre grupos. Para la distancia
recorrida en el centro, el factor GRUPO tendia a la significacion estadistica (X2
(2) =5,4; p=0,06), mientras que el factor BLOQUE (X*(1) =62,8; p<0,001) y la
interaccion GRUPO*BLOQUE (X* (2) =13; p=0,001) tuvieron efectos
estadisticamente significativos. La descomposicion de la interaccion indico
que la distancia recorrida en el centro durante los 5 min iniciales fue menor en
el grupo CST y marginalmente en el UST (p=0,08) respecto al NS, sin
diferencias entre los primeros. En los 5 dltimos min los 3 grupos se
equipararon y recorrieron menos distancia en el centro que en los 5 primeros.
Para la distancia recorrida en la periferia no se observd un efecto
estadisticamente significativo del factor GRUPO (X? (2) =4,5; p=0,1), pero si
del factor BLOQUE (X*(1) =111; p<0,001) y una tendencia a la significacién
en la interaccién entre ambos (X? (2) =5,5; p=0,06). La descomposicion de la
interaccion indico que la distancia recorrida en la periferia fue inferior en el
grupo UST que en el NS, sin diferencias con el CST, en los 5 min iniciales. Los
3 grupos se equiparan en los 5 ultimos minutos y recorren menos distancia que
en los 5 min iniciales. Para la distancia recorrida en el total del campo, el factor
GRUPO tuvo efectos estadisticos marginales (X* (2) =4,6; p=0,09), asi como
un efecto estadisticamente significativo en el factor BLOQUE (X? (1) =119;
p<0,001) y en la interacciéon entre ambos (X* (2) =7,1; p=0,02). La
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descomposicion de la interaccion en la distancia total mostré que los animales
del grupo UST y marginalmente (p=0,059) los del CST, recorrian menos
distancia que los del grupo NS durante los 5 min iniciales, sin diferencias entre
los primeros. En los ultimos 5 min los 3 grupos recorrieron menos distancia y
se equipararon entre ellos.
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Figura 37. Respuesta conductual a la prueba de hiponeofagia alimentaria.

La prueba de hiponeofagia alimentaria fue realizada 30 dias después de la tiltima sesién en caja lanzadera. La figura A la
latencia de aproximacion a la placa con los pellets y la B el niimero de entradas. La figura C muestra el tiempo (s) de
permanencia en el centro, la D la distancia (cm) recorrida en el centro, la E en la periferia y la F en total (centro + periferia) en
los dos tiempos estudiados durante los 10 min de prueba (5 min iniciales y finales). Grupos: NS (n=29), CST (n=26) y UST
(n=30). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras
representan la media y el SEM. Los simbolos indican diferencias $ vs los primeros 5 min de su mismo grupo; * diferencias vs NS
en el mismo intervalo; # (figura D) marginales (p=0,08) vs NS, # (figura B) marginales (p=0,059) vs NS. El niimero de simbolos
indica el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01, tres: p< 0,001.
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3.5. Efectos de la administracion de antagonistas
dopaminérgicos sobre la respuesta a FST

Efectos en animales sin historia previa de estrés

Para evaluar si las dosis elegidas (0,025 mg/kg para ambos antagonistas) eran
suficientes para afectar a la respuesta conductual hicimos una administracién
en animales que no habian sido manipulados (a excepcién de las sesiones de
habituacién) hasta el dia experimental (PND 62). Un animal del grupo Anta-
D2 (Eticlopride) hubo que sacarlo antes de acabar los 30 min de FST dado que
fue incapaz de adoptar la conducta de inmovilidad y por tanto de flotabilidad,
y fue eliminado del andlisis posterior. La conducta en la FST se analizo
mediante un GEE de dos factores (BLOQUE y FARMACO). Se analizaron tres
conductas: escape (figura 38.A.), nado suave (figura 38.B.) e inmovilidad
(figura 38.C.). En el tiempo de escape el factor GRUPO (X* (2) =13,3;
p=0,001), BLOQUE (X?(2) =137; p<0,001) y la interaccion entre ambos (X*(4)
=22; p<0,001) se observaron efectos estadisticamente significativos. La
descomposicion de la interaccion indicd que la conducta de escape fue inferior
en los 5 min inicales en el grupo Anta-D2 que en el VEH, sin diferir con el
Anta-D1. En los altimos 5 min el tiempo de escape fue superior en el grupo
Anta-D1 que en el Anta-D2, sin que hubiese diferencias con el grupo VEH en
ninguno de los dos. Ademas, se observé un descenso en la conducta de escape
en los dos ultimos bloques de tiempo en los tres grupos respecto a ellos mismos
en los primeros 5 min. En el grupo Anta-D1 se incrementd la conducta de
escape en los ultimos 5 min, respecto alos 5 min intermedios, sin que lo mismo
ocurriese en los otros grupos. En el tiempo realizando nado suave se
observaron efectos estadisticamente significativos en el factor GRUPO (X?(2)
=13; p=0,001) y BLOQUE (X?(2) =63,8; p<0,001), pero no para la interacciéon
entre ambos. Las comparaciones posteriores del factor GRUPO mostraron un
descenso en el tiempo de nado suave en los grupos Anta-D1 y Anta-D2
respecto al VEH, sin diferencias entre ambos. En el factor BLOQUE indicaron
un descenso general en los ultimos bloques temporales respecto al primero, sin
diferencias entre ellos. En el tiempo que realizaron inmovilidad, tanto en el
factor GRUPO (X2 (2) =22,2; p<0,001), como en el factor BLOQUE (X2 (2)
=185; p<0,001), asi como en la interaccion GRUPO*BLOQUE (X? (4) =12,4;
p=0,01) se hallaron efectos estadisticamente significativos. La descomposicion
de la interaccién reveldé un incremento en el tiempo que realizaban
inmovilidad en los grupos Anta-D1 y Anta-D2 respecto al VEH, durante los 5
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min iniciales, los 5 min intermedios y en el ultimo bloque, solo en el grupo
Anta-D2 respecto al VEH, pero no en el Anta-D1. El grupo Anta-D2 realizd
mds conducta de inmovilidad en el primer (marginal; p=0,056) y dltimo
bloque, pero no en el bloque intermedio, que el grupo Anta-D1. Todos los
grupos incrementaron el tiempo que realizaban conducta de inmovilidad
durante los dos ultimos bloques de tiempo respecto a su desempefio en el
primero. El grupo Anta-D1 redujo el tiempo de inmovilidad en el altimo
bloque, respecto al bloque intermedio, sin diferencias en el resto de los grupos.

Asimismo, evaluamos los efectos de la administracion de farmacos sobre la
respuesta hormonal. Medimos los niveles de ACTH (figura 39.A.) y
corticosterona (figura 39.B.) al acabar la exposicion (R0) y 30 min después
(R30) para observar la respuesta al estimulo y la fase de recuperacién. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante un GEE de dos factores (DINAMICA y
FARMACO). Para la ACTH el factor DINAMICA fue estadisticamente
significativo (X2 (1) =370,1; p=0,00), pero no lo fueron el factor FARMACO,
ni la interaccion entre ambos. Estos resultados indican un descenso en los
niveles de ACTH alos 30 min de finalizar la prueba comparados con los niveles
al finalizar. El andlisis de los niveles de corticosterona no reveld efectos
estadisticamente significativos del factor FARMACO, pero si del factor
DINAMICA (X?(1) =47; p<0,001) y de la interaccién entre ambos factores (X2
(2) =6,09; p=0,04). La descomposicion de la interaccién indic6 que en todos
los grupos se produjo un descenso en los niveles de corticosterona a los 30 min
respecto a los niveles al finalizar la exposicion.
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Figura 38. Efecto de la administracién de antagonistas dopaminérgicos en la conducta en la FST.

Prueba realizada en animales que no fueron manipulados hasta el dia experimental (PND 62). La figura A muestra el tiempo (s)
de escape, la B de nado suave y la C de inmovilidad, en los tres intervalos estudiados durante los 30 min de FST (5 min iniciales,
intermedios y finales). Grupos: VEH (n=10), Anta-D1 (n=10) y Anta-D2 (n=9). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los
valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. En las figuras A y C los simbolos

indicas: * diferencias vs VEH de su intervalo, + vs Anta-D1 de su intervalo, # diferencias marginales (p=0,056) vs Anta-D1 de su
intervalo. En la figura B los simbolos representan: * diferencias vs VEH. El niimero de simbolos en las tres figuras indica el valor
de p: uno p< 0,05, dos p< 0,01, tres p< 0,001. Ademds de las diferencias entre grupos mostradas por los simbolos, la conducta de

escape (figura A) descendié en los dos tiltimos bloques en los tres grupos respecto al primero (p<0,001), pero subié en los tiltimos 5

min respecto al tiempo de escape en los 5 min intermedios en el grupo Anta-D1 (p<0,001). El tiempo de nado suave (figura B)
global descendid en los dos uiltimos bloques respecto al primero (p<0,001), sin diferencias entre ellos. El tiempo de inmovilidad
(figura C) se incrementd en los dos tiltimos bloques temporales respecto al primero (p<0,001), sin diferencias entre ellos, salvo en
el grupo Anta-D1 que en el tiltimo bloque hubo un descenso respecto al segundo (p<0,05).
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Figura 39. Efecto de la administracién de antagonistas dopaminérgicos en la respuesta del eje HPA a FST.

La figura A indica los niveles de ACTH (pg/ml) y la B los de corticosterona (ng/ml) nada mds acabar (R0) y 30 min después
(R30). Grupos: NS (n=10), CST (n=10) y UST (n=9). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados
para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican $ diferencias vs R0 en la
figura A y vs su homdnimo del RO en la figura B. El niimero de simbolos indica el valor de p: dos p< 0,01, tres p< 0,001.

Efectos en animales con historia de estrés adolescente

Las mismas dosis de farmacos fueron utilizadas en animales con historia de
estrés adolescente antes de la exposicion a FST, realizada 8 dias después de la
exposicion durante la adolescencia. El analisis estadistico se realizé mediante
un GEE de tres factores (BLOQUE, FARMACO y GRUPO).

El andlisis del tiempo de escape (figura 40.A.), no reveldé efectos
estadisticamente significativos del factor GRUPO, ni del FARMACO, pero si
del factor BLOQUE (X?*(2) =273; p<0,001). La interaccion BLOQUE*GRUPO
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no resulté significativa, pero se observé una tendencia de la interaccién
FARMACO*GRUPO (X? (4) =8,9; p=0,06) y efecto significativo de la
interaccion BLOQUE*FARMACO (X2 (4) =9,4; p=0,05) pero no de la triple
interaccion. La descomposicion de la interaccion FARMACO*GRUPO no
mostré efectos estadisticamente significativos de ninguna comparacién por
parejas, aunque si lo hizo la descomposicion de la interaccion
BLOQUE*FARMACO que indicé un descenso general de en los dos ltimos
bloques de tiempo respecto al primero, sin diferencias entre estos, en los
animales administrados con las tres sustancias.

La evaluacion del tiempo de nado suave (figura 40.B.) revelo un efecto
estadisticamente significativo del factor BLOQUE (X?(2) =376; p<0,001) y del
factor FARMACO (X?(2) =11,8; p=0,003), pero no del factor GRUPO. No
hubo efectos estadisticos de la interaccion FARMACO*GRUPO, ni de la
interaccion BLOQUE*FARMACO, aunque si hubo una tendencia de la
interaccion BLOQUE*GRUPO (X?(4) =8,8; p=0,06) y un efecto significativo
de la triple interaccion BLOQUE*FARMACO*GRUPO (X?(8) =16,3; p=0,03).
La descomposicion de la triple interaccién mostré un descenso en el tiempo
de nado suave en los animales del grupo Anta-D2/CST y Anta-D2/UST
respecto a los del grupo Anta-D2/NS, sin diferencias entre estos. También se
observé un descenso en el tiempo de nado suave en el primer bloque de tiempo
en los grupos Anta-D2/CST y Anta-D2/UST, respecto a los Anta-D1/CST y
Anta-D1/UST respectivamente, sin diferencias en el grupo NS, ni con el
VEH/CST en el caso de este grupo, pero si entre los VEH/UST y los Anta-
D2/UST, siendo mds bajos los valores en este ultimo. En los 5 min intermedios
solo se vio un descenso estadisticamente significativo en el grupo Anta-D2/NS,
respecto al VEH/NS, sin ninguna otra diferencia relevante en este bloque, y en
el grupo Anta-D2/CST y el VEH/CST del ultimo bloque, sin ningtn otro
cambio relevante en este. El tiempo de nado suave se redujo en todos los
grupos en los dos dltimos bloques respecto a su desempefo en el primer
bloque, sin diferencias entre el segundo y el ultimo bloque.

El andlisis del tiempo de inmovilidad (figura 40.C.) mostré un efecto
estadisticamente significativo de los factores FARMACO (X2(2) =6,4; p=0,04)
y BLOQUE (X* (2) =917; p<0,001) pero no GRUPO. La interaccion
BLOQUE*FARMACO fue estadisticamente significativa (X* (4) =12,2;
p=0,01) y la interaccion BLOQUE*GRUPO tendi¢ a la significacion (X?* (4)
=8,3; p=0,07), sin efectos de la interaccién FARMACO*GRUPO. La triple

155



interaccion BLOQUE*FARMACO*GRUPO tendid a la significaciéon (X2 (8)
=15,02; p=0,059). La descomposicion de la triple interacciéon revelé una
tendencia (p=0,07) a mayor tiempo de inmovilidad en el primer bloque
temporal en los grupos Anta-D1/NS y Anta-D2/NS respecto al VEH/NS, sin
diferencias entre ellos. En este primer bloque se vio un incremento en el
tiempo de inmovilidad en los grupos Anta-D1/UST y Anta-D2/UST respecto
al VEH/UST, y en el Anta-D2/UST respecto al Anta/D1/UST vy respecto al
Anta-D2/NS, sin que haya ningin otro cambio relevante en este bloque
temporal. En el segundo bloque se observé un incremento en el tiempo de
inmovilidad en el grupo Anta-D2/NS respecto al VEH/NS, sin mas diferencias
por pares en este bloque temporal. Todos los grupos incrementaron el tiempo
de inmovilidad en los dos ultimos bloques temporales respecto a su
desempeno en el primer bloque, sin diferencias entre ellos, salvo en el grupo
Anti-D2/CST que realizé mas tiempo de inmovilidad en el altimo bloque en
el que realiz6 en los 5 min intermedios.

El gran numero de comparaciones resultantes de la descomposicién global
impone un criterio muy restrictivo. Por ello realizamos un analisis
complementario de los 5 minutos iniciales (figura 41), limitando el numero
de comparaciones. Incluimos los factores FARMACO y GRUPO. En la
conducta de escape (figura 41.A.) ningtn factor fue estadisticamente
significativo, pero se observd una tendencia en la interaccion entre ambos (X?
(4) =9,09; p=0,059). Comparamos los efectos de los antagonistas respecto al
VEH en cada grupo de estrés adolescente y observamos un descenso en la
conducta de escape en los animales NS administrados con Anta-D2 y en los
UST en los administrados con Anta-D1 y Anta-D2. En el andlisis del tiempo
de nado suave (figura 41.B.) no se observd efectos estadisticos del factor
GRUPO, pero si del factor FARMACO (X* (2) =12,8; p=0,002) y
marginalmente de la interaccion entre ambos (X* (4) =8,2; p=0,08). En la
descomposicion observamos un descenso en los animales administrados con
Anta-D2 en los grupos CST y UST. La evaluacién del tiempo de inmovilidad
revel6 un efecto estadistico en el factor FARMACO (X2 (2) =12,8; p=0,002),
pero no en el factor GRUPO ni en la interaccién entre ambos. En la
comparacion por pares se observo un incremento en el tiempo de inmovilidad
en los animales administrados con Anta-D2.
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<«Figura 40. Efecto de la administracién de antagonistas dopaminérgicos en la conducta en la FST en sujetos
con una historia previa de estrés adolescente.

La prueba fue realizada 8 dias después de la finalizar la iltima sesion en la caja lanzadera. Las figuras se han
partido en tres siguiendo los bloques temporales para facilitar su lectura. La figura A muestra el tiempo (s) de escape,
la B de nado suave y la C de inmovilidad, en los tres intervalos estudiados durante los 30 min de FST (5 min
iniciales, intermedios y finales). Grupos: NS/VEH (n=9), CST/VEH (n=10), UST/VEH (n=10), NS/Anta-D1 (n=8),
CST/Anta-D1 (n=9), UST/Anta-D1 (n=9), NS/Anta-D2 (n=10), CST Anta-D2 (n=10) y UST Anta-D2 (n=10). La
escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras
representan la media y el SEM. En la figura A los simbolos indican: $ diferencias vs los 0-5 min. En las figuras By C
los simbolos representan: * diferencias vs el VEH de su intervalo y GRUPO, + vs el Anta-D1 de su intervalo y
GRUPO, # una tendencia (p=0,07) vs el VEH de su intervalo y GRUPO, @ diferencias vs el Anta-D2 del NS de su
intervalo, $ diferencias vs su homénimo de 0-5 min, & vs su homénimo de 12,5-17,5 min. El niimero de simbolos en
las tres figuras indica el valor de p: uno p< 0,05, dos p< 0,01, tres p< 0,001.
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Figura 41. Efecto de la administracion de antagonistas dopaminérgicos en la conducta en la FST en sujetos con
una historia previa de estrés adolescente en los primeros 5 min.

