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Cada acto de percepcidn, es hasta cierto punto un acto de creacion, y cada acto de la
memoria es en cierta medida un acto de imaginacion.

Oliver Sacks

Pequenas alas que no sirven para volar, un apéndice que puede ser mortal, un ojo que
no puede ver bien o musculos que sirven para mover inatilmente las orejas, no
tendrian mucho sentido si uno piensa que las especies fueron una obra divina.

Jerry A Coyne, (Por qué la evolucion es verdad?
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ACTH Hormona adrenocorticotropa
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CRH Factor liberador de corticotropina

Ct valor umbral de ciclos, del inglés “cycle threshold”
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GR Receptor de glucocorticoides (tipo II)

HHA Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal
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IFS Shock eléctrico ineludible, del inglés “inescapable foot shock”
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NBST Nucleo basal de la estria terminal

NMDAR Receptor glutamatérgico N-metil D-Aspartico

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PCRq-RT PCR cuantitativa a tiempo real

PVH Nucleo paraventricular del hipotalamo

RIA Radioinmunoensayo

TEPT Trastorno de estrés postraumatico
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Resumen

La interaccion funcional entre la corteza prefrontal (CPF) y la amigdala asi como la
activacion del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal (HHA) y la liberacion de catecolaminas
en areas limbicas del cerebro, juegan un papel clave tanto en la regulacion de la
respuesta fisiologica a estrés como en respuestas mal-adaptativas a estrés. El
procesamiento de la informacion emocional a largo plazo, es otro de los mecanismos

que contribuyen a la capacidad de los individuos para adaptarse a situaciones de estrés.

Diversos estudios han mostrado que la CPF modula la activacion del eje HHA en
condiciones basales y durante estrés asi como la formacion de memorias relacionadas
con estimulos aversivos. Es mas, tanto la transmision noradrenérgica en la amigdala
como los cambios en la concentracion de corticosterona en esta misma area del cerebro,
son fundamentales en la adquisicion y consolidacion de la memoria emocional. Sin
embargo, y a pesar de su importancia en la regulacion de la respuesta a estrés, ain no se
conoce bien el papel especifico de la CPF y la amigdala en la regulacion del eje HHA y
en el procesamiento emocional, y en qué medida la alteracion de estas areas facilita
respuestas mal-adaptativas a estrés. Por otra parte, el enriquecimiento ambiental (EA) se
ha descrito como un modelo experimental que reduce la reactividad a estrés e
incrementa la resistencia frente a estimulos aversivos. Ademds este paradigma
experimental estd siendo investigado como modelo animal para estudiar los
mecanismos neurobioldgicos del tratamiento de patologias psiquidtricas relacionadas

con el estrés como el trastorno de estrés post-traumatico (TEPT).

La presente Tesis Doctoral consta de tres bloques experimentales en los que se
investigan diferentes aspectos relacionados con el papel de la CPF y la amigdala en la
respuesta a estrés tanto en condiciones fisioldgicas (evaluando los efectos de un estrés

moderado) como patologicas (evaluando los efectos de un estrés traumatico).

Bloque Experimental I

Estudios previos en roedores han sugerido que las regiones prelimbica e infralimbica de
la CPF ejercen un papel antagonico sobre la regulacion del eje HHA y la memoria
aversiva. En concreto, se ha propuesto que la corteza prelimbica inhibe la actividad del
eje y los aumentos de corticosterona en respuesta a estrés mientras que la corteza

infralimbica estimula su activacion en respuesta a dicho estrés. El objetivo del presente
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bloque experimental fue investigar los efectos de la inhibicidn y la estimulacion de la
corteza infralimbica sobre la concentracion plasmatica basal y estimulada por estrés de
corticosterona y sobre la adquisicion de memoria aversiva en un test de evitacion
pasiva. Ademas, se estudio si el mantenimiento de los animales en condiciones de EA
cambia la funcion de la corteza infralimbica sobre los parametros anteriormente citados.
Con este objetivo, se llevan a cabo inyecciones locales de muscimol, agonista GABA 4,
y picrotoxina, antagonista GABAA para inhibir y estimular, respectivamente, la
actividad de la corteza infralimbica. Las inyecciones se llevaron a cabo 60 minutos
antes de ser expuestos a un estrés agudo (shock eléctrico) durante la fase de

entrenamiento en un test de evitacion pasiva.

Los resultados mas relevantes fueron del bloque experimental I fueron: 1) La inhibicién
de la corteza infralimbica redujo el incremento de corticosterona estimulado por estrés y
de memoria aversiva en el test de evitacion pasiva. 2) La estimulacion de la corteza
infralimbica increment6 la concentracion plasmatica basal de corticosterona. El EA
potencid el incremento de los niveles basales de corticosterona inducidos por la

estimulacién de la corteza infralimbica.

Estos resultados sugieren que la corteza infralimbica es necesaria para la activacion del
eje HHA en respuesta a un estrés agudo moderado y para la formaciéon de memorias
aversivas y ademds sugieren que el EA potencia el control ejercido por la corteza
infralimbica sobre el eje HHA. En este contexto, los resultados presentados en este
bloque experimental apoyan la hipdtesis de que la alteracion en la actividad de la region
ventral de la CPF podria ser responsable de patologias psiquiatricas relacionadas con el

estrés.

Bloque experimental 11

La disfuncion de la CPF ha sido asociada con la respuesta exacerbada a estrés observada
en los pacientes diagnosticados de esquizofrenia y de elevado riesgo de padecer
psicosis. La hipofuncion de los receptores glutamatérgicos del tipo NMDA es un
modelo experimental utilizado para investigar las alteraciones neurofisioldgicas y
conductuales asociadas a la psicosis. El objetivo del presente bloque experimental fue

estudiar si la alteracion de la actividad de la region prelimbica de la CPF, inducida por
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la hipofuncion de los receptores NMDA mediante inyecciones locales del antagonista
NMDA, CPP, cambia los niveles de noradrenalina y corticosterona en la amigdala en
respuesta a estrés, medidos en experimentos de microdidlisis, y la adquisicion de la

memoria aversiva en un test de evitacion pasiva.

Los resultados mas relevantes obtenidos en este bloque experimental fueron: 1) la
inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF no modificéd las concentraciones
extracelulares de noradrenalina y corticosterona en la amigdala, en respuesta a estrés
agudo y 2) La inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF redujo la memoria

aversiva en un test de evitacion pasiva.

Estos resultados sugieren que la alteracion de actividad de la region prelimbica la CPF
altera el procesamiento de la memoria a largo plazo de un estimulo aversivo. Esta
alteracion no depende de la modificacion de la actividad de las proyecciones
noradrenérgicas a amigdala ni de la del eje HHA. Por tanto, este déficit de la memoria
emocional inducido por la hipofuncion de los receptores NMDA en la CPF estaria
mediado por proyecciones corticales diferentes a las que regulan la actividad del eje

HHA y del sistema noradrenérgico en amigdala.

Bloque Experimental I11

La exposicion a un estrés traumatico puede desencadenar el desarrollo de patologias
relacionados con trastornos de ansiedad como es el trastorno de estrés post-traumatico
(TEPT). Se ha sugerido que una hiperactividad del sistema noradrenérgico podria estar
implicada en el mantenimiento de alguna de las alteraciones conductuales asociadas a la
exposicion a estrés traumatico como la hipervigilancia en ambientes novedosos no
asociados al trauma. El objetivo del presente bloque experimenta fue estudiar si la
exposicion de los animales a un estrés traumadtico, shock eléctrico ineludible (IFS),
produce cambios a largo plazo en la conducta en respuesta a la novedad, evaluada
mediante la exposicidon a un aparato de campo abierto y si estos cambios se asocian a
una hiperactividad noradrenérgica en la amigdala. Para ello, se evaluaron los niveles de
noradrenalina en animales expuestos a IFS mediante la técnica de microdialisis.
También se estudio si la reduccidon en la transmision noradrenérgica en la amigdala,

mediante inyecciones del antagonista B-adrenérgico propranolol en esta area cerebral,
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modifica la reactividad en respuesta novedad producida por la exposicion a IFS.
Anadido a esto, se evalu6 si la exposicion a IFS modifica los niveles de expresion de
ARNm de receptores B-adrenérgicos (Bly B2), de glucocorticoides (GR y MR) y de
endocannabinoides (CB1) en las principales areas que regulan la respuesta a estrés
como la amigdala, la CPF y el hipocampo. Por tltimo, se estudi6 si el mantenimiento de
los animales en EA atenua las alteraciones conductuales producidas por la exposicion de

los animales a un estrés traumatico.

Los resultados mas relevantes del presente bloque experimental fueron: 1) La
exposicion a IFS redujo la actividad motora durante los 5 primeros minutos del test de
campo abierto a largo plazo (7 y 28 dias). 2) La exposicion a IFS incrementd la
concentracion extracelular estimulada por estrés de noradrenalina en la amigdala. Sin
embargo, redujo la concentracion extracelular basal de noradrenalina en amigdala. 3) La
inyeccion local de propranolol en la amigdala contrarrestd la reduccion de la actividad
motora producida por la exposicion a IFS. 4) La exposicion a IFS alterd la expresion de
ARNm de los diferentes receptores en la CPF, el hipocampo y amigdala. 5) EI EA no
redujo significativamente la inmovilidad en respuesta a novedad producida por la
exposicion a IFS, aunque increment6 la variabilidad de la respuesta en el grupo de

animales mantenidos en estas condiciones.

Estos resultados, sugieren que la exposicion a IFS produce un incremento en la
actividad noradrenérgica en la amigdala, que es responsable, al menos en parte, de la
inmovilidad en respuesta a novedad asociada a los sintomas de hipervigilancia en
TETP. La alteracion en la expresion de receptores en la CPF y el hipocampo de los
animales expuestos a IFS sugieren ademds que estas areas cerebrales también estarian

implicadas en el mantenimiento de los sintomas del TEPT.

En conjunto, los resultados de la presente Tesis Doctoral apoyan la hipdtesis que
propone que las alteraciones en la interaccion entre distintas areas del cerebro como la
CPF, la amigdala y el hipocampo, producen respuestas mal-adaptativas al estrés
(modificacion de la actividad del eje HHA y del sistema noradrenérgico) que conllevan

el desarrollo de patologias psiquiatricas como el TPET.
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The functional interaction between the prefrontal cortex (PFC) and the amygdala as well
as the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and the release of
catecholamines in limbic brain areas, play a key role in regulating both the
physiological and the mal-adaptive response to stress. The processing of long term
emotional information is another mechanism contributing to the ability of individuals to

adapt to stressful situations.

Several studies have shown that the PFC modulates activation of the HPA axis under
basal conditions and during stress and also has a crucial role in the formation of
memories related to aversive stimuli. Moreover, both noradrenergic transmission in the
amygdala and changes in the concentration of corticosterone in that brain area, have a
central role in the acquisition and consolidation of emotional memories. However,
despite its importance in regulating the response to stress, it is still not well understood
the specific role of the PFC and the amygdala in the regulation of the HPA axis and
emotional processing, and to what extent an alteration in these areas facilitates mal-
adaptation and stress-related disorders. In adition, environmental enrichment (EE) has
been described as an experimental model that reduces the reactivity to stress and
increases resilience to aversive stimuli. Besides, this experimental paradigm is being
investigated as an animal model to study the neurobiological mechanisms of treatment
of psychiatric disorders and stress-related disorders including, post-traumatic stress

disorder (PTSD).

This Doctoral Thesis consists of three experimental blocks in which the role of the PFC
and the amygdala regulating the response to stress in both physiological (evaluating the
effects of moderate stress), and pathological conditions (evaluating the effects a

traumatic stress) is investigated.

Experimental block I:

Previous studies in rodents have suggested that prelimbic and infralimbic regions of the
CPF exert an antagonistic role on the regulation of the HPA axis and the aversive
memories. Specifically, it has being proposed that the prelimbic cortex inhibits HPA
activity, and hence reduces corticosterone increases in response to stress while the

infralimbic cortex stimulates their activation in response to stress. The aim of this
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experimental block was to investigate the effects of the stimulation and inhibition of the
infralimbic cortex on basal and stress-induced plasma levels of corticosterone and on
the acquisition of aversive memory in animals maintained in control and EE conditions.
For this purpose, intracortical microinjections of picrotoxin a GABA, antagonist, and
muscimol a GABA, agonist, were performed in male Wistar rats to stimulate and
inhibit, respectively, the activity of the infralimbic cortex. Injections were performed 60

min before foot shock stress and training in the inhibitory avoidance task.

The most relevant results of this experimental block were: 1) the EE reduced
spontaneous motor activity in the test of open field, but did not alter the acquisition of
aversive memory at 3 and 24 hours after receiving an electric shock during training a
passive avoidance test. 2) Inhibition of infralimbic cortex reduced corticosterone
increase stimulated by stress and aversive memory in the passive avoidance test. 3)
Stimulation of infralimbic cortex increased basal plasma corticosterone. EE potentiated

this increase in basal corticosterone levels.

These results suggest that the infralimbic cortex is required for activation of the HPA
axis in response to moderate acute stress and in forming aversive memories, and further
suggest that the EA enhances the control exercised by the infralimbic cortex on the
HPA axis. In this context, the results presented in this experimental block support the
hypothesis that an alteration in the activity of the ventral region of the PFC could be

responsible for psychiatric pathologies related to stress.

Experimental block 11

A dysfunction of the PFC has been associated with the exacerbated response to stress
observed in patients diagnosed with schizophrenia and individuals with high risk of
developing psychosis. The hypofunction of the NMDA glutamate receptor is an
experimental model used to investigate the neurophysiological and behavioral changes
associated with psychosis. The aim of this experimental block was to study whether an
altered activity of the region prelimbic PFC induced by hypofunction of NMDA
receptors though local injections of CPP, a NMDA antagonist, changes the levels of

noradrenaline and corticosterone in the amygdala in response to stress, measured
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through microdialysis experiments and in the acquisition of aversive memory by means

a passive avoidance test.

The most relevant results of this experimental block were: 1) injection of CPP in the
prelimbic cortex did not alter the extracellular concentrations of noradrenaline and
corticosterone in the amygdala in response to acute stress and 2) CPP injection reduced

the retention latency in the passive avoidance test.

These results suggest that an impaired activity in the prelimbic PFC alters the long-term
memory processing of an aversive stimulus. This alteration does not depend on the
change in activity of noradrenergic projections to the amygdala nor of the HPA axis.
Therefore, this emotional memory deficit induced by hypofunction of NMDA receptors
in the CPF would be mediated by different cortical projections that regulate the activity

of the HPA axis and the noradrenergic system in amygdala.

Experimental block 111

Exposure to traumatic stress can trigger the development of stress related disorders such
as anxiety disorder and PTSD. It has been suggested that a hyperactivity of the
noradrenergic system may be involved in maintaining some of the behavioral changes
associated with exposure to traumatic stress such as hypervigilance in novel
environments not associated with the trauma. The aim of this experimental block was to
investigate whether the exposure to a traumatic stress, as the inescapable foot-shock
(IFS), produces long-term changes in behavior as the hiper-reactivity in response to
novelty, assessed by exposure to an open field test and whether these changes are
associated with noradrenergic hyperactivity in the amygdala. To do this, noradrenaline
levels were evaluated by microdialysis in animals exposed to IFS. It was also studied
whether the reduction in noradrenergic transmission in the amygdala, through
microinjections of propranolol, a -adrenergic antagonist, modifies the reactivity in
response novelty produced by exposure to IFS. Added to this, it was evaluated whether
exposure to IFS modifies the mRNA expression levels of B-adrenergic (B1 y B2)
receptors, glucocorticoid (GR and MR) and endocannabinoids (CB1) in the main areas

that regulate the response to stress like the amygdala, the hippocampus and PFC.
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Finally, it was examined whether the maintenance of animals in EE attenuates

behavioral disorders caused by exposure to a traumatic stress.

The most relevant results of this experimental block were: 1) Exposure to IFS induced a
long term reduction of motor activity during the first 5 minutes in the open field test (7
and 28 days after IFS). 2) Exposure to IFS increased extracellular concentration of
noradrenaline stimulated by stress in the amygdala, whereas IFS reduced the basal
extracellular noradrenaline in the same brain area. 3) Local injection of propranolol in
the amygdala counteracted the reduced motor activity produced by exposure to IFS. 4)
Exposure to IFS altered mRNA expression of different receptors in the PFC,
hippocampus and amygdala. 5) EE did not significantly counteract the immobility in
response to novelty produced by IFS exposure, although it increased the variability of

the response in the group of animals kept in these conditions.

These results suggest that exposure to IFS produces an increase in noradrenergic
activity in the amygdala, which is responsible, at least in part, of immobility in response
to novelty associated with hypervigilance symptoms in PTSD. The altered expression of
receptors in the PFC and the hippocampus of animals exposed to IFS further suggest

that these brain areas would also be involved in the maintenance of PTSD symptoms.

Taken as a whole, the results of this doctoral thesis support the proposed hypothesis that
alterations in the interaction between different brain areas such as the PFC, the
amygdala and the hippocampus, produces mal-adaptive responses to stress (changing
HPA axis activity and noradrenergic system) leading the development of psychiatric

disorders such as PTSD.
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1. Estrés, mecanismos neurobiolégicos de adaptacion a estrés

1.1 Definicion de estrés y respuesta fisiologica a estrés

Los efectos fisioldgicos del estrés y sus consecuencias sobre el organismo, fueron
detallados por primera vez por Hans Selye en el afio 1936. El estrés se ha definido como
un evento en el que un individuo percibe una amenaza potencial o real para su
homeostasis (Selye, 1976; McEwen, 2000). Mas alld de la naturaleza del evento
estresante, la percepcion del individuo resulta fundamental para la posterior respuesta
del organismo. En este sentido, se ha propuesto una definiciébn que integra varios
aspectos respecto a la percepcion subjetiva del estrés: 1) en primer lugar, un estimulo
estresante debe producir un estado de alerta (debe producir cambios conductuales, o
neuroquimicos); 2) ademas debe resultar aversivo, es decir, los individuos trataran de
evitar exponerse al estimulo estresante siempre que exista la posibilidad y 3) la
capacidad de control o prediccion del el estimulo estresante; lo que determinard la
magnitud de la respuesta a estrés y el grado de susceptibilidad del individuo. Estos
aspectos son importantes para entender el desarrollo de secuelas fisiologicas y

conductuales tras la exposicion a estrés (Kim & Diamond, 2002).

En este sentido, la respuesta fisiologica a estrés de los organismos es un proceso
evolutivamente muy conservado que depende del cerebro y tiene como finalidad
generar una respuesta inmediata o anticipada frente a una situacion de estrés lo cual
implica la activacion de dos sistemas fundamentales 1) la activacion inmediata del
sistema nerviosos autébnomo simpatico, que actia incrementando los niveles
plasmaticos de adrenalina y noradrenalina que permite la movilizacion de energia y
ademas un aumento de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial y 2) la activacion
del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) que es de respuesta algo mas lenta ya que
requiere varios pasos que culminan con la liberacion de glucocorticoides (Schwabe et
al., 2012; Myers et al., 2012, 2014; McEwen et al., 2015; McKlveen et al., 2015). Esta
respuesta estd regulada por diversas areas del cerebro de entre las cuales destacan areas
del sistema limbico como la corteza prefrontal (CPF) y la amigdala como se describira
mas adelante. Ademas la respuesta fisiologica a estrés se puede clasificar en dos grandes
grupos, en funcion del tipo de estrés. Por un lado tenemos los de naturaleza fisica (es

decir, cualquier estrés que suponga una alteracion fisica del organismo como pérdida de
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sangre, infecciones o dolor) y por otra los no fisicos 6 “psicogénicos”, que estan
basados en experiencias pretéritas o en respuestas innatas programadas (restriccion de
movimiento, exposiciéon a un depredador natural, condicionamiento a miedo, entre
otros); sin embargo, no siempre es facil separar ambos componentes del agente

estresante (Lupien et al., 2007; Ulrich-Lai & Herman, 2009).

1.2 Eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal y su regulacion

El principal regulador de la homeostasis del organismo es el hipotadlamo, siendo una
region cerebral que mantiene una homologia estructural a lo largo de la evolucién
(Dominguez et al., 2015). El estrés activa una respuesta neuroendocrina a través del eje
HHA con el fin de restablecer la homeostasis del organismo. De manera breve, la
deteccion de un estimulo estresante implica la liberacion del factor liberador de
corticotropina (CRH) desde el hipotadlamo, que alcanza la eminencia media de la
hipofisis, donde promueve la liberacion de corticotropina (ACTH) a la sangre y que
promueve en la corteza adrenal la liberacion de corticosterona (cortisol en los humanos
y en la mayoria de los mamiferos) (Ulrich-Lai & Herman, 2009) (Figura I1). El eje
HHA, opera en dos grandes dominios bajo dos situaciones muy diversas: la primera
ocurre en condiciones basales o sin estrés, ya que la secrecion de corticosterona sigue
un ritmo circadiano, con un pico maximo de secrecion de corticoides que ocurre durante
el inicio del periodo de actividad del organismo (Bouchez et al., 2012; Kalsbeek et al.,
2012) que es esencial para la coordinacion de la funcién de las areas cerebrales
implicadas en la regulacion de la homeostasis (Herman et al., 2003). El segundo campo
de accion del eje es tras la deteccion de un estimulo estresante como se describe a

continuacion.

Los glucocorticoides ejercen sus efectos a través de receptores especificos,
denominados receptores de mineralocorticoides (MR) o de alta afinidad y receptores de
glucocorticoides (GR) de baja afinidad (aproximadamente 10 veces inferior a los MR),
de tal forma que en condiciones basales, donde los niveles de corticoides son bajos,
estos ejercen sus efectos principalmente activando receptores MR, mientras que cuando
los niveles son altos (durante la respuesta a estrés) se unen a receptores de tipo GR) (De
Kloet et al., 1999). Debido a su naturaleza lipofilica, la corticosterona libre en plasma

(entre un 5 y un 10% del total, Rosner, 1990) es capaz de atravesar la barrera hemato-
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encefalica. Sin embargo, la inmensa mayoria de corticosterona estd unida a globulinas
transportadoras de esta hormona (CBGs del inglés corticosterone binding globulins)
que actian a modo de reguladores de la disponibilidad de corticosterona, tamponando
los efectos deletéreos de una elevada exposicion del organismo a estas hormonas
(Breuner & Orchinik, 2002). La corticosterona libre denominada “fraccién bioldgica
activa” ejerce sus efectos sobre células neuronales y/o de glia uniéndose a los receptores
localizados en el citoplasma, y modificando la transcripcion de genes especificos.
Aunque los efectos gendmicos de los corticoides son los mas ampliamente descritos,
diversos estudios han mostrado efectos rapidos (no mediados por efectos genomicos) de
la corticosterona sobre aspectos conductuales, neuroquimicos y electrofisioldgicos
mediados por receptores que estarian localizados sobre la membrana celular (Sandi et
al., 1996; Venero & Borrell, 1999; Dallman, 2005; Herbert ef al., 2006; de Kloet, 2008;
Joéls et al., 2008; Roozendaal ef al., 2010) Aunque no se conocen con detalle los
mecanismos celulares de accion de estos receptores, su funcion podria estar relacionada
con la activacion de cascadas intracelulares de segundos mensajeros, modulando la
transmision sinaptica (Joé€ls et al., 2008; de Kloet et al., 2008; Prager & Johnson, 2009;
Groeneweg et al., 2011).

La accion de los glucocorticoides a corto plazo es beneficiosa para los organismos por
sus efectos sobre la respuesta adaptativa a estrés, favoreciendo la supervivencia de los
organismos. Sin embargo, la exposicion prolongada a estas hormonas puede causar
diversas alteraciones conductuales y cognitivas, ademas de patologias relacionadas con
el sistema inmunoldgico y patologias psiquiatricas como la esquizofrenia, la depresion o
trastornos de ansiedad como el TEPT (De Kloet et al., 1999, Sapolsky et al., 2000;
McEwen, 2008; Pitman et al., 2012; Hall et al., 2015). Es por ello, que la secrecion de
glucocorticoides esta altamente regulada. La liberaciéon de corticosterona implica
diversas areas cerebrales y un sistema de regulacion altamente eficaz. Esta regulacion
consiste en un sistema de retro-alimentacion negativa feed-back en el que la propia
corticosterona inhibe su liberacion, actuando sobre receptores localizados en el nucleo
para-ventricular del hipotalamo (PVH) (De Kloet et al., 1998). El PVH presenta un gran
nimero de receptores GR (casi no expresa receptores MR) por tanto es altamente
sensible a los cambios de corticosterona producidos en respuesta a estrés (Pryce, 2008).
Este mecanismo de retroalimentacion negativa se da en dos fases, una rapida en la que

la corticosterona controlaria la liberacion de CRH y ACTH en el hipotdlamo mediante
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un mecanismo de accion no genomico (Dallman, 2005; Groeneweg et al., 2011) y una
mas lenta, que actlia mediante acciones gendmicas en las que también intervendrian
otras regiones limbicas como la CPF, el hipocampo y la amigdala (Dallman, 2005;

Herman et al., 2005; Joéls et al., 2008).

1.2.1 Corticosterona y regulacion limbica del eje HHA

A parte del hipotalamo, otras regiones cerebrales del sistema limbico como la CPF, el
hipocampo y la amigdala estan implicadas en el control de la respuesta a estrés,
modulando la actividad del eje HHA bien de manera directa o indirecta (Jankord &
Herman, 2008). Estas regiones cerebrales presentan una densidad variable de receptores
GR y MR, y por tanto son sensibles a los niveles basales y en respuesta a estrés de

glucocorticoides (Reul & De Kloet, 1985; Pryce, 2008) (ver figura I1).

En la CPF se ha descrito la presencia de receptores MR y GR en un ratio GR:MR muy
elevado, por lo que se ha supuesto un papel regulador del eje HHA en respuesta a estrés
(Meaney & Aitken, 1985; Reul & De Kloet, 1985; McEwen et al., 1986). Este papel
regulador permitird la activacion del eje HHA durante estrés y la inhibicion del mismo
una vez este haya finalizado y dependera de las distintas regiones que conforman la CPF
medial y por tanto del patrén conectivo de cada una de ellas (Ulrich-Lai & Herman,
2009). El papel de la corticosterona en este area ha sido mostrada a partir de estudios de
lesiones y de implantes osmoticos de corticosterona en la CPF mostrando menores
incrementos de ACTH y de corticosterona en respuesta a estrés (Diorio et al., 1993;
Akana et al., 2001). Otros estudios han mostrado que los glucocorticoides
administrados directamente en la region infralimbica de la CPF reducen la secrecion de
corticosterona (Radley et al., 2006; McKlveen et al., 2013), lo cual sugiere un doble

papel en la regulacion del eje HHA en respuesta a estrés.

La amigdala también participa en la activacion y posterior regulacion del eje HHA. En
concreto, se ha mostrado que la estimulacion de la amigdala, produce incrementos en la
secrecion de corticosterona y ACTH (Dunn & Whitener, 1986; Weidenfeld et al., 1997)
mientras que lesiones en la amigdala reduce la secrecion de corticosterona en respuesta
a estrés (Goldstein et al., 1996; Ulrich-Lai & Herman, 2009).La expresion de receptores

MR y GR es mas reducida y siendo la densidad de receptores GR comparativamente
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mayor a la de MR (Pryce, 2008). Se ha propuesto que la amigdala juega un papel
activador del eje HHA en respuesta a estrés (Ulrich-Lai & Herman, 2009). Anadido a
ello, se ha mostrado que el incremento de la expresion de receptores MR en la amigdala
reduce la respuesta de ansiedad en los animales tratados, convirtiéndose en una posible

via terapéutica para desérdenes de ansiedad (Mitra et al., 2009).

El hipocampo presenta una gran densidad de receptores GR y MR respecto a las areas
anteriormente descritas y por tanto, se ha propuesto que intervendria en el control del
eje HHA tanto en condiciones basales como en respuesta a estrés (Ulrich-Lai &
Herman, 2009). En concreto, estudios de lesiones en el hipocampo han mostrado
alteraciones del ciclo circadiano de corticosterona en roedores, asi como incrementos o
secrecion prolongada de corticosterona en respuesta a estrés (Fischette et al., 1980;
Sapolsky et al., 1984; Herman et al., 1998). En concreto, la regulacion del eje HHA esta
mediada, en gran parte, por el hipocampo ventral y el subiculo ventral (Jankord &

Herman, 2008).

Figura I1. Representacion esquematica de la
regulacion del eje HHA en respuesta a
estrés. Durante una situacion de estrés, la
amigdala activa al hipotalamo (PVH) que
libera CRH 1y en la hipéfisis estimula la
sintesis y liberacion de ACTH al torrente
circulatorio llegando a las glandulas
adrenales induciendo la sintesis y liberacion
de corticosterona. La glandula adrenal
también sintetiza y libera catecolaminas,
adrenalina y noradrenalina, en respuesta a 6—PVH—O

estrés (no se muestra en la imagen). La GRs(-)
regulacion de la liberacion de corticosterona e

tiene lugar mediante diversos mecanismos. CRH

En primer lugar, la corticosterona se une a

receptores GR de baja afinidad, localizados “)
en la hipodfisis y en el propio hipotalamo IGRS
ejerciendo una regulacion por

retroalimentacion  negativa  sobre la

liberacion de ACTH y CRH Hipofisis

respectivamente. Tras la activacion del eje .

HHA y una vez que ha terminado el evento ot

estresante, la corticosterona modula la ACTH
actividad de diversas regiones cerebrales

como la corteza prefrontal (CPF) y el

hipocampo (HPC) que inhiben

indirectamente la produccion de CRH por el Adrenales
hipotalamo, recuperando la homeostasis del

organismo previa al estrés.

Corticosterona
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1.3 Respuesta neuroquimica a estrés

El estrés no solo incrementa la actividad del eje HHA, sino que estimula la liberacion de
diferentes neurotransmisores y moduladores en areas del cerebro como la CPF, la
amigdala, el hipocampo, estructuras cerebrales que tienen un papel reconocido en la
organizacion de la respuesta a estrés (McEwen, 2000; Robbins, 2005; Mora et al.,

2012).

Uno de los cambios mas estudiados respecto a las alteraciones neuroquimicas en
respuesta a estrés ha sido el incremento de la actividad catecolaminérgica (Joéls &
Baram, 2009). Los trabajos clasicos de Thierry fueron los primeros que sugirieron el
incremento de la concentracion de dopamina en la CPF (Thierry et al., 1976).
Posteriormente, diversos estudios han mostrado cambios en la concentracion de
dopamina, noradrenalina, serotonina y acetilcolina en esta area del cerebro empleando
diversos estimulos estresantes (Abercrombie et al., 1989; Kawahara et al., 1993;
Feenstra et al., 1995a,1995b; Finlay et al., 1995; Mark et al., 1996; Takahata &
Moghaddam, 1998; Sullivan & Gratton, 2002; Laplante ef al., 2004). En relacion a estos
resultados, estudios previos realizados en nuestro laboratorio también han mostrado
incrementos de dopamina y acetilcolina, en la CPF en respuesta a estrés agudo
moderado (restriccion del movimiento) (Del Arco & Mora, 2001; Del Arco et al., 2001;
Del Arco et al., 2007a, 2007b; Segovia et al., 2008a, 2008b).

Diversos estudios de electrofisiologia y microdialisis han mostrado incrementos en la
transmision noradrenérgica en la CPF, la amigdala y el hipocampo en respuesta a estrés
agudo (Abercrombie et al., 1988; Yadid et al., 1993; Cecchi et al., 2002; Morilak et al.,
2005). En este contexto, el incremento de la concentracion extracelular de noradrenalina
en la amigdala en respuesta a diversos tipos de estrés agudo (Tanaka et al., 1991;
Galvez et al., 1996; Quirarte et al., 1998; Williams et al., 1998; Ma & Morilak, 2005) es
especialmente relevante ya que se han vinculado con el papel de la amigdala en la
coordinacion de la respuesta fisiologica a estrés, asi como con su papel en la
consolidacion de la memoria emocional (McGaugh et al., 2002; Mclntyre et al., 2002;
2003; Ledoux, 2003; Phelps & LeDoux, 2005; Roozendaal et al., 2009a). Anadido a
esto, se han descrito otros sistemas neuromoduladores que pueden cambiar en la CPF y

la amigdala por efecto del estrés. Uno de ellos es el sistema opioide, que modula las
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interacciones dopamina-acetilcolina durante estrés (George et al., 2000). También ha
recibido especial atencion el sistema endocannabinoide, pues se ha demostrado que
tiene un papel crucial en la terminacion de la respuesta estrés (Hill & Tasker, 2012),
reduciendo la actividad GABAérgica sobre neuronas glutamatérgicas de proyeccion
(Hill et al., 2011; McLaughlin ef al., 2014). Otro modulador de especial relevancia es el
neuropéptido Y ya que regula la liberacion de noradrenalina y por tanto regula las
funciones de este neurotransmisor en respuesta a estrés (Cohen et al., 2012b). Diversos
estudios han mostrado incrementos de este modulador en respuesta a estrés en la
amigdala (Cui et al., 2008). Ademas se han relacionado alteraciones en los niveles de
este modulador con el desarrollo de patologias psiquiatricas como el TEPT (Yehuda

2006b; Hendriksen et al., 2012; Sah & Geracioti, 2013).

1.4. Efectos conductuales del estrés

La respuesta a estrés implica adaptaciones cognitivas a corto y largo plazo como el
aprendizaje y la memoria que son importantes a la hora de superar una situacion de
estrés. (Radley, 2012; McKlveen et al., 2015). Estas adaptaciones en los procesos de
memoria y aprendizaje dependen a su vez de cambios neuroquimicos y del eje HHA
sobre diversas areas cerebrales como la CPF, el hipocampo o la amigala (McKlveen et

al., 2015).

El estrés, como se ha descrito anteriormente, activa la respuesta del eje HHA y del
sistema nervioso auténomo con el consecuente incremento de glucocorticoides y
noradrenalina. Estas hormonas van a tener una influencia sobre el aprendizaje y la
conducta como se ha mostrado en animales de experimentaciéon y en humanos (de
Quervain et al., 1998, 2009; Schwabe et al., 2012). El efecto de estas hormonas, sobre
todo con los niveles de corticosterona, sobre el aprendizaje en diversas tareas se ha
descrito que guardan una relacion de U invertida, en el que existen unos niveles éptimos
para los cuales los niveles de aprendizaje son maximos, mientras que niveles superiores
o inferiores de estas hormonas, afectarian de forma negativa al aprendizaje. En la
literatura se describen tanto efectos negativos como positivos del estrés sobre la
memoria y el aprendizaje. Los efectos positivos del estrés pueden observarse sobre la
memoria de eventos con una carga emocional, ya que son mejor o mas eficazmente

recordados que otros (McGaugh, 2000). Diversos estudios han mostrado el papel de la
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corticosterona (De Kloet et al., 1999; Roozendaal et al., 2009b) y su interaccion con la
noradrenalina (Quirarte et al., 1997; Roozendaal et al., 2002) en el incremento de la
memoria emocional. Por otra parte, los efectos negativos del estrés se refieren sobre
todo respecto a tareas cognitivas, como la memoria de trabajo, en donde se han
relacionado directamente la corticosterona liberada en respuesta a estrés con esos

déficits (Parker et al., 2006; Sandi & Pinelo-Nava, 2007).

1.5. Estrés traumatico y Trastorno de estrés postraumatico

El estrés constituye un factor de riesgo reconocido para el desarrollo de diversas
patologias psiquiatricas (de Kloet ef al., 2005). En concreto, la exposicion a un estimulo
estresante muy intenso, como es un estrés traumatico (es decir que genera una sensacion
de horror y/o indefension, segiin el DSM-V) producen alteraciones que pueden conducir

al desarrollo de una patologia psiquiatrica como el TEPT (Friedman et al., 2011)

Estudios epidemioldgicos han mostrado que la prevalencia de esta patologia es entre el
6y 7 % de la poblacion (Kessler et al., 1995) y que una elevada proporcion de la
poblacion se ha visto expuesta a algun tipo de estrés traumatico (Morina et al., 2014)
pudiendo alcanzar hasta el 50%, aunque el porcentaje de desarrollo posterior de TEPT
no alcance el 10 % (Kessler et al., 2005). Sin embargo, la prevalencia de esta patologia
puede variar en grupos poblacionales de riesgo, zonas de conflicto y en funciéon de la
intensidad del estrés traumatico, pudiendo ascender a valores de entre el 20 al 40% (de

Jong et al., 2001; Olaya et al., 2015).

El TEPT (segin el DSM-V) se define como una enfermedad psiquiatrica crénica, que
genera respuestas mal-adaptativas a estrés y que se caracteriza por presentar sintomas
que se pueden agrupar en 3 grandes grupos: 1) episddicos de re-experiencia del episodio
traumatico, 2) evitacion de los estimulos asociados al episodio traumatico y 3) ansiedad
generalizada y sintomas de hipervigilancia (Rasmussen et al., 2008; Friedman et al.,
2011; Pitman et al., 2012). Estas alteraciones psicologicas y conductuales tienen su
origen en alteraciones estructurales y funcionales en diversas areas del cerebro, como
son la CPF, la amigdala o el hipocampo (Pitman et al., 2012) y que a su vez producen
una alteracion en la actividad del eje HHA y del sistema nervioso simpatico como se
mostrd en los primeros estudios con pacientes de TEPT (Mason et al., 1986; Kosten et

al., 1987).
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Se ha relacionado las alteraciones en del eje HHA en respuesta a estrés, con la aparicion
patologias psiquiatricas relacionadas con el estrés como la esquizofrenia, la depresion o
el TEPT (Lupien et al., 2009; Yehuda, 2009). Estudios clinicos han observado la
alteracion de los niveles basales de cortisol mostrando reducciones (Boscarino, 1996;
Glover & Poland, 2002; Yehuda, 2002; Wingenfeld et al., 2015), no diferencias (Pitman
& Orr, 1990) o incrementos (Liberzon et al., 1999). La inconsistencia de los resultados
pueden deberse al empleo de diversos protocolos, asi como a la propia hospitalizacion
de los pacientes para la recogida de muestras, lo cual puede implicar la evocacion de
recuerdos asociados al estrés traumatico. En la actualidad se considera la reduccion de
los niveles basales de cortisol como marcador de TEPT (Yehuda, 2009; Pitman et al.,
2012). Anadido a ello, una caracteristica ampliamente descrita en estos pacientes es un
incremento en la respuesta de retroalimentacion negativa del eje HHA tras el
tratamiento sistémico con dexametasona (un analogo de glucocorticoides) (Yehuda et

al., 2004a, 2004b; Yehuda, 2009).

En modelos animales de exposicion a estrés traumatico se han mostrado niveles basales
de corticosterona plasmatica similares a los de animales no expuestos a trauma (van
Dijken et al., 1993; Louvart et al., 2006, 2009). Por otra parte, algunos estudios han
mostrado una sensibilizacién del eje HHA en forma de incrementos en los niveles
plasmaticos de corticosterona (Cohen et al., 2006) o de ACTH (van Dijken et al., 1993)
en respuesta a estrés. Anadido a ello, se han descrito resultados similares en modelos
animales respecto al incremento de la retroalimentacion negativa sobre el eje HHA tras
la administracion de dexametasona (Liberzon ef al., 1997) y ademas incrementos en la
expresion de receptores GR y MR en el hipocampo de animales expuestos a estrés
trauma, sugiriendo una relacion de la expresion de estos receptores con el incremento de
la retroalimentacion negativa descrita (Ganon-Elazar & Akirav, 2013; Korem & Akirav,
2014; George et al., 2015). El incremento en los niveles de corticosterona y la
intensidad del estrés traumatico podria estar relacionado con la sensibilizaciéon y la
respuesta exagerada frente a estimulos neutros o no relacionados con el contexto
traumatico, posiblemente a través cambios en la expresion de diversos genes modulados
a través de los efectos gendmicos de los receptores GR y MR en areas como la CPF, el
hipocampo y la amigdala y que a su vez producen cambios en la plasticidad sinéaptica

entre estas areas (Deppermann et al., 2014) y constituye una prueba de los posibles
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mecanismos implicados en las alteraciones cognitivas descritas en pacientes de TEPT

(Kaouane et al., 2012).

1.5.1 Modelos animales para el estudio del estrés traumatico

Entre los anos 80 y los 90 los estudios en modelos animales de TEPT aportaron
evidencias de alteraciones a largo plazo tras la exposicion a estrés muy intenso, y
permitieron la elaboracion de criterios para evaluar la validez de dichos modelos
(Yehuda & Antelman, 1993). Desde entonces, diversos modelos experimentales han
sido validados como modelos animales para estudiar los efectos de la exposicion a
estrés traumatico (Liberzon ef al., 2005) como son: la exposicion a depredador natural
(Wang et al., 2012; Campos et al., 2013a), el estrés agudo prolongado (Cui et al., 2008;
Wang et al., 2008; Ganon-Elazar & Akirav, 2013) y el shock eléctrico ineludible,
modelo utilizado en la presente Tesis Doctoral (van Dijken et al., 1992a; Hendriksen et
al., 2010). El modelo de exposicion a depredador, a pesar de ser el que se acerca a un
modelo mas etoldgico, tiene la limitacion de que no se puede modular facilmente la
intensidad de la respuesta de los animales (Cohen et al., 2003). El modelo de estrés
agudo prolongado también tiene limitaciones ya que no se administra un tnico tipo de
estrés, sino una variedad de estimulos estresantes, haciendo que la caracteristica que
define al TEPT en humanos de la exposicion a un unico tipo de estrés no sea copiada en
este modelo experimental (Yamamoto et al., 2009). El IFS consiste en la exposicion a
un numero variable de shocks, durante un breve periodo de tiempo y se caracteriza tanto
por su impredecibilidad y no controlabilidad como por su alta intensidad, lo cual
asemeja grandemente a las condiciones de un estrés traumdatico en humanos. Otra
ventaja de este modelo es que se puede modular la intensidad del estrés (a diferencia de
otros modelos como el de exposiciéon a depredado) ya que estudios en animales y
humanos han correlacionado la intensidad del estrés traumatico con la severidad de los

sintomas (Mikics et al., 2008a, 2008b; de Jong et al., 2001; Kessler et al., 2005).

1.5.2 Shock eléctrico ineludible

El modelo de IFS de sus siglas en inglés inescapable foot-shock es uno de los modelos
animales mas utilizados en la investigacion sobre el TEPT. Existe una gran diversidad

de protocolos que varian entre el numero, la intensidad y la duracién de los shocks
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eléctricos, asi como la posibilidad de exponer a los animales al contexto donde
recibieron el shock, que se conoce como re-exposicion (Liberzon et al., 2005). Sin
embargo, un aspecto comun, es que las alteraciones producidas por la exposicion a este
tipo de estrés traumatico son resultado de dos procesos diferentes: por un lado se ha
descrito un condicionamiento frente a estimulos asociados al contexto traumatico
(Pijlman & van Ree, 2002), que deriva de la denominada “incubacién de miedo”; y por
otro una “sensibilizacion” fisioldgica a una gran variedad de estimulos neutros o
estresantes no relacionados con el trauma (Stam ef al., 2000; Armario et al., 2008) que
se traduce en alteraciones conductuales como la hiper-reactividad frente a estimulos
neutros y novedosos (no asociados con el trauma) (Stam et al., 2000; Pamplona et al.,
2011); si bien, no se conoce con exactitud el grado de participacion de cada uno de los

procesos en el desarrollo de alteraciones (Siegmund & Wotjak, 2007a, 2007b).

Numerosos estudios han descrito alteraciones conductuales y fisioldgicas en animales a
largo (7 dias) y muy largo plazo (28 dias o mas) expuestos a IFS. En concreto, una de
las alteraciones conductuales mas frecuentemente descritas es la inmovilidad frente a
ambientes novedosos que ha sido empleada como indice de hipervigilancia, ya que los
animales son expuestos a un contexto en donde el posible peligro es ineludible o dificil
de evitar (van Dijken et al., 1992a, 1993; Stam et al., 1995; Pijlman & van Ree, 2002;
Louvart et al., 2006; Daviu et al., 2010; Hendriksen et al., 2010, 2012). Junto a ella, se
han descrito alteraciones conducutales asociadas con sintomas de hipervigilancia y
evitacion empleando otros test como la respuesta exagerada de sobresalto (Olson et al.,
2011; Kinn Red et al., 2012), el test elevado en cruz (Louvart et al., 2005; Daviu et al.,
2010), y la prueba de silencio repentino (van Dijken ef al., 1993; Murison & Overmier,
1998; Hendriksen et al., 2012). También se ha descrito un incremento en la conducta
neofobica en el test de consumo de sacarina (van Dijken et al., 1992a), asi como una
conducta de escape incrementada en test de evitacion pasiva o el test de natacion

forzada (van Dijken et al., 1992b; Pijlman et al., 2003; Geerse et al., 2006).

1.6. Enriquecimiento ambiental y estrés

El ambiente en el que se desarrolla un individuo, asi como su estilo de vida son
especialmente relevantes en la posterior aparicion de enfermedades psiquiatricas o el

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Harrington et al., 2010; Mohajeri &
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Leuba, 2009). Por ello, se ha estudiado como las variaciones en el ambiente que nos
rodea puede influir sobre la funcidn cerebral con el objetivo de desarrollar tratamientos
de patologias psiquiatricas como el TEPT basados en la modificacion de las condiciones
ambientales (McOmish & Hannan, 2007; Hendriksen et al., 2010). El modelo animal

mas empleado a este respecto es el del enriquecimiento ambiental (EA).

El EA es una modificacion de las condiciones de mantenimiento de los animales de
experimentacion que consiste en un incremento de la estimulacidén social, sensorial y
motora con respecto a las condiciones habituales de laboratorio (Rosenzweig, 2003),
siendo las condiciones en las que se desarrollan estos animales muy variables entre los
distintos grupos de investigacion (Simpson & Kelly, 2011). El modelo de EA produce
una serie de cambios plasticos, tanto morfologicos, como neuroquimicos y conductuales
(van Praag et al., 2000; Mora et al., 2007) que tienen implicaciones en modelos
animales de enfermedades neurodegenerativas, dafio cerebral y patologias psiquiatricas
como la esquizofrenia y el transtorno de estrés postraumatico (TEPT)
(Nithianantharajah & Hannan, 2006). También se ha descrito que el EA puede actuar
reduciendo los efectos neuroquimicos y conductuales del estrés, constituyendo un
modelo experimental de resistencia a estrés. En este contexto, se ha postulado que el
desarrollo en estas condiciones supone la interaccion incrementada con otros individuos
en un entorno cambiante, lo cual somete al individuo a episodios de estrés moderado de
forma repetida, lo que daria lugar a un procesos similar al de habituacion a estrés (Fox

et al., 2006; Segovia et al., 2009).

A nivel neuroquimico y hormonal se han descrito cambios producidos por el
mantenimiento de los animales en condiciones de EA sobre diversos sistemas
neurotransmisores. Se han descrito niveles mas elevados de noradrenalina y serotonina
en el hipocampo de animales mantenidos en EA (Brenes et al., 2009) que se
correlacionan con niveles de ansiedad menores en estos animales. Ademas, estos datos
se correlacionan con el incremento en la expresion de receptores de serotonina en esta
misma area del cerebro (Brenes ef al., 2008). Por otra parte, se ha descrito una
reduccion en la liberacion de dopamina durante estrés agudo en la CPF de animales
mantenidos en condiciones de EA (Del Arco et al., 2007b) que se correlaciona con el
menor incremento de corticosterona mostrada en esta misma area del cerebro (Garrido

et al., 2013). Estos resultados, apoyan a estudios previos que muestran una reduccion en
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los incrementos de los niveles de corticosterona en respuesta a estrés en los animales
mantenidos en EA (Mlynarik et al., 2004; Moncek et al., 2004; Pefia et al., 2009;
Sztainberg et al., 2010).

La capacidad del EA para modificar los niveles de neurotransmisores en el cerebro
podria explicar en parte el incremento de los mecanismos de plasticidad (Moser et al.,
1997; Kolb & Whishaw, 1998; Mohammed et al., 2002; Leggio et al., 2005; Sale et al.,
2009), el aumento de la sintesis de factores troficos (Dahlqvist et al., 1999;Mora et al.,
2007; Sale et al., 2007), la neurogénesis (Kempermann et al., 1997; Nilsson et al., 1999;
Segovia et al., 2006) descritos en estos animales. Los cambios en la liberacion de
monoaminas y de otros sistemas neurotransmisores y moduladores estan en paralelo
respecto a los cambios morfoldgicos, que a su vez condicionan la respuesta conductual

y el aprendizaje de estos animales (van Praag et al., 2000).

En concordancia con los cambios celulares y neuroquimicos producidos por el EA, se
han descrito cambios conductuales en los animales mantenidos en estas condiciones
experimentales. Una de las adaptaciones conductuales mas ampliamente descritas en los
modelos de EA con roedores es una habituacion mas rapida de la actividad motora
espontanea en la prueba del campo abierto (Zimmermann et al., 2001;Schrijver et al.,
2002; Elliott & Grunberg, 2005; Del Arco et al. 2007b; Green et al., 2010; Garrido et
al. 2013) y se ha sugerido que este cambio estd relacionado con una mayor capacidad
exploratoria de estos animales. En consonancia con estos resultados, se ha mostrado que
animales en EA muestran mayores niveles de exploracion de un objeto novedoso
inicialmente, lo cual sugiere una mayor eficacia exploratoria en estos animales
(Zimmermann et al., 2001; Lee et al., 2003). Estos resultados estdn en concordancia con
los menores niveles de impulsividad mostrados por estos animales (Wood et al., 2006;
Dalley et al., 2007) y con una mayor resistencia frente a la adiccion a drogas (Solinas et
al., 2008; Green et al., 2010). Otros estudios han mostrado que el EA reduce los indices
de ansiedad en pruebas como la natacion forzada (Brenes et al., 2009), el test elevado en
cruz (Chapillon et al., 1999; Brenes et al., 2009; Goes et al., 2015) y la exposicion a un
macho dominante (Lehmann & Herkenham, 2011). Anadido a ello, los animales
mantenidos en condiciones de EA han mostrado una mejor aprendizaje en pruebas de
condicionamiento a miedo (Rampon et al., 2000; Barbelivien et al., 2006) asi como una

mejor memoria emocional (Kazlauckas et al., 2011; Leger et al., 2012).
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2 Corteza prefrontal

Introduccion

2.1 Estructura anatomica de la corteza prefrontal

La CPF es la region cortical mas anterior
del 16bulo frontal del cerebro de mamiferos
(Fuster, 1997) Esta area ha alcanzado en el
ser humano un volumen relativo superior a
cualquier otra especie, siendo su desarrollo
filogenético mas tardio en la especie
humana (Uylings & Van Eden, 1990;
Preuss, 1995) Se ha discutido ampliamente
acerca de la homologia entre las distintas

en la CPF en
1995;

regiones diferenciadas
roedores y en primates (Preuss,
Uylings et al., 2003); no obstante, el
consenso de que si bien en primates las
funciones en las que estd involucrada la
CPF pueden ser mas amplias que en el caso
de roedores, la homologia entre ambos
grupos es hoy indiscutible (Uylings et al.,
2003). Asi pues, la definicion mas aceptada
para la CPF tanto de roedores como en
primates es la region cerebral que recibe
aferencias reciprocas del ntcleo medio
dorsal del talamo, caracteristica anatémica
presente en todos los mamiferos (Leonard,
1969; Fuster, 2009)

Estudios

anatdmicos, neuroquimicos y

holisticos entre d4reas han permitido
diferenciar las siguientes regiones en la
CPF (Dalley et al., 2004) y que se muestran

en la figura 12:

A)

Figura 12. Esquema de la estructura y
localizacion de la corteza prefrontal de la rata.
A) Vista lateral; B) Seccion coronal
unilateral. En el esquema se muestran en azul
la region medial ventral de la CPF.
Abreviaturas: BO: bulbo olfatorio; cc: cuerpo
calloso; Cg,: corteza cingulada; CgA: corteza
cingulada anterior; Cl: claustrum DP: corteza
dorsal peduncular  TAD: corteza insular
agranular dorsal; IAV: corteza insular
agranular ventral; IL: corteza infralimbica;
M2: area motora secundaria; PrL: corteza
prelimbica; PrC: corteza precentral; VLO:
corteza orbital ventrolateral; OL: corteza
orbital lateral; M1: area motora primaria OV:
corteza orbital ventral.
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- Frontal medial: se refiere a la region localizada entre la pared medial anterior y
posterior al cuerpo calloso y a su vez se subdivide en:
-Region dorsal: formada por las cortezas precentral y cingulada anterior.
-Region ventral: formada por las cortezas prelimbica, infralimbica y orbital
medial.
- Lateral: formada por las cortezas insular agranular ventral, insular agranular dorsal
y orbital lateral.

- Ventral: formada por las cortezas orbital ventral y orbital ventral lateral.

Cada una de estas subregiones de la CPF presenta funciones asociadas diferentes que
estan determinadas a su vez por el patron de conexiones con otras dreas cerebrales o
incluso con la propia CPF (Dalley et al., 2004). El presente trabajo de investigacion se
ha centrado en la regioén ventral medial de la CPF por su funcién en la regulacion de la

respuesta a estrés.

2.2 Citoarquitectura de la corteza prefrontal

En la CPF al igual que en otras areas de la corteza cerebral existen principalmente dos
tipos de neuronas denominadas espinosas y no espinosas. Las neuronas espinosas
pueden ser piramidales y no piramidales (DeFelipe & Farinas, 1992). Las neuronas
piramidales son las mas numerosas de la corteza (70-85 %) y estdn presentes en todas
las capas de la corteza, exceptuando la capa 1. Constituyen un grupo muy heterogéneo,
con diversas morfologias en la arborizacion dendritica, en las proyecciones colaterales
axonicas a nivel del soma celular. Estas diferencias pueden traducirse en una diversidad
funcional entre los distintos tipos de neuronas piramidales (DeFelipe & Farifias, 1992;
Somogyi et al., 1998). Del polo superior de la neurona piramidal, de soma triangular,
nace una dendrita que se dirige a la superficie, alcanzando la capa I de la corteza, en
donde se ramifica profusamente. En la base del soma se originan largas dendritas que se
dirigen trasversalmente o a capas mas profundas. En la base de la célula se origina el
axon, que puede llegar a formar proyecciones que abandonan la corteza y emitir varias
colaterales que constituyen circuitos corticales locales de retroalimentacion. Estas
neuronas son glutamatérgicas. Las neuronas no espinosas son interneuronas con
distintas morfologias y patrones de arborizacion dendritica. Constituyen del 15 al 30 %

de las neuronas de la corteza cerebral y estan presentes en todas las areas y capas
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corticales. La mayoria de estas interneuronas liberan el neurotransmisor GABA

(Somogyi et al., 1998).

Estas interneuronas forman un grupo muy heterogéneo, con varias sub-poblaciones que
pueden distinguirse por la combinacion de caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y
moleculares (figura 13). Un grupo particular y de gran relevancia lo forman las
interneuronas que participan en la regulacion sobre las neuronas piramidales de
proyeccion (McBain & Fisahn, 2001; Markram et al., 2004). Estas interneuronas
reciben el nombre de células candelabro (debido a los dibujos procedentes de los
estudios realizados por Santiago Ramoén y Cajal) y se caracterizan por expresar una
proteina de union a calcio denominada parvoalbiimina (Lewis & Lunn, 1990). Ademas
estas c¢lulas proyectan un axén que sinapsa de forma exclusiva con el segmento inicial
de las neuronas piramidales, a través de receptores GABA 4, presentando un patrén muy
rapido de disparo de potenciales de accion (Somogyi et al., 1998). Las caracteristicas
descritas para las interneuronas GABA, convierten a estas células en posibles

reguladores de las proyecciones de las piramidales.

Figura 3. Representacion de las S CHC
caracteristicas morfologicas y ‘ ¢ !
bioquimicas de las interneuronas GABA /{A
de la CPF. En el esquema se aprecian las 2 O
interneuronas en funcion de las proteinas
de unidon a calcio que expresan
parvoalbiimina (azul), calbindina (rojo) y
calrretinina (amarillo) y la localizacion de
las aferencias inhibidoras sobre una
neurona piramidal (verde) procedentes de
distintas clases de interneuronas GABA.
Las neuronas candelabro (Ch) y las
neuronas en cesta (WA) emiten
proyecciones inhibidoras que sinapsan
con el soma y con el primer segmento del
axon de la neurona piramidal. Las 4
interneuronas bipolares (DB) y neuronas j
de Martinotti (M) emiten proyecciones

que sinapsan con dendritas distales de las
neuronas piramidales, asi como las células
de glia (Ng). Por ultimo, las células Db y

. 0
‘%“

|

=
Ce.

de Cajal-Retzius (CRC) parecen estar M
inervando dendritas distales de células

piramidales y otras neuronas 6

GABAérgicas (G) de la CPF (Modificadp =~ ®™®  ~ =
de Lewis et al., 2005). White matter
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2.3 Conexiones anatomicas de la corteza prefrontal

La CPF tiene un papel crucial en la regulacion y procesamiento de informacion
procedente de diversas areas corticales y subcorticales, modulando funciones motoras,
emocionales y mnemonicas. Este papel regulador depende de las conexiones directas 6
indirectas que presenta con todas estas regiones cerebrales, que en muchas ocasiones
son reciprocas. Estudios anatomicos realizados mediante la combinacion de distintas
técnicas inmunohistoquimicas, de transporte retrégrado e hibridacion in situ han
permitido diferenciar y definir la anatomia y la naturaleza (tipo de neurotransmision) de

las proyecciones en la CPF.

2.3.1 Conexiones entre la corteza prefrontal y otras areas de corteza

Las conexiones entre la CPF y otras areas de corteza presentan una organizacion
topografica especifica y gran parte de ellas son reciprocas. Esta reciprocidad permite la

distincion de tres secciones (Reep et al., 1990):

- Ventral: une las regiones prelimbica e infralimbica con las regiones entorrinal y
perirrinal.

- Rostro-caudal: une al area medial precentral y la corteza cingulada con la corteza
visual y retroesplenial.

- Rostral: une a la corteza cingulada y al &rea medial precentral con la corteza

sensorimotora y la corteza de asociacion somato-sensorial.

2.3.2 Conexiones entre CPF y areas subcorticales

- Nucleo medio dorsal del tdlamo: La mayor densidad de conexiones existentes en la
CPF proceden de este nucleo del tdlamo (Donoghue & Parham, 1983). Estas
conexiones son reciprocas y se distribuyen de manera ordenada terminando

principalmente en las capas [ y III de la CPF (Uylings & Van Eden, 1990).

- Prosencéfalo basal o nucleo basal de la estria terminal: Las proyecciones desde CPF
a esta region son glutamatérgicas y predominantemente reciprocas (Gaykema et al.,

1991; Zaborszky et al., 1997) Estas conexiones son reciprocas, de manera que las
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proyecciones colinérgicas que parten de esta area, constituyen la principal

inervacion colinérgica de la CPF (Jacobson et al., 2008).

- Mesencéfalo y puente: Estudios neuroquimicos han descrito conexiones dirigidas al
area tegmental ventral (ATV) A10 (Carr & Sesack, 2000) y el locus coeruleus (A6
y A4) (Arnsten & Goldman-Rakic, 1984; Jodo et al., 1998). E1 ATV envia a su vez
proyecciones a través del haz prosencefalico medial (Hokfelt et al., 1974) y
constituye la principal proyeccion dopaminérgica a la CPF (Bjorklund & Dunnett,
2007). Por otra parte, el locus coeruleus es el principal responsable de la inervacion
noradrenérgica a la corteza (Morrison ef al., 1979) siendo similar entre roedores y
primates (Felten & Sladek, 1983). Otras areas que reciben proyecciones de la CPF
son el nucleo del rafe dorsal (B7), la sustancia gris periaqueductal, el nucleo del
tracto solitario (NTS), la sustancia negra pars compacta (A9) y la formacion

reticular (Uylings & Van Eden, 1990; Vertes, 2004).

- Sistema limbico: Las conexiones con areas del sistema limbico como la amigdala y
el hipotdlamo resultan especialmente relevantes desde el punto de vista de las
funciones de la CPF sobre la regulacion del eje HHA y la memoria emocional. En
concreto se han descrito proyecciones la amigdala (en concreto a la region
basolateral) que son reciprocas y que parten esencialmente desde las regiones
prelimbica e infralimbica de la CPF (Groenewegen & Uylings, 2000; Vertes, 2004;
Gabbott et al., 2005). Otras areas del sistema limbico con las que estd
interconectada la CPF son el nucleo accumbens (Burns et al., 1996; Fuster, 1997,

Tzschentke & Schmidt, 2000) y el hipocampo (Vertes, 2004; Gabbott et al., 2005).

2.4 Funciones de la corteza prefrontal

El patrén de conexiones ya mencionado determinara a su vez las funciones en las que la
CPF participa (Hoover & Vertes, 2007). Entre las multiples funciones con las que se ha
relacionado a esta area cerebral se encuentran: la toma de decisiones (Euston et al.,
2012), la memoria de trabajo (Williams & Goldman-Rakic, 1995; D’Esposito, 2007), la
flexibilidad cognitiva (Ragozzino, 2002; Robbins & Roberts, 2007), la atencion
selectiva (Birrell & Brown, 2000; Kozak et al., 2005, 2006) la organizacion temporal
del comportamiento (Fuster, 2000; Uylings et al., 2003), la actividad motora
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(Tzschentke & Schmidt, 2000), la interaccion social (de Bruin, 1990), la inhibicion del
comportamiento (Robbins, 2007b), el procesamiento cognitivo de las recompensas
(Mora & Myers, 1977). Ademas la CPF tiene un papel relevante en la respuesta a estrés
(Deutch & Roth, 1990; Thierry et al., 1990) y en la modulacion de la formaciéon y la
expresion de memorias aversivas (Izquierdo et al., 2007; Barsegyan et al., 2010; Sotres-
Bayon & Quirk, 2010) que son especialmente relevantes en este trabajo de
investigacion. Dado el papel de CPF medial en la regulacion de la respuesta a estrés
(Amat et al., 2005; Ulrich-Lai & Herman, 2009), se ha propuesto que la alteracion en la
funcion de la CPF puede ser la base de una respuesta mal-adaptativa a estrés
(Moghaddam 2002; Thompson et al., 2004; Van Os et al., 2010; Fusar-Poli et al.,
2011).

2.5 Corteza prefrontal y regulacion de la respuesta a estrés

Se ha establecido una clara diferenciacion entre la region dorsal y la region ventral de la
CPF en base a caracteristicas anatomicas, holisticos y funcionales (Heidbreder &
Groenewegen, 2003). Aunque se ha propuesto un papel complementario de las cortezas
prelimbica e infralimbica sobre la regulacion del eje HHA asi como en la regulacion del
sistema nervioso auténomo en respuesta a estrés agudo psicogénico (Shah & Treit,
2003; Ulrich-Lai & Herman, 2009; Radley et al., 2013), existe cierta controversia en el
papel concreto que juegan estas dos regiones sobre la regulacion del eje HHA. Estudios
de lesiones concretas en la corteza prelimbica han mostrado incrementos en la secrecion
de ACTH y en la duracién de la secrecion de corticosterona, en respuesta a estrés
(Radley et al., 2006), asi como incrementos en la expresion de c-fos en el (PVH) (Brake
et al., 2000; Gerrits et al., 2003) y un incremento de la frecuencia cardiaca en respuesta
estrés tras el bloqueo de esta region prefrontal (Tavares et al., 2009). En concordancia
con estos resultados, la activacion farmacologica de la corteza prelimbica produce un
bloqueo sobre los incrementos de ACTH (Jones et al., 2011) y corticosterona en
respuesta a estrés asi como un bloqueo sobre la consolidacion de la memoria aversiva en
un test de evitacion pasiva (Garrido et al., 2012b). Por el contrario, la corteza
infralimbica ha sido involucrada en la activacion de la respuesta del sistema nervioso
autonomo asi como en la activacion del eje HHA en respuesta a estrés. La lesion de esta
region cortical produce una reduccion de la frecuencia cardiaca en respuesta a estrés

(Tavares et al., 2009) asi como una reduccion en la expresion de c-fos en el (PVH)
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(Radley et al., 2006). Afadido a esto, se ha descrito que la lesion de la corteza
infralimbica produce en roedores, un bloqueo en la adquisicion de memoria aversiva en

un test de evitacion pasiva (Jinks & McGregor, 1997).

Esta funcion complementaria de las cortezas prelimbica e infralimbica en la regulacion
del eje HHA vy del sistema nervioso autdbnomo en respuesta a estrés se debe, en parte, al
patron de conexiones diferencial que presentan estas areas. La corteza prelimbica
(homodloga a la region cingulada dorsal anterior en primates y humanos) recibe
proyecciones del hipocampo ventral y de la region basolateral de la amigdala, las cuales
son areas extensamente descritas en su relacion con la expresion de miedo condicionado
(Bouton, 2002; Dalley et al., 2004; Vertes, 2004; Sierra-Mercado et al., 2011; Sotres-
Bayon et al., 2012). En concreto, estudios de electrofisiologia han mostrado una tasa de
disparo sostenida de neuronas de esta region cerebral tras la administracion un estimulo
condicionado a los animales, y que coincidiria con el periodo de completa inmovilidad,
esto reflejaria la actividad de procesamiento de esta region (Burgos-Robles ef al., 2009).
La corteza prelimbica regula la funcion del PVH mediante proyecciones indirectas
GABA¢érgicas que parten del nucleo basal de la estria terminal (NBST) que inhiben la
liberacion de CRH y por tanto la liberacion de corticosterona en respuesta a estrés
(Radley et al., 2013). Por otra parte, la region infralimbica (homologa a la region
ventro-medial en primates y humanos) esta implicada en los procesos de extincion de la
memoria aversiva, puesto que se ha mostrado incrementos de actividad de neuronas
piramidales de esta region frente a estimulos neutros o asociados a eventos no aversivos
(Cho et al., 2013) y de actividad en esta region especifica del cerebro (Quirk & Beer,
2006). En relacion a la regulacion del eje HHA en respuesta a estrés, la corteza
infralimbica actuaria mediante proyecciones indirectas desde una region no
GABA¢érgica del NBST al hipotalamo, desencadenando la liberacion de CRH que
estimula la liberaciéon de ACTH en la hipofisis permitiendo la posterior secrecion de
corticosterona en respuesta a estrés (Radley et al., 2006, 2009, 2012). Ademas, esta
region también estd interconectada con la amigdala, preferentemente con la region
medial de la amigdala, cuyas funciones estan relacionadas con la expresion de miedo, la
activacion del sistema nervioso autébnomo asi como la regulacion del eje HHA

(Rodrigues et al., 2009; Rozeske et al., 2015) (Ver figura 14).