La figura A indica el tiempo (s) de escape, la B de nado suave y la C de inmovilidad en los primeros 5 min. Grupos:
NS/VEH (n=9), CST/VEH (n=10), UST/VEH (n=10), NS/Anta-D1 (n=8), CST/Anta-D1 (n=9), UST/Anta-D1 (n=9),
NS/Anta-D2 (n=10), CST Anta-D2 (n=10) y UST Anta-D2 (n=10). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los
valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican *
p< 0,05 diferencias vs VEH de su mismo grupo, ** p< 0,01 vs VEH de su mismo grupo, ** p< 0,01 vs VEH
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El analisis de la respuesta hormonal se realizé mediante un GEE de tres
factores (DINAMICA, FARMACO y GRUPO). El anilisis de los niveles
de ACTH (figura 42.A.) revel6 un efecto estadisticamente significativo
de los factores DINAMICA (X2 (1) =844; p<0,001), FARMACO (X?(2)
=10,3; p=0,006) y GRUPO (X? (2) =14,8; p=0,001), asi como de la
interaccion DINAMICA*GRUPO (X? (2) =10,3; p=0,006), y una
tendencia de la interaccion DINAMICA*FARMACO (X2 (2) =5,1;
p=0,07), pero sin efectos de la interaccion FARMACO*GRUPO, ni de la
triple interacciéon. La  descomposicion de la interaccion
DINAMICA*GRUPO mostrd un incremento en los niveles de ACTH
nada mas acabar la prueba en los grupos CST y UST respecto al NS, sin
diferencias entre ellos, y un incremento en el CST respecto al NS a los
30 min sin diferencias con el UST. Ademds, se produjo una reduccion
general a los 30 min en comparacion a los niveles que presentaban al
acabar la prueba. En los niveles de corticosterona (figura 42.B.) el
analisis estadistico mostro un efecto significativo del factor DINAMICA
(X2 (1) =22; p<0,001), FARMACO (X2 (2) =11; p=0,004) y GRUPO (X2
(2) =8; p=0,01). La interaccion BLOQUE*FARMACO tuvo a su vez
efectos estadisticamente significativos (X* (2) =7,06; p=0,02), pero
ningln otro efecto se observé en las interacciones dobles, salvo en la
triple interaccion, que tuvo efectos marginales (X* (4) =8,1; p=0,08). La
descomposicion de la interaccidon indicé que no habia diferencias entre
grupos en los niveles de corticosterona nada mas acabar la prueba, pero
sf a los 30 min. Los animales NS tuvieron niveles de corticosterona mas
elevados en los sujetos administrados con Anta-D1y Anta-D2 respecto
alos administrados con VEH, sin diferencias entre ellos. El grupo Anta-
D2/CST presentd niveles mas elevados que el grupo VEH/CST, sin
diferir con los sujetos Anta-D1/CST. Ademis, el grupo Anta-D2/CST
presentd unos niveles de corticosterona mas elevados que los del grupo
Anta-D2/NS y, marginalmente (p=0,09), con el Anta-D2/UST. Por
ultimo, solo los sujetos del grupo VEH/NS, Anta-D2/NS y VEH/UST
redujeron los niveles de corticosterona en R30 respecto a los niveles
nada mads acabar la prueba (R0), sin embargo el grupo Anta-D1/UST
(p=0,06) y el Anta-D2/UST (p=0,09) tendian a la significaciéon en R30
respecto a R0O. Ninguna otra comparacidn por pares fue significativa.
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Figura 42. Efecto de la administracion de antagonistas dopaminérgicos en la respuesta

hormonal a la FST en sujetos con una historia previa de estrés adolescente.

La prueba fue realizada 8 dias después de la finalizar la tiltima sesion en la caja lanzadera. Las figuras
se han partido en DOS siguiendo los bloques temporales para facilitar su lectura. La figura A indica
los niveles de ACTH (pg/ml) y la B los de corticosterona (ng/ml) nada mds acabar (R0) y 30 min
después (R30). Grupos: NS/VEH (n=9), CST/VEH (n=10), UST/VEH (n=10), NS/Anti-DI (n=8),
CST/Anta-D1 (n=9), UST/Anta-D1 (n=9), NS/Anta-D2 (n=10), CST Anta-D2 (n=10) y UST Anta-
D2 (n=10). Las barras representan la media y el SEM. En la figura A los simbolos indican: *
diferencias vs el grupo NS de su respectivo intervalo, $ diferencias vs el RO. En la figura B los simbolos
representan: * diferencias entre los grupos VEH de su propio tratamiento adolescente en R30, +
diferencias vs el grupo Anta-D1/CST en R30, @ diferencias vs el grupo Anta-D2/NS en el R30, #
tendencia (p=0,09) vs el grupo Anta-D2/CST, $ diferencias vs su correspondiente grupo en RO, %
tendencia vs su respectivo grupo en R0: 1: p=0,06; 2: p=0,09. El niimero de simbolos en las tres figuras

indica el valor de p: uno p< 0,05, dos p< 0,01, tres p< 0,001.
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4. Conclusiones

Atendiendo ala curva de aprendizaje, al tiempo de choque y a la latencia
de respuesta, podemos afirmar que los animales del grupo CST fueron
capaces de adquirir la tarea, aunque el aprendizaje fue inferior al de la
primera cohorte (datos estadisticos no mostrados). A pesar de diferir en
la tasa de adquisicion de la tarea, en esta segunda cohorte se observé un
descenso del miedo condicionado al contexto en las ultimas sesiones
durante el periodo de habituacién evaluado por la actividad motora, que
no se observéd en la primera cohorte. En ambas se observo un descenso
en la actividad durante el ITI en el grupo UST y un incremento en las
CST, difiriendo ambos grupos en el nimero de cruzamientos durante el
ITI en la primera y en las ultimas sesiones.

Los niveles de corticosterona acumulados en pelo fueron superiores,
como era de esperar, en los grupos expuestos a estrés adolescente, pero
sin diferencias mediadas por la controlabilidad. Los niveles de
corticosterona tras la administracion de ACTH sintético no difieren
entre grupos, indicando que la sensibilidad de la glandula adrenal a los
niveles de ACTH no se ve alterada por la exposicion a estrés adolescente.

A nivel conductual observamos un descenso inicial en la conducta
exploratoria a largo plazo, mediada por la exposicién a estrés
adolescente, sin afectar a ningin otro de los parametros estudiados
durante la prueba de hiponeofagia; asi como un descenso en la conducta
de interaccién social activa mediada por la exposicion a estrés
incontrolable durante la adolescencia.

La administracién de antagonistas dopaminérgicos, tanto D1 como D2,
reduce la actividad en la FST y dificulta la recuperaciéon de la
corticosterona en animales sin historia previa de estrés. Cuando los
sujetos administrados son ratas que han pasado por una exposicion
crénica a estrés controlable/incontrolable durante la adolescencia el
impacto de los antagonistas varia. Mientras que ambos potencian sus
efectos en el grupo UST, especialmente el Anti-D2, el impacto de los
antagonistas parece reducirse (o bloquearse) cuando los animales han
experimentado estrés adolescente controlable, especialmente el del
Anti-D1. Los niveles de ACTH indicaron una sensibilizacién en la
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respuesta del eje HPA en ambos grupos, que no se observo en la
corticosterona. La administracion de antagonistas dopaminérgicos
redujo la recuperacion de los niveles de corticosterona 30 min después
de la exposicion respecto a la de vehiculo en los animales del grupo NS.
Los sujetos del grupo Anti-D2/CST mantuvieron unos niveles de
corticosterona mas elevados que el resto de grupos CST y Anti-D2.
Ademas, mientras que los grupos NS y UST reducen, en general, los
niveles de corticosterona de RO a R30, no ocurre lo mismo en los
animales CST en los que en ninguna de las condiciones (FARMACO)
presentd una reduccion.
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Experimento 3: Consecuencias
endocrinas y conductuales de la
exposicion a estrés controlable/
incontrolable durante la adolescencia
en animales de la cepa Long-Evans

1. Planteamientos y objetivos

El paradigma de estrés que hemos utilizado provoca efectos moderados
o leves, que en muchos casos no estin modulados por la controlabilidad.
Ademas, los resultados obtenidos no siempre se replican de un
experimento a otro, por lo que el impacto no parece ser muy robusto.
Por este motivo, hemos explorado variaciones del modelo. El objetivo
de este experimento fue evaluar el impacto del paradigma usado hasta
ahora, en la cepa de ratas Long-Evans que, segin indican datos no
publicados de nuestro grupo (Sanchis-Ollé en preparacion), es mas
vulnerable a las consecuencias de exposicion a estrés. Esperamos que el
impacto de la exposicién a estrés sea mas marcado en las ratas de la cepa
Long-Evans el observado hasta ahora en las ratas Sprague-Dawley.

2. Diseino experimental

Se siguid el mismo procedimiento que los utilizados en los experimentos
1 y 2, salvo que la exposicion se hizo entre el PND 34 y 56 (+1).
Evaluamos la respuesta del eje HPA en las sesiones 1 y 8, la actividad
basal 3 dias después de la altima sesion y las respuestas del eje a un
estimulo estresante heterotipico de baja intensidad (HB) 4 dias después
y a uno de intensidad moderada-alta (FST) 8 dias mas tarde. Se estudid
el impacto sobre la conducta exploratoria en un OF (PND 60 +1), la
conducta social en la prueba de IS (PND 62 +1), el estilo de
afrontamiento en la FST (PND 64 +1), y la anhedonia, evaluada por el
consumo de sacarina (PND 69-74 £1). Treinta dias después de la ultima
sesion en la caja lanzadera (PND 86) todos los sujetos fueron expuestos
ala TWAA.

Un resumen detallo del procedimiento experimental lo podemos ver en
la Tabla 5.
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Tabla 5. Grupos experimentales y disefio Capitulo 3

Experimen PN | PN PN
PND PND PND PND
to D D D
34-56 59 60 62 64 69a74 86
Long-—1" (41 (1) 1) | (1)
Evans (1) | (1) (£1)
Caja | TM | OF psT | M8t
ya Prueb a TWA
NS (12) lanzade | Bas + A 1S + . A
ra al ™ ™ sacatl
na
) Ingest
Caja ™ | OF Prueb EST . TWA
CST (20) | lanzade | Bas + + .
alS sacari A
ra al | TM ™
na
) Ingest
Caja ™ | OF EST
Prueb a TWA
UST (20) | lanzade | Bas + A 1S + . A
ra al | TM ™ sacart
na

Del PND 34 al 56 se realizé la exposicion a estrés adolescente. En el PND 24 y en el 56 se
realizé una TM. En los PND 59, 60 y 64 se extrajeron una TM en condiciones basales, tras
la exposicion a OF y a FST, respectivamente. En los PND 60, 62 y 64 se evaluaron la
conducta durante 10 min de OF, 15 min de prueba de IS y 30 min de FST,
respectivamente. Del PND 69 al 74 se evalud el consumo de sacarina. En el PND 86
fueron expuestos a TWAA.

El niimero entre paréntesis indica la n final. PND: dia postnatal, NS: sin estrés, CST:
estrés controlable, UST: estrés incontrolable, TM: toma de muestra, OF: campo abierto,
IS: interaccion social, FST: prueba de nado forzado, TWAA: evitacion activa en dos
sentidos.

3. Resultados estrés controlable/
incontrolable en Long-Evans

3.1. Caja lanzaderay TWAA

Cuantificamos el nimero de evitaciones, escapes, respuestas nulas, la
cantidad de choque y la latencia de respuesta con el objetivo de evaluar
la adquisicién de la tarea en las ratas del grupo CST. El anlisis
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estadistico se realizé mediante un GEE de un factor (SESION) que tuvo

efecto significativo en el nimero de evitaciones (X* (7) =40,9; p=0,00;
Figura 43.A.), respuestas nulas (X* (6) =40,1; p=0,00; Figura 43.A.),
tiempo de choque (X? (7) =123; p=0,00; Figura 43.B.) y latencia de
respuesta (X*(7) =112; p=0,00; Figura 43.C.), pero no en el nimero de

escapes (Figura 43.A.). Las comparaciones posteriores indicaron un

incremento significativo en el numero de evitaciones de la sesion 1 a las

siguientes, un descenso en las respuestas nulas en las ultimas sesiones

respecto a las tres primeras, en las 4 Gltimas sesiones en el tiempo de

choque respecto a las 4 primeras, y en la latencia de respuesta en las 4

ultimas respecto a las 4 primeras.

A
SO M@AX e
40
o
Q 304
£ *kk
= 20 . L s 18
10+ +
++ % % % %
0 T T T T +-|:|- -t:-+ +:- +‘Ap+
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
30()B
»
~ *k*k
g 2007 o
o %% $$
CCD 100+
O
0 T T T T T T T T

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Evitaciones
Escapes
-+ Nulas
,\16- *kk
() Lﬂ/ ++
o ©121 % $$$
('U +—
c 5 81
=1
c N
1 O 41
x
0 T T T T T T T T

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Figura 43. Desempeiio en la TWAA.

Para cada sesion, la figura A marca el niimero de evitaciones, escapes y respuestas nulas, la B el tiempo de

choque y la C la latencia de respuesta en el grupo CST (n=20). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los

valores representados para optimizar la legibilidad. Los puntos representan la media y el SEM. Los simbolos

indican: * diferencias vs la Sesion 1; + diferencias vs la Sesién 2, % diferencias vs la sesion 3, $ diferencias vs la
sesién 4. El niimero de simbolos marca el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01, tres: p< 0,001.
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Se cuantificé el nimero de cruzamientos (figura 44) durante la fase de
habituacién y el andlisis estadistico se realizé6 mediante un GEE de dos
factores (SESION y GRUPO). Se observé efecto significativo del factor
SESION (X? (7) =504; p<0,001), del factor GRUPO (X? (2) =154;
p<0,001) y de la interaccién SESION*GRUPO (X?(14) =507; p<0,001).
La descomposicion de la interaccion mostr6 un descenso en los grupos
CST y UST en todas las sesiones respecto a la sesién 1, y un incremento
en el NS en las tres ultimas sesiones respecto a la sesion 1. El nimero de
cruzamientos durante la habituacion en todas las sesiones, a excepcion
de la primera, es significativamente inferior en los dos grupos de estrés
repetido respecto al del grupo NS, como era de esperar. En la sesion 2 el
numero de cruzamientos fue superior en el grupo UST que en el CST,
mientras que en la tltima fue marginalmente superior (p=0,059) en el
CST que en el UST, en el resto de sesiones no hubo diferencias entre
estos grupos.
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Figura 44. Numero de cruzamientos durante la fase de habituacién.
Niimero de cruzamientos durante la fase de habituacién para cada sesién en los grupos NS (n=12), CST (n=20)
y UST (n=20). Los puntos representan la media y el SEM. Los simbolos indican: $ diferencias vs la Sesién 1 del
mismo grupo, & diferencias vs la Sesion 2 en el grupo UST, * diferencias vs NS en la misma sesion; + diferencias
vs CST en la misma sesion, # diferencias marginales (p=0,059) vs UST en la sesion 8. El niimero de simbolos
indica el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01, tres: p< 0,001.

Cuantificamos, asimismo, los cruzamientos durante el ITT (figura 45)
en los animales del grupo CST y en la mitad de los del UST (solo fue
posible hacerlo en la mitad por razones técnicas). El analisis estadistico

se realiz6 mediante un GEE de dos factores (SESION y GRUPO). El
efecto del factor GRUPO fue estadisticamente significativo (X*(1) =7,8;
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p=0,005), mientras que los efectos del factor SESION (X? (7) =13,2;
p=0,06) y de la interaccion SESION*GRUPO (X2 (7) =13,3; p=0,06)
fueron marginales. La descomposiciéon de la interaccién indicé un
incremento en el nimero de cruzamientos en el grupo CST respecto a
los cruzamientos en la sesién 1, incremento que no ocurre en el grupo
UST que se mantiene estable a lo largo de las sesiones. Los cruzamientos
durante el ITI son significativamente inferiores en el grupo UST en
comparacion al CST en las sesiones 3, 5, 6 (p=0,059), 7 y 8. El namero
de cruzamientos durante el ITI en el grupo CST correlaciona
positivamente con el nimero de evitaciones a partir de la segunda sesion
(Tabla 6).
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Figura 45. Numero de cruzamientos durante el ITI.

Se grafican el niimero de cruzamientos por cada sesion en los grupos CST (n=20) y UST (n=10). Los
puntos representan la media y el SEM. Los simbolos indican: $ diferencias vs la Sesién 1 del mismo grupo,
& diferencias vs la Sesién 2 del mismo grupo, % tendencia (p=0,056) vs la sesion 1 del mismo grupo, +
diferencias vs el CST en la misma sesion, # tendencia (p=0,059) vs el grupo CST en la Sesion 6. El niimero
de simbolos indica el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01.

Tabla 6. Correlaciones

Sesion r
S1 0,14
S2 0,78***
S3 0,79%**
S4 0,49%
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S5 0,46*

S6 0,59%
S7 0,66**
S8 0,69**

Experimento 3. La tabla muestra la correlacién entre el niimero de evitaciones y el niimero de
cruzamientos durante el ITI en cada sesion (en el grupo CST). *=p<0,05; ***=p<0,001.

Por ultimo, medimos el tiempo de petrificacion en las sesiones 2 y 8
(figura 46). El analisis estadistico se realizé mediante un GEE de dos
factores (SESION y GRUPO). El factor SESION no tuvo efecto
significativo, aunque si lo tuvo el factor GRUPO (X?(2) =876; p<0,001)
y la interacciéon SESION*GRUPO (X* (2) =5,8; p=0,05). La
descomposicion de la interaccion revel6 que el grupo UST realizé menos
tiempo de petrificacion en la segunda sesion que el grupo CST, pero
estas diferencias desaparecian en la sesion 8. Ambos grupos difirieron
del grupo NS en las dos sesiones, porque, como era de esperar, estos no
hicieron practicamente conducta petrificacion.
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Figura 46. Tiempo de petrificacion en las sesiones 2 y 8.

Se muestra el tiempo (s) que los sujetos realizan la conducta de petrificacion durante la fase de
habituacion en las sesiones 2 y 8. Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). Las barras
representan la media y el SEM. Los simbolos indican: *** p< 0,001 diferencias vs el NS de la misma
sesion, + p< 0,05 diferencias vs el CST en la misma sesion.

3.2. Respuesta hormonal a la caja lanzadera

Tras las sesiones 1 y 8 se realizaron dos TM (una nada mas finalizar la
sesion y otra 30 min después). Se analizaron los niveles de corticosterona
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en RO y R30 en las dos sesiones y los de GLU solo en RO. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante un GEE de tres factores (SESION,
DINAMICA y GRUPO) en el caso de la corticosterona y de dos
(SESION y GRUPO) en el caso de la glucosa.

El andlisis estadistico de la corticosterona (figura 47) revel6 un efecto
significativo de los factores SESION (X? (1) =62,7; p<0,001),
DINAMICA (X2(1) =98,1; p<0,001) y GRUPO (X2 (2) =252; p<0,001), y
de las interacciones DINAMICA*GRUPO (X? (2) =108; p<0,001) y
SESION*DINAMICA*GRUPO (X2 (2) =6,4; p=0,04), pero no del resto
de interacciones. La descomposicion de la triple interaccion mostré que
los niveles de corticosterona nada mas acabar ambas sesiones eran
superiores en los grupos CST y UST respecto al NS, y en el CST respecto
al UST. Algo similar se observé en R30 en la primera sesioén y en la
ultima. En los grupos CST y UST se observé un descenso en los niveles
de corticosterona en RO de la sesion 8 respecto al de la sesion 1 y en los
tres grupos se vio un descenso en los niveles de corticosterona en R30 en
la tltima sesidn respecto a la primera.
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Figura 47. Niveles de corticosterona en las sesiones 1y 8.

Niveles de corticosterona (ng/ml) en las sesiones 1 y 8, nada mds acabar (R0) y media hora después (R30) de
finalizar la sesion. Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). Las barras representan la media y el SEM.
Los simbolos indican: * diferencias vs NS, + diferencias vs CST, # diferencias marginales (p=0,09) vs NS, %
diferencias marginales (p=0,06) vs CST, en la misma sesion. El niimero de simbolos marca el valor de p: uno: p<
0,05, tres: p< 0,001. Las diferencias entre RO y R30 y entre sesiones no se especificaron para facilitar la lectura.
El grupo NS difiere en R30 de RO en la primera sesién (p<0,05), pero no en la iiltima. Ambos grupos con estrés
(CST y UST) difieren en R30 de su RO (p<0,001) en ambas sesiones. Los grupos CST y UST tuvieron una
respuesta inferior en la sesién 8 en RO que en la sesién 1 (p<0,001) y fue marginal en el NS (p=0,06). En R30
descendié en la ultima sesion respecto a la primera en el grupo NS (p<0,05), CST (p<0,001) y marginalmente en
el UST (p=0,07).
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En los niveles de glucosa (figura 48) no hubo efecto significativo del
factor SESION, pero si del factor GRUPO (X?(2) =58,9; p<0,001) y de la
interaccion SESION*GRUPO (X?(2) =6,8; p=0,03). La descomposicion
de la interaccion mostr6 que los niveles de glucosa fueron superiores en
los grupos CST y UST, respecto al NS en la primera y altima sesidn, pero
sin diferencias entre ellos. Asimismo, los niveles de glucosa del grupo
CST fueron superiores en la tltima sesién que en la primera, mientras
que en los demas grupos la respuesta se mantuvo estable.
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Figura 48. Niveles de Glucosa en las sesiones 1y 8.