28



Introduccion

Figura 14. Esquema de un corte transversal
del cerebro de rata en el que se representa el
papel complementario de las regiones
prelimbica (PrL) e infralimbica (IL) de la
CPF en la regulacion del eje HHA en
respuesta a estrés. La PrL proyecta y activa
una region GABAérgica (en rojo) del nucleo
basal de la estria terminal (NTBS). Estas
proyecciones GABAérgicas inhiben al
nucleo paraventricular del hipotdlamo
(PVH) y bloquean la liberacion de CRH y
por tanto la de ACTH en la hipofisis, lo que
inhibe la sintesis de corticosterona y su
liberacion a los vasos sanguineos. Por otra
parte, la IL proyecta y activa una region no
GABAérgica del NTBS lo que estimula la

liberacion de CRH desde el PVH que Barrera e ACTH
facilita la liberacion de ACTH desde la "~ == —=—=—===%__ S m - -
hipofisis. El incremento de ACTH estimula hemato-encefalica

la sintesis y liberacion de corticosterona Adrenales
desde las glandulas  adrenales, vy 1

posteriormente ejercera sus efectos en el .
cerebro. Vasos sanguineos

2.6 Corteza prefrontal y esquizofrenia

Dado el papel de la CPF en la regulacion del eje HHA en respuesta a estrés, se ha
sugerido una relacion entre la funcion alterada de la CPF y una mayor sensibilidad
frente al estrés que pueden facilitar el desarrollo de psicosis (Corcoran et al., 2003;
Thompson et al., 2004; Van Winkel et al., 2008; Brunelin et al., 2010; Van Os et al.,
2010; Mizrahi et al., 2012; Moghaddam, 2013). De hecho, estudios en humanos han
mostrado una correlacion entre la funcion anormal de la CPF y una mayor activacion
dopaminérgica durante estrés (Soliman et al. 2008) y durante el desarrollo de tareas
cognitivas (Meyer-Lindenberg et al., 2002; Fusar-Poli et al., 2011). Estudios en
animales han mostrado que la inyeccion de antagonistas NMDA en animales produce
alteraciones conductuales como la hiperactividad motora, que recuerdan a los sintomas

presentes en pacientes diagnosticados de psicosis (Takahata & Moghaddam, 2003).

Una de las hipotesis mas ampliamente estudiadas en animales de experimentacion es la
hipotesis glutamatérgica de la esquizofrenia. Segun la cual, la disfuncion de los
receptores de glutamato NMDA en la CPF estaria implicada en la alteracion de los
circuitos cortico-limbicos asociados a la psicosis (Jentsch & Roth, 1999; Krystal et al.,

2003; Yang & Chen, 2005; Lewis & Gonzalez-Burgos, 2006). Esta hipdtesis se basa en
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el efecto tras la administracion sistémica de antagonistas NMDA, que produce en
personas sanas, sintomas similares a los de pacientes diagnosticados de esquizofrenia
(Javitt & Zukin, 1991; Lahti, 1995) y agrava los sintomas en pacientes esquizofrénicos
(Lahti et al., 1995, 2001). Ademas, estudios realizados en animales de experimentacion
han mostrado una hiperactividad motora (Jentsch et al, 1998) y un incremento de la
tasa de disparo de las neuronas piramidales de la CPF (Suzuki et al., 2002) tras la
administracion sistémica de antagonistas NMDA. Afiadido a ello, la inyeccion local en
la CPF de antagonistas de NMDA incrementa la actividad motora, la liberacion de
dopamina, acetilcolina y corticosterona en areas limbicas como el nticleo accumbens, el
hipocampo y la amigdala de la rata (O’Neill & Liebman, 1987; Crawley et al., 1992,
Del Arco & Mora, 2008; Del Arco et al., 2011).

2.6.1 Mecanismos celulares de la disfuncion de NMDA en la psicosis

En la CPF, la regulaciéon de las neuronas piramidales de proyeccion areas limbicas y
subcorticales ocurre a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa que se
establece a través de un grupo de interneuronas especificas. Diversos autores han
centrado su atencidon en las alteraciones sobre este circuito por sus efectos sobre la
desregulacion de la actividad de las proyecciones corticales y su papel en el desarrollo
de la psicosis (Gordon, 2010) (Figura I5). De hecho, un estudio ha mostrado que la
alteracion de este mecanismo de retroalimentacion, mediante la alteracion funcional de
los receptores NMDA localizados en las interneuronas de la CPF mencionadas
anteriormente, produce un estado de hiperactividad y un incremento en la actividad de
las neuronas piramidales similares a los observados en los estudios de inyecciones de
antagonistas NMDA (Belforte et al., 2010). Afadido a ello, estudios de electrofisiologia
han mostrado que la administracion sistémica de antagonistas NMDA produce una
disminucion en la tasa de disparo de las interneuronas y al mismo tiempo un incremento
en la tasa de disparo de las neuronas piramidales en la CPF (Homayoun & Moghaddam,
2007) y en el hipocampo (Rujescu et al., 2006). Las interneuronas GABA¢érgicas, son
las neuronas moduladoras de la actividad de las neuronas de proyeccion corticales
(Jackson et al., 2004) y son mas sensibles a los antagonistas NMDA que las neuronas
piramidales (Grunze et al., 1996). Ademads, la conformacion de los receptores NMDA
sufre cambios a los largo del desarrollo y hasta llegar a la fase adulta (Wang & Gao,

2009), esto convierte a los receptores NMDA localizados sobre estas interneuronas en
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dianas potenciales de diversas alteraciones, que pueden ser cruciales para el desarrollo

posterior de psicosis (Lewis et al., 2005).

Figura IS. Mecanismo de retroalimentacion negativa entre la neurona piramidal y la interneurona GABA
en la CPF. El incremento de la tasa de disparo en la neurona excitadora genera a su vez un incremento de
la actividad de la interneurona inhibidora a través de los receptores NMDA. A su vez, la interneurona
activara los receptores GABA localizados en el primer segmento del axoén de la neurona piramidal,
regulando asi la actividad de las proyecciones descendentes a areas subcorticales y limbicas.

En este contexto, la CPF y su interaccion con la amigdala se ha implicado en el
conjunto de alteraciones neuroquimicas y conductuales que ocurren en la esquizofrenia
(Williams et al., 2004). Estudios de los patrones de estimulaciéon y de electro
encefalografia han mostrado alteraciones en la amigdala de pacientes esquizofrénicos
(Stevens, 1973; Torrey & Peterson, 1974; Fudge & Emiliano, 2003). En pacientes
sanos, la estimulacion directa de la amigdala reproduce comportamientos clinicamente
similares a los mostrados por pacientes diagnosticados de esquizofrenia, como miedo
ansiedad y alucinaciones complejas (Halgren et al., 1978; Gloor et al., 1982). Estudios
mas recientes han descrito una reduccion del volumen de la amigdala, asi como una
alteracion en la respuesta conductual ante estimulos emocionales de pacientes

diagnosticados de esquizofrenia (Taylor et al., 2002, 2005) .
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3 Amigdala

3.1 Estructura anatomica de la amigdala

La amigdala fue descrita por primera vez a
principios del siglo XIX en humanos, por K.F.
Burdach, quien la denominé asi por el aspecto
almendrado que presentaba y se localiza en la
region medial anterior del 16bulo temporal y se
extiende rostralmente hasta el ntcleo basal de

la estria terminal (McDonald, 1992).

La estructura y funciones de esta region

cerebral estan evolutivamente muy
conservadas (Moreno & Gonzélez, 2007;
Pabba, 2013). Mediante el empleo de

marcadores de desarrollo del sistema nervioso
como los genes pax, evolutivamente muy
conservados en el desarrollo (Joven et al.,
2013; Bandin et al., 2014) y de otros factores
de transcripcion se han observado diferencias y
homologias en los patrones conectivos y por
tanto en la funcion que desempefia el complejo
amigdalino en los distintos filos de tetrapodos
anamnios y amniotas (Swanson & Petrovich,
1998; Moreno & Gonzélez, 2003). La
complejidad de la amigdala parece ligada a un

incremento en la complejidad del medio (paso

del agua a la tierra) (Pabba, 2013).

La amigdala de mamiferos se describié por
primera vez a principios del siglo XX cuando
se detall6 su compleja estructura, conformada

por una gran diversidad de nucleos (Johnston,
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CTX

Figura 16. Esquema de la estructura y
localizacion de la amigdala de la rata. A)
Seccién coronal unilateral; B) Ampliacion
sobre el 16bulo temporal. En el esquema se
muestra en marréon la regién basolateral
compuesta por los nucleos lateral (La), basal
(B) y basal accesorio (BA). En rojo, la region
medial con los ntucleos central (CeA) y
medial (M) y en verde los ntcleos
intercalados (ic). Abreviaturas: (CAl, Ca2 y
Ca3) cuerno de Amon regiones 1, 2 y 3;
(CAu) corteza auditiva; (cc) cuerpo calloso;
(CEnt) corteza entorrinal; (CM) corteza
motora; (CPr) corteza piriforme; (CPu)
Caudado putamen; (CS) corteza sensorial;
(GD) giro dentado; (MCLH) nucleo
magnocelular del hipotdlamo; (MD) nucleo
medial del tdlamo;, (MHDM) medial dorsal
del hipotdlamo; (MPG) nucleo geniculado
medial; (LD) nucleo lateral dorsal del tdlamo;
(VMHVL) ntcleo medio ventral del
hipotalamo; (VL/VP) nucleos ventral lateral
y ventral posterior del tdlamo.
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1923). Estudios histolégicos, inmunohistoquimicos y holisticos han permitido
diferenciar tres regiones principales anatomicas y funcionalmente diferentes (LeDoux,

2007) (ver Figura 16):

- Regién basolateral: que incluye al nucleo lateral, al nucleo basal y al basal
accesorio (Krettek & Price, 1978).

- Region medial: que incluye al ntcleo central, central medial, central lateral, central
capsular y ventral y a la parte de la amigdala incluida en el NBST (Mcdonald,
1982; Cassell et al., 1986).

- Nucleos intercalados: localizados entre la region basolateral y la region medial

(Millhouse, 1986; Sah et al., 2003).

3.2 Citoarquitectura de la amigdala

La amigdala presenta una organizacion y citoarquitectura similar al de otras partes del
telencéfalo. En este sentido la region basolateral presenta una composicion celular muy
similar al de otras regiones corticales, con la diferencia de que parecen ordenadas de
forma aleatoria en vez de en capas. Estudios de marcaje han mostrado que
aproximadamente el 80 % de neuronas son piramidales, con una elevada densidad de
espinas dendriticas y formando sinapsis no solo dentro de esta region, sino que envian
axones a la region central de la amigdala y al hipocampo. Las interneuronas constituyen
el 20 % restante de células neuronales. Son en general de tamafio pequefio, sin embargo
de morfologia variada, muy similar a las interneuronas de corteza cerebral (ver figura
12) (Mcdonald, 1982, 1992; Davis et al., 1994; Pitkdnen et al., 1997; Sah et al., 2003;
Mascagni & McDonald, 2009; Pape & Paré¢, 2010; Orsini & Maren, 2012). Por el
contrario, la regiéon medial estd mas relacionada con el estriado y por tanto presenta
grandes similitudes citoarquitectonicas con esta region cerebral. Estudios de marcaje
neuronal han mostrado que estd formado principalmente por interneuronas
GABAérgicas de pequefio tamafio (Cassel et al., 1986), describiéndose grandes
diferencias morfoldgicas entre las interneuronas que conforman los distintos nucleos de
esta region de la amigdala. En esta region aparecen neuronas de proyeccion, que envian
axones a diversas estructuras como el hipotdlamo o la sustancia gris periacueductal
(Mcdonald, 1982; Davis et al., 1994; Pitkanen et al., 1997; Swanson & Petrovich, 1998;

Sah et al., 2003; Pape & Paré, 2010). La region formada por los nucleos intercalados
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esta constituida por tres grupos diferenciados alrededor de la amigdala. Existen dos
tipos de neuronas dentro de los grupos que conforman a los ITC y son comparables a las
neuronas de estriado. El primer grupo consiste en neuronas espinosas que sinapsan con
nucleos de la regidon basolateral y medial (Millhouse, 1986). El Segundo grupo de
neuronas presenta un soma alargado con dendritas de tipo espinosa y sin espinas, las

cuales no parecen ser GABAérgicas, puesto que responden mds al marcaje de

acetilcolina (Millhouse, 1986; Sah et al., 2003).

3.3 Conexiones anatomicas de la amigdala

Cada region de la amigdala presenta un patréon Unico de proyecciones aferentes y
eferentes. En concreto, la region basolateral de la amigdala es la principal puerta de
entrada de proyecciones aferentes a la amigdala (McDonald, 1998), mientras que la
region medial es la principal estacion de salida de informacion de la amigdala, (Krettek
& Price, 1978). Entre ambos, una compleja red de conexiones intranucleares permite la
integracion, modulacion y posterior transmision de la informacion para generar

respuestas fisiologicas y conductuales relevantes.

3.3.1 Conexiones entre regiones de la amigdala

El patron de conexiones entre nucleos de la amigdala sigue una direccion dorso-ventral
y latero-medial (Krettek & Price, 1978), es decir desde el nticleo lateral al basal anterior
y desde la region basolateral a la region medial, en las que la transmision GABA¢érgica
juega un papel fundamental (Ehrlich et al., 2009; Wolff et al., 2014) y que coincide con
la direccion de entrada sensorial de informacion y salida de informacion modulando las
respuestas emocionales acorde a las circunstancias que rodean al individuo (Pitkdnen et
al., 1997; Sah et al., 2003; Ehrlich et al., 2009). De esta forma, la informacion puede ser
procesada por diversos sistemas y modificada mediante interacciones con distintas areas
(que permiten la integracion de informacion sensorial de diversa naturaleza (Mcdonald
et al., 1996; Jolkkonen & Pitkdnen, 1998; Pitkénen et al., 2000; Sah et al., 2003).
Anadido a esto, los nucleos intercalados tienen un papel relevante en los circuitos intra-

amigdalinos de procesamiento y regulacion de la funcion (Sha et al., 2003).
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3.3.2 Conexiones de la amigdala con areas corticales y subcorticales

Como se ha descrito anteriormente, la region basolateral es la principal area de entrada
de informacion sensorial a la amigdala. Es por ello, que esta region de la amigdala
recibe proyecciones principalmente desde areas corticales y talamicas asi como otras
regiones del sistema limbico como el hipocampo la CPF y otras regiones de asociacion
polimodal. (Turner & Herkenham, 1991; McDonald, 1998). Por otra parte, la region
medial de la amigdala y en concreto el nicleo central es la principal estacion de salida
de informacion de la amigdala. Esta areas estd conectada bien unidireccional o de
manera reciproca con multiples areas corticales y subcorticales que participan en la
generacion de respuestas conductuales, autonémicas, endocrinas relacionadas con el
(Krettek & Price, 1978; Veening et al., 1984; LeDoux, 1995; Petrovich & Swanson,
1997; Rosen et al., 1998; Par¢ et al., 2004; Fanselow & Poulos, 2005) (ver figura 17).

- Conexiones con la CPF: La CPF envia profusas proyecciones a la region
basolateral de la amigdala (a los nucleos basal y lateral) mayormente desde la
region prelimbica (McDonald, 1998; Groenewegen & Uylings, 2000; Pitkénen et
al., 2000; Quirk et al., 2003; Vertes, 2004, 2006; Floresco & Tse, 2007). Estas
proyecciones reciprocas son glutamatérgicas y sinapsan sobre interneuronas
GABA, inhibiendo la actividad de la amigdala en respuesta a estrés y son esenciales
para la regulacion del procesamiento emocional (Rosenkranz & Grace, 2002; Quirk
et al., 2003; Likhtik ef al., 2005). La region medial de la amigdala recibe
proyecciones de la CPF, mayoritariamente desde la corteza infralimbica. Estas
proyecciones actiian inhibiendo la salida de informacion desde la amigdala (Vidal-
Gonzalez et al., 2006; Rozeske et al., 2015) y son especialmente relevantes en los
procesos de extincion de la memoria emocional, en donde un recuerdo antiguo es
sustituido por uno nuevo mas reciente (Rosenkranz et al., 2003; Sotres-Bayon et

al., 2004; Quirk & Beer, 2006).

- Conexiones con el hipotalamo y tronco encefélico: Estas proyecciones son
eferentes y parten desde la region medial dirigiéndose al hipotdlamo, el NTS y a la
sustancia gris periacueductal con la finalidad de coordinar la activacion del eje
HHA, el sistema nervioso autonomo y la respuesta motora, durante la respuesta a

estrés (Veening et al., 1984; Petrovich & Swanson, 1997).
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Conexiones con tadlamo y corteza sensorial: El tdlamo envia proyecciones a la
region basolateral en donde la informacion llega a la amigdala sin un previo filtrado
de control consciente (Turner & Herkenham, 1991; LeDoux, 1995). En este caso, la
informacion principal consiste en estimulos que conducen a respuestas de miedo.
Afadido a esto, la region BLA recibe proyecciones desde distintas regiones de la
corteza sensorial, como son: visual, auditiva, somatosensorial (incluido el dolor),
olfativa y del gusto (Phillips & LeDoux, 1992; Pitkdnen ef al., 2000). A contrario
de las proyecciones tdlamo-amigdala, toda esta informacion que llega a la amigdala
desde corteza es altamente detallada. La region central recibe proyecciones
unidireccionales desde 4areas viscero-sensitivas como son areas corticales
relacionadas con el olfato, el gusto o el dolor (Phillips & LeDoux, 1992; Pitkénen
et al.,2000).

Conexiones con el hipocampo y corteza entorrinal: La informacién sobre el contexto
en el que esta ocurriendo el estimulo emocional, lo aporta el hipocampo a través de
proyecciones a la region basolateral de la amigdala (Pitkénen et al., 2000; Maren &
Quirk, 2004). Esto implica detalles sobre el ambiente y las distintas etapas en las que
tiene lugar, asociado a la memoria episddica (similar a la episddica en animales)

(Clayton & Williams, 2000; Roozendaal et al., 2008; Yassa & Stark, 2011).

Conexiones con locus coeruleus, prosencéfalo basal, ATV y raphe: Estas
proyecciones parten mayoritariamente desde la region medial (ntcleo central) y se
dirigen a regiones circundantes del locus coeruleus, el prosencéfalo basal, el ATV y
nucleo del raphe dorsal, desde donde parten las proyecciones noradrenérgicas
(Aston-Jones, 2005), colinérgicas (Carlsen et al., 1985; Zaborszky et al., 1997,
Vertes, 2004), dopaminérgicas (Carr & Sesack, 2000; Hasue & Shammah-Lagnado,
2002; Geisler et al., 2007) y serotoninérgicas (Muller et al., 2007) que llegan a la

amigdala.

Proyecciones de los nucleos intercalados: Los nucleos intercalados (mayormente
conformados por interneuronas) reciben una robusta proyecciéon glutamatérgica
desde la region infralimbica de la CPF (Amir et al., 2011) que cuando se activa,
inhiben aquellas areas sobre las que proyectan y que se localizan sobre el nucleo

central medial de la amigdala (Ehrlich ez al., 2009) y en concreto sobre una region
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discreta constituida por interneuronas. Esta doble inhibicion permite la activacion
de otras areas de este nucleo, facilitando asi su funcion, que esté relacionada con la

expresion de miedo (Corcoran & Quirk, 2007; Ciocchi et al., 2010).

Corteza y talamo
sensorial (auditiva,
visual,
somatosensorial,
gustativa,olfativa)

Corteza viscero-
sensitiva

Tronco encefalico
(dolor)

Hipocampo y corteza
entorrinal - Prelimbica: LA, B
- Infralimbica: CE

Corteza de asociacion
polimodal

Eje HHA
(hipotalamo)

Sustancia gris
periacueductal
“Freezing”

Neuromoduladores
NA, 5-HT, DA, Ach
(grupos celulares
localizados en

Estriado ventral prosencéfalo y tronco )
(conductas

instrumentales)

CPF (regulacion)
LA, B: prelimbica

Sistema nervioso

Corteza polimodal de
autonomo

asociacion (procesos
cognitivos)

Figura 17. Representacion esquematica de las proyecciones aferentes (Imagen superior) y eferentes
(imagen inferior) del complejo de la amigdala. Nucleo lateral (LA), nucleo basal (B), nticleo central (CE)
y ntcleos intercalados (ITC). Abreviaturas: serotonina (5-HT); dopamina (DA); acetilcolina (Ach).

3.4 Neuroquimica de la amigdala

La amigdala es un area cerebral profusamente inervada. Esto hace que sean también
multiples los neurotransmisores que estan presentes en ella y que modulan su actividad.
Uno de los sistemas mas estudiados es la noradrenalina, por su implicacion en el
procesamiento de la memoria emocional (Roozendaal & McGaugh, 2011). Para mas
informacion sobre noradrenalina y el resto de neurotransmisores se pueden consultar las
siguientes referencias (Dahlstrom & Fuxe, 1964; Asan, 1998; Egorov et al., 2006;
Mascagni & McDonald, 2009; Atsak et al., 2014).
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3.4.1 Noradrenalina

La noradrenalina procede mayoritariamente del locus coeruleus (A6 y A4) (Fuxe et al.,
1970) que se encuentra en el tronco encefalico y que es el principal reservorio de somas
neuronales noradrenérgicos en el cerebro de roedores, primates (Sadikot & Parent,
1990) asi como en humanos (Roozendaal et al., 2009a). Existen otras dos regiones
minoritarias que contienen somas neuronales noradrenérgicos son: el sistema tegmental

lateral (AS) y (A7) y el grupo dorsal medular (A2) (Fuxe et al., 2007) (Figura I8)

g\

(A7)__(A5)

Figura I8. Esquema de un corte sagital del cerebro de rata que muestra las principales vias
noradrenérgicas. El principal reservorio de somas de neuronas noradrenérgicas de proyecciéon lo
constituye el locus coeruleus (LC) e inerva a areas corticales y limbicas como la corteza prefrontal
(CPF), el hipocampo (HC) y la amigdala (AM). Otras haz de fibras noradrenérgicas parten desde el area
tegmental lateral (A7 y AS) y el grupo dorsal medular (A2) y llegan al nucleo paraventricular del
hipotdlamo (PVH) y a la amigdala.

La noradrenalina es una neurotransmisor clasico que OH
pertenece a la familia de las catecolaminas y que se NH,
caracterizan quimicamente por poseer un anillo de benceno,

con dos grupos —OH consecutivos y un grupo amina. A este HO

OH
mismo grupo pertenecen otros neurotransmisores como la
] ) o Figura 19. Estructura quimica
dopamina y la adrenalina, que en la periferia se pueden de la noradrenalina.

actuar también como hormonas.

La estructura de las sinapsis noradrenérgica, es en parte de tipo simétricas (clasicas, con

una estructura definida) con contactos en espinas dendriticas y en menor medida, somas
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y axones neuronales. Sin embargo, las mas abundantes son las sinapsis de tipo
asimétricas (sin una estructura de sinapsis bien definida) (Maley et al., 1990; Farb et al.,
2010). Algunos autores han diferenciado por tanto entre una liberacion tonica de
noradrenalina (transmision por volumen) y una accion fasica, que tendria lugar en la
hendidura sinédptica y que mediaria funciones diferentes de la transmision por volumen
(Aoki et al., 1998; Fuxe et al., 2007; Agnati et al., 2010). En concreto, se han descrito
diferencias regionales en la amigdala respecto al tipo de contacto entre terminales
noradrenérgicos. En torno a un 30 % de las sinapsis son mediante contacto sinaptico, de
tipo simétrico (con neuronas glutamatérgicas) y no simétricas (con interneuronas
GABA, siendo el restante sinapsis de tipo abiertas. También se ha mostrado la presencia
de receptores de noradrenalina en astrocitos, lo que sugiere que podrian estar implicados
en las funciones de la noradrenalina en la amigdala (Farb et al., 2010; Oliveira et al.,
2015) como se ha mostrado en regiones cerebrales que estan estrechamente vinculadas

con la amigdala como en el estriado (Martin et al., 2015) (figura 110).

Terminal
noradrenérgico

Astrocito

metabolitos

Membrana
® e s e
oo < re-sinaptica
Plasma b [
i — 0
Hendidura sinaptica . oll8 Membrana
° post-sinaptica
al Bl B2
metabolitos l
COMT *Activacion de proteinas quinasas

*Fosforilacion de proteinas

Figura 110. La sintesis y almacenamiento de la noradrenalina tiene lugar en el interior de las vesiculas
sindpticas, en donde se encuentra la enzima de sintesis del neurotransmisor. La liberacion de
noradrenalina a la hendidura sindptica tiene lugar tras un estimulo apropiado, actuando sobre receptores
adrenérgicos localizados en la membrana pre y post-sinaptica neuronal y sobre la membrana de
astrocitos. Dos enzimas se encargan de la inactivacion de la noradrenalina (y de las catecolaminas en
general), la monoamino oxidada (MAO) y la catecol —O-metil- transferasa (COMT), localizadas en el
espacio intra-mitocondrial y el espacio intracelular respectivamente, y junto con el transportador de
membrana (NET) regulan la cocentracion y actividad de la nodradrenalina en el espacio extracelular. Las
moléculas de noradrenalina que no se recapturan difunden al plasma y son metabolizadas en el higado.
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3.4.2 Receptores adrenérgicos

La noradrenalina ejerce sus efectos a través de los receptores de noradrenalina que estan
ampliamente distribuidos por todo el sistema nervioso central (Rainbow et al., 1984;
McCune et al., 1993; Nicholas et al., 1993; Paschalis et al., 2009). Estos receptores los
han sido clasificado en tres familias ol, 02, y B; y cada familia subdividida en tres
subclases (Docherty, 1998; Civantos Calzada & Aleixandre de Artifiano, 2001). Aunque
se ha descrito que los receptores ol y o2 se expresan de forma mas abundante en el
sistema nervioso central, la funcion de los 3 resulta crucial y también aunque en menor
medida la de los o para el desarrollo de conductas motoras, la respuesta de vigilancia y

la consolidacion de la memoria (Ferry ef al., 1999; Przybyslawski et al., 1999).

Todos los receptores de noradrenalina son metabotrdpicos y presentan una estructura
similar conformada por 7 regiones hidrofobicas, una regién C-terminal intracelular
través de la cual contacta con una proteina de unién a GTP y un extremo N-terminal
(hidrofilico) y extracelular a través del cual tiene lugar el contacto con el
neurotransmisor (Hieble et al., 1995; Ruffolo et al., 1995; Letkowitz, 2004; Warne et
al., 2008). Los receptores al y B se expresan mayoritariamente en la membrana post-
sinaptica, mientras que los2 aparecen en la membrana pre -sindptica, regulando la
liberacion sinaptica de noradrenalina (Berridge & Waterhouse, 2003). Los receptores
adrenérgicos post-sinapticos B (Bl y B2) se co-expresan en areas como la CPF, el
hipocampo, el hipotalamo y la amigdala (Abraham et al., 2008), incrementando la
transmision sinaptica a través de la activacion de la enzima adenilato ciclasa (ruta de
activacion de 2° mensajero). También los receptores a1 pueden tener un papel sinérgico,
pero no directamente activando a la enzima, sino potenciando la respuesta de los
receptores tipo B (Roozendaal et al., 2002).Las funciones principales en las que han sido
implicados estos receptores son en la respuesta a miedo y en la ansiedad (Aston-Jones et
al., 1999; Ledoux, 2003) y con especial relevancia en el aprendizaje y la memoria

emocional (McGaugh et al., 2002; Roozendaal et al., 2002, Roozendaal et al., 2006b).

3.5 Funciones de la amigdala

El patron de conexiones de la amigdala determina las funciones en las que esta area

cerebral participa. Los experimentos clasicos de lesiones en esta area mostraron
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alteraciones graves de la conducta relacionada con el miedo, la ingesta o el sexo
(Kliver & Bucy, 1937). Estudios posteriores de mediados de los afios 50 por
Weiskrantz revelaron que estas alteraciones conductuales eran fruto de cambios en el
procesamiento emocional en la region de la amigdala. Otras funciones en las que ha
sido implicada esta area cerebral son procesamiento de recompensas (Baxter & Murray,
2002) y la diferenciacion de estimulos aversivos, reforzando la conducta, de lo que se
describe su implicacion en diferentes aspectos del aprendizaje y la motivacion. También
se ha descrito su papel como coordinador de la respuesta a estrés (LeDoux, 2007). Sin
embargo, uno de los papeles més estudiados de la amigdala es en relacion con el
procesamiento de la memoria asociada a estimulos emocionales 0 memoria emocional y

en particular, con estimulos aversivos (LeDoux, 2000; Roozendaal et al., 2009a).

3.5.1 Memoria emocional

La memoria emocional se define habitualmente como la memoria asociada a estimulos
con una carga emocional, bien sean de naturaleza positiva como recompensas o aversiva
como un estimulo estresante, aunque la presencia en el mismo tiempo de ambos tipos de
estimulos, generan en la amigdala una respuesta sesgada hacia el estimulo negativo
(Livneh & Paz, 2012). La memoria aversiva ha sido reconocida por diversos autores
como un mecanismo adaptativo que almacenar informacidon relevante para la
supervivencia ya que va a influir sobre futuras respuestas ante estimulos estresantes

similares (LeDoux, 2000; McGaugh, 2000; Joéls et al., 2011; Schwabe et al., 2012).

La amigdala es un componente importante del sistema implicado en la adquisicion,
almacenamiento y posterior expresion de la memoria aversiva (Ledoux 2000). Gran
numero de trabajos han relacionado a la noradrenalina liberada en amigdala durante
estrés, y los glucocorticoides con el correcto procesamiento de la memoria aversiva en
roedores (Quirarte et al., 1997; Roozendaal ef al., 2002 Roozendaal et al., 2009b) y en
humanos (Van Marle et al., 2013) Sin embargo, la consolidacion de la memoria
emocional tiene lugar a través de proyecciones que parten desde la amigdala a otras
areas cerebrales como el hipocampo y la CPF (LeDoux, 2007). La memoria emocional
se ha estudiado en animales de experimentacion a través de diferentes test de conducta

como por ejemplo el test de evitacion pasiva, utilizado en la presente Tesis Doctoral
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El test de evitacion pasiva se ha empleado previamente para evaluar los efectos del
estrés sobre la memoria emocional (Izquierdo & Netto, 1985; Wilensky et al., 2000;
McGaugh et al., 2002). El estado de alerta producido por la naturaleza aversiva de un
shock eléctrico, conlleva el desarrollo de conductas adaptativas, dirigidas a la evitacion
del contexto en donde recibieron el shock eléctrico (Roozendaal & McGaugh, 2011). En
esta prueba, se evalta el tiempo que tardan los animales en entrar al espacio en donde
recibieron el estimulo aversivo (latencia, ver en materiales y métodos) (Gold, 1986;
Atucha & Roozendaal, 2015). En este contexto, estudios de microdialisis han mostrado
que la liberacion de noradrenalina en amigdala y el grado de alerta durante el shock
modula la memoria evaluada a través de este test (Galvez et al. 1996). Ademas el
incremento en la liberacion de noradrenalina es dependiente de la intensidad del shock
(Quirarte et al. 1998). Anadido a ello, un estudio ha mostrado que la latencia de entrada
24 horas tras recibir el shock correlaciona positivamente con la mayor cantidad de
noradrenalina liberada durante el shock en el test de evitacion pasiva (Mclntyre et al.

2003).

3.6 Amigdala y trastorno de estrés postraumatico

Estudios clinicos y en modelos animales de TEPT han investigado las alteraciones en
regiones cerebrales y los circuitos implicados en esta patologia. En concreto, la
amigdala ha recibido una especial atencion por su papel en la deteccion de estimulos
aversivos y en la regulacién en la respuesta a estrés y por ser un componente
fundamental en el circuito que media los efectos de la vigilancia/atencion sobre la
memoria emocional (Pitman et al., 2012; McGaugh & Roozendaal, 2002; Roozendaal et
al., 2000). Mediante técnicas de imagen se ha mostrado un incremento en la actividad
de la amigdala en pacientes de TEPT durante la exposicion de estimulos asociados al
contexto traumatico (Protopopescu et al., 2005; Shin et al., 2005) y a estimulos neutros
o no asociados al contexto del trauma (Shin ef al., 2006) (medidos como incremento de
flujo sanguineo y del consumo de oxigeno) que se correlacionan con los sintomas de
TEPT y su severidad (Shin et al., 2004). También se ha descrito una hipoactividad de la
CPF medial ventral en pacientes de TEPT (Shin et al., 2004; Gold et al., 2011). Los
estudios de meta-andlisis son importantes en este contexto, ya que han encontrado una
correlacion en la alteracion funcional de estas dos areas cerebrales en dichos estos

pacientes, lo cual sugiere la existencia de una alteracion en dichos circuitos que regulan
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aspectos emocionales (Rauch et al., 2006; Etkin & Wager, 2007; Hayes et al., 2012),
entre las que se incluyen alteraciones en otras areas cerebrales como el hipocampo (para
ver mas detalles Liberzon & Sripada, 2008; Pitman et al., 2012). Un estudio reciente en
un modelo animal de exposicién a estrés traumatico ha mostrado alteraciones
funcionales en las estas areas cerebrales similares a las descritas en pacientes de TEPT

(Liang et al., 2014).

3.6.1 Hipotesis noradrenérgica de la hipervigilancia asociada al TEPT

La noradrenalina ha adquirido una atencion especial dada sus funciones en la amigdala
incrementado la memoria emocional y su participacion en la regulacion de los estados
de alerta y vigilancia. Por este motivo, se ha sugerido que una hiperactividad
noradrenérgica podria estar implicado en el desarrollo y/o mantenimiento de alguno de
las alteraciones conductuales descritas en esta patologia como la ansiedad generalizada
y la hipervigilancia (Pitman et al., 2012). Esta hipotesis se basa en evidencias
procedentes de estudios clinicos y en animales de experimentacion en los que se ha
mostrado una reduccion de estos sintomas tras la administracion sistémica de farmacos
dirigidos a reducir la transmision noradrenérgica (Raskind et al., 2003; Vaiva et al.,
2003; Olson et al., 2011; Hoge et al., 2012). Por el contrario, la activacion
farmacologica mediante agonistas de receptores adrenérgicos, precipita o empeora los
sintomas de hipervigilancia en dichos pacientes (Southwick et al., 1993, 1997). Sin
embargo, estos estudios se basan en la administracion sistémica de bloqueantes de la
transmision noradrenérgica, lo cual impide relacionar directamente a la amigdala con las
alteraciones conductuales descritas. En este sentido, la alteracion en la actividad de
neuronas de proyeccion del locus coeruleus durante estrés en animales de
experimentacion expuestos previamente constituye una evidencia de la alteracion a
largo plazo de la transmision noradrenérgica en el sistema nervioso central (George et
al., 2013). De hecho, se ha sugerido que los niveles de noradrenalina en respuesta a
estrés podrian estar mediando efectos opuestos en la actividad de la amigdala y la
corteza prefrontal (Arnsten, 1998, 2000), lo cual coincide con las alteraciones en la
funcionalidad de estas areas en pacientes de TEPT expuestos a estimulos asociados al
trauma y que implicarian la hipofuncioén de la CPF acompanando a la hiperactividad de
la amigdala (Pitman et al., 2012). En consonancia con estos hallazgos, se ha observado

la reduccion en la actividad de la amigdala y el aumento en la actividad de la CPF
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ventromedial en aquellos pacientes que responden a la terapia psicologica (Felmingham
et al., 2007). Sin embargo, no estd claro y origen y relacion entre estas alteraciones
funcionales, en relacion con el desarrollo de TEPT. Estudios en veteranos con lesiones
cerebrales en estas regiones mencionadas mostraron que si bien la integridad de la
amigdala parece esencial para el posterior desarrollo de esta patologia, la lesion de la
CPF no tenia ningin efecto (Koenigs et al., 2008) y por tanto se sugirid6 que la
alteracion funcional de esta drea podria ser consecuencia de la hiperactividad de la

amigdala (Koenigs & Grafman, 2009).
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La respuesta a estrés consiste en la activacion de un conjunto de procesos
neurofisioldgicos con la finalidad de restaurar la homeostasis y desarrollar conductas
adaptativas en respuesta a un estimulo estresante real o potencial (De Kloet ef al., 1999;
McEwen, 2000; Kim & Diamond, 2002). Diferentes estudios en humanos y animales de
experimentacion han mostrado que la interaccion funcional entre la CPF y la amigdala
juega un papel clave en la regulacion de la respuesta a estrés (Roozendaal et al., 2009a;
Ulrich-Lai & Herman, 2009; Barsegyan et al., 2010). De hecho, la alteracion tanto en la
funcion de cada una de estas areas cerebrales, como de su interaccion, se ha implicado
en respuestas mal-adaptativas a estrés y en el desarrollo de enfermedades psiquiatricas
como la esquizofrenia o el trastorno de estrés post-traumdatico (TEPT) (Meyer-

Lindenberg, 2010; Pitman et al., 2012; Likhtik & Paz, 2015).

La activacion del eje HHA, que conlleva cambios en las concentraciones plasmaticas de
corticosterona (cortisol en humanos); y ademas la liberacion de catecolaminas en areas
limbicas del cerebro, son dos de los procesos mas estudiados para valorar la adaptacion
de los individuos ante diferentes estimulos estresantes (Inglis & Moghaddam, 1999;
Galvez et al., 1996; Del Arco & Mora, 2001; Sullivan & Gratton, 2002; McEwen, 2008;
Garrido et al., 2013). El procesamiento de la informacién emocional a largo plazo, es
otro de los mecanismos que contribuyen a la capacidad de los individuos para adaptarse
a situaciones de estrés (Roozendaal et al., 2009b; Likhtik & Paz, 2015). Estudios de
lesiones y farmacologicos han mostrado que la CPF modula la activacion del eje HHA
en condiciones basales y durante estrés (Diorio et al., 1993; Radley et al., 2006; Garrido
et al., 2012b) y la formacién de memorias relacionadas con estimulos aversivos
(Roozendaal et al., 2009b). Es mas, tanto la transmision noradrenérgica en la amigdala
como los cambios en la concentracion de corticosterona en esta misma area del cerebro,
son fundamentales en la adquisicion y consolidacion de la memoria emocional
(Roozendaal et al., 2006a, Roozendaal et al., 2006b). Sin embargo, y a pesar de su
importancia en la regulacion de la respuesta a estrés, ain no se conoce bien el papel
especifico de la CPF y la amigdala en la regulacion del eje HHA y en el procesamiento
emocional, y en qué medida la alteracion de estas areas facilita respuestas mal-

adaptativas a estrés.

La presente Tesis Doctoral consta de tres bloques experimentales en los que se

investigan diferentes aspectos relacionados con el papel de la CPF y la amigdala en la
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respuesta a estrés tanto en condiciones fisioldgicas (evaluando los efectos de un estrés
moderado) como patologicas (evaluando los efectos de un estrés traumatico). La
siguiente figura P1 resume los aspectos mas relevantes objeto de estudio en esta Tesis

Doctoral.

ESTRES
Moderado

Traumatico

hemato-encefalica

CONDUCTA Adrenales
Actividad motora o

. . Vasos sanguineos
Memoria emocional g

Figura P1. Esquema de las principales vias implicadas en la respuesta a estrés y que se estudian en los tres
bloques experimentales de la presente Tesis Doctoral. La corteza prefrontal (CPF) regula la respuesta a
estrés a través de su interaccion funcional con la amigdala (1) y el hipotalamo (2).Ademas, durante estrés
agudo moderado aumentan las concentraciones de noradrenalina (NA) en la amigdala (AM), a través de
proyecciones desde el locus coeruleus (LC) (3), y de corticosterona circulante en el plasma sanguineo (4).
A su vez, la respuesta a estrés también implica adaptaciones conductuales como consecuencia de cambios
en el aprendizaje y la memoria. Los cambios en la actividad de la CPF medial modulan las
concentraciones de corticosterona en respuesta a estrés agudo (Bloque experimental I) y la memoria
emocional dependiente de amigdala (Bloques I y II). Por otro lado, el estrés agudo intenso (traumatico)
produce alteraciones a largo plazo en la transmision noradrenérgica en la amigdala que conlleva
alteraciones conductuales motoras como la inmovilidad en respuesta a novedad, empleado como indice de
hipervigilancia (Bloque experimental III).
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Bloque experimenta I. Actividad de la corteza infralimbica y modulacion de la
respuesta a estrés: estudio del eje HHA y la memoria aversiva en animales

mantenidos en condiciones control y de EA.

La CPF regula la activacion del eje HHA y en consecuencia los niveles plasmaticos de
corticosterona en respuesta a estrés (Diorio et al., 1993; Roozendaal et al., 2009a).
Estudios previos en roedores han sugerido que la region dorsal (corteza prelimbica) y la
region ventral (corteza infralimbica) de la CPF medial ejercen un papel antagonico
sobre la regulacion del eje HHA. En concreto, se ha propuesto que la corteza prelimbica
inhibe la actividad del eje y los aumentos de corticosterona en respuesta a estrés
mientras que la corteza infralimbica estimula su activacion en respuesta a dicho estrés
(Ulrich-Lai & Herman, 2009). De la misma manera, también se ha sugerido que ambas
regiones de la CPF medial tienen un papel opuesto en la formacion de memoria
emocional (Quirk & Mueller, 2008). Sin embargo, la mayoria de estos estudios no han
diferenciado estrictamente entre estas dos regiones cerebrales (Sullivan & Gratton 1999;
Radley et al., 2009;) o se han limitado a estudiar el papel de la corteza prelimbica
(Weinberg et al., 2010; Garrido et al., 2012b). Por tanto, a pesar de que la corteza
infralimbica juega un papel fundamental en la adaptacion conductual a estrés
(McKlveen et al., 2015), ain no se conoce con certeza el mecanismo regulador que

ejerce esta region cortical sobre el eje HHA y sobre la memoria emocional.

El bloque experimental I estudia el efecto de la estimulacion e inhibicidon de la corteza
infralimbica sobre la concentracion plasmatica de corticosterona y sobre la formacion
de memoria aversiva. Para ello, se realizaron inyecciones locales de picrotoxina y
muscimol, agonista y antagonista, respectivamente, de los receptores GABA . Ademas,
en este bloque se estudia si el mantenimiento de los animales en enriquecimiento
ambiental (EA) modifica la funcion de la corteza infralimbica. Estudios previos de
nuestro laboratorio han mostrado que el EA reduce los efectos del estrés y modifica la
actividad de la CPF (Segovia et al., 2009; Garrido et al., 2013). Los objetivos concretos

del este bloque experimental son:

1.1. Analisis de la actividad motora espontanea en un campo abierto y de la memoria

aversiva en un test de evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA.
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1.2. Estudio del efecto de la inhibicion de la actividad de la corteza infralimbica sobre la
concentracion plasmatica de corticosterona y la memoria aversiva en un test de
evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA.

1.3. Estudio del efecto de la estimulacion de la actividad de la corteza infralimbica sobre
la concentracion plasmatica de corticosterona y la memoria aversiva en un test de
evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA.

1.4. Analisis de la expresion de ARNm del gen de activacion celular c-fos y del receptor

GABA4 en la corteza infralimbica en animales control y mantenidos en EA.

Bloque experimental II. Disfuncion de la CPF medial y modulacion de la respuesta
a estrés: efecto del bloqueo de receptores NMDA en la CPF sobre la liberacion de

noradrenalina y corticosterona en amigdala y sobre la memoria aversiva.

Estudios clinicos en pacientes diagnosticados de esquizofrenia e individuos con alto de
riesgo de padecer esta enfermedad han mostrado una respuesta exacerbada al estrés
(Soliman et al., 2008; van Winkel et al., 2008; Brunelin et al., 2010; Mizrahi et al.,
2012; DeVylder et al., 2013;). Esta alteracion de la respuesta a estrés ha sido descrita
como una potenciacion en la liberacion de neurotransmisores (por ejemplo una mayor
activacion catecolaminérgica en areas limbicas) durante estrés (Soliman et al., 2008).
También se han descrito alteraciones en la funcidon de la amigdala en paciente expuestos
a estimulos aversivos (Meyer-Lindenberg ef al., 2002; Fusar-Poli ef al., 2011). En este
sentido, estudios en roedores han mostrado que la liberacion de noradrenalina en
amigdala (Galvez et al., 1996; MclIntyre et al., 2002) actia de forma sinérgica con la
corticosterona para facilitar la adquisicion y consolidacion de la memoria aversiva
(Roozendaal et al., 2006a; Joéls et al., 2011; de Oliveira et al., 2013). Dado el papel
regulador de la CPF en la respuesta a estrés, se ha sugerido que la alteracion en la
funcién de esta area cerebral podria ser responsable de la respuesta andmala a estrés
(Moghaddam, 2002; Thompson et al., 2004; Amat et al., 2005; Ulrcih-Lai & Herman
2009;Van Os et al., 2010; Fusar-Poli et al., 2011) y el desarrollo de enfermedades
psiquiatricas como la esquizofrenia (Javitt & Zukin, 1991; Jentsch & Roth, 1999; Lahti
et al., 2001; Belforte et al., 2010).

El bloque experimental II estudia si la alteracion en la funcion de la CPF modifica la

liberacion de noradrenalina y las concentraciones de corticosterona en la amigdala en
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respuesta a estrés y ademas de la formacion de memoria aversiva. Para ello, se realizan
inyecciones locales del antagonista NMDA CPP en la CPF. Estudios previos de nuestro
laboratorio han mostrado que la inyeccion de antagonistas de los receptores
glutamatérgicos NMDA en la region prelimbica de la CPF producen alteraciones
neuroquimicas y conductuales que sirven de modelo experimental para investigar la
esquizofrenia (Del Arco et al., 2008, 2011). Los objetivos concretos del este bloque

experimental son:

2.1. Estudio del efecto de la inyeccion del antagonista de NMDA CPP en la regién
prelimbica de la CPF sobre la actividad motora espontanea.

2.2. Estudio del efecto de la inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF sobre
la concentracion extracelular basal y estimulada por estrés de noradrenalina en la
amigdala.

2.3. Estudio del efecto de la inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF sobre
la concentracion extracelular basal y estimulada por estrés de corticosterona en la
amigdala.

2.4. Estudio del efecto de la inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF sobre

la memoria aversiva en un test de evitacion pasiva.

Bloque experimental III. Cambios a largo plazo en la actividad de la amigdala en
respuesta a un estrés traumatico: estudio del efecto del IFS sobre la actividad

motora espontanea y la transmision noradrenérgica en la amigdala.

La exposicidon a un estrés traumdtico puede producir alteraciones neurofisioldgicas a
largo plazo que afectan a la capacidad de los individuos para adaptarse al medio
cambiante en el que viven (Pitman et al., 2012; Likhtik & Paz, 2015). Estudios clinicos
han mostrado alteraciones funcionales en la amigdala en pacientes diagnosticados de
TEPT (Hayes et al., 2012) que a su vez se han relacionado con las alteraciones
conductuales en estos pacientes (Elzinga & Bremner, 2002; Etkin & Wager, 2007;
Milad et al., 2006). Aunque no se conoce con detalle el sustrato neurobiologico que
subyace a esta patologia, estos estudios sugieren que una hiperactividad del sistema
noradrenérgico podria estar implicada en el desarrollo y mantenimiento de alguno de
sus sintomas como la hipervigilancia (Pitman et al., 2012). En linea con esta posibilidad

se ha mostrado una reduccidén de estos sintomas con la administracion sistémica de
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farmacos dirigidos a reducir la transmisién noradrenérgica.(Raskind et al., 2003; Vaiva
et al., 2003; Olson et al., 2011; Hoge et al., 2012) Anadido a ello, también se ha
mostrado un incremento en la actividad del locus coeruleus en respuesta a estrés en
animales previamente expuestos a un estrés traumatico (George et al., 2013) Sin
embargo, a pesar de las evidencias que implican a la noradrenalina en esta patologia, no
existen estudios que investiguen el papel de este neurotransmisor en los cambios
conductuales a largo plazo descritos en los modelos animales de TEPT. Este
conocimiento es fundamental en aras a obtener nuevas herramientas terapéuticas,

farmacologicas u otras, para tratar este sindrome psiquiatrico.

El bloque experimental III estudia si la exposicion de los animales a un estrés
traumatico, shock eléctrico ineludible (IFS), produce cambios a largo plazo en la
actividad noradrenérgica en la amigdala. También se estudia si los cambios en la
transmision noradrenérgica en la amigdala estan relacionados con la hipervigilancia,
evaluada mediante la actividad motora en respuesta a novedad. Afiadido a ello, y dado
el efecto del EA atenuando los efectos del estrés, en este bloque experimental se evalua
si el mantenimiento de los animales en EA atenlia las alteraciones conductuales
producidas por la exposicion de los animales a un estrés traumatico. Los objetivos

concretos de este bloque experimental son:

3.1. Anédlisis de la actividad motora espontanea en respuesta a novedad en animales
control y expuestos a IFS.

3.2. Analisis de la concentracion extracelular basal y estimulada por estrés de
noradrenalina en la amigdala en animales control y expuestos a IFS.

3.3. Estudio del efecto de la inyeccion del antagonistp -adrenérgico propranolol en la
amigdala sobre la actividad motora espontanea en respuesta a novedad en animales
control y expuestos a IFS.

3.4. Estudio del efecto de la inyeccion del agonfdta -adrenérgico clenbuterol y de
noradrenalina en la amigdala sobre la actividad motora espontanea en respuesta a
novedad en animales control.

3.5. Estudio de la expresion de ARNm de receptores en la amigdala, la CPF y el
hipocampo de animales control y expuestos a IFS.

3.6. Estudio del efecto del EA sobre la actividad motora espontanea en respuesta a

novedad en animales control y expuestos a IFS.
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Material y Métodos

1. Animales

Los animales empleados en este trabajo de investigacion fueron ratas Wistar macho
adultas (Harlan, Holanda). Todos los animales se mantuvieron a una temperatura de 23

12 °C y en ciclo invertido de 12 horas luz/oscuridad (luces encendidas a las 20:00).

En la presente tesis doctoral se emplearon dos tipos de condiciones de mantenimiento
de los animales. Los animales mantenidos en condiciones estandar 6 control fueron
mantenidos por parejas en jaulas de plexiglas (55x35x20 cm). Los animales agrupados
por parejas lo fueron en funcidn del peso, tratando de evitar situaciones de dominancia
excesiva (puesto que el peso puede ser un marcador del grado de dominancia Sines &
Eagleton, 1961). La segunda condicion experimental de mantenimiento de los animales
fue la de enriquecimiento ambiental. En esta condicion los animales se introdujeron en
jaulas de grandes dimensiones (120x100x60 cm) de metacrilato. Las jaulas contaban
con ruedas para la realizacion de ejercicio fisico voluntario y una rejilla elevada;
ademads se introdujeron una variedad de objetos de diversos materiales, colores y tacto
(pelotas, tacos de madera, bloques de construccion de plastico, cilindros y cajas de
carton) que se renovaban 2 veces por semana. Ademas contaban con tuberias de PVC
coya disposicion también se modificaba cada 2 semanas (Figura M1). El acceso a la

comida y agua era ad libitum para ambas condiciones de mantenimiento.

Los  experimentos  se
realizaron entre las 14:00 y
las 19:00 para evitar el
efecto de liberacion
maxima de corticosterona y
otras hormonas, que se
inicia aproximadamente 2
horas antes del cambio de
ciclo de luz de los animales

y comienza a descender a

las 4 horas tras el despertar

(Bouchez et al., 2012); Figura Ml. Fotografias tomadas bajo luz roja de una jaula de EA
empleada en el presente trabajo de investigacion.
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exceptuando los de microdidlisis ya que por razones técnicas de duracion de

experimento las muestras comenzaban a recogerse 12:00. Todos los experimentos

llevados a cabo en nuestro laboratorio siguieron las regulaciones espafiolas para la

proteccion de animales de laboratorio (RD1201/2005; RD53/2013) y los protocolos de

estrés llevados a cabo bajo la aprobacion de un comité de experimentacion animal.

2. Protocolos de estrés.

2.1

2.2

Estrés moderado

Restriccion del movimiento: La restriccion del movimiento de los animales se

realiza por medio de un trapo con el que se envuelve al animal a modo de cilindro y
con tiras de Velcro® colocadas a las distancia seleccionada, se impide el
movimiento del animal. El periodo de duracion de este estrés varia en funcion del

protocolo experimental empleado.

Restriccion del movimiento v pinza en la cola: Una variacion del anterior

protocolo implica la colocacion de una pinza de plastico en la base de la cola de los
animales. Estas pinzas estan forradas con algodon para evitar dafios o presion
excesiva en la cola de los animales. Este protocolo emplea la restriccion del
movimiento y anade la colocacion de la pinza durante los 5 minutos iniciales y

finales del periodo de estrés.

Shock eléctrico: Los animales reciben un shock eléctrico en las patas y la cola en

un aparato de evitacion pasiva (ver en apartado 9). Los animales reciben un shock

eléctrico entre 0,3 y 0,6 mA de 2 segundos de duracion.

Estrés traumatico

Shock eléctrico ineludible (IFS): Para desarrollar este modelo, se ha empleado el

aparato de evitacion pasiva. Cada animal recibe una sesion de 10 shocks de 0.86
mA y 6 segundos de duraciéon en un periodo de 10 minutos. En el caso de los

animales control, los animales permanecen en el compartimento oscuro sin recibir
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shock alguno. Antes de realizar ningun procedimiento, todos los animales son

habituados al experimentador al menos 3 veces.

3. Construccion de implantes y canulas de microdialisis

3.1 Construccion de implantes

Los experimentos de microdialisis y microinyecciones se llevaron a cabo mediante un
sistema bilateral de canulas guia que se implanta en la region cerebral objeto del estudio
de la rata, y que se confeccionan en nuestro laboratorio (Segovia et al., 1997). Este
sistema, permite una mejor recuperacion de los animales tras la cirugia (en comparacion
con la implantacion créonica de la canula de microdialisis), de este modo, los niveles de
estrés se minimizan y ayuda a la expresion de patrones normales de conducta de los
animales operados durante la microdidlisis (de Groote & Linthorst, 2007). Los sistemas

de canulas implantados constan de los siguientes elementos:

3.1.1 Implantes de Microdialisis

- Dos piezas acoplables macho-hembra de metacrilato y nailon, respectivamente,
fabricadas en el taller de apoyo técnico a la investigacion de la Facultad de ciencias
Fisicas de la UCM (Red de Centros de apoyo a la investigacion CAI de la UCM)

- Dos céanulas de acero inoxidable (cénulas guia) de 902 pm (20 ga) de diametro
externo y 660 um de didmetro interno, y cuya longitud varia en funcion del area de
cerebro que se pretende estudiar, en el caso de este trabajo de investigacion es la
amigdala y son de 10mm de longitud.

- Dos fiadores de acero inoxidable de 24 ga de diametro y 10 mm de longitud.

- La pieza de metacrilato presenta dos orificios laterales que encajan perfectamente
con los que tiene la pieza de nailon, y que permiten la insercién de un tornillo que

asegura la inmovilizacion de la canula de microdiélisis durante el experimento.

Para la construccion de los implantes, las canulas guia se insertan en la base de la pieza
de nailon que posee dos orificios que se separan dependiendo del area de cerebro
elegida, en la amigdala la separacion es de 10 mm. Tras insertarse, las canulas guia se

fijan con una capa de pegamento (SuperGlue®, Loctite, Henkel Ibérica S.A., Espana).
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Tras comprobar que la posicién de las canulas es la correcta y estdn debidamente
alineadas, se emplea una resina epoxi para que la uniéon se vuelva mas resistente
(Araldit®, Ceys S.A., Espafia). Los fiadores, de 24 ga de diametro y de 10 mm de
longitud se preparan con un extremo estriado para facilitar su colocacion, manteniendo
libre de residuos el interior de las canulas guia y extraccion antes de la realizar el
experimento de microdialisis para poder insertar la canula. Una segunda pieza de
metacrilato, con la misma forma que la pieza usada durante el experimento, pero hueca

y sin agujeros, se utiliza como tapa, para evitar la pérdida de los fiadores.

3.1.2 Implantes de Microinyecciones

Los implantes de microinyecciones para la realizaciéon simultanea de microdialisis
(Bloque experimental II) se construyen de la misma manera que los implantes para
microdialisis con la modificacion de utilizar 4 cénulas guias, dos para las
microinyecciones en un area cerebral (corteza prelimbica) y dos para la microdialisis en
otra area (amigdala). Para realizar microinyecciones en la corteza infralimbica (Bloque
experimental I) se emplearon unos implantes comerciales (PlasticOne, Roanoke VA,
Estados Unidos) cuyas canulas guia de 23 ga y 10 mm de longitud estaban separadas
entre si por 4 mm (ver bloque experimental I en la seccion de resultados). Otro conjunto
de canulas guia de acero inoxidable de 28 ga de didmetro y 15 mm de longitud (sin
implante de plastico) fue usado en los experimentos de microinyecciones en la amigdala

(Bloque experimental III).

3.2 Canulas de microdialisis

Las canulas de microdialisis fueron disefiadas y construidas en nuestro laboratorio, y
son de disefio concéntrico (Segovia et al., 1997). Los materiales necesarios para su

construccion son los siguientes:

- capilar de silica de 144 um de diametro externo y 75 um de didmetro interno, y una
longitud aproximada de 55 mm.
- cénula de acero inoxidable de 640 um (23 ga) de didmetro externo, 340 um de

didmetro interno y 10 mm de longitud.
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- canula de acero inoxidable de 460um (26 ga) de didmetro externo, 254 um de
diametro interno y 45 mm de longitud.

- cénula de acero inoxidable de 910 um (20 ga) de didmetro externo, 600 um de
diametro interno y 5 mm de longitud.

- extremo final de una punta de pipeta amarilla.

- membrana de dialisis de cuprofano (Hospal, Espafia) de 200 um de didmetro,

10mm de longitud y un tamafio de exclusion molecular de 5000 Da.

Los pasos para construir las canulas de microdiélisis son los siguientes (Figura M2) A)
se introduce la silica a través de la cénula de 23 ga y se fija mediante pegamento
(SuperGlue3®, Loctite, Henkel Ibérica S.A., Espafia) de modo que la silica sobresalga
Imm por uno de los extremos de la canula. B) se acoda la cdnula de 26 ga con un
angulo de unos 40° a una distancia aproximada de 10 mm de uno de los extremos, y se
realiza un orificio a la altura del codo con ayuda de la lima y una aguja. C) se introduce
el extremo de mayor longitud de la silica por el orificio practicado en el codo, sin que la
canula de 23 ga llegue a contactar con la de 26 ga. Se tapona el orificio mediante
pegamento (SuperGlue3 gel®, Loctite, Henkel Ibérica S.A., Espaia). D) se corta un
pequeiio fragmento de la punta de pipeta, formando una ranura. Se introduce la punta de
pipeta por el extremo inferior de la canula de 23 ga y se hace coincidir el extremo
acodado de la canula de 26 ga en la ranura practicada en la punta. Se rellena totalmente
la punta de pipeta con pegamento (SuperGlue 3®, Loctite, Henkel Ibérica S.A.,
Espana). E) se coloca la canula de 20 ga sobre el extremo sobresaliente de la canula de
26 ga, sin que llegue al extremo y se fija con pegamento (SuperGlue 3®, Loctite,
Henkel Ibérica S.A., Espana). F) bajo la lupa, se corta el extremo de la silica de manera
que sobresalga 2.5mm desde el extremo de la canula de 26 ga. Se introduce la
membrana por fuera de la silica y por dentro de la cénula de 26 ga dejando que
sobresalga 2.5 mm a partir del extremo de la silica. G) se fija la membrana a la canula
de 26ga mediante pegamento (SuperGlue 3®, Loctite, Henkel Ibérica S.A., Espafia ) y
se sella el extremo mediante un tapén de 0,5 mm de pegamento (SuperGlue 3®, Loctite,
Henkel Ibérica S.A., Espana). H) se ajusta la longitud de la canula (20-20,5 cm de
longitud en el caso de la amigdala) mediante la insercién de un polietileno de 20 ga,

cortado a la longitud requerida, por debajo de la punta de pipeta.
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Para realizar la insercion de la canula de microdialisis en el tejido cerebral el dia del
experimento se introduce el extremo de ésta a través de uno de los orificios de la pieza
macho (correspondiente a aquel hemisferio en el que se vaya a realizar el experimento)
procurando que la membrana de microdialisis quede protegida dentro de la pieza
(Figura M3A); a continuacion se acopla la pieza de metacrilato con la de nylon y se
hace descender la canula de microdialisis hasta la profundidad adecuada. Finalmente se

fija la canula mediante un tornillo lateral tipo Allen (Figura M3B).

A B-C D E-F-G-H
23 ga
U/ 20 ga
polietileno
silica 26 ga
T membrana

Figura M2. Secuencia de pasos para la construccion de las canulas de microdialisis. Modificado de (de
Blas, 2011)

Figura M3. Insercion de la canula de microdialisis (A) y fijacion al implante mediante un tornillo (B).
Modificado de (de Blas, 2011)
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4. Cirugia extereotaxica

La colocacién quirtrgica de los implantes en las coordenadas apropiadas se realizo
mediante un aparato estereotaxico (Kopf instruments, California, Estados Unidos). El
anestésico empleado es Equithesin, inyectado intraperitonealmente una dosis de 2,5
mg/kg. El Equithesin se prepard en nuestro laboratorio: en primer lugar se disolvieron
21,25 g de hidrato de coral (Sigma, Espafia) en 49,4 ml de etanol absoluto (Scharlau,
Espana) a continuacion y de manera secuencial se afiadieron a esta disolucion 4,86 g de
pentobarbital sodico (Sigma, Espafia) previamente disueltos en 21 ml de agua ultrapura
(Mili-Q Plus®, Merck Millipore, Alemania), 198 ml de 1/2-propilenglicol (Panreac
Quimica S.A.U, Espana) y 10.63g de sulfato magnésico (Merck, Alemania) disuelto en
50 ml de agua ultrapura. Finalmente se enras6é hasta 500 ml con agua ultrapura;

conservando la solucion a temperatura ambiente en un recipiente opaco y cerrado.

Tras inducir anestesia profunda (perdida de reflejo plantar y corneal) se rasurd la zona
de la cirugia con una maquinilla eléctrica para cortar el pelo (Andis Company, Estados
Unidos) y se colocd al animal en el aparato estereotaxico (David Kopf Instruments 900,
Estados Unidos) previamente higienizado con etanol 70 %, fijando el maxilar de animal
superior a 3,3 mm por debajo de la linea interaural. Tanto el material quirurgico
(previamente autoclavado) como el implante se mantuvieron en una solucion antiséptica
de cloruro de benzalconio (Armil 1:1000, S.I.LF.S.A., Espaia), y antes de su uso, se dejo
secar para que no queden restos durante la cirugia. Antes de proceder con la cirugia, el
animal recibi6 una dosis subcutanea en la zona de la cirugia (0.2 ml) de un anestésico
local compuesto por lidocaina (20 mg/kg) y adrenalina 2 % (AstraZeneca, Holanda) y
una dosis intra-muscular (4 mg/kg) de carprofen (Pzizer, Nueva York, Estados Unidos)
un analgésico no esteroideo, y se limpid la zona de cirugia con Betadine®
(Medapharma SAU, Francia) aplicado mediante una torunda de algodon. Mediante un
bisturi (Aesculap® BB515, Braum, Alemania) se realiz6 una incision longitudinal en la
piel del craneo dejando al descubierto la calota del animal. Se abre el campo mediante
pinzas hemostaticas modelo Diffenbach® (AgnTho’s Ab, Suecia) y tras controlar las
posibles hemorragias causadas por el corte con papel hemostatico Espongostan Film®
(Ferrosan, Dinamarca) se localiza el punto bregma (punto de unidn entre las suturas

interparietal y fontoparietal), que se utiliza como referencia para calcular las
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coordenadas estereotaxicas antero-posterior y lateral segiin un atlas estereotaxico del
cerebro de la rata (Paxinos & Watson, 1998). La coordenada de profundidad, se calcula
tomando como referencia la distancia de contacto con la calota, bajo la que se encuentra
el area cerebral de interés. A partir de bregma, las coordinadas para la colocacion de los

implantes, se recogen en la siguiente tabla:

Tabla M1. Resumen de coordenadas estereotaxicas antero-posterior y lateral empleadas para la
colocacion de implantes respecto a la localizacion de Bregma, y ademas la coordenada de profundidad a

la que se hace descender la canula guia.