Niveles de glucosa (mg/dl) en las sesiones 1 y 8 nada mds acabar la sesién. Grupos: NS (n=12), CST
(n=20) y UST (n=20). Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican: *
diferencias vs NS en la misma sesion, $ diferencias vs la sesién 1 de su mismo grupo. El niimero de
simbolos marca el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01, tres: p< 0,001.
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3.3. Impacto sobre el peso

Se estudi6 el incremento de peso (figura 49) del dia previo a la primera
sesion en la TWAA ala ultima. El andlisis estadistico se realizo mediante
un GzLM de un factor (GRUPO) que fue estadisticamente significativo
(X* (2) =8,6; p=0,01). La comparaciéon posterior indicé que el
incremento de peso fue inferior en el grupo CST y, marginalmente
(p=0,056), en el UST, respecto al NS, sin diferencias entre los primeros
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Figura 49. Incremento de peso (gr) del dia previo a la sesionl al dia posterior a la sesion 8.
Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). Las barras representan la media y el SEM. Los
simbolos indican: * p< 0,05 diferencias vs NS, # diferencias marginales (p=0,059) vs NS.

3.4. Consecuencias sobre la actividad de eje HPA
(respuesta de corticosterona)

Evaluamos el impacto de la  exposicion a  estrés
controlable/incontrolable sobre los niveles basales de corticosterona y su
respuesta a un estimulo de intensidad baja (OF) y otro de intensidad
moderada-alta (FST), 3, 4 y 8 dias después de finalizar la exposiciéon a
estrés adolescente, respectivamente. Un animal fue eliminado del grupo
UST porque hubo que parar su exposicién a FST antes de finalizar los
30 min, debido a que era incapaz de adoptar la conducta de inmovilidad
y tenia problemas de flotabilidad. El andlisis estadistico se realizo
mediante un GzLM de un factor (GRUPO) en los dos primeros casos, y
un GEE de dos en el tltimo (DINAMICA y GRUPO), dado que se
llevaron a cabo dos TM tras la FST (RO y R30).

No hubo efecto significativo en los niveles basales (figura 50.A), ni tras
la exposicion al OF (figura 50.B.). Si los hubo tras la exposicion a FST
(figura 50.C.): un efecto del factor GRUPO (X?(2) =12,8; p=0,002) y del
factor DINAMICA (X2 (1) =4,0; p=0,04), pero no de la interaccién. El
contraste posterior del factor GRUPO indicé que los animales que
habian sido expuestos a estrés adolescente mostraron una respuesta de
corticosterona superior que los no expuestos, sin diferencias entre ellos.
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Figura 50. Niveles de corticosterona a nivel basal (A), tras OF (B) y FST (C).
Se muestran los niveles de corticosterona (ng/ml) en la figura A sin exposicién a estrés (basal, 3 dias después
de la ultima sesién), en la B tras la exposicion a OF (4 dias después de la ultima sesion) y la C nada mds
acabar (RO) y 30 min después (R30) de acabar la exposicién a FST (8 dias después de la tiltima sesién).
Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores
representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos
indican: * diferencias vs NS. El niimero de simbolos marca el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01.

3.5. Consecuencias conductuales (conducta
exploratoria, la interaccion social, las
estrategias de afrontamiento y la anhedonia)

La conducta exploratoria durante el OF se evalto 4 dias después de la
ultima sesién y se analiz6 dividiendo la prueba en dos bloques de 5 min.
En ambos se cuantific6 el tiempo de permanencia en el centro (figura
51.A.), asi como la distancia recorrida en el centro (figura 51.B.), la
periferia (figura 51.C.) y en total (figura 51.D); y el numero de
alzamientos (figura 51.E.). El analisis estadistico se realizé mediante un
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GEE de dos factores (BLOQUE y GRUPO). En el tiempo que
permanecieron en el centro hubo efecto marginalmente significativo del
factor GRUPO (X?(2) =5,3; p=0,06), pero no del factor BLOQUE, ni de
la interaccion entre ambos. La comparaciones posteriores del factor
GRUPO mostraron que los animales del grupo CST estaban menos
tiempo en el centro (marginal; p=0,06) que el grupo NS, sin diferencias
de ninguno con el grupo UST. En la distancia recorrida en el centro no
se observo un efecto significativo del factor GRUPO, pero si del factor
BLOQUE (X?(1) =3,9; p=0,04) y de la interaccion BLOQUE*GRUPO
(X*(2) =6,8; p=0,03). La descomposicion de la interaccion mostrd que el
grupo CST y, marginalmente, el UST (p=0,07) recorrieron menos
distancia en el centro durante los primeros 5 min que el grupo NS, sin
diferencias entre los primeros. En los tltimos 5 min los tres grupos se
equiparan. En la distancia recorrida en la periferia no se hall6 efecto
significativo del factor GRUPO, pero si del BLOQUE (X* (1) =211;
p<0,001) y de la interaccién entre ambos (X? (2) =10,4; p=0,006). La
descomposicion de la interaccidon no revel6 cambios entre grupos, y solo
se observé un descenso en la distancia recorrida por cada grupo en los
ultimos 5 min respecto alos 5 primeros. En la distancia recorrida en total
el factor GRUPO no tuvo efecto significativo, pero si el BLOQUE (X?(1)
=202; p<0,001) y la interaccién entre ambos (X?(2) =12,0; p=0,002). La
descomposicion de la interaccion indicéd que el grupo UST recorrio
marginalmente (p=0,09) menos distancia en total durante los primeros
5 min que el grupo NS, sin diferencias con el CST de ninguno de ellos.
En los ultimos 5 min los tres grupos recorrieron menos distancia y fue
similar entre ellos. En el nimero de alzamientos se observd efecto
significativo del factor BLOQUE (X?* (1) =43,7; p<0,001), pero no del
factor GRUPO, ni de la interaccién entre ambos.
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Figura 51. Conducta exploratoria en el OF.

La conducta en la OF se evaliio 4 dias después de la tiltima sesion en la caja lanzadera. Se grafica la conducta en el
OF (10 min) dividiendo la sesion en dos intervalos de 5 minutos. La figura A representa el tiempo (s) de
permanencia en el centro, la B distancia (cm) recorrida en el centro, la C en la periferia y la D en total (centro +
periferia). La figura E representa el niimero de alzamientos. Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). La
escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras
representan la media y el SEM. Los simbolos indican: * diferencias vs NS de su intervalo, # diferencias marginales
vs NS de su intervalo en la figura B: p=0,07 y en la D: p=0,09, y vs NS en global en la figura A: p=0,06; $
diferencias vs los primeros 5 min de su mismo grupo experimental, salvo en la figura E que es en conjunto. El
niimero de simbolos marca el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01, tres: p< 0,001.
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La conducta de interaccion social fue medida en la prueba de IS 6 dias
después de la ultima sesién en caja lanzadera. Se cuantificaron tres tipos
de conducta durante la prueba: la interaccién social activa (figura
52.A.), la conducta de seguimiento (figura 52.B.) y la conducta de
interaccion social pasiva (figura 52.C.), dividiendo la sesién en tres
bloques temporales (0-5, 5-10 y 10-15 min). El andlisis estadistico se
realizé mediante un GEE de dos factores (BLOQUE y GRUPO). En la
conducta de interaccion activa hubo efecto marginalmente significativo
del factor BLOQUE (X?*(2) =5,79; p=0,055), pero no en el factor GRUPO
o en la interaccién entre ambos. La comparaciéon posterior del factor
BLOQUE indicé un descenso marginal (p=0,052) en el tiempo de
conducta activa durante los 5 ultimos minutos respecto a los primeros,
sin diferencias entre los otros bloques temporales. En la conducta de
seguimiento se observé efecto significativo del factor BLOQUE (X2 (2)
=164; p<0,001), pero no del factor GRUPO o de la interaccion entre
ambos. La comparaciéon por parejas del factor BLOQUE mostré un
descenso progresivo en el tiempo de seguimiento del primer bloque al
ultimo. En la conducta de interaccion pasiva el factor BLOQUE tuvo
efecto significativo (X*(2) =9,05; p=0,01), pero no el factor GRUPO o la
interaccion entre ambos factores. La comparacion posterior mostrd un
incremento en el ultimo bloque temporal respecto al primero en el
tiempo de interaccidn pasiva, sin mads diferencias entre bloques.
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Figura 52. Conducta de interaccion social.
La interaccién social se evalud 6 dias después de la tiltima sesién en la caja lanzadera. Se grafica la conducta
en prueba de IS (15 min) dividiendo la sesién en tres intervalos de 5 minutos. La figura A representa el
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tiempo (s) de interaccién social activa, la B el de conducta de seguimiento y la C de interaccion social pasiva.
Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores
representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el SEM. Los simbolos
indican: $ diferencias vs los primeros 5 min, & diferencias vs los 5 minutos intermedios, # diferencias
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Las estrategias de afrontamiento se evaluaron mediante la FST 8 dias
después de la dltima sesion en la caja lanzadera. Se midieron las
conductas de escape (figura 53.A.), nado suave (figura 53.B.) e
inmovilidad (figura 53.C.) durante los primeros 5 min de la prueba
(después realizaron inmovilidad, predominantemente). Se analizd
estadisticamente mediante un GzLM de un factor (GRUPO), pero no
hubo ningun efecto significativo en ninguna de las tres conductas

estudiadas.
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Figura 53. Conducta en la FST.

La conducta en la FST se evalud 8 dias después de la iiltima sesion en la caja lanzadera. Se muestra la
conducta en la FST durante los primeros 5 min. La figura A representa el tiempo (s) de escape, la B el de
nado suave y la C de inmovilidad. Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). La escala de cada
grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan
la media y el SEM.

Trece dias después de la tltima sesion en la caja lanzadera se evaluaron
conductas similares a la anhedonia a través de la medicion del consumo
preferente de sacarina a las 4 h (para evaluar la neofobia alimentaria;
figura 54.A.) de colocar las botellas y cada dia durante 6 dias (para
evaluar anhedonia; figura 54.B.). El analisis estadistico de las 4 primeras
horas se realizé6 mediante un GzLM de un factor (GRUPQ), mientras
que el consumo diario se analizé6 mediante un GEE de dos factores (DIA
y GRUPO). El factor GRUPO tuvo efecto significativo en el consumo
durante las 4 primeras horas (X? (2) =11,1; p=0,004). El contraste
posterior mostrd un consumo inferior en los grupos CST y UST respecto
al NS durante las primeras 4 h, sin diferencias entre los primeros. En el
consumo durante los 6 dias el factor GRUPO (X*(2) =7,5; p=0,02) y el
factor DIA (X2 (5) =41,5; p=0,00) tuvieron efecto significativo, pero no
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Sacarina 4 h (ml)

Se muestra el consumo de sacarina (ml). La figura A representa el consumo durante las primeras 4 h y la B
el consumo diario durante 6 dias. Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). La escala de cada grdfica
(eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras y los puntos
representan la media y el SEM. Los simbolos indican: * diferencias vs NS, # diferencias marginales (p=0,06)

la interaccién entre ambos. La comparacidén posterior mostré que el
consumo global fue inferior en los grupos CST y, marginalmente
(p=0,06), en el UST, respecto al NS, sin diferencias entre los primeros,
asi como fluctuaciones en el consumo a lo largo de las sesiones. El
consumo de agua (datos no mostrados) se evalué durante este periodo
pero se mantuvo en niveles muy bajos y en ningun caso tuvo efectos
significativos. También valoramos si el peso de los animales podria
mediar el consumo de sacarina pero el ANCOVA no revel6 efecto
significativo del pelo.
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Figura 54. Consumo preferente de sacarina.

vs el NS. El niimero de simbolos marca el valor de p: dos: p< 0,01. Las fluctuaciones entre dias no se

indicaron en la grdfica para favorecer la legibilidad. El consumo fue inferior en los dias 2 y 3 respecto al
primero (p<0,05), en el dia 5 fue superior respecto al dia respecto al dia 2 (p<0,05), 3 (p<0,01) y 4 (p<0,05),

y en el dia 6 respecto al dia 1 (p<0,05), 2 (p<0,001), 3 (p<0,001), 4 (p<0,001) y 5 (p<0,05).
3.6. TWAA a largo plazo

Expusimos todos los grupos ala TWAA en la edad adulta (PND 86) para
estudiar como afecta la experiencia previa en la caja lanzadera (NS, CST
y UST) durante la adolescencia en la adultez. Evaluamos el tiempo de
petrificacion y los alzamientos durante la habituacién, los cruzamientos
durante la habituacion y el ITI, el numero de evitaciones, escapes, nulas
y el tiempo de choque. Asimismo, analizamos el progreso temporal en
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la TWAA dividiendo el namero de evitaciones, escapes, respuestas nulas
y tiempo de choque en 5 bloques de 10 ensayos. El analisis estadistico se
realizd mediante un GzLM de un factor (GRUPO), salvo en el caso de la
progresion de la sesion que se utilizé un GEE de dos factores (BLOQUE
y GRUPO).

En el tiempo de petrificacion el factor GRUPO tuvo efecto significativo
(X*(2) =205; p=0,00; figura 55.A.). La comparacion posterior indicé que
los animales de los grupos CST y UST realizaron mas conducta de
petrificacion, como era de esperar, que el grupo NS. Los animales del
grupo UST estuvieron, marginalmente (p=0,06), mas tiempo en
conducta de petrificacion que el grupo CST. En el ndamero de
alzamientos el factor GRUPO tuvo efecto significativo (X* (2) =748;
p=0,00; figura 55.B.). La comparacién posterior indico que los grupos
con estrés adolescente realizaron menos alzamientos que los del grupo
NS, sin diferencias entre los primeros. El nimero de cruzamientos
durante la habituacién tuvo efecto significativo del factor GRUPO (X2
(2) =108; p=0,00; figura 55.C.). La comparacion posterior indicd que
fue superior en el grupo NS que en los otros dos grupos experimentales,
sin diferencias entre estos. En el nimero de cruzamientos durante el ITI
el factor GRUPO tuvo efecto significativo (X*(2) =30,5; p=0,00; figura
55.D.) La comparacion posterior indicd que el nimero de cruzamientos
durante el ITI fue superior en el grupo CST que en los otros dos grupos
experimentales, sin diferencias entre estos.
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Figura 55. Conducta durante la habituacién y el ITIL.

La figura A representa el tiempo que realizan petrificacion (s) durante la habituacién, la B el niimero
de alzamientos y la C el niimero de cruzamientos. La figura D muestra el niimero de cruzamientos
durante el ITL Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). La escala de cada grifica (eje Y) se

adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las barras representan la media y el

SEM. Los simbolos indican: *** p< 0,001 diferencias vs NS, +++ p< 0,001 vs CST, # diferencias
marginales (p=0,06) vs CST.

En el nimero de evitaciones se observo un efecto significativo del factor
GRUPO  (X? (2) =21,4; p<0,001; figura 56.A.). La comparacion
posterior mostréd que los animales del grupo CST realizaron mas
evitaciones que los otros dos grupos, sin diferencias entre estos. En el
nimero de escapes hubo un efecto significativo del factor GRUPO (X2
(2) =19,2; p<0,001; figura 56.B.). La comparacion posterior indicé que
el numero de escapes fue inferior en el grupo CST que en los otros dos
grupos experimentales, sin diferencias entre estos. En el ntimero de
respuestas nulas hubo efecto del factor GRUPO (X?(2) =10,3; p=0,006;
figura 56.C.). La comparacion posterior indicé que el nimero de
respuestas nulas fue superior en el grupo UST que en los otros dos
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grupos, sin diferencias entre ellos. En el tiempo de choque se hall6 efecto
significativo del factor GRUPO (X?(2) =28,9; p<0,001; figura 56.D.). La
comparacion posterior mostrd que el tiempo de choque fue inferior en
el grupo CST que en los otros dos grupos experimentales, sin diferencias
entre ellos. En la latencia de respuesta se observé un efecto significativo
del factor GRUPO (X?*(2) =30,7; p<0,001; figura 56.F.). La comparacion
posterior indic6 que la latencia de respuesta es inferior en el CST que en
los otros dos grupos, sin diferencias entre ellos.
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Figura 56. Conducta en la TWAA.
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La figura A representa el niimero de evitaciones, la B el de escapes, la C el de respuestas nulas, la de D el
tiempo (s) de choque y la F la latencia de respuesta (s). Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20).
La escala de cada grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Las
barras representan la media y el SEM. Los simbolos indican: * diferencias vs NS, + vs CST. El niimero de
simbolos marca el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01, tres: p< 0,001.

En el analisis por bloques, en el nimero de evitacion se observo efecto
significativo del factor BLOQUE (X? (4) =35,8; p<0,001; figura 57.A.),
GRUPO (X*(2) =21,6; p<0,001) y de la interaccion entre ambos (X?(8)
=16,0; p=0,04). La descomposicion de la interaccion mostré que el grupo
CST realizé mas evitaciones que los otros dos grupos todos los bloques.
El grupo UST realizd, marginalmente (p=0,06), menos evitaciones en el
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primer bloque que el grupo NS, pero mas en el ltimo; sin diferencias en
los bloques intermedios. En el nimero de escapes se observé un efecto
significativo del factor BLOQUE (X? (4) =19,1; p=0,001; figura 57.B.),
GRUPO (X*(2) =19,4; p<0,001) y de la interaccion entre ambos (X?*(8)
=19,9; p=0,01). La descomposicién de la interaccion indicd que en el
primer bloque no hubo diferencias entre grupos, pero si en los cuatro
siguientes, en los que el grupo CST realizé menos escapes que los otros
dos grupos. El grupo UST realiz6 menos escapes en el ultimo bloque que
el grupo NS, sin diferencias entre ellos en los bloques previos. En el
numero de respuestas nulas se observo un efecto significativo del factor
BLOQUE (X* (4) =13,4; p=0,009; figura 57.C.), GRUPO (X*(2) =12;
p=0,002) y de la interacciéon entre ambas (X? (6) =13,7; p=0,03). La
descomposicion de la interaccion indicé que el namero de respuestas
nulas fue superior en el grupo UST que en el CST en el primer bloque,
sin diferencias con el NS de ninguno de ellos. En el resto de bloques no
hubo diferencias entre grupos. En el tiempo de choque se observo efecto
significativo del factor BLOQUE (X*(4) =35,3; p<0,001; figura 57.D.),
GRUPO (X?(2) =50; p<0,001) y de la interacciéon entre ambos (X* (8)
=23,3; p=0,003). La descomposicion de la interaccion indicé que el
tiempo de choque fue inferior en todos los bloques en el grupo CST que
en los otros dos grupos, sin diferencias entre ellos hasta el altimo bloque
en los que el tiempo de choque fue inferior en el UST que en el NS.
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Figura 57. Conducta en la TWAA por bloques.