Antero-Posterior Lateral Profundidad
Prelimbica +3,2 mm + 0,8 mm -2,5 mm
CPE Infralimbica + 2,5 mm + 0,7 mm - 3,5 mm
Microdialisis -3,1 mm + 5,0 mm -5,5mm
Amigdala
Microinyeccion -3,1 mm + 5,0 mm -6,5 mm

Una vez situado el implante en las coordenadas cada caso, se realizaron los orificios
correspondientes para la colocacion de 2-3 tornillos de fijacion (Agntho’s AB, Suecia) y
de los orificios correspondientes a las canulas guia, mediante un taladro dental DESK
300 IN (Silfraden, Italia) con una broca de 1 mm (Meisinger, Alemania). Para limpiar la
zona de la calota de restos de taladro, usamos suero salino esterilizado inyectable
(laboratorios ERN, Barcelona, Espafia) y dejamos secar la zona. A continuacion
ayudados de una aguja fina rompemos la membrana de tejido correspondiente a las
meninges que protegen al cerebro, ya que es posible que las canulas guia no sean
capaces de romperla por si solas, evitando futuras hemorragias, y el malestar general del
animal (puesto que en el cerebro, los unicos receptores de dolor hasta ahora descritos, se
localizan en estas membranas), dejando sangrar (si es el caso) a través de los orificios,
evitando asi la aparicion de codgulos, que afectaran a la conducta del animal. Tras este
paso, se limpid la zona, y se hicieron descender las cédnulas guia lentamente, hasta su
emplazamiento exacto. Tras secar de nuevo la zona mediante torundas de algodon, se
fijaron las cénulas al craneo por medio de resina autopolimerizante Dentalon Plus®
(Heraeus Kulzer, Alemania) rodeando los tornillos, canulas guia e implante y
moldeandolo hasta darle una forma de aspecto redondeado (sin esquinas o puntos de
agarre, que dificulte al animal un posible enganche y dafio del implante). Durante el

tiempo de espera a que se endurezca la resina, el animal recibe una dosis subcutanea de
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3 ml de suero salino para evitar la deshidratacion y que sirve para facilitar la
eliminacion del anestésico. Posteriormente se introdujeron los fiadores para evitar la
oclusion de las cénulas guia y tras limpiar la herida y retirar los restos de resina, se
suturd la herida en la parte frontal y posterior (Aesculap®, Braun, Alemania). Durante

la cirugia, la temperatura del animal es controlada, y no deberia ser inferior a 36 °C.

Tras la cirugia, el animal se mantuvo aislado en una jaula apoyada sobre una manta
térmica hasta que es capaz de moverse por si solo. Al dia siguiente el animal fue
devuelto a jaula original y durante los siguientes 4-5 dias se controldé su peso, la
evolucion de la herida y el estado general del animal. En los casos en los que no hubo
ganancia de peso o hay una reduccidon notable del mismo, se prepard una “papilla” a
partir del pienso normal triturado (Teklad laboratory animal diet, Harlan, Reino Unido)
y agua, para facilitar la masticacion y la ingestién. Cualquier signo de enfermedad o de
reduccion del bienestar general del animal es observado y en caso de no mejorar, se

procedio al sacrificio del animal mediante una sobredosis de anestésico.

5. Sistema de perfusion intra-cerebral in vivo.

La perfusion intra-cerebral o microdidlisis es una técnica que permite la recogida de
sustancias quimicas presentes en el espacio extracelular (Robinson & Justice, 1991).
Esta técnica consiste en la perfusion continua de liquido cefalorraquideo sintético
(LCRs) a través de una céanula de microdidlisis. Las sustancias quimicas presentes en el
tejido en contacto con la membrana dialitica de la canula, la atraviesan a favor de
gradiente de concentracion. De esta forma se obtienen las muestras (perfundidos) que

posteriormente son fraccionadas y analizadas.

El LCRs con el que se realizé la perfusion tenia un pH de 7,4 y estaba compuesto por
NaCl 137 nM (Panreac Quimica S.A.U., Espafia), KCI 3nM (Merck, Alemania), CaCl,
2,4 nM (Merck, Alemania), MgSO4 1 nM (Merck, Alemania), NaH,PO, 0,5 nM
(Merck, Alemania), NaHPO4s 2 nM (Merck, Alemania) y glucosa 3 nM (Merck,

Alemania), todo ello diluido en 1 litro de agua ultrapura.

El porcentaje de recaptura de las canulas de microdialisis, de fabricacion propia, se ha

situado en torno al 15 % para la noradrenalina. En experimentos previos en nuestro
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laboratorio, se afiadi®6 nomifensina al LCRs, un inhibidor de la recaptura de
catecolaminas, que permiten incrementar los niveles basales de estos neurotransmisores
para facilitar su deteccion por cromatografia(Del Arco et al., 2011a; Ronzoni et al.,
2014). En este estudio se empled una concentracion de nomifensina (Sigma, Alemania)

de 5 uM, que entra en el rango descrito en la bibliografia.

El sistema de perfusion utilizado consta de los siguientes elementos (Figura M4):
- bomba de perfusion Harvard 22 (Estados Unidos)
- dos jeringas Hamilton de 1 ml (Suiza)
- una valvula Harvard HV 4-4 de cuatro vias (Estados Unidos)
- un soporte giratorio o swivel de dos canales TCS 2-23 (AgnTho’s AB, Suecia), que
se une a la caja de microdialisis y al animal

- tubos de etileno propileno flurizados (FEP Teflon®, Agntho’s AB, Suecia) con un

diametro externo de 23 gay adaptadores para tubos FEP (AgnTho’s AB, Suecia).

Figura M4. Sistema de perfusion intracerebral in vivo. Bomba de perfusion (A); valvula (B); swivel (C);
jaula de microdialisis (D); canula de microdialisis (E); cinturén de anclaje del animal (F); recogida de la
muestra (G); bastidor de la actividad motora (H).

Para llevar a cabo los experimentos de microdialisis, comenzamos por la sujecion ligera
del animal, tras la cual retiramos la tapa del implante y a continuacion los fiadores. Se
perfunde LCRs a través de la canula de microdidlisis para generar una presion

hidrostatica sobre la membrana y prevenir un posible colapso y rotura durante su
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insercion a través de la canula guia. Una vez colocada, se fija la canula mediante un
tornillo Allen. A continuacidn, se ancla al animal a un sistema de sujecion, que emplea
una brida de plastico a modo de “cinturén” que lo une al swivel, permitiendo moverse al

animal libremente por la jaula.

La perfusion se realiza a un flujo constante de 2 pl/min, recogiéndose muestras cada 20
0 30 minutos. Todas las muestras obtenidas se separaron en alicuotas para el analisis de
noradrenalina y otra el de corticosterona mediante radioinmunoensayo (RIA) (ver

apartado 8.3), antes de ser almacenadas a -80° C.

5.1 Protocolo general de perfusion

El disefio del protocolo de perfusion sigue una serie de etapas que son similares en los
distintos experimentos realizados en la Tesis Doctoral:

- Habituacion a la caja experimental donde se desarrollan los experimentos de
microdialisis.

- Periodo de estabilizacion: 3 horas que comienzan tras la insercion de la canula y
durante los cuales no se recogen muestra. Este periodo se ha mostrado que es el
necesario para que los niveles de neurotransmisores se estabilicen tras insertar la
canula en el tejido cerebral, con el consecuente dafio tisular/celular que ocurre
(Hernandez et al., 2008).

- Periodo basal: se recogen las muestras que se utilizaran posteriormente como
referencia de los niveles basales de noradrenalina y corticosterona.

- Periodo post-basal: En donde tiene lugar los estimulos empleados en los distintos
experimentos de microdidlisis, microinyeccion, periodo de estrés (ver apartado 2.1)
y periodo post-estrés (consultar el apartado de disefio de los Bloques

Experimentales de la seccion de Resultados).

5.2 Analisis de noradrenalina por cromatografia liquida de alta resolucion

La deteccion de noradrenalina se realizd mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) de fase reversa acoplada a un detector electroquimico siguiendo el
método empleado en nuestro laboratorio en estudios previos (Segovia et al., 1997;

Segovia & Mora, 1998; Del Arco et al., 2012). El volumen necesario para el analisis de
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las catecolaminas fue de 20 ul, que se inyectaron por medio de un inyector automatico
refrigerado (4° C) (HP Series 1200, Hewlett-Packard, Espaiia), pasando a través de una
columna C18 Nova-Pak® C18 (Waters, Espafia), que presenta un tamafio de particula

de 4 um, 3,9 mm de diametro y 150 mm de longitud.

La deteccion de noradrenalina se realizO mediante un detector electroquimico
Couluchem II, modelo 5200 (ESA, Estados Unidos) que consta de dos células analiticas
(ESA 5011): la célula 1 o de oxidacion se fija a +340 mV, con una sensibilidad de 2 pA
y la célula 2 o de reduccion se fija a -250 mV, con una sensibilidad de 1 nA. El empleo
de dos células analiticas se debe a la diferencia de concentracion entre la noradrenalina
y los metabolitos de dopamina y serotonina. El célculo de los tiempos de retencion y de
la cuantificacion de la noradrenalina presente en la muestra se realiza mediante un
programa informatico (Millenium® software, Waters, Estados Unidos) siguiendo el

método de estandar externo.

5.3 Condiciones cromatograficas

Para la separacion de las catecolaminas se empled un sistema desgasificador de bombeo
HP Series 1200 (Hewlett-Packard, Espafia) de programa isocratico con un flujo
constante de 1 ml/minuto y una fase movil que permite la deteccion de noradrenalina
(aproximadamente a los 3 minutos) y la de metabolitos de dopamina &cido
homovalinico (HVA, a los 3,5 minutos) y acido dihidroxifenilacético (DOPAC, a los
2,1 minutos) asi como el metabolito de la serotonina el acido 5-hidroxi-indolacético (5-

HIAA, alos 2,7 minutos) (Figura M5).

| N N T TEx e o e e e T e
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Figura M5. Ejemplo de cromatograma obtenido bajo las condiciones cromatograficas descritas en el
texto. A) Patron de cromatograma obtenido de los metabolitos de dopamina DOPAC y HVA y de
serotonina 5-HIIA (250 pm). B) Patron de cromatograma de noradrenalina (1 nM).
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La fase movil consiste en una solucién 82/12 (Zanassi et al., 1999)de tampon acetato-
citrato 0,1 M y metanol grado HPLC 15 % (Scharlab S.L., Espana). El tampo6n se
prepara disolviendo acetato sdédico (Merck, Alemania) y 4acido citrico (Merck,
Alemania) en agua ultrapura. A esta solucion se afiade sulfonato sodico (Scharlab S.L.,
Espana) 9 mM y dacido etilen-diamino-tetraacético EDTA (Sigma—Aldrich, Estados
Unidos) 1 mM. Se ajusta el pH a 3,2 mediante la adicion de HC1 1 N (Panreac Quimica
S.A.U., Espaiia). Por ultimo se filtra el tampdn mediante (filtros GSWP4700, poro 0,22
um, Merck Millipore, Alemania). Antes de su utilizacion, la fase movil se introduce en
un bafio de sonicacion durante 15 minutos para favorecer asi su desgasificacion. La fase
movil se mantiene recirculando en el sistema de HPLC durante aproximadamente un

mes.

5.4 Calibracion

La calibracion se lleva a cabo con el fin de generar en el programa informatico los
valores de referencia del tiempo de retencién, asi como el factor de respuesta
correspondiente a la noradrenalina y los metabolitos mencionados en el punto anterior.
El tiempo de retencion de una sustancia es el tiempo necesario para que dicha sustancia
recorra completamente la columna de separacion del cromatografo. El factor de
respuesta de una sustancia pone en relacion las concentraciones conocidas de esa
sustancia con las areas de los picos cromatograficos. Para llevar a cabo la calibracion
del cromatografo se inyectan diferentes concentraciones de noradrenalina (0,625, 1,25,
2,5, 5 y 10 nM) asi como de los metabolitos HVA, DOPAC y 5-HIAA (25, 50, 100, 250

uM). El limite de deteccion de la noradrenalina es 0,15 nM.

5.5 Calculo del coeficiente de variacion

Para el calcular la variacion intrinseca propia del método de andlisis se inyectan en el
cromatografo 4 alicuotas de una solucion de Noradrenalina (Sigma, Estados Unidos) 2,5
mM. Puesto que estas inyecciones son realizadas por el mismo experimentador y en las
mismas condiciones, las posibles diferencias obtenidas han de ser debidas a la
variabilidad propia del método. Los coeficientes de variacion (CV) para la

noradrenalina y los metabolitos analizados se expresan en la siguiente tabla:
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Tabla M2. Coeficiente de variacion de noradrenalina empleando el método anteriormente descrito. n:
tamafio de muestra; s: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.

N Media (nM) S Cv
Noradrenalina 4 2,62 0,12 11,61

5.6. Linealidad del analisis cromatografico

Para determinar la linealidad del método de andlisis cromatografico utilizado se
inyectaron soluciones patréon con concentraciones variables y conocidas de las
catecolaminas a analizar. La representacion grafica de la relacion entre el area bajo la
curva de cada catecolamina (eje de ordenadas) y la concentracion inyectada (nM) (eje

de abscisas) se ajusta a una linea recta (Figura M6).
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Figura M6. Curva de linealidad obtenida para noradrenalina bajo las condiciones cromatograficas
6. Inyecciones intracerebrales

Todas las inyecciones se llevaron a cabo mediante un sistema de canulas de acero de 28
ga conectadas por medio de un polietileno (AngTho’s AB, Suecia) a unas jeringas de
Hamilton®” de 10 pl (Hamilton-company, Bonaduz, Suiza). Mediante una micro-bomba
de infusioén (Harvard apparatus, Estados Unidos) a un flujo de perfusién de constante se
inyectd un volumen prefijado de cada de las drogas seleccionadas para los experimentos
realizados en la Tesis Doctoral. Las canulas de inyeccion se mantuvieron 60 segundos
adicionales para facilitar la difusion del la droga. Todas las drogas fueron preparadas y
disueltas en LCRs entre 30 y 60 minutos antes de realizar las inyecciones. El LCRs en

el que fueron disueltas las drogas también fue usado como vehiculo.
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Todos los animales fueron habituados durante al menos 3 dias previos al experimento,
durante 30-60 segundos y siempre por el mismo investigador que posteriormente realizod
las inyecciones. Ademas el dia anterior al experimento, se realiza en cada animal una
simulacion de inyeccion, sin que las cadnulas de inyeccion sobrepasen las canulas guia,
limitando los posibles efectos ejercidos por el estrés durante el experimento. Tras la

inyeccion los animales permanecieron 1 hora en sus jaulas.

6.1 Drogas

Para estudiar el efecto de una activacion/inhibicion farmacolégica de la corteza
infralimbica sobre la modulacién del eje HHA y sobre la formaciéon de memoria
emocional se utilizaron el bloqueante de los receptores GABA, picrotoxina en una
dosis de 0,20 pg/lado (Sigma-Aldrich, Espafia) y el agonista de los receptores GABA
muscimol en una dosis de 0,25 pg/lado (Tocris Bioscience, Reino Unido). El volumen y
el flujo de inyeccion fueron seleccionados para que las drogas no difundiesen a aéreas
adyacentes. Las dosis que se emplearon en este estudio se eligieron en base a estudios

previos en nuestro laboratorio (Garrido et al., 2012b).

Para estudiar el efecto de la alteracion funcional de la corteza prelimbica sobre la
respuesta a estrés y la memoria aversiva en un modelo experimental de psicosis, se
realizaron inyecciones bilaterales en la corteza prelimbica de un antagonista competitivo
de NMDA Acido 3-[®-2-carboxypiperazin-4-iyl]-propyl-1-phosphonico, CPP (Tocris
Bioscience, Reino Unido) en unas dosis de 25 y 100 pg/lado. Las dosis empeladas en
este estudio se eligieron en base a la no aparicion de hiperactividad motora como los

mostrados en un articulo previo (Del Arco & Mora, 2008; Del Arco et al., 2011).

Para estudiar el efecto del bloqueo y la activacién de los recepfores -adrenérgicos
sobre las alteraciones conductuales en un modelo animal de exposicién a estrés
traumatico se emplearon Propranolol (0,1 pg 0,5 pug y 1,5ug /lado) (Sigma-Aldich,
Espana) antagonista no especifico de receptores B-adrenérgico, Clenbuterol (30 ng/lado)
(Sigma-Aldrich, Espana), agonista especifico de los recfores ,-adrenérgico y
noradrenalina (1 pg) (Sigma-Aldrich, Espana) agonista de los receptores adrenérgicos.

Las dosis usadas se basaron en estudios previos (Introini-Collison et al., 1995;
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LalLumiere & McGaugh, 2005). En la siguiente tabla se detallan las principales

caracteristicas de las microinyecciones realizadas en la Tesis Doctoral:

Tabla M3. Resumen de las caracteristicas de la inyeccidon (area cerebral, profundidad respecto a la

canula guia, volumen y flujo) empleados en los experimentos de microinyecciones.

Prof. canula Vol. (ul/lado)  Flujo (ul/min)

Prelimbica 1,5 mm 0,5 0,4

CPF
Infralimbica Imm 0,25 0,25
Amigdala 2 mm 0,5 0,5

7. Histologia.

Al finalizar los experimentos, los animales fueron inyectados con una sobredosis de
pentobarbital sddico (100 mg/kg) intraperitoneal y posteriormente perfundidos mediante
un sistema intracardiaco que empled una solucion salina (NaCl 0,9 %,) y heparina
(LEOPharma, Espafna) 2 %, seguida de una solucion de paraformaldehido 4%. Justo
antes de realizar la perfusion en los animales correspondientes a los Bloques
Experimentales I y II, se inyectd un volumen de 0,25 pl/lado de una soluciéon de azul de
metileno (Sigma-Aldrich, Espafia) para marcar el lugar de la inyeccion. Los cerebros
fueron extraidos, mantenidos 24 horas en paraformaldehido y posteriormente
seccionados (50 um) empleando un criostato (Leica CM 1510 S, Alemania) para
determinar la correcta localizacion de las canulas de microdialisis y de las canulas de
inyeccion ayudados de una lupa de aumento (Zeiss Stemi 2000, Alemania). (Figuras M7
y MS8). Los cerebros del bloque experimental III tras ser mantenidos en
paraformaldehido durante 24h, fueron sumergidos en sacarosa 25 % (peso/volumen) al
menos 24 horas para favorecer su crioproteccion. A continuacion fueron seccionados en
un criostato (50 um) y tefiidos mediante cresyl violeta (Merck, Alemania) y cubiertos.
Esas secciones fueron examinadas bajo un microscopio de campo claro (Axioskop,
Zeiss, Alemania) y se tomaron micrografias de alguno de los cortes mas representativos.

(Figuras M9 y M10).
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Figura M7. Analisis histologico de los experimentos correspondientes al bloque experimental I. La figura
muestra la localizacion de las inyecciones en animales control y EA en la corteza infralimbica que se
incluyeron en el este estudio.
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Figura MS8. Andlisis histologico de los experimentos correspondientes al bloque experimental II. La
figura muestra la localizacién de las inyecciones en animales control y EA en la corteza prelimbica A) y

la localizacion de la membrana de las canulas de microdidlisis B) de los animales incluidos en este
estudio.
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Figura M9. Analisis histologico de los experimentos de microdialisis en amigdala, correspondiente al
bloque experimental III. A) Localizacion de las canulas de microdialisis en las ratas incluidas en el
estudio. B) Micrografia representativa de la localizacion de la canula de microdialisis en la amigdala (la
flecha en negro marca el extremo de la canula). C) Imagen de la amigdala en el que se representa la
membrana de dialisis de 2 mm de longitud en la posicion esperada en la amigdala (rectangulo con rayas).
Abreviaturas: basal de la amigdala (BA), ntcleo lateral de la amigdala (LA), nucleo medial (M); region
basolateral (BLA).
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A)

CONTROL IFS

Figura M10. Analisis histologico de las inyecciones intra-cerebrales en amigdala correspondiente al
bloque experimental III. A) Localizacion de las canulas de inyeccion en las ratas incluidas en el estudio.
B) Micrografia representativa de la localizacion de la canula de inyeccion en la amigdala (la flecha en
negro marca el extremo de la aguja de inyeccion). C) Imagen de la amigdala en el que se representa el
volumen de difusion esperada de la droga y nucleos de la amigdala afectados (circulo con rayas).
Abreviaturas: basal de la amigdala (BA), niicleo lateral de la amigdala (LA), nicleo medial (M); region
basolateral (BLA).
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8. Cuantificacion de Corticosterona mediante radioinmunoensayo

El radioinmunoensayo (RIA) es una técnica que se basa en la competicion entre una

hormona marcada con un radioisotopo (I'*°

) y la misma hormona natural presente en la
muestra por un anticuerpo altamente especifico contra la hormona correspondiente (en
nuestro caso, la corticosterona). Como las cantidades de hormona y anticuerpo siempre
son las mismas y lo que varia es la cantidad de hormona no marcada (aquella que
corresponde a nuestras muestras), después de un proceso en el que se separen la
hormona libre de la unida al anticuerpo, cuanto mayor sea la cantidad de hormona sin
marcaje (hormona fria) menor sera la fraccion de hormona marcada unida al anticuerpo
y, por tanto, menor la cantidad de radiactividad medida. De este modo, estableciendo
una curva patron con cantidades conocidas de hormona natural podemos deducir la

cantidad de hormona fria existente en una muestra en funcidén de la radiactividad unida

al anticuerpo.

8.1 Obtencion de las muestras de sangre y plasma

Para la obtencion de las muestras de sangre, se procede a la sujecién firme pero
confortable para el animal, y por medio de una incision a unos 2 mm del final de la cola
y se aplicé un masaje desde la base al extremo de la cola. Las muestras de sangre (=100
ul) se recogen en viales previamente heparinizados (10 pl) con heparina al 5%
(LEOPharma, Espafia), mantenidos en hielo hasta su posterior procesamiento. Desde la
sujecion del animal a la obtencion de la muestra de sangre se realiza en menos de 2
minutos, ya que pasado ese tiempo, los niveles de corticosterona pueden verse afectados
por efecto del propio procedimiento. Para la obtencidon de varias muestras de sangre a lo
largo de un experimento (ejemplo: niveles basales, durante estrés o post-estrés) se repite
el procedimiento de masaje sobre la cola, reabriendo la herida de manera cuidadosa para

reducir las molestias al animal (ver disefio experimental en la seccion de resultados).

8.2 Cuantificacion de corticosterona plasmatica

Los viales en donde se recoge las muestras de sangre se centrifugaron (10 minutos,

3000 r.p.m.) y la fase correspondiente al plasma fue transferida a un nuevo vial, que se
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almacend inmediatamente a -80 °C hasta su posterior analisis. Para el analisis, se

empled un kit comercial (MP Biomedicals, Estados Unidos).

Para evaluar la concentracién de corticosterona plasmatica total de las muestras de
sangre se siguieron los pasos que indica el protocolo del kit comercial. Las muestras se
diluyeron 1/200 en un diluyente esteroide. Las muestras, transferidas a tubos de fondo
redondo (Daslab, Espafia) para su posterior lectura en un contador Gamma (Wallac
1470 Wizard, Perkin Elmer, Estados Unidos) se le afiadieron 200 ul de corticosterona
' y, a continuacion, 300 pl de anti-corticosterona, agitandose en un vortex (Labnet,
Edison, NJ, Estados Unidos) durante 5 segundos. Las muestras fueron incubadas a
temperatura ambiente durante 2 horas, al final de las cuales se afiadieron 500 pl de
solucion precipitante. Los tubos se agitaron en vortex y se centrifugaron a 4 °C durante
15 minutos a 1000 g. Finalmente se aspird el sobrenadante con ayuda de una pipeta
Pasteur acoplado a una bomba de vacio y un depésito protegido para residuos
radioactivos. Junto con las muestras, se prepar6 una curva de calibracion mediante
patrones de corticosterona proporcionados por el kit (25, 50, 100, 250, 500 y 1000
ng/ml; ver figura M11A) Todas las muestras se miden en el contador gamma. El
contador mide la cantidad de hormona marcada que se haya unido al anticuerpo al
competir con la corticosterona libre presente en las muestras. El software del sistema de
cuantificacion proporciona la curva estandar en la que representa en el eje de ordenadas
el cociente B/B0 (se define a continuacion) y en el eje de abscisas las concentraciones
de los distintos patrones empleados. El cociente B/B0 se obtiene del siguiente modo:
B  cpm (patrénn)— cpm (NSB)
BO cpm (patrén 0) — cpm (NSE)

En donde:
- cpm (patrén n): las cuentas por minuto del patrén n.
- cpm NSB: las cuentas por minuto de un tubo que mide la unién inespecifica (solo
se ha afiadido al mismo diluyente esteroide y la hormona marcada).
- c¢pm (patron 0): cuentas por minuto de un tubo al que no se afiade muestra o patron
alguno, pero si el resto de reactivos (mide la unidn inespecifica en presencia del

anticuerpo no marcado).

El software del sistema calcula la concentracioén de cada uno de los patrones de la curva

en base a la pendiente de la curva y la varianza de los duplicados de cada muestra.
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Asimismo, si alguna de las muestras se aleja demasiado de su duplicado, el software lo
elimina de la representacion. Las muestras son calculadas interpolando el valor de

cuentas por minuto de cada una de ellas en la curva estandar (Figura M11A).

8.3 Cuantificacion de corticosterona libre en muestras de microdialisis

Dado que la corticosterona presente en el cerebro deriva del 5-10% de la corticosterona
plasmatica que se encuentra en forma libre (Rosner, 1990) su concentraciéon es mucho
mas reducida que la plasmatica. Ademads, no toda la corticosterona presente en el
espacio extracelular atraviesa la membrana de la canula de microdialisis, por lo que la
concentracion de corticosterona libre de los dializados es sensiblemente menor que la
presente en muestras de plasma. Por ello, para incrementar la sensibilidad del kit
comercial, se redujo %4 el volumen de hormona marcada y las muestras no se diluyeron.
Con ello se facilité la competitividad de la hormona fria. Ademas en la curva estandar
se afiadieron algunos puntos de menor concentracién de corticosterona (6,25 y
12,5ng/ml mediante diluciones del patron original de 25 ng/ml) y se retiran los de
mayor concentracion (500 y 1000 ng/ml). Los resultados obtenidos se corrigieron
multiplicandolos por 200, dado que estas muestras no se diluyen, al contrario de lo que
se hace con las muestras de plasma. Los niveles basales de CORT libre fueron bajos
pero se encontraron por encima del nivel de deteccion. La figura M11B muestra un
ejemplo de curva estdndar realizada para cuantificar muestras de dializados de
microdialisis.
A)
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Figura M11. Ejemplo de curva estandar para cuantificar corticosterona en plasma A). Y ejemplo de curva
estandar para cuantificar corticosterona en muestras de dializado de microdialisis B).
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9. Test de evitacion pasiva.

Para la evaluacion de la memoria emocional se empleo un aparato de evitacion pasiva
que consiste en una caja dividida en dos compartimentos separados mediante una
compuerta deslizante. EI compartimento de inicio (iluminado) construido en plastico de
color blanco (50 x 50 x 20 cm) sin tapa e iluminado mediante una bombilla de 60 W a
unos 50 cm del suelo del aparato. El otro compartimento (compartimento oscuro) esta
construido en plastico negro (25 x 25 x 20 cm), posee una tapa extraible y ademas en el
suelo una rejilla que se conecta a un estimulador eléctrico, y es donde reciben el shock
eléctrico los animales (Figura M12). El test de evitacion pasiva se realizo de la siguiente
manera. Durante el dia de entrenamiento, los animales fueron colocados en el
compartimento iluminado y se les permitié explorar todo el aparato (incluido el
compartimento del shock) durante 300 segundos. Pasadas 5 horas desde la habituacion,
los animales fueron re-expuestos al aparato, permitiéndoles la exploracion, pero
cerrando la puerta deslizante tras entrar en el compartimento del shock. El tiempo que
cada animal tarda en entrar en este compartimento oscuro desde el inicio de la prueba es
lo que se anota como latencia de entrenamiento. Inmediatamente después, los animales
recibieron un shock eléctrico en las patas (ver apartado 2.1) y tras esperar unos
segundos, el animal fue retirado del test. 24 horas més tarde, los animales fueron re-
expuestos al test, y colocados en el compartimento iluminado, midiendo el tiempo que
tardaron en pasar al compartimento donde recibieron el shock (se contabiliza como
entrada cuando las 4 patas estan en el compartimento del shock y pasan mas de 10
segundos sin salir). Este tiempo se anota como latencia del Test 24 horas, fijdndose un
limite de 600 segundos para la entrada. Cuando el animal no entré en ese periodo de
tiempo, el investigador retir6 al animal del aparato y se contabilizaron 600 segundos
como latencia del Test 24 horas. El protocolo de IFS se desarrolla también en este

aparato de evitacion pasiva (ver apartado 2.2).

10. Evaluacion de la actividad motora espontanea en un ambiente novedoso

Se emplea para ello dos aparatos de campo abierto (MED Associates INC., St. Albans,
Estados Unidos). Cada campo abierto consiste en una caja cuadrada de Plexiglas (80 x
80 x 30 cm) equipada con dos hileras de ocho células fotoeléctricas cada una situada a 5

y 15 cm de altura respectivamente, que registran la actividad horizontal y vertical del
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animal (Figura M13). Los animales fueron colocados una sola vez en el centro del
campo abierto y exploraron libremente durante 60 minutos, en los que se registran las
interrupciones de las células fotoeléctricas gracias a un programa informatico (MED

Associates INC., St Albans, Estados Unidos). El campo abierto se limpid

cuidadosamente con etanol 70 % antes de colocar cada uno de los animales.

Figuras M12 y M13. Fotografias de un aparato de evitacion pasiva (imagen superior) y de un campo
abierto (imagen inferior) empleados en la Tesis Doctoral.
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11. Cuantificacion de la expresion de ARN mensajeros especificos

Los animales fueron sacrificados mediante decapitacion y los cerebros rapidamente
extraidos y congelados en hielo seco e isopentano (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y

almacenados a -80 °C hasta su posterior diseccion.

Mediante un criostato (Leica 1510S, Alemania) a -20 °C, se realizaron cortes de 300 um
de los cerebros y las areas de cerebro seleccionadas para el estudio en cada Bloque
Experimental, se diseccionaron empleando un bisturi (Braum Aesculap®, Alemania)
sobre una placa enfriada con hielo seco y ayudados por el atlas anatémico del cerebro
de la rata (Paxinos & Watson, 1998). Las muestras se almacenan inmediatamente en

viales de 1,5 ml a -80 °C.

11.1 Extraccion del ARN

La extraccion de ARN de las muestras se realizo mediante el siguiente protocolo: En
primer lugar las muestras de tejido se homogenizan en 500 ul de TRI REAGENT™
(Sigma-Aldrcih, Estados Unidos) mediante varios pasos a través de una jeringuilla con
una aguja de 25 ga. Para asegurar la completa disociacion de los complejos nucleo-
proteicos, se mantienen las muestras a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Posteriormente se afiaden 0,1 ml de cloroformo sin aditivos (Merck, Alemania) por cada
0,5 ml de TRI utilizado. La mezcla, se agita en vortex vigorosamente durante 15
segundos y se mantiene a temperatura ambiente durante 5 minutos, pasados los cuales
se centrifuga la mezcla a 12000x g durante 15 minutos a 4 °C (5804 R, Eppendorf,
Alemania). Tras la centrifugacion, la mezcla se separa en 3 fases, la inferior orgéanica
(principalmente proteinas), una interfase (ADN) y una fase superior o sobrenadante,
acuosa e incolora (ARN). De esta fase acuosa superior, se transfieren 250 pul a otro tubo
nuevo, con cuidado de no arrastrar restos de la interfase, ya que contaminaria el RNA
con DNA vy se afiaden 250 pl de isopropanol (Scharlab S.L., Espana) por cada 250 pl
de TRI usado. Se agita por inversion y se mantienen las muestras durante 7 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugan a 12000x g durante 10 minutos a
4 °C, de manera que el ARN precipita y forma un pellet de color blanquecino en el

fondo del tubo.
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El sobrenadante generado de la anterior centrifugacion se elimina por decantado (con
cuidado puesto que el pellet puede separarse del fondo del tubo y ser arrastrado durante
este proceso) y se procede al lavado con 500 pl de etanol 75 % (preparado a partir de
etanol absoluto, Panreac Quimica S.A.U., Espafa y agua ultrapura) por cada 500 ul de
TRI utilizado. Se agita en vortex y las muestras son posteriormente centrifugadas a
12000x g durante 10 minutos a 4 °C. De nuevo el sobrenadante generado se elimina por
decantacion y se deja secar el pellet durante algunos minutos (no completamente, pues
dificultaria su posterior re-suspension). Se afiaden 20 pl de agua DEPC dietil-
pirocarbonato (DEPC, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y se introducen las muestras en
un termo-bloque (Labnet, Edison, NJ, Estados Unidos) entre 55-60 °C durante 15
minutos para favorecer la disolucion del sedimento de ARN. Las muestras se almacenan
a -80 °C hasta su posterior andlisis. Todo el material empleado en estos pasos debe estar

previamente autoclavado.