La figura A representa el niimero de evitaciones en cinco bloques de diez ensayos, la B el de escapes, la C el de
respuestas nulas y la de D el tiempo (s) de choque. Grupos: NS (n=12), CST (n=20) y UST (n=20). La escala de cada
grdfica (eje Y) se adapta a los valores representados para optimizar la legibilidad. Los puntos representan la media
y el SEM. Los simbolos indican: * diferencias vs NS, + vs CST, #= diferencias marginales (p=0,06) vs NS. El niimero
de simbolos marca el valor de p: uno: p< 0,05, dos: p< 0,01, tres: p< 0,001. Las diferencias entre bloques no se
afiadieron para favorecer la legibilidad.

4. Conclusiones

Los parametros estudiados durante la tarea en la caja lanzadera indican
que las ratas CST aprendieron la tarea progresivamente. Los animales
del grupo UST muestran menos miedo condicionado en la sesién 2 que
los animales del grupo CST, pero se igualan en la 8. En las Long-Evans
no observamos la amortiguacion de la respuesta del eje HPA provocada
por la exposicion repetida a estrés controlable, sino que observamos que
en el grupo expuesto a estrés incontrolable, ya en la sesion 1, los niveles
de corticosterona son inferiores a lo del CST. La exposiciéon a estrés
adolescente provoca una reduccion en la distancia recorrida en el centro
del OF en ambos grupos, pero no tienen ningin impacto sobre la
interaccion social, ni sobre el estilo de afrontamiento en la FST. La
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exposicion a choque eléctrico en las patas de forma repetida durante la
adolescencia provocé anhedonia evaluada por el consumo preferente de
sacarina, sin que hubiese mediacion de la controlabilidad. Por dltimo, la
exposicion a la TWAA en la edad adulta indicé que los animales
expuestos a estrés incontrolable acaban adquiriendo mejor la tarea, si
atendemos al ultimo bloque, que los animales que no son expuestos a
estrés en la adolescencia, a pesar de que al inicio de la sesiéon (10
primeros bloques) tienen un desempeno inferior al NS.
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Discusion
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El objeto de este estudio ha sido evaluar la influencia de la
controlabilidad en las consecuencias endocrinas y conductuales de la
exposicion repetida a estrés durante la adolescencia, y su relaciéon con
cambios en el SNC vy el sistema dopaminérgico. El estimulo estresante
utilizado fue el choque eléctrico en las patas y el grupo de estrés
controlable (CST) realizaba una tarea de evitacion/escape de choques
eléctricos en una caja lanzadera (TWAA). El grupo de estrés
incontrolable (UST) recibié la misma cantidad de choque eléctrico que
su homologo del CST sin que su conducta alterase la probabilidad de la
aparicion o finalizacion de los choques. Un tercer grupo (NS) se expuso
a las mismas condiciones que los dos anteriores, pero sin ser expuestos
al estimulo aversivo. Los primero estudios se llevaron a cabo con la cepa
Sprague-Dawley. La ultima parte de este trabajo tuvo la finalidad de
estudiar posibles diferencias en el impacto de este paradigma de estrés
en una cepa de ratas mas susceptible a ciertos aspectos del estrés como
es la cepa Long-Evans.

1. Cajalanzaderay TWAA (Experimentos1y
2)

La adquisicién de la TWAA viene afectada por factores como la
ansiedad, la reactividad emocional y las estrategias de afrontamiento
(Steimer y Driscoll 2003). Para realizarla correctamente el sujeto debe
aprender a inhibir la respuesta defensiva de petrificacién ante el CS y el
US y poder asi realizar la respuesta operante adecuada: cruzar al
compartimento contrario a donde va a recibir o esta recibiendo el
choque.

En las ratas Sprague-Dawley el numero de evitaciones se fue
incrementando a lo largo de las sesiones, mientras que, como era de
esperar, descendia el namero de escapes. La tasa de adquisicion de la
TWAA se increment6 hasta alcanzar en general una asintota a partir de
la tercera sesion. La respuesta de huida se aprendi6 rapidamente en la
primera sesion y la latencia de respuesta se redujo a lo largo de las
sesiones a medida que se iba adquiriendo la tarea. Las respuestas nulas
se mantuvieron a un nivel muy bajo durante todas las sesiones. El
patrén de respuesta obtenido en el presente estudio concuerda con los
datos previos de nuestro laboratorio (Sanchis-Ollé etal. 2019). No
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obstante, el nivel de adquisicién de la tarea fue superior en el primer
experimento que en el segundo.

Los estudios previos han demostrado que existen diferencias
individuales en la adquisicion de la tarea y una relacion con la edad. En
ratas adultas, Galatzer-Levy y colaboradores (2014) han identificado
cuatro grupos de animales en funcién del patrédn de adquisicion de la
tarea: los que realizan muchas evitaciones ya en la segunda sesion (rapid-
avoiders), los que van incrementando progresivamente el numero de
evitaciones (modal-avoiders), los que presentan una tasa de adquisicion
de la tarea muy lenta (slow-avoiders) y los que no llegan a adquirir la
tarea de evitacidn (non-avoiders). Estos ultimos, dada la nula
adquisicion de la tarea, se suelen eliminar en la mayoria de los estudios.
Las diferencias en la adquisicion de la tarea entre tandas podrian
explicarse por la preponderancia de “modal-avoiders” y “slow-avoiders”
en el segundo experimento. Respecto a la edad, estudios previos indican
que entre el PND 28 y 51 se optimiza el aprendizaje de esta tarea en
comparacion con edades inferiores y superiores (Bauer 1978), aunque
otros estudios muestran un incremento progresivo en la tasa de
aprendizaje de la tarea desde la infancia a la edad adulta (Gruss et al.
2010; Sprowitz et al. 2013).

Ademas de estudiar la tasa de aprendizaje en el grupo CST, evaluamos
en los tres grupos la adquisicion de miedo condicionado al contexto (la
caja lanzadera) durante los 5 min previos a cada sesion. La exposicion a
choques eléctricos genera miedo condicionado y, por lo tanto,
petrificacion (Fendt y Fanselow 1999; Daviu et al. 2010). En el presente
trabajo no analizamos el tiempo de petrificaciéon ni el ntmero de
alzamientos en los experimentos llevados a cabo con la cepa Sprague-
Dawley, porque ya fueron analizados previamente en estudios de
nuestro grupo, sin que se observaran diferencias entre los grupos CST y
UST en ninguno de los dos parametros estudiados (Sanchis-Oll¢ 2018).
Con todo, si que estudiamos las posibles diferencias en el nimero de
cruzamientos durante el periodo de habituacion. En las tltimas sesiones
del segundo experimento, los CST realizaron mas cruzamientos que los
UST, de acuerdo con nuestros datos previos (Sanchis-Ollé 2018),
aunque las diferencias fueron pequenas. Es posible que el namero de
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cruzamientos sea una medida complementaria algo mas sensible del
miedo condicionado al contexto que la petrificacion o los alzamientos,
aunque las diferencias entre los grupos CST y UST, en el caso de que
sean detectables, son consistentemente de poca magnitud. Destacar que
los tres grupos experimentales no difirieron en el numero de
cruzamientos durante la primera exposicion a la caja lanzadera, como
era de esperar al ser una medida previa al tratamiento.

Otra medida adicional que puede evaluarse en la caja lanzadera es el
numero de cruzamientos entre ensayos. Realizar cruzamientos durante
el ITI en el grupo CST puede facilitar la realizaciéon de evitaciones y la
adquisicion de la tarea (Vicens-Costa et al. 2011; Galatzer-Levy et al.
2014). En este estudio, el niumero de cruzamientos durante el ITT se
incremento progresivamente de la primera a la tltima sesion en el grupo
CST. En el UST se observo un patrén opuesto, siendo los cruzamientos
de éstos superiores en la primera sesidn, pero inferiores en las ltimas
sesiones. El comportamiento de los grupos fue parecido en ambos
experimentos y al observado en estudios previos de nuestro laboratorio
con animales adultos (Cordén-Morillas 2019). Si interpretamos los
cruzamientos durante el ITI como una conducta de afrontamiento
activo, el patron observado en el grupo UST podria indicar el desarrollo
de indefension aprendida a medida que experimentan la falta de
contingencia entre su conducta y la aparicion de los choques. En cambio,
en el grupo CST esta medida reflejaria la adquisicion de la tarea y de la
respuesta operante, ya que el namero de evitaciones se incrementé en
paralelo al de cruzamientos durante el ITI y de hecho ambos pardametros
correlacionan positivamente a partir de la segunda sesion.

2. Consecuencias de la exposicion a estrés
controlable/incontrolable (Experimentos 1y
2)
2.1. Consecuencias endocrinas

Estudios previos de nuestro laboratorio (Sanchis-Ollé et al. 2019) han
mostrado que la respuesta hormonal del eje HPA (evaluada por los
niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona) no diferia entre los dos
grupos expuestos a estrés (CST y UST) en la primera sesion, pero si en
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la tltima, en la que dicha respuesta era menor en el grupo CST que en el
UST. En el presente trabajo quisimos valorar si los niveles globales de
corticosterona durante todo el periodo de exposiciéon a estrés eran
superiores en el grupo UST que en el CST. Para ello medimos los niveles
de corticosterona acumulados en el pelo, que representarian una
integracion de toda la corticosterona liberada durante todo el periodo
de exposicion a choques en la caja lanzadera (Scorrano et al. 2015). Los
niveles fueron superiores en ambos grupos respecto al grupo NS, como
era de esperar de una situacion de estrés crénico (Scorrano et al. 2015),
pero no se observd efecto de la controlabilidad. Por tanto, podemos
suponer que las posibles diferencias en la respuesta hormonal mediadas
por la controlabilidad son relativamente pequefias y no se reflejan en la
acumulacion global en el pelo a lo largo de las semanas de exposicion a
choques.

Datos previos en la literatura utilizando también la TWAA pero en ratas
adultas indican que la exposicion repetida a estrés incontrolable (UST),
pero no a controlable (CST), incrementa los niveles basales de
corticosterona al dia siguiente a la dltima sesién (Lucas et al. 2014), lo
que sugiere indirectamente un mayor impacto del estrés incontrolable,
al menos en esta ultima sesion. Datos previos de nuestro grupo
utilizando ratas adolescentes no mostraron diferencias en los niveles
basales de ACTH o corticosterona ni a los tres dias de la dltima sesion
ni 60 dias después (Sanchis-Ollé 2018), lo que no es extrano, dado que
el incremento en los niveles basales de corticosterona tras estrés crénico
de elevada intensidad desaparecen en pocos dias, al menos en animales
adultos en los que existen datos al respecto (Ottenweller etal. 1992;
Servatius et al. 1994). En el presente estudio valoramos la actividad basal
8 dias después de finalizar la exposicion a la caja lanzadera, observando,
tan solo en los sujetos UST, un incremento marginal en los niveles de
ACTH, pero no de corticosterona.

Tras la exposicion repetida a estimulos estresantes que rebasan un cierto
nivel de intensidad, la respuesta del eje HPA a un nuevo estimulo
estresante (heterotipico) puede estar sensibilizada (Belda et al. 2015).
Por ello quisimos estudiar cémo la exposicion repetida a choque
eléctrico durante la adolescencia y la posibilidad de control sobre los
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mismos afectaba a la sensibilizacién. En nuestro caso, estudiamos la
respuesta endocrina a estimulos heterotipicos 4 y 5 dias después de la
ultima exposicion a la caja lanzadera en el primer experimento y 8 dias
después en el segundo. En el primer experimento observamos
sensibilizacion de la respuesta del eje HPA sélo en los animales UST,
reflejada en los niveles de ACTH tras la exposicion a un estimulo de baja
intensidad (OF) y en los niveles de corticosterona tras la exposicién a
uno de moderada-alta intensidad (FST). Un aspecto a comentar es
porqué observamos una sensibilizacion en la ACTH tras el OF y en la
corticosterona tras la FST. En la primera prueba la duracién fue de 10
min, periodo 6ptimo para detectar sensibilizacion heterotipica si se
valoran los niveles de ACTH (Belda et al. 2016), pero no para que la
respuesta de ACTH se refleje en la corticosterona cuyo méximo esta
sobre los 30 min (Armario 2006a). En cambio, la duracién de la segunda
prueba no era la apropiada para detectar sensibilizacion de la ACTH ya
que ésta suele reducirse o desaparecer tras los 30 min de estrés (Belda et
al. 2016), pero si era Optima para que la corticosterona pudiera reflejar
la sensibilizacién inicial de la ACTH.

Aunque en el primer experimento observamos sensibilizacién de la
corticosterona en respuesta a la FST tan solo en el grupo UST, en el
segundo experimento observamos una sensibilizacion de la respuesta al
FST que afecté sobre todo a la ACTH (a la corticosterona solo
modestamente en la fase pos-nado) y fue aparentemente similar en los
grupos CST y UST. Dejando de lado la posible interferencia con los
farmacos en el segundo experimento, es evidente que la sensibilizacion
del eje HPA es moderada en magnitud y las diferencias entre los grupos
CST y UST parecen ser siempre muy pequeiias, lo que puede explicar las
inconsistencias. En estudios previos de nuestro laboratorio utilizando el
mismo modelo (Sanchis-Ollé 2018) se ha observado sensibilizacion de
la respuesta de la ACTH a la FST en los grupos CST y UST, y de la
respuesta de la corticosterona tan solo en el grupo UST. Aunque hay
algunas diferencias metodoldgicas entre uno y otro, quizas la mas critica
sea la duracion de la exposicion a la FST (20 min y no 30 min como en
el presente estudio), dado que la sensibilizacion se manifiesta mas
claramente con estimulos de corta duracion. En cualquier caso, la poca
magnitud de la sensibilizacién del eje HPA es esperable considerando
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que ésta solo es observable tras una historia previa de estrés de elevada
intensidad y es muy evidente en las primeras 48 h para ir desapareciendo
alo largo de los dias (Belda et al. 2016).

Cuando los cambios son pequeiios, como es el caso de la sensibilizacion
en nuestras condiciones, la relacion entre ACTH y corticosterona es mds
compleja debido a la clara diferencia en la dindmica temporal de
respuesta entre ambas hormonas. No obstante, no podiamos descartar
que el tratamiento previo hubiera dado lugar a diferencias en la
respuesta de la adrenal a los niveles circulantes de ACTH. Se ha
observado que tras la exposicion a estrés repetido puede observarse una
mayor respuesta de corticosterona a un estrés heterotipico que no esta
mediada por una sensibilizacién de la ACTH sino por un cambio en la
respuesta maxima de la corteza adrenal (Armario et al. 1985; Armario et
al. 1988b; Ulrich-Lai etal. 2006). Para estudiar esta posibilidad
administramos ACTH a una dosis capaz de dar lugar a una respuesta
maxima de la corteza adrenal (Armario et al. 1988b; Ulrich-Lai et al.
2006). También analizamos los niveles de ACTH tras la administracion
exdgena para descartar posibles cambios en la metabolizacion de esta
hormona. No observamos diferencias entre grupos en los niveles
plasmaticos de ACTH y tampoco en los de corticosterona, lo que indica
que la exposicion repetida a choques no ha modificado la respuesta
maxima de la corteza adrenal a la ACTH. Estos resultados sugieren que
los cambios en la respuesta del eje HPA estarian mediados por procesos
de sensibilizacion situados a nivel hipofisario o supra-hipofisario y no
por cambios en la capacidad maxima de respuesta de la corteza adrenal.
No obstante, existen multiples evidencias de una modulacién por el SNC
de la sensibilidad de la corteza adrenal a los niveles circulantes de ACTH,
mediada por la inervaciéon simpdtica de la adrenal (Ulrich-Lai y
Engeland 2000; Engeland y Arnhold 2005), fendmeno que ha sido poco
investigado en situaciones de estrés crénico y podria contribuir a las
divergencias en la respuesta de ambas hormonas.

Como se detalla en la introduccién (apartado 5), otros estudios con
diversos modelos de exposicion a estrés adolescente han sido incapaces
de detectar sensibilizacion del eje HPA en respuesta a estimulos
estresantes heterotipicos (Jankord et al. 2011; Lui et al. 2012; Cotella et
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al. 2019), exceptuando un estudio en el que las ratas fueron expuestas
durante 21 dias a 6 h diarias de inmovilizacién en tubo y la respuesta al
nuevo estrés se estudio justo al dia siguiente (Eiland et al. 2012). Incluso
en este caso, tan solo se analizaron los niveles de corticosterona, lo que
puede dar lugar a interpretaciones erréneas respecto a la sensibilizaciéon
del eje HPA (ver Armario et al. 1985).

2.2. Consecuencias conductuales

En el presente estudio evaluamos el impacto de la exposicion a estrés en
varias pruebas conductuales: OF y FST en el experimento 1 e interaccion
social, FST e hiponeofagia en el experimento 2. Comentaremos los
resultados en funcién del dia pos-estrés en el que se han evaluado
(haciendo siempre referencia al experimento en el que se estudiaron),
excepto en el caso del FST en el que se han centrado gran parte de los
estudios de la presente tesis y cuyos resultados se discutiran en ultimo
lugar.

Dos dias después de finalizar la exposicion a los choques, los animales
del experimento 2 fueron evaluados durante 15 min en una prueba de
interaccion social. Nuestra hipdtesis era que la exposicion a choques
incontrolables reduciria la interaccion social mientras que la exposicion
a la TWAA no. Observamos que el tiempo de interaccion social activa
durante los primeros 5 min fue inferior en los sujetos UST respecto a los
NS y CST. Estos datos estan en la linea de los obtenidos previamente en
nuestro grupo cuando se evalud la conducta a los 35 dias de la altima
exposicion a estrés (Sanchis-Ollé 2018). En el estudio citado se
observaron niveles superiores de conducta social activa en los CST,
mientras que en los UST se incrementd la interaccién social pasiva y se
redujo la conducta de seguimiento. Nuestros resultados concuerdan con
los obtenidos en el laboratorio de Maier tras una sola sesidon de estrés
controlable o incontrolable, tanto en animales adolescentes (Kubala
etal. 2012) como en adultos (Short y Maier 1993; Amat et al. 2010).
Estudios previos con otros modelos de estrés crénico adolescente
indican también un descenso de la interaccion social o de la preferencia
por el compartimento asociado a la presencia de congéneres
(Varlinskaya et al. 2010; Aga-Mizrachi et al. 2014; Veenit et al. 2014;
Tzanoulinou et al. 2014a).
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Aunque se ha considerado clasicamente que una reducciéon de la
interaccion social estd relacionada con un aumento en la ansiedad (File
y Seth 2003), este fenotipo conductual puede también estar asociado a
un descenso de la motivacion para la interaccién social, y podria ser un
marcador de conductas asimilables a la depresion (Seiglie et al. 2015).
En nuestro caso, las diferencias en la conducta de interaccion social
desaparecen a lo largo de la sesion (equiparandose al grupo NS), lo que
sugiere que las diferencias vendrian mediadas por la ansiedad inicial en
el ambiente nuevo, mas que por falta de motivacion para iniciar la
interaccion. Asimismo, datos previos de nuestro grupo (Sanchis-Oll¢
2018) indican que no hay diferencias en el consumo de sacarina tras la
exposicion a este paradigma de estrés adolescente, por lo tanto,
podriamos descartar que las causas de la reduccion de la interaccion
social activa sea una falta generalizada de motivacion por todo tipo de
estimulos apetitivos.

En el experimento 1 evaluamos la conducta exploratoria en un OF alos
5 dias de acabar la exposicidon al estrés. En animales adultos, el miedo
condicionado generado por la administracion de choques eléctricos se
puede generalizar a otros contextos de unas caracteristicas y
configuracion completamente diferentes a los de la adquisicion
(Radulovic et al. 1998; Daviu et al. 2010; 2014). Este proceso lo hemos
denominado “generalizacion cognitiva del miedo condicionado”,
reflejada en un descenso en la actividad exploratoria en ambientes
nuevos, que se percibirfan como potencialmente mas peligrosos en los
animales previamente expuestos a choques eléctricos en las patas. Dicho
fenémeno es dependiente del desarrollo previo de medio condicionado
a un contexto (Daviu etal. 2010; 2014) y aparece consistentemente
cuando se utiliza el choque eléctrico en las patas como estimulo
estresante (v.g. Van Dijken et al. 1992a; 1992b; Van den Berg et al. 1998;
Bruijnzeel et al. 2001). Nuestra hipdtesis de partida era que la exposicion
a choques eléctricos incontrolables induciria un descenso de la actividad
en el OF y que la controlabilidad lo amortiguaria. Sin embargo,
observamos una reduccién de la actividad exploratoria, evaluada por la
distancia recorrida, durante los primeros 5 min de exposiciéon a un OF,
pero no se detecté un efecto especifico de la controlabilidad. No se
observaron efectos del estrés en el nimero de alzamientos.
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De acuerdo con los datos obtenidos en el presente estudio, también se
ha observado reduccién de la actividad exploratoria en un OF tras la
exposicion repetida a choques eléctricos inescapables durante la
adolescencia (Aga-Mizrachi et al. 2014; Li et al. 2015; Lyttle et al. 2015;
Kumamoto et al. 2018). Sin embargo, los resultados aqui presentados no
son enteramente concordantes con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio utilizando el mismo disefio experimental que en el
presente estudio. Sanchis-Ollé (2018) observd un descenso en el numero
de deambulaciones en el grupo UST respecto al NS, pero esta reduccion
no fue evidente el grupo CST, lo que sugeria que la posibilidad de control
reducia el impacto de los choques. También se observo, a diferencia del
presente estudio, un descenso en el numero de alzamientos que afectd
por igual a los grupos CST y UST, aunque las diferencias entre los CST
y los NS fueron solo marginalmente significativas. Parece existir un
mayor impacto global de los choques en el estudio mencionado, con un
efecto amortiguador parcial de la controlabilidad. Hay algunas
diferencias entre el estudio previo de nuestro grupo y el presente, en el
primer caso se utiliz6 la plancha con agujeros (hole-board) mientras que
en el presente trabajo utilizamos un OF circular y vari6 ligeramente la
edad de inicio y finalizacién de la exposicién a choques. Sin embargo, es
muy probable que otros factores, como las diferencias individuales entre
tandas de animales en la ejecucidn de la tarea y en las consecuencias del
estrés, hayan podido contribuir en mayor medida.

Para detectar si ain se mantenian efectos de la exposicion a choques a
mas largo plazo, evaluamos la respuesta de los animales a la prueba de
hiponeofagia 30 dias después de finalizada la exposicién a los choques.
No observamos cambios en la latencia para iniciar el consumo de pellets
o en el numero de entradas a la placa con los pellets, que son las medidas
mas clasicas para detectar cambios en ansiedad (v.g. Bodnoff et al. 1988;
1989). No obstante, en los CST se redujo en los primeros 5 min la
distancia recorrida en el centro, en tanto que en los UST la distancia
recorrida en el centro solo se redujo marginalmente, pero la distancia en
la periferia se redujo significativamente. El descenso en actividad podria
deberse ala “generalizacién cognitiva de miedo condicionado al contexto”
ya comentada. Que los efectos perduren en el tiempo no es sorprendente
ya que, un solo choque eléctrico provoca cambios duraderos en
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hipoactividad en distintos tipos de campos abiertos (Daviu et al. 2010).
El hecho de que los efectos sean mas potentes en el grupo UST que en el
CST va en linea con la idea de que la posibilidad de control podria
reducir esta generalizacion, observindose mejor las diferencias entre
ambos grupos cuando ya el impacto se ha amortiguado con el tiempo.

La idea subyacente al uso de la FST era que la posibilidad de control
durante la exposicién a choques podria favorecer la conducta de
afrontamiento activo frente a nuevas situaciones de estrés como el nado
forzado, mientras la ausencia de control tendria el efecto opuesto. La
prueba se llevé a cabo 4 dias después de finalizar la exposicién a choques
en el primer experimento y 8 dias después en el segundo. En el primer
experimento observamos un incremento en el uso de estrategias de
afrontamiento activo en los dos grupos expuestos a choques eléctricos,
independientemente de la controlabilidad. Sin embargo, en el
experimento 2 no se observaron diferencias entre grupos. En trabajos
previos de nuestro laboratorio (Sanchis-Ollé 2018) tan solo se observo
un incremento en la latencia a adoptar inmovilidad en el grupo CST (un
aspecto menor), sin cambios en el resto de los parametros. En nuestros
dos experimentos no hemos observado diferencias entre grupos en la
latencia a adoptar inmovilidad (datos no mostrados).

Estudios previos indican que una sola sesion de choques eléctricos en las
patas en animales jovenes (PND29 o 30) no parece afectar a la conducta
en la FST en la adultez (Lovelock y Deak 2019); en cambio, la exposicion
repetida durante la adolescencia favorece las estrategias de
afrontamiento pasivas en esta prueba una vez alcanzada la edad adulta
(Lyttle et al. 2015). Un factor a tener en cuenta es la configuracion del
contexto en el cual los sujetos recibieron el choque eléctrico. En nuestro
caso, a diferencia de los métodos estandar de exposicion a choques
eléctricos en las patas, el animal no esta recluido en un compartimento
durante los choques sino que puede cruzar de uno a otro y esto podria
tener consecuencias sobre los efectos de la exposicion a los choques,
reduciendo su impacto.

En animales adultos, los resultados son también contradictorios.
Usando el modelo TWAA, la posibilidad de controlar el choque
eléctrico (CST) incrementa el uso de estrategias de afrontamiento activo
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en el CST pero las reduce en el UST (Lucas etal. 2014). En
contraposicion, y en claro contraste con la teoria de la indefension
aprendida, una exposicién aguda de ratas adultas a choques en la cola
incremento el afrontamiento activo frente a una inmovilizacion en tubo
en los animales que no podian escapar de los choques, pero no tuvo
efecto alguno en los que si podian escapar (Weinberg et al. 2010). Los
autores interpretan el efecto como un signo de sensibilizacién
conductual en los animales previamente expuestos a choques
inescapables pero no en los expuestos a choques escapables, a pesar de
una similar sensibilizacién del eje HPA en los dos grupos. Aunque los
pocos estudios existentes dificultan generar hipotesis, el impacto de la
experiencia previa de control sobre el desarrollo de estrategias de
afrontamiento en nuevas situaciones podria depender tanto de las
caracteristicas de las situaciones aversivas previas como de las de la
nueva situacion. La posibilidad de una mayor sensibilizacién conductual
como explicacién alternativa al concepto de indefension aprendida
merece ser tenida en cuenta.

Por otro lado, el incremento en la conducta de escape se ha asociado con
un estilo de afrontamiento activo, sin que este hecho tenga en si mismo
connotaciones siempre positivas. Un incremento en las conductas de
escape por la exposicion previa a estrés podria indicar una exacerbacion
de las conductas perseverantes. De hecho, datos previos de nuestro
laboratorio (Sanchis-Ollé et al. 2019) indican que la exposicion a estrés
incontrolable durante la adolescencia favorece las conductas
perseverantes en un paradigma de aprendizaje (probabilistic reversal
learning). En cualquier caso, la interpretacion clasica de esta prueba
indicaria un incremento, al menos bajo ciertas condiciones, en el uso de
estrategias de afrontamiento activo. El origen de las inconsistencias en
nuestros estudios y entre estudios, mas alla de la existencia de diferencias
individuales, se desconoce y es complejo de investigar dada la
simplicidad de la prueba, en lo concerniente al contexto (tanque) que no
permite elaborar estrategias alterantivas, por lo que el repertorio
conductual es muy limitado.
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2.3. Consecuencias sobre el SNC

En el primer experimento, estudiamos cémo la historia previa de estrés
habia afectado de forma diferencial a la expresién basal de IEGs en areas
criticas del SNC. Para ello, valoramos a corto (4 dias) y a largo plazo (30
dias) la expresion de AFosB y Arc.

Activacién del SNC durante la exposicion a estrés adolescente: AFosB

A diferencia de la mayoria de proteinas de la familia Fos que se expresan
y degradan rapidamente, la proteina AFosB es muy estable en el tiempo
y se vaacumulando con exposiciones repetidas a estimulos como drogas
y estrés (Hope et al. 1994; Nestler 2001; 2015). Esta estabilidad podria
deberse a la ausencia de dos dominios de degradacion en la regién C-
terminal de AFosB, dominio que si estd presente en el resto de proteinas
de la familia Fos, incluido el FosB (Carle et al. 2007). La valoracion del
nimero de neuronas AFosB positivas podria permitir identificar
poblaciones neuronales y areas en las que ha habido una activacién
diferencial en funcién de la posibilidad de control sobre el estrés. La
cuantificacién de AFosB se llevd cabo mediante IHQ.

De todas las areas estudiadas (Cgl, PrL, IL, DMS, VMS, NAcC, NAcSh,
NAcSh Vertex, y LSv), solo encontramos diferencias significativas en el
LSv donde a corto plazo ambos grupos expuestos a choques (CST y US)
incrementaron el nimero de neuronas AFosB positivas. A largo plazo
no se observo ninguna diferencia entre grupos.

Estos resultados son consonantes con datos previos de nuestro
laboratorio (Pastor-Ciurana 2019) en los que se ha observado que la
exposicion de ratas adultas a 9 dias de IMO crénica solo incremento, tres
dias después de finalizar la exposicidn, el numero de células AFosB
positivas en NAcC, LSv y PVNmpd, sin efecto alguno en la mayoria de
las dreas estudiadas. En cambio, tras la exposicion a CUS la mayoria de
las estructuras investigadas mostraban un incremento en la expresion de
AFosB. En esta misma linea se situan los resultados de Flak y
colaboradores (2012), quienes encontraron que los niveles de AFosB se
incrementaban en numerosas areas tras 14 dias de exposicion a CUS,
pero no tras los mismos dias de exposicidén a inmovilizacién en tubo,
donde solo se observé incremento en el giro dentado y en el DMH. Estos
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resultados sugieren que la exposicion repetida a un estimulo homotipico
provoca una menor activaciéon del SNC que la exposicion a CUS, con la
consiguiente reduccion en la acumulaciéon de AFosB. La tnica excepcion
a este patrdn es el trabajo de Perrotti y colaboradores (2004) que si
observaron acumulacion de AFosB en muchas dreas del SNC tras la
exposicion repetida a inmovilizacién en tubo. Aun asi, no encontraron
diferencias entre los niveles acumulados en cinco dias respecto a 10 dias
de exposicion, lo que sugeriria que durante estos ultimos cinco dias la
acumulacion de proteina nueva fue muy baja. De hecho, Stamp y
Herbert (1999), aunque no evaluaron AFosB, observaron una
adaptacion generalizada de la respuesta de c-fos y de FosB en diferentes
areas del SNC tras la exposicién repetida a inmovilizacion en tubo, con
la salvedad del LSv donde la adaptacion fue solo parcial. Esta menor
adaptacion del LSv explicaria por qué se encuentra incremento de la
expresion de AFosB de forma consistente tras exposicion repetida a los
mismos estimulos estresantes en la casi totalidad de los estudios en
animales adultos y también por qué es la unica area donde se han
observado diferencias en el presente estudio.

Otro factor que podria contribuir a eliminar las diferencias entre grupos
es el protocolo utilizado. En nuestro caso, el grupo NS, aunque no
recibié choque eléctrico, si se expuso a la caja lanzadera, a la luz y al
sonido y por lo tanto experimentd un cierto nivel de estrés. Este hecho
es importante puesto que la mayoria de dreas estudiadas, con la
excepcion del LSv, no muestran un patrén de expresion de c-fos acorde
a la intensidad del estimulo estresante, evaluada por los niveles
plasméticos de ACTH (Ubeda-Contreras et al. 2018). De hecho, usando
distintos marcadores de activaciéon neuronal no hay diferencias entre un
OF y una IMO en la respuesta de la mPFC y el estriado (Ons et al. 2004;
Rotllant et al. 2013; Ubeda-Contreras etal. 2018). Apoyando esta
posibilidad, en un estudio de estrés crénico en rata en el que evaluaban
AFosB, la derrota social incrementaba los niveles de la proteina en
diversas areas cuando se comparaban con el grupo que no recibi6
ningan tipo de manipulacién, permaneciendo siempre en sus jaulas,
mientras que si se comparaban con un grupo que recibian el mismo nivel
de manipulacién exceptuando la exposicion al animal agresivo, las
diferencias solo aparecian en la IL (Hinwood etal. 2011). Por
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consiguiente, el grupo NS podria experimentar una acumulacién de
AFosB fruto de la manipulacidn y la exposicion a la caja lanzadera.

En general la variabilidad dentro de un mismo grupo fue muy elevada
en cuanto al namero de neuronas AFosB positivas, lo que dificultd la
posibilidad de observar diferencias estadisticamente significativas. La
expresion de AFosB podria ser sensible a las diferencias individuales en
la susceptibilidad a las consecuencias de la exposicion al estrés. Lobo y
colaboradores (2013) observaron, tras la exposicidn a derrota social, una
mayor acumulacién de esta proteina en neuronas D1 del estriado en
animales resilientes, mientras que en los vulnerables se acumulaban en
las D2. Por consiguiente, las diferencias individuales podrian afectar al
numero de neuronas positivas en areas concretas y al fenotipo particular
de las neuronas.

Finalmente, se observd, independientemente del grupo, un descenso en
el namero de células AFosB positivas a largo plazo respecto a los niveles
a corto plazo, con la excepcion del DMS, el VMS y el NAcC. Esto podria
explicarse por el mantenimiento de los animales durante un largo
periodo sin exposicidon a ningtn tipo de situacion estresante. A pesar de
que el AFosB tiene una vida media mas larga que el resto de las proteinas
de la familia Fos, no se ha detectado acumulaciéon mads alld de 14 dias
después de la ultima exposicién a estrés ni en la mPFC ni en el estriado
(Nikulina et al. 2008). No obstante, tampoco podemos descartar una
influencia de la edad, dado que no hay ningtn estudio al respecto.

Actividad constitutiva del SNC: Arc

Para evaluar de forma complementaria cdmo el estrés crénico
adolescente podia afectar a la funcionalidad del SNC, evaluamos en
condiciones basales la expresion del IEG Arc, que a diferencia de otros
IEGs (v.g. c-fos) muestra niveles notables de expresion constitutiva
(Link et al. 1995; Lyford et al. 1995; Ons et al. 2004). E1 IEG Arc no es un
factor de transcripcién, sino que codifica una proteina asociada al
citoesqueleto que responde a diferentes vias de sefializacién neuronal y
es clave para el funcionamiento sindptico (Shepherd y Bear 2011). El
mRNA de Arc se expresa rapidamente cuando hay actividad neuronal, y
es transportado a las dendritas una vez sintetizado (Steward y Worley
2002). Su activacion estd asociada a procesos de plasticidad sindptica y
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aprendizaje, especialmente a la potenciacion a largo plazo, aunque
también estd vinculada a la depresion a largo plazo (Bramham et al.
2010). De hecho, los ratones “knock out” para Arc (Arc ") presentan
déficits de memoria a largo plazo (entre ellos miedo condicionado al
tono y al contexto), sin problemas en la adquisicion a corto plazo (Plath
et al. 2006), y este déficit se refleja en la depresion sinaptica a largo plazo.

En nuestro caso, observamos un descenso generalizado de la expresion
de Arc a corto plazo en la mPFC del grupo CST, y la misma tendencia,
aunque no significativa en el UST. En cambio, en las diferentes
subdivisiones del estriado, salvo en el DMS, ambos grupos de estrés
(CST y UST) mostraron niveles inferiores que el grupo NS. Por otro
lado, los resultados en el estriado indicaron una reduccién de la
expresion de Arc mas marcada en el estriado lateral que en el medial.
Todas estas diferencias entre grupos desaparecieron a largo plazo.

Estudios previos en adultos también han observado una reduccion en la
expresion constitutiva de Arc tras exposicion a estrés cronico. La
exposicion repetida a derrota social (5 dias de enfrentamiento seguido
de exposicion al agresor a través de una barrera) reduce la expresion de
Arc en la mPFC en los ratones susceptibles, pero no en los resilientes,
cuando son clasificados en funcién de la evitacion en la prueba de IS
(Covington et al. 2010). Esta reduccion de Arc en la mPFC también se
ha observado en ratones tras la exposicion a 6 semanas de CUS (Elizalde
etal. 2010) o 28 dias de aislamiento social (Ieraci et al. 2016). Sin
embargo, otros autores no han encontrado cambios en ratas tras 12 dias
de exposicion a IMO (Ons et al. 2010) o 2 semanas de CUS (Jett et al.
2017) o tras 3 semanas de CUS en ratén (Jaggar et al. 2017). El impacto
del estrés crénico sobre la expresion de Arc parece depender del area
telencefalica concreta dado que se han observado incrementos en la
expresion basal en la HF (Bouille et al. 2014; Pacheco et al. 2017) y tras
administracién cronica de corticosterona en la amigdala lateral (Monsey
et al. 2014).

La exposicion a estrés cronico reduce la complejidad dendritica en la
mPFC (McEwen et al. 2016) y en la parte medial del estriado, en
contraposicion al incremento observado en la parte dorsolateral del
estriado (Dias-Ferreira et al. 2009). Esta reduccion de la complejidad
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dendritica tras la exposicidn a estrés cronico podria justificar el descenso
en la actividad basal de Arc en el mPFC. Sin embargo, no existe un
paralelismo similar entre expresién de Arc y cambios en la arborizacion
dendritica en el estriado, dado que la reduccion en la actividad de Arc
fue mds marcada en el estriado lateral, que en el medial, al contrario de
lo que ocurri6 con la arborizaciéon dendritica en el estudio de Dias-
Ferreiray colaboradores. En cualquier caso, el patrén observado a corto
plazo no se observé en el grupo estudiado a largo plazo, indicando la
transitoriedad del efecto.