11.2 Cuantificacion de ARN

Para cuantificar la concentracion y la calidad del ARN extraido de las muestras para su
posterior cuantificaciéon, se emplea un sistema de -electroforesis automatizado
Experion™ (BioRad, Estados Unidos). Este sistema permite realizar una electroforesis
de muestras en un chip (Experion™ StdSens). El chip contiene un conjunto de pocillos
y micro-canales conectados entre si. De cada muestra, 2 pul de ARN se transfieren a un
nuevo tubo, que posteriormente es calentado a 70 °C durante 5 minutos para
desnaturalizarlo y favorecer la unién a un fluoréforo que se afiade. Ademas en cada
pocillo de analisis se afaden 5 pl de tampon (cuya composicidon no fue facilitada por la
casa comercial) y 1 pul de muestra. Para compensar las pequefias variaciones de pH y
concentracion de sal, se usa un marcador interno (fragmento de 50 pares de bases,
presente en el tampon afiadido a cada pocillo) que normaliza los tiempos de migracion
entre muestras, lo que asegura que el programa informatico de anélisis identifique
apropiadamente los picos. En otro pocillo se aflade un patron de escalera o ladder que
contiene 8 fragmentos de RN de diferentes tamafios (desde 200 hasta 6000 nucle6tidos)

(Figura M14)
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Una vez introducido el chip en el aparato, el
movimiento de la muestra es controlado por los
electrodos que estan en contacto con la solucion .4, N

en los pocillos. Se aplica un voltaje a los pocillos

000 .
de manera secuencial (uno a uno) provocando que s -----.!!!-_---
los fragmentos de ARN (con carga eléctrica) .oon mm |
----=-------
migren en el canal de separacion. En este canal de ™" ™
1000 .
separacion la matriz de polimero que actlia como
. ., =00.0
un tamiz da lugar a la separacion de los
f d A ﬁl . d Z00.0
ragmentos de ARN en funciéon de su tamaio.
8 O s s

Pero, ademas, durante la migracion se intercala Un .o e v v+ ———————
fluoroforo de forma especifica entre las bases de

] ) ] L1zzase7s3/}11
ARN. A medida que los fragmentos migran hacia
el final del canal de separacion, una célula laser Figura MI14. Electroforesis  virtual

. , . . generada a partir de los electroferogramas
excita al fluoréforo, que emite fluorescencia gptenidos para diversas muestras. La

primera columna se corresponde con la

cuando estad unido a los fragmentos de ARN. muestra de ARN escalera Ladder.

La fluorescencia es detectada mediante un fotodiodo y el programa informatico del
sistema representa la intensidad de fluorescencia frente al tiempo para producir un
electroferograma (Figura M15). Para cuantificar la concentracién de ARN total de las
muestras, el software de sistema emplea el cociente del area del ARN de la muestra
frente al area total del ARN escalera/patron. El programa informatico del sistema
proporciona el indicador de calidad del ARN (RQI), que permite estimar el nivel de
degradacion de una muestra de ARN total eucariota. Este algoritmo mide la integridad
del ARN comparando el electroferograma de las muestras con una serie de muestras de
ARN degradadas estandarizadas. E1 RQI es un valor entre 1 (ARN muy degradado) y 10
(ARN intacto). En el presente trabajo, el valor a partir del cual aceptamos que el ARN
estaba en buenas condiciones fue de 8. Por ultimo, el software presenta una
representacion virtual de una electroforesis creada a partir de los datos obtenidos en los

distintos electroferogramas (Figura M16).
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Figura M15. Electroferograma de ARN escalera. El primer pico corresponde a un fragmento de 50 pares
de bases (marcador interno) afiadido en todas las muestras con el fin de alinearlas. El resto de picos
corresponden a fragmentos de ARN de diversa longitud (200-6000 nucledtidos).
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Figura M16. Electroferograma de una muestra de tejido. El software cuantifica automaticamente el area
de los picos correspondientes a los fragmentos de ARNribosémico 18S y 28 S. El primer pico que se
observa corresponde a un fragmento de 50 pares de bases (marcador interno) que sirve para alinear todas
las muestras analizadas.

11.3 Sintesis de ADN¢

A partir de 1 pg del ARN extraido (y previamente cuantificado en funcion de la
concentracion de ARN calculada en cada una de nuestras muestras por el Experion™),
se obtiene un ADN complementario (ADNc) mediante el método de la retro-
transcripcion. Para ello se emplean unas polimerasa denominadas retro-transcriptasas,
presentes en algunos virus que contienen ARN como material genético en lugar de

ADN. La enzima empleada en este trabajo es la MLV-RT (retrotranscriptasa inversa del
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virus de la leucemia murina de Moloney) (Promega, Estados Unidos). La mezcla de
reaccion consiste en 15 pl por muestra de los siguientes componentes: Transcriptasa
inversa (MLV-RT) 1 pl; tampén 5x 4ul; MgCl, 4ul; PCR nuleotide mix 1 pl; RNAsin
0,5 ul y agua DEPC 4,5 pul (kit comercial Promega, Estados Unidos).

El PCR nucleotide mix es la mezcla de nucledtidos que permite la sintesis de ADNc. El
RNAsin es un inhibidor de las ARNasas que impide la degradacion del ARN. Se afiade
en un vial nuevo la cantidad de muestra necesaria para tener 1 ug de RNA y se
complementa con agua DEPC hasta 4 pl. Posteriormente se afiade 1 pl de secuencias
aleatorias de nucleotidos random primers (Promega, Estados Unidos), que se unen a las
hebras sencillas de ARN y permiten que la trasncriptasa inversa comience a sintetizar el
ADNc. Se calienta la muestra con los random primers a 70 °C durante 5 minutos para
facilitar su acoplamiento. Inmediatamente después se mantienen las muestras en hielo
durante otros 5 minutos como minimo. Se afaden 15 pl de la mezcla de reaccion a cada
una de las muestras, mantenidas siempre en hielo, y se calientan a 25 °C durante 5
minutos. Pasado este tiempo las muestras se incuban a 42 °C durante 1 hora.
Transcurrido el tiempo de incubacion se inactiva la enzima calentando las muestras a 70
°C durante 15 minutos y, a continuacién se diluyen afiadiendo agua DEPC hasta un

volumen final de 150 pl. Las muestras se pueden almacenar a -80 °C.

11.4 Amplificacion del ADNc

La amplificacion del ADNc tiene lugar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Saiki ef al., 1986; Mullis, 1990). Este método permite amplificar secuencias de
ADN de forma selectiva. Estd basado en la sintesis de una hebra complementaria de
ADN a partir de una cadena simple utilizada como molde. La PCR emplea dos
fragmentos cortos de ADN (oligonucleotidos) como cebadores de la sintesis, que se
unen de forma especifica a secuencias que flanquean la region a amplificar, uno en cada
una de las cadenas del ADN. El proceso basico de la PCR se desarrolla en tres fases que

se repiten un nimero determinado de veces en funcidn del gen que se desea amplificar:

- Desnaturalizacion: consiste en la separacion de las cadenas complementarias de

ADN.
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- Unidn o annealing: consiste en la union de los oligonucleétidos especificos a sus
secuencias complementarias. La temperatura de union es caracteristica de cada
pareja de oligonucledtidos.

- Extension: durante esta fase tiene lugar la sintesis de la hebra complementaria a

partir del respectivo oligonucledtido.

La repeticion de este ciclo un nimero determinado de veces da lugar a un incremento
exponencial del fragmento diana del ADN, que viene dado por la expresion 2" (siendo n
el nimero de ciclos), hasta que se alcanza un punto en el que disminuye la eficacia de la
enzima y la reaccion deja de ser exponencial. La PCRq-RT o PCR semi-cuantitativa a
tiempo real, permite la deteccion directa del producto de amplificacion durante la fase
exponencial de la reaccion, gracias al uso de sustancias con propiedades fluorescentes
que unicamente emiten fluorescencia cuando el ADN se encuentra en forma de doble

hebra (Kubista et al., 2006).

El valor que se obtiene mediante la PCRq-RT no es la fluorescencia, sino el numero de
ciclos necesarios para que la amplificacion sea exponencial, y se denomina ciclo umbral
(Ct). Cuanto mayor sea la cantidad de ADNc de partida, menor sera el valor de Ct, ya
que haran falta menos ciclos para que la amplificacion sea exponencial. Este método se
denomina también PCR semi-cuantitativa, ya que permite conocer la expresion relativa
de un gen concreto con respecto a la expresion de otro gen constitutivo que no varia con
las diferentes condiciones experimentales del estudio. En nuestro caso, la sustancia
fluorescente utilizada fue el EvaGreen Supermix (BioRad, Estados Unidos), y el gen
constitutivo utilizado fue el ARNribosomico 18S (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos). El
EvaGreen supermix contiene el tampon de reaccion, la mezcla de nucleétidos y la
polimerasa necesarios para llevar a cabo la reaccion de amplificacion, asi como el
fluoroforo que permite la deteccion del producto de la reaccion. Para llevar a cabo la
amplificacion se utilizan placas de 96 pocillos, y cubiertas Opticas de adhesivo térmico

para dichas placas (BioRad, Estados Unidos).

Para la amplificaciéon se utiliza una mezcla de reaccion que debe tener una
concentracion final de 500 nM de los oligonucledtidos que se van a utilizar como
cebadores (Tabla M4). Asi mismo, un 50 % de la mezcla debe ser EvaGreen Supermix

(BioRad, Estados Unidos), y el otro 50 % debe ser una mezcla de los oligonucleétidos y
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agua DEPC. En cada pocillo se cargan 2 pul de muestra y 8 pl de la mezcla de reaccion,
que contiene: EvaGreen supermix (5,0 ul); oligonucleotidos (0,5 ul) y agua DEPC (3,5
ul). Si el gen a estudiar se expresa abundantemente, como es el caso del ARN
ribosdmico 18 S que se utiliza como gen de referencia, es necesario hacer diluciones de
las muestras (1/100). Una vez cargada la placa, se cubre la placa con una cubierta
adhesiva Optica para evitar que las muestras se evaporen durante el proceso. Finalmente,

se introduce la placa en el termociclador cuantitativo iQ5 (BioRad, Estados Unidos).

La expresion matematica que permite la cuantificacion de la expresion de genes de cada
muestra es mediante 2"; siendo (Livak & Schmittgen, 2001):
"ACt=Ct gen de estudio-Ct gen de referencia"

Para emplear esta formula debe cumplirse que la eficiencia de la reaccion para el gen de
estudio sea similar al del gen de referencia. Esta comprobacion se llevd a cabo mediante
el analisis de un conjunto de muestras diluidas (1/10, 1/100, 1/1000) para comprobar
que la curva estandar fuera lineal con una pendiente cercana a 3,4 y una r= 0,99,
condiciones en las que la eficiencia de la amplificacion estd cercana al 100 %. Esto
supone que durante la fase exponencial de la reaccion, el aumento de un ciclo de

amplificacion daria lugar exactamente a la duplicacion del material amplificado.

Para realizar el anélisis de los datos se calcula un nuevo 2™“ct, que permite considerar
como valor de referencia 1 a uno de los grupos experimentales (por ejemplo grupo
control). Para ello se suma o resta una cantidad a la expresi¢hCt de cada una de las

muestras de modo que el promedio de la expresion 2%t del grupo experimental
correspondiente fuese igual a 1. A continuacidn, se suma o resta esa misma cantidad a
los ACt de las muestras del otro grupo experimental con el que se compara y se calcula
el promedio, que se compara con el valor de referencia 1 del otro grupo (las unidades de

estos datos son arbitrarias).

12. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados de la presente Tesis Doctoral se empled el
programa informatico Statistica, Kernel release 5.5; ‘99 edition. Los analisis relazados
se detallan de manera especifica en cada uno de los bloques experimentales de la

seccion de resultados.
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Tabla M4. Secuencias de oligonucle6tidos empleados para amplificar los receptores estudiados en la

presente Tesis doctoral.

Oligonucleotidos Secuencia 5°-3°
Sentido CCAGTAAGTGCGGGTCATAAGC
18 S
Antisentidlo CCTCACTAAACCATCCAATCGG
Sentido TCCAGCACCAGGTTAATTCC
c-fos
Antisentido AGGTCGTGGTCCAATTAAGGT
Sentido AAAATCCTCGTGAAGAGTGG
GABA ol
Antisentido GGTCTCTCGACTATCTTTGGG
Sentido ACTTCCGAGGTCGTGTAAGCA
GABAAB2
Antisentido GCTCACTCATGCCCACTGAAA
Sentido AAAGCCTCCCTCTGCTAACC
GR
Antisentido CACCCATGATCCTGTCAGTG
Sentido ATCCACGTCTCATGGCTTTC
MR
Antisentido TAAGTTTCCCCACGTGGTTC
Sentido GCAGAACCAGTCTCACAGCTAA
ADRP1
Antisentido CGCCTTTCTACCTCTAGTGCAT
Sentido CTCCTTAACTGGTTGGGCTATG
ADR[32
Antisentido TCCCATAGGTTTTCGAAGAAGA
Sentido AAGGACCTGAGACATGCTTTC
CBl1
Antisentido CAGTCTGAGTCCCCCATGCT
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BLOQUE EXPERIMENTAL I

Actividad de la corteza infralimbica y modulacion de la respuesta a estrés: estudio
del eje HHA y la memoria aversiva en animales mantenidos en condiciones control

y de EA.

1. Introduccion

La CPF juega un papel esencial en la regulacion del eje HHA y por tanto en la
liberacion de corticosterona (cortisol en humanos) en respuesta a estrés (Diorio et al.,
1993; Ulrich-Lai & Herman, 2009). Estudios previos en roedores sugieren que la region
dorsal (prelimbica) y la region ventral (infralimbica) de la CPF medial ejercen un
control opuesto sobre la actividad del eje HHA y sobre los niveles de corticosterona
plasmatica en respuesta a estrés (Radley er al., 2006; McKlveen et al., 2013). Sin
embargo, la mayoria de estos estudios, farmacologicos y de lesiones, se centran en el
papel de la region dorsal de la CPF o no distinguen entre ambas regiones de la corteza
(Sullivan & Gratton, 1999; Weinberg et al., 2010; Jones et al., 2011; Garrido et al.,
2012b), y por tanto, no se conoce con certeza el papel de la corteza infralimbica sobre la
regulacion del eje HHA en respuesta a estrés. La alteracion en la funcion de corteza
infralimbica (CPF medial ventral en humanos) se ha relacionado con respuestas mal-
adaptativas a estrés y patologias psiquiatricas como la esquizofrenia y el TEPT

(Yehuda, 2009; Lehmann & Herkenham, 2011; McKlveen et al., 2015)

La corteza infralimbica también contribuye a la adaptacion a estrés, modulando el
aprendizaje y la memoria emocional (Jinks & McGregor, 1997; Quirk & Mueller,
2008). Numerosos estudios han descrito el papel de la corteza infralimbica en el proceso
de extincion de la memoria de condicionamiento a miedo (Milad & Quirk, 2002;
Mueller et al., 2008), sin embargo, pocos estudios han investigado el papel de esta
region cerebral en la adquisicion de memorias aversivas; y los existentes describen

resultados controvertidos (Morgan & LeDoux, 1995; Jinks & McGregor, 1997).

Estudios experimentales han mostrado que animales mantenidos en condiciones de EA
muestran una menor reactividad a estrés (Fernandez-Teruel et al., 1997; Zimmermann

et al., 2001; Segovia et al., 2008b; Sztainberg et al., 2010) y que estos efectos estan
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mediados, en parte, por cambios en la actividad del eje HHA y por tanto, en la
liberacion de corticosterona (Moncek et al., 2004; Garrido et al., 2013). Estudios
realizados en nuestro laboratorio y por otros investigadores sugieren que los cambios en
la actividad de la CPF, presumiblemente de la corteza infralimbica estan implicados en
la mejor adaptacion a estrés de los animales mantenidos en condiciones de EA (Mora et

al., 2007; Segovia et al., 2009; Lehmann & Herkenham, 2011).

El presente bloque experimental estudia los efectos de la estimulacion y la inhibicion de
la corteza infralimbica sobre la concentracion plasmatica basal y estimulada por estrés
de corticosterona y sobre la adquisiciéon de memoria aversiva en un test de evitacion
pasiva. Ademas, estudia si el mantenimiento de los animales en condiciones de EA
cambia la funcion de la corteza infralimbica sobre los pardmetros anteriormente citados.
Con este objetivo, se llevan a cabo inyecciones locales de picrotoxina, antagonista
GABA,, y de muscimol, agonista GABA 4, para estimular e inhibir, respectivamente, la
actividad de la corteza infralimbica. Los objetivos concretos del bloque experimental I

son:

1.1 Analisis de la actividad motora espontanea en un campo abierto y de la memoria
aversiva en un test de evitacion pasiva en animales mantenidos en condiciones
control y de EA.

1.2 Estudio del efecto de la inhibicion de la actividad de la corteza infralimbica sobre
la concentracion plasmatica de corticosterona y la memoria aversiva en un test de
evitacion pasiva en animales mantenidos en condiciones control y de EA.

1.3 Estudio del efecto de la estimulacion de la actividad de la corteza infralimbica
sobre la concentracion plasmatica de corticosterona y la memoria aversiva en un
test de evitacion pasiva en animales mantenidos en condiciones control y de EA.

1.4 Analisis de la expresion de ARNm del gen de activacion celular c-fos y del
receptor GABA, en la corteza infralimbica en animales mantenidos en

condiciones control y de EA.
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II. Diseiio experimental

Todos los animales utilizados en este bloque experimental fueron divididos inicialmente
en dos grupos experimentales: control y EA (ver apartado 1 de material y métodos) y se
mantuvieron en estas condiciones durante 2 meses. A continuacion se llevaron a cabo

los experimentos en funcion de los objetivos concretos, como se muestra en la siguiente

Figura R1.
Entrenamiento  Test3h Test 24.h
(Shock) (Latencia) (Lateiflma)
Objetivo 1.1) Test campo abierto | | Test evitacion pasiva |

* ElTest3hy Test 24hemplearon dos grupos de animales distintos.
* Shock: Test3h(0,3mA, 2s); Test24h (0,6 mA, 2s)
* Los animales del Test 24 h se re-expusierona los 7 dias.

Inyeccion Entrenamiento Test24h
infralimbica (Shock) (Latencia)
Objetivo 1.2) . ;
Objetivo 1.3) | 1h . Test evitacion pasiva |
Corticosterona Corticosterona
basal estrés

* Inyeccién (0,25 ul/minuto): muscimol (0,25 pg), picrotoxina (0,20 pg)
* Shock: (0,6 mA,2s).

(Shock)

v

Objetivo 1.4) |

30 min Sacrificio/ extraccion infralimbica PCRq-RT

* Shock (0,6 mA,2s)
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III. Analisis estadistico

Los datos de actividad motora espontanea en campo abierto se analizaron mediante un
analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias con dos factores (Grupo x Tiempo) con
medidas repetidas y un andlisis de comparaciones planeadas (analisis a priori). Los
efectos de las inyecciones locales en la corteza infralimbica de muscimol y picrotoxina
sobre la concentracion plasmatica de corticosterona basal y estimulada por estrés se
analizaron mediante un ANOVA de tres vias con tres factores (Grupo x Tratamiento x
Tiempo) con medidas repetidas y un analisis de comparaciones planeadas (analisis a
priori). Los efectos del muscimol y picrotoxina se analizaron por separado, siendo el
grupo de vehiculo igual el mismo grupo en ambos casos. Los datos de la latencia de
entrada durante el entrenamiento y a las 3h y 24 h se analizaron mediante un anélisis no
paramétrico U de Mann-Whitney. Los efectos de las inyecciones locales en la corteza
infralimbica de muscimol y picrotoxina sobre la latencia de entrada durante el
entrenamiento y a las 24 h se analizaron mediante un analisis no paramétrico U de
Mann-Withney (analizando los efectos del muscimol picrotoxina por separado). Los
datos de expresion de ARNm en la corteza infralimbica se analizaron mediante un test ¢

de Student.
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IV. Resultados

1.1 Actividad motora espontanea en un campo abierto y de la latencia de entrada

en un test de evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA.

Actividad motora

La Figura R2 muestra el perfil temporal de la actividad motora horizontal (A), y la

actividad motora vertical (B) en animales control y mantenidos en EA.

El ANOVA de dos vias para el analisis de la actividad horizontal mostr6 un efecto
significativo del factor Grupo (Fig9s= 48,70; p< 0,001) y del factor Tiempo
(F1.1023=147,59; p< 0,001), asi como una interaccion entre ambos factores (F;jo23=
12,55; p< 0,001). El andlisis de comparaciones planeadas mostr6 un incremento
significativo de la actividad durante los 5 primeros minutos del test (F; 3= 10,51; p=

0,002) comparado con el grupo control (Figura R2A)

El ANOVA de dos vias para el analisis de la actividad vertical mostré un efecto
significativo del factor Grupo (F; 9= 11,95; p< 0,001) y del factor Tiempo (Fi11012=
107,43; p< 0,001), asi como una interaccidon entre ambos factores (Fii 1012= 5,13; p<
0,001). El analisis de comparaciones planeadas mostr6 un incremento significativo de la
actividad motora vertical durante los 5 primeros minutos del test (F; ¢o=5,62; p=0,019)

comparado con el grupo control. (Figura R2B)

Test de evitacion pasiva

La figura R4 muestra la latencia durante la fase de entrenamiento, a las 3 horas (A) y a

las 24 horas (B) en un test de evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA.

El test de Mann-Withney no mostr6 diferencias significativas en la latencia durante el
entrenamiento (Z= 1,68; p= 0,092) entre animales control y mantenidos en EA. El
entrenamiento (shock eléctrico en las patas; 0,3 mA, 2 s) produjo un incremento

significativo de la latencia durante el Test 3 h en animales control (Z= -3,70; p< 0,001)
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y mantenidos en EA (Z= -2,49; p= 0,013) que no fue diferente entre ambo grupos (Z=
0,92; p=0,361) (Figura R4A).

El test de Man-Withney no mostr6 diferencias significativas en la latencia durante el
entrenamiento (Z= 0,28; p= 0,782) entre animales control y mantenidos en EA. El
entrenamiento (shock eléctrico en las patas; 0,6 mA, 2s) produjo un incremento
significativo de la latencia durante el Test 24 h en animales control (Z= -3,60; p< 0,001)
y mantenidos en EA (Z=-3,35; p< 0,001) que no fue diferente entre ambos (Z= 0,12; p=
0,902). Anadido a ello, el test mostré una reduccion (no significativa) de la latencia
durante la re-exposicion en el Test a los 7 dias en los animales mantenidos en EA (Z=
1,89; p= 0,058) que no fue diferente entre ambos grupos de animales (Z=-1,54; p =
0,124) (Figura R4B).
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Figura R2. Actividad motora espontanea en animales control y mantenidos en EA. Perfil temporal de la
actividad horizontal, y agregado la actividad horizontal total durante los 60 minutos del test (barras) (A).
Perfil temporal de la actividad vertical y agregado la actividad vertical total durante los 60 minutos del
test (barras) (B). Los datos (media = EEM) se muestran como distancia recorrida en centimetros (cm) (A)
y numero de cuentas (B). El numero de animales se muestran en paréntesis. ~p< 0,01; = p< 0,001
comparado con el grupo control.
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Control EA

Figura R3. Ejemplos representativos de la actividad motora durante los 5 primeros minutos en el
campo abierto de animales correspondientes al grupo control (A y C) y al grupo de EA (B y D).
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A) Test de evitacion pasiva (a corto plazo)
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B) Test de evitacion pasiva (alargo plazo)
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Figura R4. Test de evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA. Latencia de entrada
durante entrenamiento y Test 3 h (A) y latencia de entrada durante entrenamiento y durante Test 24 h
y 7 dias (B). Los datos (media + EEM) se muestran como latencia en segundos (s). El nimero de
animales se muestra en paréntesis. “p< 0,05; *p< 0,01 y **p< 0,001 comparado con la latencia en la
fase de entrenamiento.
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1.2 Efecto de la inhibicion de la actividad de la corteza infralimbica sobre la
concentracion plasmatica de corticosterona y la memoria aversiva en un test

de evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA.

Las Figuras R5 y R6 muestran los efectos de la inhibicion de la actividad de la corteza
infralimbica mediante inyecciones locales de muscimol, agonista de receptores GABA4,
sobre la concentracion basal y estimulada por estrés de corticosterona (Figura RS) y
sobre la latencia en un test de evitaciéon pasiva (Figura R6) en animales control y

mantenidos en EA.

Corticosterona

El ANOVA de tres vias para el analisis del efecto de la inyeccion de muscimol mostro
un efecto significativo del factor Tratamiento (F;40= 4,12; p= 0,049) y del factor
Tiempo (F;40=8,12; p= 0,006), pero no del factor Grupo (Fi4= 0,29 ; p=0,593).
Ademas mostr6 una tendencia de interaccion no significativa entre el factor Tratamiento

y el factor Grupo (F; 40= 3,58; p=0,066).

Respecto a los efectos del estrés en los animales tratados con vehiculo, el andlisis méas
detallado de comparaciones mostrd6 un incremento significativo de los niveles de
corticosterona tanto en el grupo control (F; 4= 8,03; p=0,007) como en el grupo EA
(F1.40= 6,25; p= 0,016) no observandose diferencias entre ambos grupos de animales
(F1.40= 0,285; p= 0,597). Por otra parte, el andalisis no mostr6 diferencias significativas
en los niveles basales de corticosterona plasmatica en animales control y mantenidos en

EA (F) 4= 0,30; p=0,587).

Respecto a los efectos del tratamiento, el andlisis de comparaciones planeadas de los
efectos del muscimol no mostrd diferencias significativas en los niveles basales de
corticosterona en animales control (F;4= 0,12; 0,729) ni mantenidos en EA (F; 4=
1,10; p= 0,302), comparado con los grupos tratados con vehiculo. Sin embargo, la
inyeccion de muscimol redujo significativamente la concentraciéon de corticosterona
estimulada por estrés en el grupo de animales control (F; 40= 4,25; p= 0,048) pero no en

el grupo mantenidos en EA (F; 40= 0,32; p=0,576) (Figura RS).
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Test de evitacion pasiva

El test de Mann-Whitney no mostr6 diferencias significativas en la latencia durante la
fase de entrenamiento entre animales control y mantenidos en EA (Z=-0,21; p= 0,836).
El entrenamiento (shock eléctrico en las patas) produjo un incremento significativo de
la latencia durante el test 24h en animales control (Z= -2,63; p=0,009) y mantenidos en
EA (Z=-3,78; p<0,001) que no fue diferente entre ambos grupos de animales (Z= 1,15;
p=0,248).

El test de Mann-Whitney no mostré diferencias significativas del efecto de la inyeccion
local de muscimol en la corteza infralimbica sobre la latencia durante la fase de
entrenamiento en animales control (Z= 0,73; P= 0,464) y mantenidos en EA (Z= 0,15;
p= 0,877) comparado con sus respectivos grupos tratados con vehiculo. La inyeccion
local de muscimol redujo significativamente la latencia en el Test 24h en el grupo
mantenido en EA (Z= 2,11; p= 0,034), pero no se observaron diferencias significativas
en la latencia en el Test 24h entre ambos grupos de animales (Z= -0,27; p= 0,786)
(Figura R6).
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Figura RS5. Efecto de la inyeccion de muscimol en la corteza infralimbica de animales control y
mantenidos en EA sobre la concentracion plasmatica basal y estimulada por estrés de corticosterona.
Los datos (media + EEM) se muestran en ng/ml. El nimero de animales se muestra en paréntesis. “p<
0,05; #p< 0,01comparado con concentracién basal y “p< 0,05 comparado con vehiculo.
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Figura R6. Efecto de la inyeccion de muscimol en la corteza infralimbica de animales control y
mantenidos en EA sobre la latencia de entrada en un test de evitacion pasiva. Los datos (media +
EEM) muestran la latencia en segundos (s). El numero de animales se muestra en paréntesis. Hp<
0,01; " p< 0,001comparado con la latencia de entrenamiento y “p< 0,05 comparado con la latencia
del Test 24 h del vehiculo.
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1.3 Efecto de la estimulacion de la actividad de la corteza infralimbica sobre
concentracion plasmatica de corticosterona y la memoria aversiva en un test

de evitacion pasiva en animales control y mantenidos en EA.

Las Figuras R7 y R8 muestran los efectos de la estimulacion de la actividad de la
corteza infralimbica mediante inyecciones locales de picrotoxina, antagonista de
receptores GABA,, sobre la concentracion basal y estimulada por estrés de
corticosterona (Figura R7) y sobre la latencia en un test de evitacion pasiva (Figura R8),

en animales control y mantenidos en EA.

Corticosterona

El ANOVA de 3 vias para el analisis del efecto de la inyeccién de picrotoxina mostrd
un efecto significativo del factor Grupo (F; 35= 7,53; p= 0,010) y del factor Tratamiento
(Fi135= 9,79; p= 0,004), pero no del factor Tiempo (F;3s= 0,01; p= 0,928). Ademas,
mostrd una interaccion significativa entre los factores Grupo y Tratamiento (F3s=

7,01;p=0,013) y entre los factores Tratamiento y Tiempo (F; 35= 6,98; p=0,012).

Respecto al efecto del tratamiento, el andlisis mds detallado de comparaciones
planeadas mostré que la picrotoxina produjo un incremento significativo de los niveles
basales (F;3s= 7,38; p= 0,010) y estimulados por estrés (F;3s= 9,80; p= 0,004) de
corticosterona en animales mantenidos en EA, comparado con el grupo de animales
control. Ademas, el andlisis no mostr6 diferencias significativas en los niveles basales
de corticosterona en animales control (F;3s= 1,96; p= 0,171) pero si mostré un
incremento significativo en animales mantenidos en EA (F,3s= 16,70; p< 0,001);
comparados con sus respectivos grupos tratados con vehiculo. La inyeccion local de
picrotoxina en la corteza infralimbica no modificé los niveles de corticosterona
plasmatica estimulada por estrés en animales control (F;3s= 3,60; p= 0,066) ni
mantenidos en EA (F;35= 3,38; p= 0,074), comparados con sus respectivos grupos

tratados con vehiculo.
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Test de evitacion pasiva

El test de Mann-Withney no mostré diferencias significativas del efecto de la inyeccion
local de picrotoxina en la corteza infralimbica sobre la latencia durante la fase de
entrenamiento en animales control (Z= 0,62; p= 0,534) ni mantenidos en EA (Z= 0,46;
p= 0,647) comparado con sus respectivos grupos tratados con vehiculo. La inyeccion de
picrotoxina no modifico la latencia durante el Test 24h en animales control (Z= -0,89;
p= 0,374) ni mantenidos en EA (Z= -0,35; p= 0,725) comparado con sus respectivos
grupos tratados con vehiculo. El enriquecimiento no modificé los efectos de la
picrotoxina sobre la latencia del Test 24h (Z= 1,17; p= 0,239) comparado con animales

control.
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Figura R7. Efecto de la inyeccion de picrotoxina en la corteza infralimbica de animales control y
mantenidos en EA sobre la concentracion plasmatica basal y estimulada por estrés de corticosterona.
Los datos (media = EEM) se muestran en ng/ml. El nimero de animales se muestra en paréntesis. “p<
0,05; ##p<0,01 comparado con concentraciéon basal; “p< 0,05; “*p< 0,001 comparado con vehiculo
basal; “p<0,01; " p< 0,001 comparado con el grupo control.
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Figura R8. Efecto de la inyeccion de picrotoxina en la corteza infralimbica de animales control y
mantenidos en EA sobre la latencia de entrada en un test de evitacion pasiva. Los datos (media +
EEM) muestran la latencia en segundos (s). El niimero de animales se muestra en paréntesis. “p< 0,05;
#p<0,01; *p<0,001 comparado con latencias de entrenamiento.
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1.4 Expresion de ARNm del gen de activacion celular c-fos y del receptor GABA
en la corteza infralimbica en animales mantenidos control y mantenidos en

EA.

La Tabla R1 muestra los datos de PCRq-RT de los cambios producidos por un estrés
agudo en los niveles de ARNm de c-fos y de las subunidades al y B2 del receptor

GABA, en la corteza infralimbica de animales control y mantenidos en EA.

El test ¢+ de Student no mostré diferencias significativas entre ambos grupos en los
niveles de ARNm de c-fos (¢ 9= -0,63; p= 0,54); GABA4 al (t15= 0,31; p= 0,76) y
GABA, B2 (¢ 5= 0,83; p=0,43).