El cambio en la expresion constitutiva de Arc, especialmente el hecho de
que afectara sobre todo al grupo CST nos resultd sorprendente. Aunque
no existen precedentes en la literatura al respecto, lo que dificulta la
discusion de los datos, si decidimos estudiar si el impacto de la
exposicion previa a CST afectaba de manera similar a otros IEG de
expresion constitutiva como es zif268 (Worley et al. 1991; MacGibbon
et al. 1995; Ishida et al. 2000). Con este IEG no se detectaron diferencias
entre los grupos experimentales en la mPFC ni a corto ni a largo plazo
(datos no mostrados). Por consiguiente, el descenso en la expresion
constitutiva de Arc no parece deberse a un cambio en la actividad ténica
de las neuronas, sino a modificaciones que afectan especificamente a
Arc.

Independientemente de los posibles mecanismos y consecuencias de los
cambios en la expresion ténica de Arc en mPFC, era importante estudiar
si el déficit de expresion se limitaba a la actividad constitutiva o también
afectaba a la respuesta de Arc a un estrés agudo.

Activacion del SNC en respuesta a un estimulo heterotipico

Se utiliz6 c-fos como marcador clasico de activacién neuronal, pero al
estudio de la expresion de c-fos se afiadid el de la expresion de Arc por
las razones anteriormente expuestas. Evaluamos la respuesta del SNC a
FST 4 dias después de finalizar la exposicion a los choques, en los
mismos animales en los que se evalu6 la conducta.

Los niveles de c-fos no difirieron entre grupos en ninguna de las areas
estudiadas (mPFC, DMS, LSv y PVNmpd), lo que indica que no ha
habido ni adaptaciéon cruzada ni sensibilizaciéon frente a nuevos
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estimulos estresantes. Respecto a Arc, el patron resultante fue distinto al
observado en condiciones basales. En la Cgl y en las cuatro
subdivisiones del estriado estudiadas, los niveles de Arc estaban mds
elevados en el grupo UST que en los otros dos grupos. En cambio, no se
observaron diferencias entre los grupos CST y NS. Estos ultimos
resultados indican una clara disociacién entre la actividad constitutiva
de Arcy su expresion tras la exposicién a un estimulo estresante, aunque
desconocemos la razén de esta disociacion. Parece evidente que existen
diferencias en funcién de la controlabilidad cuyo alcance esta por
establecer. La expresion de Arc en corteza frontal y HF, parece depender
en gran medida de la activacion de los receptores NMDA de glutamato
(Steward y Worley 2001; Ren et al. 2014), cuya liberacion parece venir
determinada fundamentalmente por la actividad neuronal en mPFC
tanto en condiciones basales como en respuesta a estrés (Moghaddam
1993; Hascup et al. 2010). Sin embargo, no conocemos como el estrés
crdnico altera la liberacion basal o inducida por el estrés de glutamato
ya que hay un solo estudio cuyos datos son dificiles de interpretar (Jett
et al. 2017) y es, como los anteriores, en animales adultos.

Los datos en la literatura referentes a la expresion de IEG en respuesta a
estimulos heterotipicos son contradictorios. Mientras algunos estudios
indican que la exposicion a estrés cronico incrementa la expresion de
IEG en ciertas dreas tras la exposicién a la inmovilizacién en tubo
(Bhatnagar y Dallman 1998; Weinberg et al. 2009; Elizalde et al. 2010),
otros estudios indican que la expresion esta amortiguada (Chung et al.
1999; Singewald et al. 2009; Ostrander et al. 2009; Radley y Sawchenko
2015). No obstante, si nos centramos en la expresion de Fos en la mPFC
y en las distintas divisiones del estriado dorsal y ventral, la respuesta de
la mPFC y el NAc a la inmovilizacién en tubo no se ve modificada tras
exposicion previa durante 7 dias (4 h/dfa) al frio (Bhatnagar y Dallman
1998). Tampoco la respuesta de la mPFC a la derrota social tras 10 dias
de inmovilizacién en tubo (Chung et al. 1999), ni la de mPFC o el NAc
a la exposicion a los brazos abiertos de un EPM tras 17 dias de
subordinacién crénica (Singewald etal. 2009). Sin embargo, la
exposicion a 7 dias de CUS da lugar a una reduccién de la expresion de
c-fos en la PrL en respuesta a un EPM (Ostrander etal. 2009), y la

202



exposicion a 14 dias de olor de hurén incrementa la respuesta (c-fos) de
la mPFC a la inmovilizacién en tubo (Weinberg et al. 2009).

Tan solo hemos detectado un trabajo en el que se estudie la expresion
basal y la inducida por un estimulo estresante agudo en animales con
una historia previa de estrés (Elizalde etal. 2010). Los autores
observaron en ratones expuestos a 6 semanas de CUS un descenso en la
expresion basal de Arc en mPFC pero no en HF. Aunque la respuesta a
un ambiente nuevo se mantuvo, expresada en porcentaje del basal
respectivo (lo que sugiere una menor respuesta en valor absoluto), la
respuesta de la HF se redujo tras el CUS.

Expresion de c-fos en neuronas D2+ del estriado

El sistema dopaminérgico es susceptible a la exposicion a estrés y a
glucocorticoides durante los periodos criticos del desarrollo (Rodrigues
etal. 2011). Estrés y glucocorticoides podrian modular los profundos
cambios madurativos de esta etapa en el sistema dopaminérgico
(Brenhouse y Andersen 2011; Sinclair etal. 2014). Asimismo, en
animales adultos la actividad dopaminérgica en el estriado estd
implicada en el desempefio de la TWAA (McCullough et al. 1993;
Darvas et al. 2011) siendo posible que ocurra igual en animales jovenes.
Por todo ello, quisimos estudiar si la historia previa de exposiciéon a
choques (controlables o no) era capaz de modificar el patrén de
activacion (c-fos) de los dos tipos principales de neuronas del estriado
tras la exposiciéon a la FST. Para ello realizamos una doble FISH para
detectar la expresion de c-fos y del receptor D2 en las neuronas del
estriado dorsal y el NAc. En concreto estudiamos las tres subdivisiones
del estriado dorsal en las que se observaba expresion de c-fos
(dorsolateral, dorsomedial y ventromedial) y las dos subdivisiones del
NAC (Core y Shell).

Si nos limitamos al numero de neuronas c-fos positivas, no se
observaron cambios como consecuencia de la historia previa de estrés
en ninguna de las subdivisiones estudiadas. Los resultados del doble
marcaje indican, en linea con lo observado previamente en nuestro
laboratorio (Ortega-Sanchez 2018), que la mayoria de las neuronas que
expresan c-fos en respuesta a la FST en las regiones estriatales son D2
positivas, aunque también se activa un nimero relevante de neuronas
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D2 negativas, y por tanto presumiblemente D1 positivas. Estos
resultados estan en la misma linea de estudios previos que han
observado activacion en ambas poblaciones en el estriado tras la
exposicion a un OF (Badiani etal. 1999; Uslaner etal. 2001), siendo
mayoritaria en las neuronas D2 positivas tras la exposicion a choque
eléctrico incontrolable (Clark et al. 2014). Respecto a la influencia de la
historia previa de estrés cronico, en DMS el nimero de neuronas D1
positivas activadas fue estadisticamente superior en el grupo CST
respecto al grupo NS, aunque la tendencia fue similar en el grupo UST.
Un patrén similar se observo en el VMS, aunque en este caso la
estadistica mostro efecto significativo en el grupo UST y solo marginal
en el CST. Nien el DSL ni en las dos subdivisiones del NAc se detectaron
diferencias en funcidn del estrés crénico previo.

Puesto que la activacion D2 favoreceria el circuito indirecto, y por lo
tanto la inmovilidad, y la activacién D1 la actividad, es posible que tras
la exposicion prolongada al nado (15-30 min), etapa en la que
predomina claramente la inmovilidad, se vayan activando mas las
neuronas D2 que las D1. De hecho, los psicoestimulantes, como la
anfetamina, que actiian sobre todo sobre las neuronas D1 (Badiani et al.
1999), incrementan en paralelo la actividad en la FST (Porsolt et al. 1977;
Duncan etal. 1985; Gomez-Roman etal. 2016). Datos de nuestro
laboratorio (Ortega-Sanchez 2018), indican igualmente un incremento
en la actividad en la FST por la administracién de anfetaminas que esta
asociado a una mayor activacion de las D1. El cambio positivo en el
balance de activaciéon D1/D2 en la parte medial del estriado (DMS y
VMS) en los animales expuestos a estrés adolescente podria estar
vinculado con el cambio en la respuesta conductual (incremento en la
conducta de escape) observado en esta prueba en los mismos animales
en los que se ha llevado a cabo el estudio histolégico.

Aunque datos previos de nuestro laboratorio indicaban que la
exposicion a estrés incontrolable durante la adolescencia incrementa
moderadamente el nimero total de neuronas D2 positivas en el DMS
(Sanchis-Ollé et al. 2019), este efecto no se ha replicado en el presente
estudio. No obstante, el efecto citado fue pequeiio y el marcaje
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histolégico diferente (ISH cromégena en lugar de fluorescente), lo que
podria explicar la ausencia de efecto en el presente estudio.

2.4. Administracion de antagonistas
dopaminérgicos

Puesto que los datos histolégicos en estriado indicaban una alteracion
en activacién de la poblacion de neuronas presumiblemente D1 tras la
exposicion a la FST en animales con una historia previa de estrés
crénico, decidimos llevar a cabo estudios farmacoldgicos en el
experimento 2. El objetivo era conocer hasta qué punto el estrés crénico
adolescente habia alterado funcionalmente el balance entre las
poblaciones D1 y D2, utilizando dos antagonistas dopaminérgicos, uno
selectivo de D1 (SCH23390) y otro de D2 (Eticlopride), administrados
sistémicamente.

Antes de evaluar el impacto sobre animales expuestos a estrés
adolescente, estudiamos si la dosis escogida (0,025 mg/kg de ambos)
eran suficientes para alterar la conducta en la FST en animales adultos
sin ningun tratamiento previo de estrés. También estudiamos si los
farmacos modificaban la respuesta del eje HPA. Ambos antagonistas
redujeron la conducta activa e incrementaron la pasiva durante la
prueba, aunque los efectos fueron mds marcados en los animales
administrados con el antagonista D2. Las dosis utilizadas no alteraron
esencialmente la respuesta de la ACTH ni la de corticosterona a la FST.
No obstante, en condiciones basales el antagonista D2 incrementd los
niveles de ACTH vy corticosterona a los 45 y a los 75 min (tiempos
correspondientes a las tomas de muestra después del nado ROy R30) de
su administracién (datos no publicados). Estudios previos de nuestro
laboratorio (Belda y Armario 2009) también han observado un
incremento en la actividad del eje HPA tras la administracién en
condiciones basales de Eticlopride, pero no de SCH23390, aunque las
dosis utilizadas por Belda y Armario (2009) fueron muy superiores a las
utilizadas en este trabajo. Ademds, ambos antagonistas aceleraron la
recuperacion del eje HPA (evaluada por los niveles plasmaticos de
ACTH vy corticosterona) una vez finalizada la exposicion a la IMO, que
es un estimulo de elevada intensidad. La implicacion del sistema
dopaminérgico en la respuesta del eje HPA a situaciones de estrés es aun
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un tema controvertido, como repasamos en el apartado 3 de la
introduccion.

Una vez comprobado que las dosis de antagonistas seleccionadas eran
suficientes para provocar cambios en el patrén conductual en la FST,
evaluamos en el experimento 2 el efecto de los fdrmacos en animales con
historia previa de estrés adolescente expuestos 8 dias después de la
ultima sesion de estrés adolescente a la FST.

Observamos que en el grupo NS la administraciéon de los antagonistas
dopaminérgicos reducia la conducta activa durante los primeros 5 min,
pero solo el antagonista D2 dio lugar a cambios significativos. Por
consiguiente, los efectos fueron claramente inferiores a los observados
en los sujetos adultos del experimento piloto anterior. Es dificil
encontrar una explicacién clara, pero debemos tener presente que la
historia previa de los animales del grupo NS es distinta a los del
experimento piloto. A pesar de no haber sido expuestos a choque
eléctrico, los animales si fueron expuestos de forma repetida a la caja
lanzadera, al tono y a la luz, asi como a la prueba de IS 6 dias antes de la
evaluacién del efecto de los fairmacos. Aunque estas manipulaciones son
de baja intensidad, representan una estimulacion superior a la recibida
por las ratas del estudio previo, las cuales permanecieron en su caja de
estabulacion sin mds manipulaciones que las correspondientes al
mantenimiento y la habituacidon a los procedimientos experimentales
una semana antes del dia de la prueba.

La estimulacién recibida podria interpretarse como enriquecimiento
ambiental. El enriquecimiento ambiental incrementa el uso de
conductas activas respecto a animales criados en condiciones estandar
(Brenes Sdenz et al. 2006; Mosaferi etal. 2015; Arndt et al. 2015).
Asimismo, reduce el incremento en la liberaciéon de DA en la mPFC tras
la exposicion a inmovilizacion en tubo respecto a animales estabulados
individualmente (Garrido etal. 2013). Estos datos indican que una
estimulacién superior a la estandar puede alterar la conducta en la FST
y la liberacion de DA en la mPFC tras la exposicion a estrés, lo que
podria explicar el cambio en el efecto de los farmacos.

Al margen de los posibles cambios originados por las condiciones
previas a la FST, los estudios utilizando antagonistas dopaminérgicos
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no son siempre consistentes respecto a las consecuencias conductuales
en la FST. El protocolo original de la FST en ratas incluia dos
exposiciones (pre-test de 15 min y test de 5 min al dia siguiente) y era en
la segunda en la que se evaluaban los efectos de los tratamientos
antidepresivos que se administraban entre el pre-test y el test (Porsolt et
al. 1977). En la segunda exposicion la conducta ampliamente
predominante en los animales no tratados farmacoldgicamente es la
inmovilidad y en estas condiciones es muy dificil incrementar mas la
inmovilidad farmacolégicamente. Por ello no es sorprendente que en la
mayoria de los estudios los antagonistas D1 o D2 no hayan tenido efecto
(Borsini et al. 1981; 1984; 1985; Berettera et al. 1986; Evangelista et al.
1987). Sin embargo, cuando la conducta activa de los animales es
potenciada por la administracion de antidepresivos, entonces el bloqueo
dopaminérgico con antagonistas D1 o D2 si es capaz de incrementar las
conductas pasivas (Borsini et al. 1981; 1984; 1985; Berettera et al. 1986;
Evangelista et al. 1987). No obstante, los pocos estudios en los que
analizan los efectos sobre la conducta en la primera exposicion, observan
un incremento en la inmovilidad provocado por la administracién de
antagonistas D1 y D2 (D’Aquila y Galistu 2012; 2019), en linea con lo
observado en nuestros experimentos.

En los grupos expuestos a estrés encontramos cambios interesantes en
la respuesta a los antagonistas respecto a los observados en el grupo NS.
En los animales expuestos a estrés controlable el antagonista D1 no tuvo
efecto alguno (ni siquiera tendencia), mientras que el antagonista D2 no
redujo el tiempo de escape como ocurria en el grupo NS sino la conducta
de nado, con el consiguiente incremento en la inmovilidad. Parece que
el bloqueo D2 en el grupo CST mantiene las conductas activas mas
intensas pero reduce las activas menos intensas (nado), en tanto que en
el grupo NS la mas afectada es el escape. El efecto es sutil pero
interesante. En cambio, en los animales expuestos a estrés incontrolable
(UST) el bloqueo D1 reduce el escape y el bloqueo D2 reduce tanto el
escape como el nado (con el consiguiente incremento en la
inmovilidad). Por consiguiente, parece potenciarse en el grupo UST el
control dopaminérgico tras la conducta en la FST. Estos resultados
sugieren un cambio en el funcionamiento del sistema dopaminérgico
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mediado por la exposicion a estrés durante la adolescencia, que seria
modulado por la controlabilidad.

Ademas de las alteraciones en respuesta a farmacos y drogas, se han
observado otros cambios en el sistema dopaminérgico producidos por
la exposicion a estrés adolescente. Datos previos de nuestro laboratorio
(Sanchis-Ollé et al. 2019) han observado un incremento en el numero de
receptores D2 en el DMS en animales expuestos a estrés incontrolable,
pero no a controlable. Asimismo, se ha observado una reduccién en el
numero de receptores D2 en la mPFC tras la exposicion repetida a olor
de predador (Wright et al. 2008). También se ha observado
hipoactividad dopaminérgica en la mPFC tras la exposicion a derrota
social durante la adolescencia (Watt et al. 2009; 2014) y un incremento
en la expresion de transportador de DA en esta area (Novick et al. 2011).
A nivel mas funcional, estudios previos han observado cambios en la
respuesta locomotora a la administracion de anfetamina en animales
expuestos a distintas situaciones de estrés cronico durante la
adolescencia como la inestabilidad social (Mathews et al. 2008b), la
inmovilizacién en tubo (Cruz etal. 2012b) y la derrota social (Burke
etal. 2013)

Respecto a la respuesta hormonal al FST se observo una sensibilizacion
de la respuesta inicial de la ACTH en los grupos CST y UST respecto al
NS, sin diferencias entre los dos grupos de estrés. Los farmacos tampoco
afectaron a la respuesta de la ACTH. A pesar de la sensibilizacion
observada con la ACTH, la exposicion previa a choques no afecté a los
niveles de corticosterona aunque los dos grupos de estrés crénico
mostraron una tendencia a tener niveles algo mas elevados en la fase de
recuperacion. En dicha fase, respecto a la corticosterona se observd
algtin efecto de los farmacos en interaccion con el tratamiento previo de
estrés crénico que es dificil de interpretar sin datos adicionales.
Recordemos que no se observd efecto de los farmacos en la respuesta a
la FST en el estudio piloto.

En conjunto, aunque los datos histoldgicos y farmacoldgicos apuntan a
que los receptores D1 y en mayor medida los D2 pueden ser relevantes
para la respuesta conductual a la FST, los resultados no son consistentes
respecto a la importancia cuantitativa. Ambas aproximaciones adolecen
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de limitaciones. La histoldgica se limita a cuantificar la expresion de c-
fos en un namero limitado de dreas, lo que impide conocer su expresion
en la totalidad de areas relacionadas con el sistema dopaminérgico.
Ademas, hemos de tener presente que los resultados obtenidos en la
doble FISH reflejan las neuronas activadas a lo largo de la sesion, pero
es en los minutos iniciales donde predomina la conducta activa. Por
consiguiente, la predominancia de neuronas D2 positivas puede deberse
aque alo largo de la sesion predomina la conducta de inmovilidad y esta
es regulada por las neuronas D2 positivas del estriado. La farmacologica
provoca un efecto general que impide saber qué areas en concreto serian
claves en la mediacion de los efectos encontrados. Por otro lado, la
organizacion de los circuitos D1y D2 es diferente en el estriado yel NAc
(Soares-Cunha etal. 2016a). Mientras que en el estriado estarian
claramente segregadas por los circuitos directo (D1) e indirecto (D2), en
el NAc el circuito indirecto parece incluir ambas poblaciones de
neuronas. Por consiguiente, las neuronas presumiblemente D1 positivas
activadas tras la FST en el NAc podrian afectar tanto al circuito directo
como al indirecto.

Tampoco hemos podido abordar en el presente estudio el tema de las
diferencias individuales, dada la complejidad del disefio. No obstante,
existen datos que implican a las 4reas asociadas a la funcion
dopaminérgica en la susceptibilidad diferencial al estrés. En un estudio
de estrés crénico por derrota social en ratones, los animales resilientes
tenfan mayor concentracion de AFosB en las neuronas D1 positivas del
estriado dorsal y el NAc mientras que los susceptibles la tenian en las
neuronas D2 positivas (Lobo et al. 2013). Otros estudios apuntan en la
misma linea, implicando a las neuronas D1 en la resiliencia y las D2 en
la susceptibilidad (Khibnik et al. 2016; Hamilton et al. 2018; Muir et al.
2018).

En resumen, los datos obtenidos en este estudio indican que la
exposicion a estrés adolescente podria alterar el proceso de maduracion
del sistema dopaminérgico y algunos de estos efectos podrian ser
sensible a la controlabilidad.
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3. Estrés adolescente controlable/
incontrolable en ratas de la cepa Long-
Evans (Experimento 3)

3.1. Cajalanzaderay la TWAA

Los resultados obtenidos hasta ahora en el estudio de la exposicién
repetida a estrés controlable/incontrolable en ratas de la cepa Sprague-
Dawley indican que el impacto global no es ni robusto ni consistente.
Puesto que se ha demostrado repetidamente la importancia de la cepa
utilizada en el impacto del estrés, incluyendo los cambios en el eje HPA
(v.g. Gémez et al. 1996; Dhabhar et al. 1997), decidimos estudiar nuestro
paradigma de estrés controlable adolescente en ratas de la cepa Long-
Evans. Datos no publicados de nuestro laboratorio (Sanchis-Ollé en
preparacién) y otros (comentado en Herman y Mueller 2006) indican
que las ratas Long-Evans presentan mayores niveles basales de
corticosterona en algunas fases del ritmo circadiano que las de la cepa
Sprague-Dawley y sobre todo en respuesta a estimulos estresantes. A
nivel conductual tienen mds tendencia a adoptar conductas pasivas en la
FST (Sanchis-Ollé, en preparacién), aunque muestran mds conductas
exploratorias, especialmente alzamientos, en ambientes nuevos (Padilla
etal. 2009; Turner y Burne 2014). En cambio, las Long-Evans son mads
susceptibles a desarrollar indefensién aprendida (Padilla et al. 2009) y
muestran mas tasa de petrificacion en la reexposicion al contexto donde
recibieron choque eléctrico (Chang y Maren 2010), lo que sugiere una
susceptibilidad especial a las consecuencias de la exposicion a choques
eléctricos y al condicionamiento del miedo. Sin embargo, no parece
haber diferencias entre cepas en las consecuencias de la exposicién a
CUS (Bielajew et al. 2002; Konkle et al. 2003), salvo un incremento en la
inmovilidad mds marcado en las Long-Evans durante la segunda
exposicion a la FST (Bielajew et al. 2003).

Al cambiar de cepa, observamos ya inicialmente una menor tasa de
aprendizaje de la TWAA respecto a las Sprague-Dawley. En estas
ultimas, los estudios previos indicaban que el porcentaje de evitaciones
en las ultimas sesiones se situaba en torno al 60-70 % del nimero total
de ensayos (Ilin y Richter-Levin 2009b; Lucas et al. 2014; Sanchis-Ollé
et al. 2019). Sin embargo, en las ratas Long-Evans ha sido en torno al 30
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%, en la linea de los estudios previos con la TWAA en esta cepa (Levine
y Wetzel 1963; Wallace et al. 1976; Lichtenberg etal. 2014; Hatalova
et al. 2017). Cabe mencionar también que las ratas Long-Evans parecen
realizar mas respuestas nulas en las primeras sesiones que las observadas
en las Sprague-Dawley en los experimentos anteriores.

En este experimento se valord el namero de cruzamientos y el tiempo de
petrificacion durante el periodo de habituacion a la caja lanzadera previo
a la tarea como medida de miedo condicionado al contexto. El tiempo
de petrificaciéon durante la habituacién en la segunda sesién fue inferior
en el grupo UST que en el CST, aunque estas diferencias no aparecieron
en la ultima sesion. Datos previos con las Sprague-Dawley indican que
los animales CST y UST no difieren en el tiempo de petrificacion ni en
la segunda ni en la dltima sesioén (Sanchis-Oll¢ 2018). Sin embargo, en
ratones (Liu et al. 2009) y ratas (Escrig et al., datos no publicados)
utilizando tareas en las que solo el escape es posible también se ha
observado un mayor tiempo de petrificacion en el grupo CST que en el
UST, lo que ha sido interpretado como una preparacion tensa para el
escape en el grupo CST. Aunque en el presente trabajo la tarea permitia
evitar el choque, el desempefio de las Long-Evans fue muy bajo, por lo
que la situacion real podria interpretarse como escapable mds que como
evitable, especialmente en la primera sesién. El hecho de no hallar
diferencias en el tiempo de petrificaciéon en la ultima sesién podria
deberse a que el ndmero de evitaciones habia aumentado
considerablemente respecto a la primera sesion, lo que implica que ya
no predominaba el escape. Al igual que con la petrificacion, el nimero
de cruzamientos durante la fase de habituacion de la segunda sesion fue
superior en el grupo UST que en el CST, tendiendo a ser inferior en la
ultima sesion. Los datos de la ultima sesion van en la misma direccion
que los resultados obtenidos en nuestros estudios previos con las ratas
de la cepa Sprague-Dawley.

Las cepas también parecen diferir en el nimero de cruzamientos durante
el ITT alo largo de las sesiones. En las ratas de la cepa Sprague-Dawley se
observaba un patrén inverso en el grupo CST que en las del UST,
incrementandose el nimero de cruzamientos a lo largo de las sesiones
en el primero y descendiendo en el segundo. Sin embargo, en las Long-
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Evans ambos grupos parten del mismo punto, pero mientras el CST
sigue una progresion similar a las Sprague-Dawley (incrementandose en
paralelo al numero de evitaciones), el grupo UST parte de un ndmero
bajo de cruzamientos que se mantiene estable a lo largo de las sesiones.

3.2. Consecuencias endocrinas

Evaluamos la respuesta del eje HPA tras la primera y tltima sesion en la
caja lanzadera. Sorprendentemente, en las ratas Long-Evans, los niveles
de corticosterona fueron superiores en el grupo CST que en el UST tanto
en la primera, como en la tltima sesién. Los estudios previos sobre la
respuesta del eje HPA a la exposiciébn a estimulos estresantes
controlables/incontrolables indican que generalmente no hay
diferencias en la respuesta del eje mediadas por la controlabilidad con la
exposicion aguda cuando solo hay escape (Maier et al. 1986). Pero bajo
ciertos supuestos pueden aparecer diferencias en la respuesta del eje
HPA que indican una amortiguacion de la respuesta mediada por la
controlabilidad. En concreto, estas diferencias a parecen en exposiciones
agudas cuando la tarea es compleja (lever/disk press) o cuando hay
exposiciones repetidas (ver punto 4.2 de la introduccién). En nuestros
estudios previos con ratas Sprague-Dawley las diferencias en la respuesta
del eje HPA entre el grupo CST y el UST solo aparecieron en la tltima
sesion, estando dicha respuesta amortiguada en el grupo CST (Sanchis-
Oll¢ et al. 2019).

Analizamos también la glucosa plasmatica, dado que la hiperglucemia
en situaciones de estrés es un reflejo de la liberacion de adrenalina
(Bialik et al. 1988) y por lo tanto un marcador indirecto de la actividad
del eje SMA. Sin embargo, no se observaron diferencias entre grupos
mediadas por la controlabilidad.

Las diferencias entre cepas respecto a las consecuencias de la
controlabilidad sobre la respuesta del eje HPA podrian estar mediadas
por el estilo de afrontamiento. Los sujetos con un estilo de
afrontamiento activo/proactivo son poco reactivos en términos del eje
HPA, tienen un desempefio mejor en tareas de evitacién activa y mayor
resistencia a la inmovilidad condicionada, mientras que los sujetos con
un estilo de afrontamiento pasivo/reactivo tienen un patrén de respuesta
opuesto (ver revision en Koolhaas etal. 1999). Aunque en este
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experimento no hemos hecho una comparacién directa entre ambas
cepas, los datos sugieren que las Long-Evans, en comparacion a las
Sprague-Dawley, tendrian un estilo de afrontamiento mas pasivo.

El hecho de encontrar valores mas bajos de respuesta de la
corticosterona en el grupo UST respecto al CST es dificil de explicar.
Weiss (1972) en sus estudios clasicos habia planteado que la formacion
de ulceras gastrointestinales producidas por la exposicion a estrés se
verian reducidas si el estrés es predecible y controlable. No obstante, en
condiciones en las que el estimulo era potencialmente controlable la
retroalimentacién que recibian respecto a las consecuencias de la
conducta puesta en marcha (informacién referente a la contingencia
respuesta-refuerzo) era crucial. Su teoria era que la conducta activa en
ausencia de retroalimentacién apropiada incrementaba el impacto del
estrés respecto a una conducta pasiva cuando el impacto era valorado
por el nimero y extension de las lesiones gastricas (Weiss 1971). Por
consiguiente, para que la controlabilidad pueda ser protectora es
necesario una retroalimentacion adecuada y una respuesta conductual
optima. En el caso de las Long-Evans pertenecientes al grupo CST la
retroalimentacion recibida por su conducta (fin del choque) podria no
ser suficiente para ejercer los efectos protectores de la controlabilidad
dada su baja eficacia en el desempefio de la tarea. Sin embargo, en el
grupo UST, al hacer muy pocas respuestas y poder predecir la aparicién
del choque (dado que el grupo CST hace pocas evitaciones y el CS casi
siempre precede al choque), el impacto del estrés seria menor.

Esta teoria puede combinarse con que la posibilidad de que el estilo de
afrontamiento predominante sea el pasivo/reactivo en las ratas Long-
Evans. Para ellas, la necesidad de dar una respuesta proactiva para evitar
la aparicion del choque podria ser mas estresante que la falta de control,
siendo el choque predecible, condicién esta ultima que favorece adoptar
una conducta pasiva y por consiguiente una menor activaciéon de la
respuesta del eje HPA (niveles plasmaticos de corticosterona). No
obstante, no hay estudios especificos que apoye este supuesto y serian
necesarios experimentos que permitiesen explorar esta posibilidad.

Los datos del incremento de peso de los sujetos indicaron que el
procedimiento de estrés redujo el crecimiento respecto al grupo NS. En
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los estudios previos de nuestro laboratorio con Sprague-Dawley no se
observaron diferencias en el peso corporal, el tamafio de la adrenal o el
tamano del timo (Sanchis-Ollé 2018). En el presente experimento el
tamafio de la adrenal y el timo no pudo ser evaluado porque decidimos
darle prioridad al andlisis de las consecuencias conductuales. No
obstante, el hecho de que el incremento de peso si se viese reducido
refuerza la idea de que las ratas Long-Evans son mas susceptibles al estrés
que las ratas Sprague-Dawley. En cualquier caso, no podemos descartar
que este efecto sea consecuencia del mayor numero y tiempo de choque
recibido por las Long-Evans, puesto que realizaron menos evitaciones y
mads respuestas nulas que las Sprague-Dawley. Lo que si es evidente es
que el incremento de peso no parece ser sensible a la controlabilidad, en
consonancia con todos los datos previos de diferentes laboratorios.

La actividad basal del eje HPA medida mediante los niveles plasmaticos
de corticosterona 3 dias después de la tltima sesion de choques fue
similar en los tres grupos experimentales, asi como también lo fue la
respuesta a un estimulo estresante de baja intensidad (OF) 4 dias
después. Sin embargo, la respuesta a un estimulo de alta intensidad
(FST) 8 dias después fue superior en los grupos expuestos a estrés
adolescente que en el grupo NS. Estos resultados difieren parcialmente
de los obtenidos utilizando la cepa Sprague-Dawley. No obstante, por
motivos técnicos no hemos podido analizar, por el momento, la ACTH.
Por consiguiente, debemos ser cautos a la hora de sacar conclusiones.

3.3. Consecuencias conductuales

A nivel conductual, se observé un descenso en la distancia recorrida en
el centro pero no en la periferia del OF durante los primeros 5 min en
los grupos sometidos a estrés adolescente (aunque el efecto fue solo
marginal en el grupo UST). Estos resultados son menos evidentes que
los observados en Sprague-Dawley a corto plazo. Ambas cepas difieren
en la actividad en un OF, siendo las Long-Evans mas activas (Padilla et al.
2009; Turner y Burne 2014), pero no es evidente que este sea un factor,
especialmente critico. Si nos atenemos a la hipotesis de la “generalizacién
cognitiva de miedo condicionado al contexto”, el impacto de la exposicion
previa a choques eléctricos sobre la hipoactividad en un OF deberia ser
en las Long-Evans que en las Sprague-Dawley, dado que las primeras son
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mas sensibles al condicionamiento del miedo. Sin embargo, no sabemos
silas distintas cepas de rata o ratén difieren en este aspecto ya que no ha
sido estudiado.

Dos dias después de la exposicion al OF evaluamos la conducta social en
la prueba de IS. No hubo cambios ni por la exposicion a estrés ni por la
controlabilidad, a pesar de que es en esta prueba en la que se han
observado efectos mas consistentes mediados por la controlabilidad
(Kubala et al. 2012; Maier y Seligman 2016; Sanchis-Ollé 2018). Ademas
de no observarse diferencias mediadas por la controlabilidad, la
interaccion social activa fue en general inferior en las Long-Evans que la
observada previamente en las Sprague-Dawley, aunque no hemos hecho
una comparacion directa, al haber realizado los experimentos en
distintos momentos. Cabe destacar, que durante la prueba de IS
diferentes parejas de ratas exhibieron conducta agresiva (sin diferencias
aparentes entre grupos, datos no mostrados), algo que rara vez hemos
observado en ratas de la cepa Sprague-Dawley. Este hecho no es
sorprendente considerando que las Long-Evans adultas son mds
agresivas que otras cepas (Blanchard et al. 1984; Blanchard y Blanchard
2003).

Dos dias después de la prueba de IS evaluamos la conducta en la FST,
en la que tampoco obtuvimos diferencias entre grupos en ninguno de
los parametros estudiados. Los resultados que hemos obtenido en la FST
tras la exposicion a estrés controlable/incontrolable durante la
adolescencia con la cepa Sprague-Dawley varian entre experimentos,
aunque en conjunto parece que el estrés adolescente podria incrementar
en esta cepa el uso de estrategias activas. Dado que las ratas de la cepa
Long-Evans muestran menos conducta activa que las ratas Sprague-
Dawley en la FST (Konkle etal. 2010; Sanchis-Ollé et al., en
preparacion), podrian ser menos proclives al impacto del estrés para
favorecer las conductas de afrontamiento activo.

Posteriormente, evaluamos el consumo de sacarina durante 4 h y
durante 7 dias, comenzando 5 dias después de la exposicion a la FST. A
las 4 h se observé un consumo menor en los animales CST y UST
respecto a los NS. Sin embargo durante los 7 dias hubo un consumo
menor de sacarina en las CST respecto a las NS que fue marginalmente
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significativo en las UST. Los estudios previos de nuestro laboratorio con
ratas de la cepa Sprague-Dawley indicaban que la exposicion crénica a
estrés controlable o incontrolable durante la adolescencia no afectaba a
la preferencia por el consumo de sacarina (Sanchis-Oll¢ 2018). El
descenso en el consumo preferente de sacarina se ha considerado
indicativo de una conducta que podria reflejar anhedonia, lo que sugiere
que esta cepa seria mas susceptibles a los efectos anhedodnicos de la
exposicion a estrés que las ratas Sprague-Dawley. El hecho de que la
situacién sea controlable no parece proteger frente a las consecuencias
de la exposicion. La ausencia de efecto del control sobre el estrés esta de
acuerdo con datos de otros investigadores en ratas adultas expuestas a
una sola sesion de choques escapables versus inescapables, en los que se
observo un descenso de la preferencia por sacarosa similar en ambos
grupos (Christianson et al. 2008).

Por ultimo, evaluamos como la experiencia previa en la caja lanzadera
afectaba a una nueva exposicion ala TWAA 30 dias después de la dltima
sesion. Para ello expusimos los tres grupos experimentales a la TWAA
siguiendo el mismo procedimiento que siguié el grupo CST en la
adolescencia. Evaluamos la conducta durante los 5 min de habituacion
para observar el condicionamiento del miedo al contexto a largo plazoy
su posible relacion con el desempefio posterior en la tarea.

Durante el periodo de habituacién previo a la tarea el tiempo de
conducta de petrificacion fue, como era de esperar, superior en los
grupos expuestos a estrés adolescente y ligeramente superior en el grupo
UST respecto al CST. Sin embargo, no se observaron durante la
habituacion diferencias entre los dos grupos expuesto a estrés durante la
adolescencia ni en el nimero de cruzamientos ni en el de alzamientos.
En los estudios previos con las ratas Sprague-Dawley también se habia
observado una reduccién en el tiempo de petrificacién en el grupo CST
respecto al UST (Sanchis-Ollé 2018). Sin embargo, las diferencias entre
los dos grupos se extendieron al nimero de cruzamientos y alzamientos.
Estas diferencias entre las dos cepas en el impacto de CST versus UST
no son sorprendentes considerando que la tasa de petrificacion en las
Long-Evans fue muy superior a la observada por Sanchis-Ollé (2018) en
la cepa Sprague-Dawley. Es l6gico que las conductas activas estén tan
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reducidas en las Long-Evans expuestas a choques en la adolescencia que
sea muy dificil hallar diferencias asociadas a la controlabilidad. Las
diferencias entre cepas en la tasa de petrificacion podrian deberse al
mayor tiempo de choque recibido, aunque la razén mas probable sea la
mucha mayor sensibilidad de las Long-Evans al condicionamiento de
miedo al contexto (Chang y Maren 2010; Sanchis-Oll¢é en preparacion).