Tabla R1. Expresion de ARNm del gen de activacion celular c-fos y de las subunidades ol y B2 del
receptor de GABA, en la corteza infralimbica de animales controles y mantenidos en EA, 30 minutos tras
recibir un shock eléctrico (0,6 mA, 2s). Los datos (media + EEM) se muestran en unidades arbitrarias
(ua). El nimero de animales se muestra en paréntesis.

c-fos al B2
CONTROL (5-6) 1,00 + 0,46 ua 1,00 + 0,25 va 1,00 £ 0,30 ua
EA (5-6) 1,47 £ 0,54 ua 0,86 + 0,29 ua 0,69 £ 0,22 ua
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V. Discusion

Los resultados mas relevantes obtenidos en el bloque experimental I fueron los

siguientes:

1) El EA redujo la actividad motora espontanea en el test de campo abierto, aunque no
modifico la adquisicion de la memoria aversiva a las 3 y las 24 horas tras recibir un
shock eléctrico durante el entrenamiento en un test de evitacion pasiva.

2) La inhibicion de la corteza infralimbica redujo el incremento de corticosterona
estimulado por estrés y de memoria aversiva en el test de evitacion pasiva.

3) La estimulacién de la corteza infralimbica mediante inyecciones locales de
picrotoxina incremento la concentracion plasmatica basal de corticosterona. EI EA
potencid el incremento de los niveles basales de corticosterona inducidos por la

inyeccion de picrotoxina.

Estos resultados sugieren que la corteza infralimbica es necesaria para la activacion del
eje HHA en respuesta a un estrés agudo moderado y para la formacion de memorias
aversivas y que el EA potencia el control ejercido por la corteza infralimbica sobre el

eje HHA.

Actividad motora y memoria aversiva: efectos del EA.

Como se muestra en la seccion de resultados el EA redujo la actividad motora
espontdnea en el campo abierto. Este resultado confirma estudios previos de este
laboratorio y otros que sugieren una habituacién mas rapida de los animales mantenidos
en condiciones de EA frente ambientes novedosos (Zimmermann et al., 2001; Schrijver
et al., 2002; Elliott & Grunberg, 2005; Del Arco et al., 2007; Segovia et al., 2008a,
2008b; Garrido et al., 2013). Esta habituacién mas rapida ha sido relacionada con un
incremento en la eficacia exploratoria en estos animales debido a la posibilidad de
explorar ambientes novedosos de forma habitual, dado las condiciones ambientales en
las que son mantenidos (Zimmermann et al., 2001; Schrijver et al., 2002). El
incremento en la actividad motora horizontal y vertical observada en los 5 primeros
minutos del test de campo abierto en los animales mantenidos en EA fuerzan el apoyo a

esta hipotesis y concuerdan con resultados previos mostrados en estudios de nuestro
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laboratorio y otros empleando diversos test de conducta (Zimmermann et al., 2001; Lee

et al., 2003; Garrido et al., 2013) y que sugieren ademads, un aprendizaje mas efectivo.

Papel de la corteza infralimbica en la regulacion eje HHA.

Estudios previos han mostrado resultados inconsistentes respecto al papel de la CPF
medial en la regulaciéon de los niveles de corticosterona en condiciones basales
(Sullivan & Gratton, 1999; Weinberg et al., 2010), probablemente debido al hecho de
que en estos estudios no hay una clara diferenciacion entre las regiones prelimbica e
infralimbica de la CPF medial. Como se muestra en la seccion de resultados, la
estimulacion de la corteza infralimbica mediante inyecciones locales de picrotoxina
incremento la concentracion basal de corticosterona en ambos grupos de animales,
control y EA. Teniendo en cuenta que la picrotoxina incrementa la actividad de
neuronas corticales en la CPF (Weinberg et al., 2010), nuestros resultados sugieren que
la corteza infralimbica ejerce una regulacion positiva sobre el eje HHA a través de la
activacion de proyecciones corticales indirectas sobre el nucleo paraventricular del
hipotalamo (Radley et al., 2006, 2009). A diferencia de la picrotoxina, la inhibicién de
la corteza infralimbica mediante inyecciones locales de muscimol no modificod la
concentracion basal de corticosterona, lo cual indica que la corteza infralimbica no
regula tonicamente el eje HHA. Dado el potente efecto que la picrotoxina tiene sobre las
concentraciones basales de corticosterona (pre-estrés), es dificil obtener una conclusion
respecto al papel de la estimulacion de la corteza infralimbica durante el periodo de
estrés. Sin embargo, la inhibicion de la corteza infralimbica mediante inyecciones
locales de muscimol redujo el incremento de los niveles plasmaticos de corticosterona
inducidos por estrés en animales control y mantenidos en EA. Por tanto, los resultados
indican que la corteza infralimbica tiene un papel facilitador de la actividad del eje

HHA, potenciando la liberacion de corticosterona mediada por un estrés agudo.

Los resultados descritos estan en consonancia con estudios previos en los que se
muestran que la lesion de la corteza infralimbica atenua los niveles de corticosterona
inducidos por estrés (Radley et al., 2006) Es interesante destacar que un estudio previo
de nuestro laboratorio usando el mismo protocolo experimental ha mostrado que la
estimulacion de la corteza prelimbica reduce los niveles de corticosterona en respuesta a

estrés agudo (Garrido et al., 2012b). Estos resultados concuerdan con la hipotesis de
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que la cortezas prelimbica e infralimbica tienen un papel contrapuesto en la regulacion
del eje HHA en respuesta a estrés (Radley et al., 2006; Ulrich-Lai & Herman, 2009;
McKlveen et al., 2015) a través de proyecciones indirectas y diferenciadas desde las
cortezas prelimbica e infralimbica sobre el nucleo paraventricular del hipotdlamo

(Radley et al., 2006, 2009).

El mantenimiento de los animales en condiciones de EA potencié el efecto de la
picrotoxina sobre las concentraciones basales de corticosterona. Estos resultados
sugieren que el EA incrementa la capacidad de la corteza infralimbica de controlar el
eje HHA y liberar corticosterona. Sin embargo, este resultado no se debe a la
modificacién de la expresion de las subunidades al y B2 del receptor GABA,4, que
componen la combinacion mas abundante del receptor GABA, en el cerebro de la rata
(McKernan & Whiting, 1996; Farrar et al., 1999). Alternativamente, un aumento en la
excitabilidad cortical podria explicar la mayor activacion de la corteza infralimbica en
animales mantenidos en EA. De hecho, estudios previos han mostrado una correlacion
positiva entre la excitabilidad cortical y la activacion de la CPF (Mueller et al., 2008;

Kaczorowski et al., 2012; Varela et al., 2012).

Recientemente, nuestro laboratorio y otros han mostrado que los animales mantenidos
en EA son menos reactivos frente a estrés (Mora et al., 2007; Segovia et al., 2009;
Garrido et al., 2013; Fernandez-Teruel et al., 2002; Fox et al., 2006). Los resultados del
presente trabajo de investigacion, sugieren que el incremento en la capacidad de la
corteza infralimbica de estimular al eje HHA es un posible mecanismo implicado en la
mejor adaptacion a estrés de los animales enriquecidos. En apoyo de esta posibilidad, se
ha mostrado que una menor reactividad conductual a estrés estd relacionada con una
mayor actividad de la CPF en un modelo de estrés controlado frente a estrés no
controlado (Amat et al., 2005; Baratta et al., 2007). Ademas, un estudio reciente ha
mostrado que el EA incrementa la resistencia de los animales frente a estrés social
mediante el incremento de la actividad de proyecciones eferentes desde la corteza
infralimbica hacia otras areas limbicas (Lehmann & Herkenham, 2011). En linea con
estos resultados, se ha mostrado que un incremento en la excitabilidad de la CPF esta
asociada con un incremento en la facilitacion del proceso de extincion de la memoria
(Mueller et al., 2008; Kaczorowski et al., 2012), lo cual encajaria con los resultados que

muestran una menor latencia de entrada en el test de evitacion pasiva tras la re-
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exposicion 7 dias después del entrenamiento en los animales mantenidos en EA (Figura

R4B).

Modulacion de la memoria emocional por la corteza infralimbica

La inyeccion de muscimol en la corteza infralimbica redujo la latencia de entrada 24
horas después del entrenamiento (shock eléctrico) en el test de evitacion pasiva en
animales control y mantenidos en EA, lo cual indica que la corteza infralimbica facilita
la adquisicion de la memoria aversiva. La estimulacion de la corteza infralimbica con
picrotoxina no increment6 la latencia a las 24 horas tras el shock, sugiriendo un posible
efecto techo en el efecto facilitador de la corteza infralimbica en las condiciones
experimentales del estudio. Estos resultados, junto a estudios previos de nuestro
laboratorio mostrando que la corteza prelimbica inhibe la adquisicién de la memoria
aversiva (Garrido et al., 2012b) apoyan la idea de un papel complementario de las
regiones pre- ¢ infralimbica en el procesamiento de la memoria emocional (Quirk &
Mueller, 2008). Nuestros resultados estin en concordancia con otros estudios de
lesiones en la region infralimbica que muestran una reduccion en la latencia de entrada
usando el mismo test para evaluar la memoria aversiva (Jinks & McGregor, 1997). Es
interesante destacar que las inyecciones de muscimol en la corteza infralimbica
redujeron tanto la concentracion plasmatica de corticosterona incrementada por estrés
como la latencia de entrada en el test de evitacion pasiva lo cual sugiere que ambos
efectos podrian estar relacionados (ver Garrido et al., 2012b). Diversos estudios han
mostrado una correlacién positiva entre la concentracion de corticosterona y la
formacion de memoria aversiva (Roozendaal ef al., 2009a). De acuerdo a estos estudios,
la corteza infralimbica facilitaria la formacion de la memoria aversiva, en parte,

estimulando el incremento de la concentracion de corticosterona.

El EA no modifico significativamente la adquisicion de la memoria aversiva a corto y
largo plazo (3 y 24 horas respectivamente), ni tras la inyeccion de picrotoxina o
muscimol. Estos resultados encajan con los resultados obtenidos del analisis de la
expresion de c-fos (marcador de actividad neuronal). Como se muestra en la tabla 1, el
EA no modificéd la expresion de este marcador en la corteza infralimbica 30 minutos
tras recibir un shock eléctrico. Sin embargo, los resultados obtenidos contrastan con

estudios previos que muestran un incremento de esta memoria emocional en ratones
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mantenidos en condiciones de EA (Leger et al., 2012a; Kazlauckas et al., 2011). Sin
embargo este Ultimo estudio solo encuentra diferencias cuando los animales mantenidos
en EA fueron agrupados en funcién de su respuesta baja o alta frente a estrés; por tanto
seria interesante realizar futuros experimentos para comprobar los efectos del EA sobre
la memoria aversiva en funcion de la variabilidad de la respuesta a estrés en los

animales mantenidos en estas condiciones.

Consideraciones finales

El presente bloque experimental constituye el primer estudio que muestra
concretamente que la estimulacidon/inhibiciéon de la corteza infralimbica modula los
niveles basales y en respuesta a estrés de corticosterona plasmatica y también en la
formacion de memoria aversiva. Estudios en humanos y animales de experimentacion
han relacionado la reduccion de la actividad de la corteza infralimbica (CPF ventral-
medial en humanos) con una respuesta mal-adaptativa a estrés (Pitman et al., 2012;
Likhtik & Paz, 2015). En este contexto, los resultados presentados en este bloque
experimental apoyan la hipotesis de que la region ventral de la CPF contribuye en la
susceptibilidad a estrés mediante alteraciones en la regulacion del eje HHA y en el

procesamiento emocional de la memoria.
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BLOQUE EXPERIMENTAL II

Disfuncion de la CPF medial y modulacion de la respuesta a estrés: efecto del
bloqueo de receptores NMDA en la CPF sobre la liberacion de noradrenalina y

corticosterona en amigdala y sobre la memoria aversiva.

I. Introduccion

Dado el papel de CPF medial en la regulacion de la respuesta a estrés (Amat et al.,
2005; Ulrich-Lai & Herman, 2009), se ha propuesto que la alteracion en la funcion de la
CPF puede ser la base de una respuesta mal-adaptativa a estrés(Moghaddam, 2002;
Thompson et al., 2004; Van Os et al., 2010; Fusar-Poli et al., 2011). Estudios clinicos
han descrito una reactividad exacerbada en respuesta a estrés en pacientes
diagnosticados con esquizofrenia y en individuos denominados de alto riesgo (Soliman
et al., 2008; Van Winkel et al., 2008; Brunelin et al., 2010; Mizrahi et al., 2012;
Devylder et al., 2013); y se ha sugerido una relacion entre la funcion alterada de la CPF
y una mayor sensibilidad frente al estrés que pueden facilitar el desarrollo de psicosis

(Corcoran et al., 2003; Thompson et al., 2004; Van Os et al., 2010; Moghaddam, 2013).

La respuesta a estrés implica la activacion de circuitos cortico-limbicos en los que se
incluyen la CPF y la amigdala. De hecho, se ha descrito que la manipulacion
farmacoldgica de la CPF modula tanto la actividad neuronal de la amigdala como la
activacion del eje HHA en respuesta a estés (Weinberg et al., 2010; Jones et al., 2011;
Garrido et al., 2012b). Ademas, la amigdala recibe proyecciones noradrenérgicas que
proceden mayoritariamente del locus coeruleus y que incrementan la liberacion de este
neurotransmisor en la amigdala en respuesta a estrés (Galvez et al., 1996; Pérez de la
Mora et al., 1997; Mclntyre et al., 2002; Morilak et al., 2005; Chang & Grace, 2013).
Ademas, la noradrenalina interactua en la amigdala con otros moduladores como la
corticosterona, promoviendo la adquisicién y consolidacion de memorias relacionadas
con estimulos aversivos (Roozendaal et al., 2006a; Joéls et al., 2011; de Oliveira et al.,
2013). La CPF modula la formacion y la expresion de memorias aversivas (Izquierdo et
al., 2007; Barsegyan et al., 2010; Sotres-Bayon & Quirk, 2010), lo cual sugiere que la
interaccion entre la CPF y la amigdala regula el procesamiento de la memoria

emocional a largo plazo.
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La hipofuncién de los receptores glutamatérgicos del tipo NMDA es un modelo
experimental utilizado para investigar las alteraciones neurofisiologicas y conductuales
asociadas a la psicosis (Javitt & Zukin, 1991; Jentsch & Roth, 1999; Lahti et al., 2001,
Belforte et al., 2010). Estudios previos publicados en nuestro laboratorio mostraron que
la inyeccion de un antagonista de NMDA en la CPF medial incrementa la liberacion de
dopamina en la amigdala y el nticleo accumbens, asi como una hiperactividad motora en
animales de laboratorio. Este incremento se debe, al menos en parte, a la activacion de
proyecciones eferentes de la CPF (Del Arco et al., 2008, 2011). Ademas la inyeccion de
antagonistas NMDA increment6 la concentracion extracelular de corticosterona en el
hipocampo, lo que indica que los receptores NMDA prefrontales estan involucrados en

la regulacion del eje HHA (Del Arco et al., 2011).

El presente bloque experimental estudia si la alteracion de la actividad de la region
prelimbica de la CPF inducida por la hipofuncién de los receptores NMDA, mediante
inyecciones locales del antagonista NMDA, CPP, cambia los niveles de noradrenalina y
corticosterona en la amigdala en respuesta a estrés y la adquisicion de la memoria
aversiva en un test de evitacion pasiva. Los objetivos concretos del bloque experimental

II son:

2.1 Estudio del efecto de la inyeccion del antagonista de NMDA CPP en la region
prelimbica de la CPF sobre la actividad motora espontanea.

2.2 Estudio del efecto de la inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF sobre
la concentracion extracelular basal y estimulada por estrés de noradrenalina en la
amigdala.

2.3 Estudio del efecto de la inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF sobre
la concentracidon extracelular basal y estimulada por estrés de corticosterona en la
amigdala.

2.4 Estudio del efecto de la inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF sobre

la memoria aversiva en un test de evitacion pasiva.
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II. Diseiio experimental

Los experimentos correspondientes al Bloque experimental II se llevaron a cabo
siguiendo el protocolo experimental que se muestra en la siguiente Figura R9.

Inyeccion
CPF- prelimbica

Objetivo 2.1) ¢
Objetivo 2.2) Experimento de microdialisis
Objetivo 2.3)

Basal Post-CPP Estrés Post-estrés
| | | | | | | |
30 60 90 120 150 180 210 240

* Muestras de microdialisis cada30 minutos para noradrenalina y corticosterona

* Inyeccion enla CPF de CPP (25 y 100 ng)

» Estrés: restriccion de movimiento y colocacion de una pinza en la cola durante los 5
minutos iniciales y finales del periodo de estrés.

* Se realizan experimentos de microdialisis con y sin estrés para medir actividad,
noradrenalinay corticosterona Basal.

Inyeccion Entrenamiento Test 24h
CPF (Shock) (Latencia)
Objetivo 2.4) 1h Test evitacion pasiva

* Inyeccion enla CPF de CPP (25 ng) 1 horaantes del shock.
» Shock (0,6 mA,2s).
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III. Analisis estadistico

Los datos de actividad motora y las concentraciones extracelulares de noradrenalina y
corticosterona en amigdala, se analizaron mediante un ANOVA de dos vias con dos
factores (Tratamiento x Tiempo) con medidas repetidas, analizando por separado los
efectos en condiciones basales (en ausencia del estimulo estresante) y durante estrés; y
un analisis de comparaciones planeadas (analisis a priori). Los datos analizados fueron
la actividad motora en valores absolutos (basal y post-inyeccion) y los incrementos
absolutos de las concentraciones de noradrenalina y corticosterona que se obtuvieron
tras restar la concentracion de los niveles basales (media de las 2 muestras previas a la
inyecciéon en la CPF) a cada una de las muestras post-inyeccion. Los datos
correspondientes a los niveles basales de noradrenalina y corticosterona se analizaron en
valores absolutos. Los datos de la latencia de entrada durante el entrenamiento y durante
el Test 24 h en el test de evitacion pasiva se analizaron mediante un andlisis no

paramétrico test U de Mann-Whitney.
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IV. Resultados

2.1 Efecto de la inyeccion del antagonista de NMDA CPP en la CPF sobre la

actividad motora espontianea.

La figura R10 muestra los efectos de la inyeccion de CPP (25 y 100 ng) sobre la
actividad motora espontanea en condiciones basales (sin estrés) (A) y durante estrés (B).
La actividad motora se mide en las cajas de actividad donde se llevan a cabo los

experimentos de microdialisis.

El ANOVA de dos vias para el analisis de la actividad motora basal mostrd un efecto
significativo del factor Tiempo (Fe o= 4,60; p< 0,001) pero no del factor Tratamiento
(F2.15= 1,96; p= 0,176) ni una interaccion entre ambos factores (Fi290= 1,51; p= 0,135).
El analisis mas detallado de comparaciones planeadas no mostré diferencias
significativas en los niveles basales (pre-inyeccion) de actividad motora de los grupos
experimentales (Vehiculo - CPP 25ng: F; ;5= 0,46; p= 0,509; Vehiculo - CPP 100ng:
Fi.15= 1,05; p= 0,321). El andlisis mostré un incremento significativo de la actividad
motora tras la inyeccién de CPP 100 ng (F; 5= 5,64; p= 0,031) respecto a la actividad
basal (pre-inyeccion), sin embargo no hubo diferencias significativas respecto al grupo
tratado con vehiculo (F; 5= 0,75; p= 0,401) y al grupo tratado con CPP 25 ng (F; ;5=
3,90; p=0,067).

El ANOVA de dos vias para el analisis de la actividad motora durante estrés mostrd un
efecto significativo del factor Grupo (F,20= 4,06; p= 0,033) y del factor Tiempo (Fs 100=
4,57; p< 0,001), pero no mostr6 una interaccion entre ambos factores (Fsgo= 0,94; p=
0,487). El analisis mas detallado de comparaciones planeadas no mostré diferencias
significativas en los niveles basales (pre-inyeccion) de actividad motora en los grupos
experimentales (vehiculo-CPP 25ng: F; 20= 0,06; p= 0,804; Vehiculo-CPP 100ng: F; 5=
1,57; p= 0,225). El analisis mostré un incremento significativo de la actividad motora
tras la inyeccion local de CPP 100 ng (F20= 8,60; p= 0,008) respecto a la actividad
basal (pre-inyeccion) asi como un incremento significativo de la actividad motora tras la
inyeccion de CPP (100 ng) (F;20= 7,62; p= 0,012) pero no del grupo tratado con CPP
(25 ng) (F1.20=0,27; p=0,609) comparados con el grupo tratado con vehiculo.
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A) Actividad motora (basal)

B Vehiculo (4)
1000 1 OCPP25 ng (8)
ECPP 100 ng (6)
800 A #
= 600 1 T |
5 .
3
= 400
Q
=}
@)
200 A
0 T .
Vehiculo CPP25ng CPP 100 ng
B Vehiculo (8)
B) Actividad motora (estrés) BCPP25 ng (9)
®CPP 100 ng (6)
1000 - HHA
» 800 A
=
<
g
2 600 - T
5 1
=]
© 400
200 A
0 . .
Vehiculo CPP25ng CPP 100 ng

Figura R10. Efecto de la inyeccion en la CPF del antagonista NMDA CPP (25 y 100 ng) sobre la
actividad motora espontanea registrada durante los experimentos de microdidlisis. Las barras en blanco
corresponden a la actividad motora basal (pre-inyeccion) respectiva de cada grupo. Los datos (media +
EEM) se presentan en cuentas totales de actividad. El nimero de animales se presenta en paréntesis. “p<
0,05; "p< 0.01 comparado con actividad basal (pre-inyeccién); “p< 0,05 comparado con el grupo de
vehiculo.
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2.2 Efecto de la inyeccion de CPP en la CPF sobre la concentracion extracelular

basal y estimulada por estrés de noradrenalina en la amigdala.

La Figura R11 muestra los efectos de la inyeccion de CPP (25 y 100 ng) en la CPF
sobre la concentracion extracelular basal (sin estrés) (A) y estimulada por estrés (B) de

noradrenalina en la amigdala.

El ANOVA de una via para el andlisis de los niveles basales de noradrenalina (pre-
inyeccion) no mostro diferencias significativas entre los grupos tratados (F»,1;= 0,98; p=
0,477). Las concentraciones extracelulares basales de noradrenalina fueron: Vehiculo =

1,31 £ 0,65 nM; CPP 25 ng= 0,77 + 0,20 nM; CPP 100 ng= 0,70 £ 0,19 nM.

El ANOVA de dos vias para el analisis de los efectos del CPP sobre la concentracion
extracelular basal (sin estrés) de noradrenalina no mostrd un efecto significativo del
factor Tratamiento (F, ;1= 1,47; p= 0,271) ni del factor Tiempo (Fsss= 0,78; p= 0,565)
ni una interaccion entre ambos factores (Fios0= 0,87; p= 0,559). El analisis mas
detallado de comparaciones planeadas no mostro diferencias significativas en la
concentracion extracelular basal de noradrenalina tras la inyeccién de CPP (100 ng)
(Fi1:= L3L;p= 0,276) y de CPP (25 ng) (F, 1= 0,06; p= 0,818) comparado con el
mismo periodo de tiempo (90-240 minutos) en el grupo tratado con vehiculo (Figura

RI11A).

El ANOVA de una via para el andlisis de los niveles basales de noradrenalina (pre-
inyeccion) no mostro diferencias significativas entre los grupos tratados (F; 0= 0,65; p=
0,439). Las concentraciones extracelulares basales de noradrenalina fueron: Vehiculo =

1,54 + 0,27 nM; CPP 25 ng= 1,24 + 0,25 nM.

El ANOVA de dos vias para el analisis de los efectos del CPP sobre la concentracion
extracelular de noradrenalina estimulada por estrés mostrd un efecto significativo del
factor Tiempo (Fsso= 7,71; p< 0,001), pero no del factor Tratamiento (F; ;0= 0,10; p=
0,751) ni la interaccién entre ambos factores (Fsso= 0,44; p= 0,817). El analisis mas
detallado de comparaciones planeadas mostr6 un incremento significativo de la
concentracion extracelular de noradrenalina en la amigdala estimulada por estrés (F; ;o=

14,37; p= 0,003) comparado con los niveles post-inyeccion (periodo 90-120 min) en el
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grupo tratado con vehiculo. La inyeccion de CPP (25 ng) 60 minutos antes del estrés no
modificé la concentracion extracelular de noradrenalina estimulada por estrés en la
amigdala (F; 0= 0,156; p= 0,700) comparada con el grupo tratado con vehiculo (Figura
R11B).

A)Noradrenalina (basal) —@— Vehiculo (3)
200 - ——CPP25 ng (6)
g —&-CPP 100 ng (5)
Inyeccion
150 - prelimbica

!

100 A

50 A

Noradrenalina (% de basales)

30 60 90 120 150 180 210 240

Tiempo (min)

B) Noradrenalina (estrés) —8— Vehiculo (6)

200 1 " ——CPP25 ng (6)

Inyeccion
prelimbica

150 H l

100

Estrés

9]
[e)
1

Noradrenalina (% de basales)

30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo (min)

Figura R11. Efecto de la inyeccion en la CPF del antagonista NMDA CPP (25 y 100 ng) sobre la
concentracion extracelular basal (A) y estimulada por estrés (B) de noradrenalina en la amigdala. La
flecha muestra el momento de la inyeccion. La barra horizontal marca el periodo de estrés agudo (30
minutos). Los datos (media + EEM) se representan en porcentaje respecto a sus correspondientes basales
(periodo 30-60 minutos). El nimero de animales se muestra entre paréntesis. “p< 0,01 comparado con los
niveles post-inyeccion (periodo 90-120 min).
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2.3 Efecto de la inyeccion de CPP en la CPF sobre la concentracion extracelular

basal y estimulada por estrés de corticosterona en la amigdala.

La Figura R12 muestra los efectos de la inyeccion de CPP en la CPF sobre la
concentracion extracelular basal (A) y estimulada por estrés (B) de corticosterona en la

amigdala.

El ANOVA de una via para el andlisis de los niveles basales de corticosterona (pre-
inyeccion) no mostro diferencias significativas entre los grupos tratados (F»,13= 0,87; p=
0,918). Las concentraciones extracelulares basales de corticosterona fueron: Vehiculo =

0,29 £ 0,10 ng/ml; CPP 25 ng= 0,29 £ 0,06 ng/ml; CPP 100 ng= 0,33 £+ 0,09 ng/ml.

El ANOVA de dos vias para el andlisis de los efectos de CPP sobre la concentracion
basal de corticosterona, no mostr6 efectos significativos del factor Tratamiento (F» 3=
1,16; p= 0,342), ni del factor Tiempo (Fses= 0,64; p= 0,662) ni la interaccion entre
ambos factores (Fio¢s= 0,70; p= 0,716). El analisis més detallado de comparaciones
planeadas no mostrd diferencias significativa en la concentracion extracelular basal de
corticosterona tras la inyeccion de CPP (100 ng) (F; 3= 0,768; p= 0,396), y de CPP
(25ng) (Fi.15= 0,10; p= 0,759) comparado con el mismo periodo de tiempo (90-240
minutos) en el grupo tratado con vehiculo. El andlisis tampoco mostré diferencias

significativas entre dosis de CPP (Fy ;3= 2,26; p=0,157) (Figura R12A).

El ANOVA de una via para el andlisis de los niveles basales de corticosterona (pre-
inyeccion) no mostro diferencias significativas entre los grupos tratados (F; ;1= 1,30; p=
0,279). Las concentraciones extracelulares basales de corticosterona fueron: Vehiculo =

0,24 + 0,04 ng/ml; CPP 25 ng= 0,32 + 0,06 ng/ml.

El ANOVA de dos vias para el andlisis de la concentracion de corticosterona estimulada
por estrés en la amigdala mostr6 un efecto significativo del factor Tiempo (F333= 7,54;
p< 0,001), pero no del factor Tratamiento (F; ;= 0,10; p=0,750) ni la interaccion entre
ambos factores (F333= 0,05; p= 0,981). El analisis mas detallado de comparaciones
planeadas mostré un incremento significativo de la concentracion extracelular de
corticosterona en la amigdala estimulada por estrés (F; ;= 5,88; p= 0,033) comparado

con los niveles basales post- inyeccion (periodo 90-120 min) en el grupo tratado con
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vehiculo. La inyecciéon de CPP (25 ng) 60 minutos antes del estrés no modifico
significativamente los incrementos de la concentracion extracelular de corticosterona
estimulados por estrés en la amigdala (F; ;= 0,064; p= 0,804) comparada con el grupo

tratado con vehiculo (Figura R12B).
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Figura R12. Efecto de la inyeccion en la CPF del antagonista NMDA CPP (25 y 100 ng) sobre la
concentracion extracelular basal (A) y estimulada por estrés (B) de corticosterona en la amigdala. La
flecha muestra el momento de la inyeccion. La barra horizontal marca el periodo de estrés agudo (30
minutos). Los datos (media + EEM) se representan en porcentaje respecto a sus correspondientes basales
(periodo 30-60 minutos). El nimero de animales se muestra entre paréntesis. “p< 0,05 comparado con los
niveles post-inyeccion (periodo 90-120 min).
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2.4 Efecto de la inyeccion de CPP en la CPF sobre la memoria aversiva en un test

de evitacion pasiva.

La figura R13 muestra el efecto de la inyeccion de CPP (25 ng) en la CPF sobre la

latencia en un test de evitacidon pasiva.

El test de Mann-Whitney no mostrd diferencias significativa del efecto de la inyeccion
local en la CPF de CPP (25 ng) en la latencia de entrada durante el entrenamiento (Z=
0,02; p= 0,987) comparado con el grupo tratado con vehiculo. La inyeccion de CPP (25
ng) redujo de forma significativa la latencia en el Test 24 h (Z= 2,309; p= 0,020)

comparado con el grupo tratado con vehiculo.

En la grafica insertada en la figura R12 se muestra la distribucion de puntos
correspondientes a los valores de latencia durante el Test 24 h de cada uno de los
animales incluidos en el experimento. En el grupo tratado con vehiculo hubo mas
animales con latencias superiores a 600 segundos (12 de 18 animales) comparado con el

grupo tratado con CPP (25 ng) (4 de 18).
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Figura R13. Efecto de la inyeccion en la CPF del antagonista NMDA CPP (25 ng) sobre la latencia de
entrada en un test de evitacion pasiva y agregado las latencias de entrada durante el Test 24h de cada uno
de los animales (cada punto representa un animal). La linea negra indica el limite maximo de 600 s fijado
para la entrada de los animales. Los datos (media £+ EEM) se muestran como latencia en segundos (s). El
namero de animales se muestra entre paréntesis. p< 0,05, comparado con el grupo de vehiculo.
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V. Discusion

Los resultados mas relevantes obtenidos en el bloque experimental II son:

1) La inyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF no modificd las
concentraciones extracelulares de noradrenalina y corticosterona en la amigdala, en
respuesta a estrés agudo.

2) Lainyeccion de CPP en la region prelimbica de la CPF redujo la latencia de entrada

24 horas tras recibir un shock eléctrico en la patas en un test de evitacion pasiva.

Estos resultados sugieren que la hipofuncion de los receptores NMDA en la CPF
aunque no modifica la actividad de las proyecciones noradrenérgicas a amigdala ni del
eje HHA en respuesta a estrés, si altera el procesamiento de la memoria a largo plazo de

un estimulo aversivo.

Alteraciones de la CPF y respuesta a estrés.

Como se ha mostrado en la seccion de resultados, el estrés agudo incrementd la
concentracion extracelular de noradrenalina y corticosterona en la amigdala de la rata.
Estos resultados estdn en linea con estudios previos que sugieren que el estrés activa
proyecciones noradrenérgicas y dopaminérgicas que llegan a la amigdala asi como el
eje HHA (Galvez et al., 1996; Inglis & Moghaddam, 1999; Bouchez et al., 2012). La
noradrenalina y la corticosterona junto con otros neuro-moduladores, contribuyen en el
procesamiento de estimulos emocionales; anadido a esto, desarrollan una funcién
crucial en la respuesta fisiologica a estrés (Pezze & Feldon, 2004; Morilak et al., 2005;

Roozendaal et al., 2009b).

En este contexto la corteza prelimbica ejerce un control destacado en la regulacion de la
respuesta a estrés (Ulrich-Lai & Herman, 2009; Amat et al., 2005). De hecho, la
manipulacion farmacologica de la actividad de esta region modifica la actividad de
sistemas neurotransmisores en diversas areas limbicas (como la amigdala, el hipocampo
o el ntcleo accumbens) asi como los niveles de corticosterona en plasma en respuesta a
estrés (Doherty & Gratton, 1996, 1999; Del Arco & Mora, 2008a; Weinberg et al.,
2010; Del Arco et al., 2011; Jones et al., 2011; Garrido et al., 2012b). Estudios
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experimentales en animales de laboratorio y estudios clinicos en humanos han sugerido
que una alteracion en la interaccion entre la CPF y la amigdala asi como otras areas
limbicas durante la respuesta a estrés puede producir alteraciones en el procesamiento
de estimulos emocionales y contribuir al desarrollo de enfermedades psiquiatricas como
la esquizofrenia (Thompson et al., 2004; Phillips & Seidman, 2008; Pitman et al., 2012;
Andolina et al., 2013; Anticevic et al., 2013).