Como era de esperar en funcion de estudios previos en animales jovenes
(Sanchis-Ollé 2018), el desempeiio en la TWAA fue claramente superior
en las ratas CST que en los otros dos grupos. El mejor desempeno esta
probablemente relacionado con la experiencia previa de control y con el
hecho de ser expuestos a la misma tarea que en la etapa adolescente. Lo
que es mas sorprendente es que el desempenio del grupo UST no fuese
inferior al del grupo NS. De hecho se observé una tendencia no
significativa a mayor nimero de evitaciones en el grupo UST que en el
NS, aunque el nimero de respuestas nulas (bajo en general) fue también
mas elevado en el grupo UST que en el NS. Segun la teoria de la
indefension aprendida (Maier y Seligman 2016), el desempenio del grupo
UST deberia haber sido inferior al del grupo NS. Aunque podria
argumentarse que el desempefio fue muy malo en el grupo NS y eso
impediria ver las diferencias con el UST, ya hemos comentado que el
numero de evitaciones fue en el sentido contrario al esperado. Por otro
lado, siguiendo el mismo protocolo que en el presente estudio, en las
ratas Sprague-Dawley el desempeiio de las UST fue claramente superior
a las NS (Sanchis-Ollé 2018). Por lo tanto, el patrén tiende a ser el
mismo, pero muy amortiguado por el mal desempenio de las Long-Evans
respecto a las Sprague-Dawley en la TWAA.

La razén de que nuestros resultados vayan en contra de la teoria de la
indefension aprendida puede ser multiple. En nuestro caso los animales
CST tenian la posibilidad de evitar la aparicion de los choques y no solo
escapar de los mismos, en tanto que en modelo clésico de la indefension
aprendida solo tienen la opcidn de escapar (parar el choque). El modelo
clasico implica una sola exposicion y en animales adultos mientras que
en nuestro modelo los animales son adolescentes y la exposicion es
repetida. Finalmente, la exposicion a los choques tuvo lugar en nuestro
modelo en el mismo lugar y condiciones en las que se llevo a cabo
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posteriormente la TWAA y no es descartable una cierta adaptacion al
estrés por choque eléctrico en las patas.

En resumen, las ratas de la cepa Long-Evans tienen mas dificultades para
aprender la TWAA y no parecen beneficiarse de los posibles efectos
protectores de la controlabilidad. Las consecuencias conductuales y
endocrinas difieren de las observadas en las Sprague-Dawley, siendo en
algunos aspectos mas sensibles y en otros menos. Por otro lado, debemos
ser cautos en las conclusiones extraidas, debido a que no comparamos
ambas cepas de forma directa. En cualquier caso, los datos conductuales
y endocrinos parecen indicar un estilo de afrontamiento pasivo/reactivo
en esta cepa por lo que la TWAA podria no ser una tarea adecuada para
estudiar los efectos de la controlabilidad en las Long-Evans.

4. Conclusiones e Implicaciones tedricas y
clinicas

4.1. Conclusiones

Los resultados de la presente tesis indican que la exposicién a choques
eléctricos en condiciones en las que los animales pueden evitarlos (tarea
TWAA, grupo CST) respecto a choques sobre los que no se ejercen
control (grupo UST) muestra algunos efectos comunes y otros
dependientes de la controlabilidad. Sin embargo, las diferencias
conductuales y endocrinas son sutiles y el impacto general de la
exposicion a choques en la adolescencia fue moderada. Es mucho mas
probable encontrar diferencias robustas cuando la conducta o las
consecuencias endocrinas y centrales se analizan en los dos dias
posteriores a la exposicién al estrés cronico. El caso mas evidente es el
de la sensibilizacion de la respuesta del eje HPA a estimulos estresantes
heterotipicos. En la medida en que se prolonga el tiempo entre la
exposicion al estrés cronico y las variables estudiadas, es mas probable
que muchos de los efectos se disipen o sean menos consistentes debido
a las diferencias entre tandas de animales. En este sentido, el uso de la
cepa Sprague-Dawley en los primeros estudios y la cepa Long-Evans en
el altimo, indican claramente que la cepa utilizada, reflejo de diferencias
individuales, es claramente determinante y podria explicar muchos de
los datos controvertidos de la literatura.
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Aunque los resultados respecto al impacto del estrés en la etapa
adolescente en las estrategias de afrontamiento en la FST no han sido
muy consistentes, si podemos concluir que la controlabilidad sobre el
estrés tiene poco impacto y mds concretamente que la ausencia de
control no favorece las estrategias de afrontamiento pasivas, sino mds
bien las activas. Por consiguiente, no hemos obtenido evidencias de una
generalizacion de la posibilidad de control sobre el estrés, o su ausencia,
trasladable a situaciones estresantes de una naturaleza diferente.

En paralelo a los cambios conductuales y endocrinos, hemos estudiado
el impacto del estrés adolescente sobre la induccion, constitutiva o en
respuesta al nado, de IEG que no solo sirven de marcadores de neuronas
activadas por el estrés (c-fos) sino también otros que parecen implicados
en procesos de plasticidad sindptica y cambios funcionales como el
AFosB y el Arc. Esperabamos encontrar efecto del estrés y de la
posibilidad de control. Respecto a AFosB, que permite identificar
neuronas que se han activado repetidamente, solo se observd un
incremento de su expresion en el LSv, siendo dicha expresion
independiente de la controlabilidad, razén por la cual aporta poco
respecto a areas sensibles al control sobre el estrés. En el caso de Arc, los
resultados han sido sorprendentes dado que se ha observado un
descenso significativo de su expresion constitutiva en lamPFC del grupo
CST y una tendencia similar en el grupo UST, en tanto que el descenso
ha sido evidente en ambos grupos en el estriado. Aunque no esta claro
el papel especifico de la controlabilidad en el descenso de Arc, este
descenso deberia repercutir en los procesos de plasticidad sinaptica de
estas areas. Sin embargo, tras la exposicion a la FST, que dio lugar a un
notable incremento de la expresion del gen (esperable por ser un IEG),
no se observaron diferencias en el grupo CST respecto al NS y el grupo
UST mostré6 una mayor respuesta que el NS. Desconocemos las
implicaciones funcionales concretas de estos cambios en la expresion de
Arc por la falta de estudios al respecto.

Finalmente, no se observaron efectos de la exposicion al estrés en a
inducciéon de c-fos por la FST, lo que indica poco impacto de la
experiencia previa de estrés sobre la respuesta del SNC a estimulos
estresantes heterotipicos. No obstante, la historia previa de estrés podria
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modificar el equilibrio entre las poblaciones D1 (circuito directo) y D2
(circuito indirecto) de algunas subdivisiones del estriado y afectar
también a la respuesta conductual a la administracion sistémica de
antagonistas D1 y D2, aunque el efecto de la controlabilidad es dificil de
caracterizar con precision.

En contraposicién a las dificultades para observar efectos claros en
conductas no relacionadas con la exposicion a los choques, es evidente
que en las ratas Long-Evans la experiencia de control en la tarea TWAA
durante la adolescencia (grupo CST) mejora claramente la ejecucion de
la misma tarea en la etapa adulta y que la experiencia previa de
incontrolabilidad (grupo UST) no tiene un impacto negativo sobre la
tarea adulta, en contra de la idea de la indefension aprendida. Los datos
previos de nuestro laboratorio con ratas Sprague-Dawley confirman la
gran mejora en la ejecucion de la tarea durante la adultez en el grupo
CST, pero ademas demuestran una clara mejora en el grupo UST
respecto al grupo NS. Por consiguiente, nuestros resultados no apoyan
la idea de la indefensién aprendida, al menos cuando el estimulo
aversivo es el mismo (choque eléctrico en las patas).

4.2. Implicaciones tedricas

Se han elaborado diferentes modelos teéricos para explicar como afectan
las exposiciones tempranas a situaciones estresantes en la reactividad al
estrés durante la edad adulta (ver revisién en Chaby 2016). Entre ellas,
la teorfa de los 2/3 hits plantea que las consecuencias negativas de la
exposicion en etapa tempranas a estrés se sumarian a las de la exposicion
en adultos (McEwen 1998; 2000). La teoria del match/mismatch plantea
que la exposicion en etapas tempranas prepararia frente a las
exposiciones adultas, y el problema vendria cuando el contexto en la
edad adulta no coincide con el de las etapas tempranas (Schmidt 2011;
Santarelli et al. 2014). El modelo de “inoculacién” plantea que tanto la
falta de exposicidn a experiencias estresantes leves como la exposicion a
situaciones muy intensas, tendrian consecuencias negativas, mientras
que un nivel de exposiciéon intermedio seria el Optimo para ejercer
efectos protectores, existiendo por lo tanto una “U” invertida (Romeo
2015). Una dltima teoria que queremos resaltar, es la teoria de la
“sensibilidad diferencial al contexto”, que plantea que un individuo que
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es susceptible a los efectos negativos de la exposicion a estrés durante las
etapas tempranas también lo es a los efectos protectores, mientras que el
que es resistente a las consecuencias negativas lo es a la vez a las positivas
(Ellis et al. 2011). Dicho de otra forma, existirian en una poblacién
determinada de sujetos unos de elevada susceptibilidad a influencias
ambientales y otros muy resistentes, que probablemente representan
una combinacién que tiene valor adaptativo para la poblaciéon en
conjunto. Como vemos, hay diferentes enfoques y planteamientos de
cara a predecir como afectaran las experiencias tempranas en el sujeto
adulto y de hecho se han hecho esfuerzos por integrarlos dentro de una
teoria unitaria (Shakiba et al. 2019).

Los resultados obtenidos en el presente estudio no permiten apoyar a
ninguna de las diferentes teorias. Uno de los problemas de estos
planteamientos tedricos es que el disefio de experimentos concretos para
apoyarlas o refutarlas es muy complejo por varias razones. En primer
lugar, no es obvio que todas las consecuencias del estrés que podemos
valorar (conductuales o endocrinas) vayan en la misma direccion. El
ejemplo de las dos cepas estudiadas en el presente estudio ilustra el
problema: las Long-Evans parecen mucho mas sensibles al impacto del
estrés adolescente que las Sprague-Dawley en cuanto al
condicionamiento del miedo generado por la exposicion a choques o a
la anhedonia, pero parecen menos sensibles en cuanto a la interaccién
social. En segundo lugar, es dificil determinar qué situaciones podemos
considerar como leves, 6ptimas o intensas para estudiar la teoria de la
“U” invertida. Finalmente, la combinacién de las tres primeras teorias
con la de la sensibilidad diferencial al contexto no se ha investigado aun
en modelos animales, entre otras razones porque no hay una definicién
operacional para caracterizar ambas poblaciones de animales antes de
que sean expuestos al estrés en etapas tempranas (incluyendo la
adolescencia). No obstante, las teorias mencionadas son de gran valor y
han de servir como gufa para el futuro desarrollo de disefos
experimentales apropiados.

El presente estudio, como cualquier otro, estd sujeto a importantes
limitaciones. La primera de ellas va ligada inevitablemente al estimulo
estresante utilizado durante la adolescencia. El choque eléctrico provoca
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efectos condicionados, como el miedo condicionado al contexto o la
generalizacion cognitiva, que son muy duraderos en el tiempo, aunque
como contrapartida permite regular su intensidad y es el mas adecuado
para el estudio de la implicacion de la controlabilidad en la respuesta de
estrés. La segunda limitacion va ligada a las pruebas utilizadas para
evaluar las consecuencias de la exposicion a estrés. Todas las pruebas
utilizadas tienen asociado un componente estresante de mayor o menor
intensidad, el cual provoca que las diferencias pueden deberse a la
interaccién de la experiencia previa de estrés con la nueva situacion
estresante o, alternativamente, a consecuencias fenotipicas estables
causadas por la exposicién a estrés. En otros términos, la reduccion en
la conducta exploratoria puede ser fruto de un incremento en la
ansiedad rasgo o deberse a una sensibilizacién de la percepcion de estrés
fruto de la experiencia previa. Esta disyuntiva es muy complicada de
solucionar, debido a la dificultad para diseccionar el peso de cada
componente. La tultima limitacién vendria ligada a los sujetos
experimentales. Las consecuencias de la exposicion a estrés controlable
o incontrolable podrian estar mediadas por diferencias individuales en
el estilo de afrontamiento o en la sensibilidad a los efectos protectores o
daninos de la exposicion. En futuros estudios seria necesario abordar las
diferencias individuales, basaindonos tanto en la conducta en la TWAA
como en el impacto del choque (controlable o incontrolable) a nivel
conductual y fisiologico.

Los datos generados en el presente estudio, asi como los datos previos
en roedores y humanos indican que la controlabilidad (o la percepcion
de esta) son importantes en la mediacién de las consecuencias de la
exposicion a estrés. Es muy probable que el impacto sea mayor en
humanos que en animales con mucha menos capacidad de
procesamiento cognitivo, lo que implica mads dificultad para distinguir
entre situaciones controlables e incontrolables y probablemente menos
impacto diferencial en roedores. En humanos la percepcion de control
no solo se ha estudiado en situaciones de laboratorio, sino también en
situaciones reales. Como hemos comentado en la introduccion
(apartado 4.3) un indicador de la capacidad de control del contexto ha
sido el estatus socioecondémico. Las personas con un estatus
socioecondmico bajo (contexto incontrolable) tienen mayor tendencia a
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desarrollar trastornos del estado de animo y de abuso de sustancias
relacionados con las experiencias de estrés (Moscarello y Hartley 2017).
Asimismo, la percepcién de control protege frente a las consecuencias
negativas (sintomatologia del trastorno de estrés postraumatico) tras
sufrir algun tipo de agresion fisica (Kushner et al. 1993), mientras que la
percepcion de indefension (falta de control) empeora las consecuencias
de sufrir violencia doméstica (Salcioglu etal. 2017), los desastres
naturales (Basoglu et al. 2002), las guerras (Letica-Crepulja et al. 2011) y
la tortura (Le etal. 2018). En concreto, si ponemos el foco en la
adolescencia, los sujetos que tienden a atribuir los estados de dnimo
negativos a causas incontrolables son mds susceptibles de desarrollar
depresion que si estos son atribuidos a causas controlables (Brown y
Siegel 1988).

La adolescencia es el daltimo estadio evolutivo previo a la edad adulta,
estd repleta de cambios y ofrece una oportunidad para potenciar las
habilidades de los sujetos a la hora de afrontar situaciones adversas.
Entre las estrategias para fomentar la resiliencia, estaria la exposicion a
situaciones estresantes o retos de intensidad asumible, en los cuales el
individuo pueda controlar y resolver la situacion (Rutter 2013) y de esta
forma incrementar la percepcion de control. A ello hemos de afadir
otras aproximaciones orientadas a incrementar las herramientas de
afrontamiento activo (resolucion de problemas) o modificar la emocion
subyacente al evento estresante. Es de esperar que en un futuro los
estudios neurocientificos nos permitan profundizar en humanos en los
mecanismos diferenciales a través de los que actua el estrés controlable
versus el incontrolable.
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Conclusiones
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La controlabilidad sobre el estrés en la adolescencia no se reflejo
en la acumulacién de corticosterona en pelo, indicando una
liberacién similar de corticosterona en los dos grupos expuestos
a estrés respecto al grupo NS.

No hubo alteraciones significativas entre grupos en los niveles
basales de ACTH o corticosterona. Sin embargo, a corto plazo la
liberaciéon de ACTH estuvo sensibilizada en los animales UST
en respuesta a estimulos estresantes de de baja intensidad (OF),
mientras que en la respuesta a un estimulo de alta intensidad
(FST) se observé sensibilizacion de la respuesta de ACTH en los
dos grupos expuestos a estrés y en la de corticosterona en el UST
(EFST).

En los casos en los que se observaron mayores niveles de
corticosterona en respuesta a un nuevo estimulo estresante
agudo, el efecto no pereci6 deberse a cambios en la capacidad
maxima de respuesta de la corteza adrenal ala ACTH.

A nivel conductual la controlabilidad protegio frente al impacto
a corto plazo del estrés adolescente sobre la interaccion social,
pero no frente al descenso moderado en la actividad exploratoria
en un OF a corto y largo plazo, y al incremento del uso de
estrategias de afrontamiento activo en la FST a corto plazo.

La exposicion repetida a estrés adolescente tan solo incrementd
el nimero de neuronas AFosB+ en el LSv a corto plazo, sin
cambios entre grupos en la mayoria de dreas estudiadas (v.g.
mPFC, estriado o NAc). Por tanto, no se detectaron areas
actividades diferencialmente por la controlabilidad.

La exposicion a estrés controlable redujo a corto plazo la
expresion basal de Arc en el mPFC, observandose la misma
tendencia en el grupo UST. En la misma linea se observé un
descenso en todas las subdivisiones del estriado, salvo en el
DMS, tanto en el grupo CST, como en el UST, sin diferencias
entre estos. Estos efectos no se observaron a largo plazo,

indicando que es un efecto transitorio.
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10.

11.

12.

La exposicion a estrés durante la adolescencia no produjo
cambios en la respuesta de c-fos a un estimulo heterotipico (FST)
en ninguna de las areas estudiadas. Sin embargo, se observo
sensibilizacion de la respuesta de Arc en los animales expuestos
a estrés incontrolable (UST), pero no al controlable (CST).

A pesar de no incrementar globalmente la respuesta de c-fos a la
EST, la exposicion a estrés adolescente modificé el patrén de c-
fos en los dos tipos de neuronas dopaminérgicas del estriado,
incrementandose el naimero de neuronas D1+/c-fos+ en la parte
medial del estriado en los animales expuestos a estrés
adolescente. Este incremento vino asociado a un incremento en
el uso de estrategias de afrontamiento activo.

La administracién de antagonistas D1 y D2 favoreci6 las
conductas pasivas en la FST. Sin embargo, en los animales CST
no hubo practicamente efecto de los firmacos, mientras que en
los UST los efectos se vieron potenciados. Estos resultados
indican que aunque no haya cambios visibles mediados por la
controlabilidad en la conducta en la FST, si que hay cambios
sutiles en la regulacion de ésta por el sistema dopaminérgico.
Las ratas Long-Evans presentan una tasa de adquisicion de la
TWAA inferior que las Sprague-Dawley. Las Long-Evans UST
presentaron menos miedo condicionado que las CST en los 5
min de habituacion de la segunda sesion, pero se equipararon en
la dltima sesién.

Larespuesta del eje HPA (corticosterona) fue mas elevada en los
animales CST que en los UST, indicando una influencia de la
controlabilidad diferente en las Long-Evans respecto a las
Sprague-Dawley.

La exposicion a estrés durante la adolescencia redujo a corto
plazo la distancia recorrida en el centro de un OF y el consumo
de sacarina en las ratas Long-Evans. No se observd ningtn efecto

sobre la conducta en la prueba de IS ni en la FST. Estos datos
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13.

14.

indican que el impacto sobre la conducta es distinto del
observado en las Sprague-Dawley.

En el grupo CST se redujo a largo plazo la respuesta de miedo
condicionado al contexto respecto al UST. Asimismo, favorecid
la realizacién de la TWAA en la edad adulto. En menor medida
también favorecio el desempeno en los animales UST respecto a
los NS. Estos datos no apoyan la idea de la indefension
parendida.

La exposicion a estrés repetido durante la adolescencia provoca
cambios en la respuesta endocrina, conductual y del SNC
posterior, que en algunos casos son moduladosp or la
controlabilidad. El impacto de la exposicion a estrés
controlable/incontrolable varia segin la cepa utilizada en el

estudio.
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