La hipofuncion de los receptores glutamatérgicos mediante antagonistas NMDA altera
la funcion de la CPF (Suzuki et al., 2002; Jackson et al., 2004; Burgos-Robles et al.,
2007; Homayoun & Moghaddam, 2005; Kargieman et al., 2007) y produce alteraciones
conductuales en animales de laboratorio que asemejan a algunos de los sintomas
descritos en pacientes con psicosis (Takahata & Moghaddam, 2003). Estudios previos
realizados en nuestro laboratorio han mostrado que el bloqueo de los receptores NMDA
en la CPF produce una hiperactividad cortico-limbica que se refleja conductualmente en
forma de hiperactividad motora. En concreto, la inyeccion en la CPF del antagonista
NMDA CPP, en una dosis relativamente elevada (1 pg) increment6 las concentraciones
extracelulares basales de dopamina y corticosterona en areas limbicas como el nucleo
accumbens, la amigdala y el hipocampo (Del Arco et al., 2008, 2011). En base a estos
estudios, se investigd si una actividad anormal de la corteza prelimbica mediada por
inyecciones locales de CPP puede alterar la actividad del sistema noradrenérgico en la

amigdala y del eje HHA, en respuesta a estrés.

En el presente trabajo de investigacion primero, se seleccion6 una dosis de CPP que no
produjese alteraciones conductuales ni neuroquimicas en condiciones basales, evitando
asi un posible factor de confusion con los efectos del estrés. Puesto que la inyeccion
local en la CPF la dosis de CPP 100 ng produjo un incremento significativo de la
actividad motora aunque no de las concentraciones de noradrenalina y corticosterona en
la amigdala. Se eligio la dosis de CPP 25 ng para los experimentos de estrés. La
inyeccion de CPP 25 ng no modifico el incremento en la concentracion extracelular de
noradrenalina y corticosterona estimulados por estrés en la amigdala. Estos resultados
indican que la reduccion de la actividad de los receptores NMDA en la CPF no modifica
la activacion de las proyecciones del sistema noradrenérgico ni el eje HHA en respuesta
a estrés. Estos resultados estdn en contraste con estudios previos que muestran que la

activacion de la corteza prelimbica con pricrotoxina reduce el aumento de
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corticosterona en plasma inducido por estrés (Garrido et al., 2012b). La inyeccion de
antagonistas NMDA en la CPF activa proyecciones eferentes a areas subcorticales (Del
Arco et al., 2012) por lo que los resultados descritos en esta Tesis sugieren que la dosis
de 25 ng de CPP no es suficiente para activar las proyecciones que regulan la actividad

del eje HHA.

Alteraciones de la CPF y memoria emocional

La inyeccion de CPP 25 ng en la corteza prelimbica produjo una reduccion significativa
de la latencia de entrada en un test de evitacion pasiva. Estos resultados confirman que
la inyeccion del antagonista NMDA CPP (25 ng) en la CPF altera la funcion de esta
region cerebral y sugieren que estos receptores estan involucrados en el procesamiento a
largo plazo de memoria asociada a estimulos aversivos (Gilmartin & Helmstetter,
2010). Aunque bien es cierto que la implicacion de los receptores NMDA en la
memoria emocional puede depender del protocolo experimental (Izquierdo et al., 2007).
Debido a que la interaccion entre la CPF y la amigdala es esencial para la formacion de
memoria emocional (Roozendaal et al., 2009a; Sotres-Bayon & Quirk, 2010; Joéls et
al., 2011; Sierra-Mercado et al., 2011), el efecto del CPP descrito en los resultados
puede implicar a estas dos areas cerebrales. Estos resultados descartan un papel de estos
moduladores en los efectos del CPP en la adquisicion de memoria aversiva. En apoyo a
esta hipdtesis estudios de nuestro laboratorio y de otros han mostrado que la inyeccion
de antagonistas NMDA en la CPF activa proyecciones eferentes a areas subcorticales
(Del Arco et al., 2008, 2011; Nowak et al., 2012). Ademas, la estimulacion de la region
prelimbica de la CPF mediante inyecciones de picrotoxina, antagonista del receptor
GABA, reduce la latencia de entrada en el test de evitacion pasiva (Garrido et al.,
2012b). También es interesante destacar que estudios recientes indican que la
interaccion entre neuronas piramidales e interneuronas en la CPF resulta esencial para la
correcta sincronizacion de la actividad de las primeras y el correcto procesamiento de la

memoria durante un estimulo aversivo (Courtin et al., 2014).

Por otro lado, diversos estudios han mostrado el papel facilitador de la noradrenalina y
los glucocorticoides en la amigdala en relaciéon con la memoria aversiva. De hecho, la
activacion de los receptores de estos moduladores en la amigdala potencia la

adquisicion de memorias aversivas (Roozendaal et al., 2006a; De Oliveira et al., 2013).
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Sin embargo, los resultados del presente trabajo de investigacion han mostrado que la
alteracion de la actividad NMDA de la CPF produce una reduccién en la formacion de
memorias aversivas sin modificar los incrementos de noradrenalina y corticosterona en
respuesta a estrés agudo. Estos resultados descartan por tanto un papel de estos

moduladores en los efectos del CPP en la adquisicion de memoria aversiva.

Alternativamente, otros sistemas neurotransmisores como el glutamato y el GABA, que
son muy importantes en la conexion entre la CPF y la amigdala pueden estar
participando en los efectos del CPP sobre la memoria, aunque no han sido investigados
en este trabajo. De hecho, estudios previos han mostrado que la estimulacion de la CPF
activa proyecciones eferentes glutamatérgicas que llegan a la amigdala y que activan
interneuronas GABA localizadas en la region basolateral o en nucleos intercalados y
que participan en la formacion de memorias aversivas (Rosenkranz & Grace, 2002;
Quirk et al., 2003; Berretta et al., 2005; Likhtik et al., 2005; Andolina et al., 2013).
Teniendo en cuenta estos trabajos, se ha propuesto que la inyeccion local de CPP en la
CPF podria estar modificando la actividad GABA¢érgica en la amigdala a través de
eferencias corticales y en consecuencia, el procesamiento emocional (Nowak et al.,

2012).

Consideraciones finales

En resumen, estos resultados sugieren que la hipofuncion de los receptores NMDA en la
region prelimbica de la CPF es capaz de alterar el procesamiento de la memoria a largo
plazo de estimulos aversivos sin cambiar los parametros de respuesta a estrés
(incrementos de noradrenalina y corticosterona en amigdala) a corto plazo. Una
alteracion en el funcionamiento de la CPF puede facilitar una respuesta aberrante a
estrés y precipitar el inicio de psicosis en pacientes vulnerables (Moghaddam, 2002;
Thompson et al., 2004; Van Os et al., 2010; Fusar-Poli et al., 2011). Asumiendo que la
memoria emocional condiciona la capacidad de los individuos de enfrentarse a
posteriores situaciones de estrés (van Winkel et al., 2008), estos resultados apoyan que
la disfuncion de los receptores NMDA en la CPF pueden contribuir en la vulnerabilidad

de los individuos a los efectos del estrés.
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BLOQUE EXPERIMENTAL III

Cambios a largo plazo en la actividad de la amigdala en respuesta a un estrés
traumatico: estudio del efecto del IFS sobre la actividad motora espontanea y la

transmision noradrenérgica en la amigdala.

I. Introduccion

La exposicion a un estrés de muy alta intensidad puede inducir la sensibilizacion de la
respuesta fisioldgica a una gran variedad de estimulos (estresantes o neutros) durante un
periodo de tiempo extenso (Stam, 2007a, 2007b; Armario et al., 2008). En concreto, se
ha descrito que la exposicion a un estrés traumatico puede desencadenar el desarrollo de
patologias relacionados con trastornos de ansiedad como el TEPT, definido como una
respuesta mal-adaptativa a estrés. EI TEPT se caracteriza por un conjunto de
alteraciones fisioldgicas y conductuales entre los que destacan la ansiedad generalizada
y la hipervigilancia (Rasmussen et al., 2008). En concreto, el desarrollo de la
hipervigilancia se ha asociado con un mecanismo de aprendizaje no asociativo que
implicaria, en parte, la sensibilizacion generalizada de la de la respuesta a novedad y
por tanto de los sustratos neurobiologicos de la que esta respuesta depende (Stam et al.,
2000; Siegmund & Wotjak, 2007a, 2007b; Pamplona et al., 2011). Estudios clinicos en
pacientes de TEPT han mostrado alteraciones estructurales y funcionales en diversas
areas del cerebro como en la actividad de amigdala, la CPF y el hipocampo y han
resultado claves a la hora de relacionarlas con las alteraciones conductuales en dichos
pacientes (Elzinga & Bremner, 2002; Rauch et al., 2006; Etkin & Wager, 2007);
afiadido a ello, un estudio en roedores ha mostrado alteraciones similares en la amigdala
y en la CPF de animales previamente expuestos a un estrés traumatico (Liang et al.,

2014b).

La hiperactividad del sistema noradrenérgico podria estar implicada en el desarrollo y/o
mantenimiento de alguno de los sintomas de TEPT como la ansiedad y la
hipervigilancia (Pitman et al., 2012). De hecho, estudios clinicos han mostrado
incrementos en los niveles plasmaticos de noradrenalina durante la exposicion tanto a
estimulos neutros como asociados al trauma (Blanchard et al., 1991; Liberzon et al.,

1999), asi como una reduccion de los sintomas tras la administracion sistémica de
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farmacos dirigidos a reducir la transmision noradrenérgica (Raskind et al., 2003; Vaiva
et al., 2003; Hoge et al., 2012). En esta misma linea, un estudio en un modelo animal de
TEPT ha mostrado una reduccion de sintomas similar a los descritos en pacientes, tras
la administracion sistémica de farmacos bloqueantes de la transmision noradrenérgica
(Olson et al., 2011). Anadido a ello, también se ha mostrado un incremento en la
actividad del locus coeruleus en respuesta a estrés en animales previamente expuestos a

un estrés traumatico (George et al., 2013).

Sin embargo y hasta la fecha, no se han encontrado estudios que muestren variaciones
en la dindmica de la transmision noradrenérgica en la amigdala, ni hasta que punto una
excesiva actividad noradrenérgica en la amigdala se relaciona con las alteraciones
conductuales descritas en los modelos animales de exposicion a trauma. Ademads estos
cambios en la liberacion de noradrenalina en la amigdala podrian estar mediando en la
inmovilidad en respuesta a novedad producidos por la exposicion a estrés traumatico.
Este conocimiento es fundamental en aras a obtener nuevas herramientas terapéuticas,

farmacologicas u otras, para tratar este sindrome psiquiatrico.

El presente bloque experimenta estudia si la exposicion de los animales a un estrés
traumatico (IFS), produce cambios a largo plazo en la conducta y en la actividad
noradrenérgica en la amigdala. El IFS se ha validado como modelo experimental de
TEPT y su utilizacion estd ampliamente extendida, pues induce alteraciones
conductuales y endocrinas a largo plazo, como la inmovilidad en respuesta a novedad
(considerado como indice de hipervigilancia) (van Dijken et al., 1992a, 1992b;
Liberzon et al., 2005; Geerse et al., 2006; Daviu et al., 2010; Hendriksen ef al., 2010;
Wang et al., 2012). En este bloque experimental también se estudia si los cambios en la
transmision noradrenérgica en la amigdala estan relacionados con la hipervigilancia y si
el mantenimiento de los animales en EA atenia las alteraciones conductuales
producidas por la exposicion de los animales a un estrés traumatico. Los objetivos

concretos del Bloque experimental III son:

3.1 Analisis de la actividad motora espontdnea en respuesta a novedad en animales
control y expuestos a IFS.
3.2 Andlisis de la concentracion extracelular basal y estimulada por estrés de

noradrenalina en la amigdala en animales control y expuestos a IFS.
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3.3

3.4

3.5

3.6

Resultados

Estudio del efecto de la inyeccion del antagonista [1adrenérgico propranolol en la
amigdala sobre la actividad motora espontdnea en respuesta a novedad en
animales control y expuestos a IFS.

Estudio del efecto de la inyeccion del agonistd -adrenérgico clenbuterol y de
noradrenalina en la amigdala sobre la actividad motora espontanea en respuesta a
novedad en animales control.

Estudio de la expresion de ARNm de receptores en la amigdala, la CPF y el
hipocampo de animales control y expuestos a IFS.

Estudio del efecto del EA sobre la actividad motora espontanea en respuesta a

novedad en animales control y expuestos a IFS.
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II. Disefio experimental

Todos los animales utilizados en este bloque experimental fueron divididos inicialmente
en dos grupos experimentales: control y expuestos a IFS (ver apartado 2.2 de material y
métodos) manteniéndose posteriormente durante 7 dias en sus jaulas. A continuacion se
llevaron a cabo los experimentos como se muestra en el siguiente protocolo
experimental de la Figura R14. En el caso de los experimentos correspondientes a los
objetivos 3.2, 3.3 y 3.4 los animales fueron expuestos a IFS después de colocarles los

implantes de microdialisis y microinyecciones correspondientes mediante cirugia.

Objetivo 3.1)

Objetivo 3.5) Test campo abierto Sacrificio/extraccion dreas PCRq-RT

* Testde campo abiertorealizado en oscuridad.
* Sacrificio realizado una semanamas tarde de test campo abierto.

Objetivo 3.2) Experimento de microdialisis

Basal Estrés Post-estrés

| | | | | I I I |
20 40 60 80 100 120 140 160 180

* Muestras de microdialisis cada20 minutos paramedir noradrenalina.
* Estrés: restriccion del movimiento (40 minutos).

Inyeccion
amigdala

Objetivo 3.3)

Objetivo 3.4) 1h Test campo abierto

* Inyeccion local en la amigdala flujo (0,5 pl/minuto) de:
* Propranolol
* Clenbuterol y noradrenalinaen animales control.

Objetivo 3.6) EA Test campo abierto Sacrificio/extraccion

* Mantenimiento en condiciones control/EA durante 2 1 dias.
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III. Analisis estadistico

Los datos del efecto de la exposicion a IFS sobre actividad motora espontanea en campo
abierto se analizaron mediante un ANOVA de dos vias con dos factores (Grupo x
Tiempo) con medidas repetidas; y un andlisis de comparaciones planeadas (analisis a
priori) de la actividad motora durante los 5 primeros minutos del test (se repite para
todos los analisis de la actividad motora). El efecto de la inyeccion del antagonista 3-
adrenérgico propranolol (0,5 pg) sobre la actividad motora espontanea se analizd
mediante un ANOVA de tres vias con 3 factores (Grupo x Tratamiento x Tiempo) con
medidas repetidas. El efecto de las dosis de propranolol (0,1 0,5 y 1,5 pg) sobre
animales expuestos a IFS durante los 5 primeros minutos del test se analizaron mediante
un ANOVA de una via, mientras que el efecto de las inyecciones de agonistas
adrenérgicos clenbuterol y noradrenalina sobre la actividad motora espontdnea de
animales control se analizaron mediante un ANOVA de dos vias (Tratamiento x
Tiempo) con medidas repetidas. El efecto del EA sobre la actividad motora tras la
exposicion a IFS se analiz6 mediante un ANOVA de tres vias con tres factores (Grupo x
Exposicion a Trauma x Tiempo) con medidas repetidas y un analisis de comparaciones
planeadas. Los datos de concentracion extracelular de noradrenalina estimulada por
estrés en amigdala se analizaron como porcentaje respecto a los niveles basales
mediante un ANOVA de dos vias con dos factores (Grupo x Tiempo) con medidas
repetidas, y un andlisis de comparaciones planeadas (andlisis a priori). Los niveles
basales de noradrenalina, en valores absolutos, se analizaron mediante un ANOVA de
una via con la media de las tres muestras basales (periodo 20-60 minutos). Los datos de
expresion de ARNm en la amigdala, la CPF y el hipocampo se analizaron mediante un

test ¢ de Student.
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IV. Resultados

3.1 Analisis de la actividad motora espontanea en respuesta a novedad en animales

control y expuestos a IFS.

La figura R15 muestra los perfiles temporales de la actividad motora horizontal 7 dias

(A) y 28 dias (B) tras la exposicion a IFS.

El ANOVA de dos vias para el analisis de la actividad motora 7 dias tras la exposicion a
IFS mostré un efecto significativo (solo como tendencia) del factor Grupo (F; ;7= 4,44;
p= 0,050) y del factor Tiempo (F, ;37=28,77; p< 0.001) asi como una interaccion entre
ambos factores (F; ;37= 10,33; p< 0,001). El andlisis mas detallado de comparaciones
planeadas mostré una reduccion significativa de la actividad horizontal durante los 5
primeros minutos del test en el grupo expuesto a IFS (F;;7= 92,93; p< 0.001)

comparado con el grupo control (Figura R15A).

El ANOVA de dos vias para el analisis de la actividad motora horizontal 28 dias tras la
exposicion a IFS no mostrd un efecto significativo del factor Grupo (F; 4= 4,14; p<
0,061), pero si del factor Tiempo (F;;,154=15,63; p< 0,001) asi como una interaccion
entre ambos factores (Fijjs4= 6,72; p< 0,001). El andlisis mas detallado de
comparaciones planeadas mostrd una reduccion significativa de la actividad motora
horizontal durante los 5 primeros del test en el grupo expuesto a IFS (F; 14= 75,09; p<

0,001) comprado con el grupo control (Figura R15B).
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A) Actividad horizontal 7 dias post-IFS
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Figura R15. Actividad motora espontanea en respuesta a novedad en animales control y expuestos a
IFS. Perfil temporal de la actividad horizontal y agregado la actividad durante los 5 primeros minutos
del test en animales 7 dias (A) y 28 dias (B) tras la exposicion a IFS. La linea discontinua de las
figuras agregadas refleja una delimitacion (arbitraria) de actividad motora que los animales expuestos
a IFS no superan. Los datos (media + EEM) se muestran como distancia recorrida en centimetros
(cm). El nimero de animales se muestra en paréntesis.  p< 0,001 comparado con el grupo control.
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Control IFS

Figura R16. Ejemplos representativos de la actividad motora durante los 5 primeros minutos en el
campo abierto de animales correspondientes al grupo control y expuesto a IFS 7 dias (A y B) y control
y expuesto a IFS 28 dias (C y D).
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3.2 Concentracion extracelular basal y estimulada por estrés de noradrenalina en

la amigdala en animales control y expuestos a IFS.

La figura R17 muestra los niveles extracelulares basales y estimulados por estrés de

noradrenalina en la amigdala de animales control y expuestos a IFS.

El ANOVA de una via mostré una reduccion significativa (F; o= 14,96; p=0,001) de la
concentracion extracelular basal de noradrenalina en la amigdala de animales expuestos
a IFS, comparado con animales control, como se muestra en la grafica de barras

agregada. Concentraciones extracelular basal de noradrenalina Control= 0,83 + 0,09

nM; IFS= 0,39 £0,07 nM.

El ANOVA de dos vias para el analisis de los efectos de un estrés agudo sobre la
liberacion de noradrenalina mostrd un efecto significativo del factor Tiempo (F5 5=
4,73; p< 0,001), pero no del factor Grupo (F; 9= 3,36; p= 0,083) ni una interaccion
entre ambos factores (Fsos= 1,40; p= 0,230). El andlisis mas detallado de
comparaciones planeadas mostré un incremento significativo de la liberacion de
noradrenalina en respuesta a estrés en el grupo expuesto a IFS (F; 9= 27,48; p< 0,001)
pero no en el grupo control (Fi 9= 1,21; p= 0,290) comparado con sus respectivos
niveles basales de noradrenalina. El analisis también mostré una diferencia significativa
en los efectos del estés sobre la liberacion de noradrenalina en la amigdala de animales
expuestos a IFS (F 10= 6,76; p= 0,018) comparado con el grupo control (periodo 80-120

minutos).
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Figura R17. Liberacion basal y estimulada por estrés de noradrenalina en la amigdala de animales
control y expuestos a IFS. Agregado en grafica de barras se muestran los niveles basales de
noradrenalina. El periodo de estrés (40 minutos) se representa mediante la barra horizontal inferior
negra Los datos (media + EEM) se representan en porcentaje (%) respecto a los niveles basales y en
valores absolutos para los niveles basales. En paréntesis se muestra el nimero de animales. “p< 0,05,
comparado con el grupo control (periodo 80-120 minutos); “7p< 0,001 comparado con el los niveles
basales del grupo control.
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3.3 Efecto de la inyeccion del antagonista [B-adrenérgico propranolol en la

amigdala sobre la actividad motora espontinea en respuesta a novedad en

animales control y expuestos a IFS.

Las figuras R18 y R19 muestran el efecto de la inyeccion local en la amigdala del
antagonista B-adrenérgico propranolol, sobre la actividad motora horizontal durante 60

minutos (Figura R18) y durante los 5 primeros minutos del test (Figura R19) en

animales control y expuestos a IFS.

El ANOVA de tres vias para el analisis de los efectos de la inyeccion local en la amila
de propranolol (0,5 pg) mostr6 un efecto significativo del factor Grupo (F;20=9,36; p=
0,005) y del factor Tiempo (F;;1319=49,83; p< 0,001), pero no del factor Tratamiento
(F120=1,84; p= 0,186). El andlisis mostr6 una tendencia de interaccion los factores
Grupo y Tratamiento (F; 2= 3,64; p= 0,066), un efecto significativo entre los factores
Tratamiento y Tiempo (F;1319=1,93; p< 0,035) y entre los factores Grupo y Tiempo
(F11.319=3,15; p< 0,001), y una interaccion significativa entre todos los factores (Fi;319=
4,48; p< 0,001). El andlisis mas detallado de comparaciones planeadas mostré en los
grupos tratados con vehiculo, una reduccion significativa de la actividad motora en el
grupo de animales expuestos a IFS (F;29= 29,39; p< 0,001) comparado con el grupo
control. El analisis también mostré que la inyeccion local en la amigdala de propranolol
(0,5 pg) contrarrestd significativamente la reduccion de la actividad motora horizontal
producida por la exposicion a IFS (F;2= 19,36; p< 0,001) En animales control, la
inyeccion de propranolol (0,5 pg) redujo significativamente la actividad motora
horizontal (Fj2= 11,78; p= 0,002) comparado con el grupo control tratado con
vehiculo. (Figura R19A).

El ANOVA de una via para el andlisis de los efectos de la inyeccion local en la
amigdala de los animales expuestos a IFS de propranolol (0,1 0,5 y 1,5 pg) durante los
5 primeros minutos del test mostr6 un incremento significativo de la actividad
horizontal con propranolol (1,5 ug) (Fi26= 6,78; p= 0,015) pero no de propranolol (0,1
ug) (Fi26= 3,79; p= 0,062) comparados con el grupo de animales expuestos a IFS
tratados con vehiculo. El andlisis no mostré diferencias significativas en la actividad

motora de los animales tratados con propranolol (1,5 pg) comparados con el grupo
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tratado con propranolol (0,5 pg) (Fi26= 0,51; p= 0,480) ni con el grupo de propranolol
(0,1ng) (F126= 0,77; p=0,388).

La Figura R19B muestra la dispersion de los valores de actividad motora representados
en la Figura R19A. Destaca la homogeneidad tanto del grupo control como el grupo IFS

tratado con vehiculo.

Actividad horizontal Control
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——Propranolol0,5 pg (8)

21000 1 IFS
L2 —A— Vehiculo (8)
<
.'g 800 - —A—Propranolol0,1pg (7)
§ —aA—Propranolol0,5ug (9)
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g
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200 A

0 T T T T T T T T T T T 1
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Figura R18. Actividad motora espontanea en respuesta a novedad en animales control y expuestos a
IFS tras la inyeccion en la amigdala de propranolol (0,1, 0,5 y 1,5 ug). La inyeccion tiene lugar 1 hora
antes del test. Los datos (media £ EEM) se representan como distancia recorrida en centimetros (cm).
El nimero de animales se muestra entre paréntesis.
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Figura R19. Efecto de la inyeccion en la amigdala de propranolol (0,1 0,5 y 1,5 pg) sobre la reduccion
de actividad motora horizontal producida por la exposicion a IFS en los 5 primeros minutos del test
(A). Dispersion de los valores de actividad motora de cada animal (cada punto representa un animal)
durante los 5 primeros minutos del test (B). La inyeccion tiene lugar 1 hora antes del test. Los datos
(media + EEM) se representan como distancia recorrida en centimetros (cm). El numero de animales
se muestra entre paréntesis. ~ p< 0,001 comparado con el grupo control, "p<0,05, *p<0,01
comparados con sus respectivos grupos tratados con vehiculo.
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Control IFS

Figura R20. Ejemplos representativos de la actividad motora durante los 5 primeros minutos en el
campo abierto de animales control y expuestos a IFS tratados con vehiculo (A y B) y propranolol (Cy
D) 1 hora antes del test.
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3.4 Efecto de la inyeccion del agonista B-adrenérgico clenbuterol y de

noradrenalina en la amigdala sobre la actividad motora espontinea en

respuesta a novedad en animales control.

Las Figuras R21 y R22 muestran ¢l efecto de la inyeccion local del agonista [3-
adrenérgico clenbuterol (30 ng) y de noradrenalina (1 pg) sobre la actividad motora
horizontal durante 60 minutos en un campo abierto (Figura R21) y durante los 5

primeros minutos de actividad en el test (Figura R22) en animales control.

El ANOVA de dos vias para el andlisis de los efectos de la inyeccion local en la
amigdala de clenbuterol y noradrenalina mostr6 un efecto significativo del factor
Tiempo (Fi1176= 50,54; p< 0,001), pero no del factor Tratamiento (F, ;¢= 1,24; p=
0,315) ni una interaccion entre ambos factores (Faz,176= 1,54; p= 0,067). El andlisis mas
detallado de comparaciones planeadas no mostro diferencias significativas en la
actividad motora durante los 5 primeros minutos del test tras la inyeccion de clenbuterol
(F1.16= 0,59; p= 0,452) ni de noradrenalina (F; ;6= 0,003; p= 0,956) comparados con el

grupo control tratado con vehiculo.

La Figura R22B muestra la dispersion de los valores de actividad motora representados

en la Figura R212.
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Figura R21. Actividad motora espontdnea en respuesta a novedad en animales control tras la
inyeccion en la amigdala de clenbuterol (30 ng) y noradrenalina (1 pg) en animales control. La
inyeccion tiene lugar 1 hora antes del test. Los datos (media + EEM) se representan como distancia
recorrida en centimetros (cm). El nimero de animales se muestra entre paréntesis.
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Figura R22. Efecto de la inyeccidn local en la amigdala de clenbuterol (30 ng) y noradrenalina (1 pg)
sobre la actividad motora horizontal en animales control durante los 5 primeros minutos del test (A).
Dispersion de los valores de actividad motora de cada animal (cada punto representa un animal). La
inyeccion tiene lugar 1 hora antes del test. Los datos (media £ EEM) se representan como distancia
recorrida en centimetros (cm). El nimero de animales se muestra entre paréntesis.
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3.5 Expresion de ARNm de receptores en la amigdala, la CPF y el hipocampo de

animales control y expuestos a IFS.

La Figura R23 muestra los niveles de ARNm obtenidos mediante PCRq-RT de los
receptores -adrenérgicos (subtipos B1 y B2), receptores de glucocorticoides (GR y MR)
y receptor de cannabinoides (CB1) en la amigdala (A), la CPF (B) y el hipocampo (C)

de animales control y expuestos a IFS.

El test ¢ de Student para el analisis de la expresion de ARNm en la amigdala de
animales expuestos a IFS no mostré diferencias significativas en los niveles de B1 (¢7=
1,77; p= 0,095), B2 (t16= 0,12; p= 0,908), GR (#;5= 1,68; p= 0,114), MR (#;4= 0,28; p=
0,784) y CB1 (#;6= 0,54; p= 0,595), comparados con el grupo control.

El test ¢ de Student para el analisis de la expresion de ARNm en la CPF de animales
expuestos a [FS no mostré diferencias significativas en los niveles de Bl (z;5= 0,91; p=
0,378), ni del receptor B2 (#14= 2,03; p= 0,062); sin embargo, mostré una reduccion
significativa en los niveles de expresion de ARNm de los receptores GR (¢16= 2,83; p=
0,012) y MR (t;6= 3,05; p= 0,008) asi como del receptor CB1(¢;6= 2,18; p= 0,044),

comparados con el grupo control.

El test ¢+ de Student para el analisis de la expresion de ARNm en el hipocampo de
animales expuestos a IFS mostr6é un incremento en la expresion de ARNm del receptor
Bl (t13= 2,52; p= 0,026) y B2 (t15= 2,25; p= 0,043); pero no mostré diferencias
significativas en los niveles de ARNm de GR (#1,= 1,66; p=0,124) y MR (#,4= 0,28; p=
0,784) ni en el receptor CB1 (4= 0,71; p= 0,487), comparados con el grupo control.
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Figura R23. Efecto de la exposicion a IFS sobre la expresion de ARNm de receptores adrenérgicos 1
y B2, receptores de glucocorticoides GR y MR y receptor CB1 en la amigdala (A), la CPF medial (B)
y el hipocampo dorsal (C) de la rata. Los datos (media + EEM) se muestran en unidades arbitrarias. El
numero de animales se muestra en paréntesis. p< 0,05; " p< 0,01 comparado con el grupo de animales
control.
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3.6 Efecto del EA sobre la actividad motora espontanea en respuesta a novedad en

animales control y expuestos a IFS.

Las figuras R24 y R25 muestran el efecto del mantenimiento de los animales en EA
(durante 21 dias) sobre la actividad motora horizontal durante 60 minutos (Figura R23)
y durante los 5 primeros minutos del test (Figura R24) en animales control y expuestos

IFS.

El ANOVA de tres vias para el andlisis de los efectos del EA sobre la actividad motora
horizontal en animales expuestos a IFS mostr6 un efecto significativo del factor Grupo
(F138=30,77; p< 0,001), del factor Trauma (F;33=4,76; p= 0,035) y del factor Tiempo
(F1.418=35,91; p< 0,001) asi como la interaccion entre los factores Grupo y Trauma
(F138= 4,20; p= 0,047), los factores Grupo y Tiempo (F;415= 4,07; p<0,001) y los
factores Trauma y Tiempo (F;415= 12,23; p< 0,001) y una interaccion entre todos los
factores (F 415= 1,88; p= 0,406). El analisis més detallado de comparaciones planeadas
de la actividad motora durante los 5 primeros minutos del test mostré que el IFS redujo
de forma significativa la actividad motora en los animales mantenidos en condiciones
control (F;3s=41,60; p<0,001) y en animales mantenidos en condiciones de EA (F; 35=
26,19; p< 0,001), comparados con sus respectivos controles (animales no expuestos a
IFS y mantenidos en condiciones control y de EA respectivamente). El andlisis no
mostrd diferencias en la actividad motora entre los animales mantenidos en condiciones
de EA y animales control expuestos a IFS (F; 3s= 2,16; p= 0,150). Por ultimo, el EA no
modificé la actividad motora de los animales durante los 5 primeros minutos del test

(F1.38=1,50; p=0,228), comparado con el grupo control (Figura R25A).

La Figura R25B muestra la dispersion de los valores de actividad motora representados
en la Figura R25A. Destaca la mayor variabilidad individual mostrada por el grupo de
animales expuestos a IFS y posteriormente mantenidos en EA, de manera que 5 de 14
animales presentaron una actividad motora en el rango de la observada en el grupo EA.
Por el contrario, la actividad motora de todos los animales del grupo control expuesto a

IFS fue menor a la observada en los animales del grupo no expuesto.
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Figura R24. Actividad motora espontanea en respuesta a novedad (28 dias tras la exposicion a IFS) en
animales control y mantenidos en EA durante 21. Los datos (media £ EEM) se muestran como
distancia recorrida en centimetros (cm). El nimero de animales se muestra en paréntesis.
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Figura R25. Efecto del mantenimiento en EA durante 21 dias sobre la reduccion en la actividad
horizontal durante los 5 primeros minutos del test producida por la exposicion a IFS(A). Dispersion de
los valores de actividad motora representados en la figura A (B). Cada punto representa a cada uno de
los animales. Los datos (media + EEM) se muestran como distancia recorrida en centimetros (cm). El
namero de animales se muestra en paréntesis.  p< 0,001 comparado con los grupos de animales no
expuestos a IFS.
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IFS IFS+ EA

Figura R26. Ejemplos representativos de la actividad motora durante los 5 primeros minutos en el
campo abierto de animales mantenidos en condiciones control (A y C) y de EA (B y D) expuestos 28
dias antes a IFS. Los ejemplos representativos de los grupos mantenidos en condiciones control
pueden observarse en la figura R15 control y expuesto a IFS (figuras C y D, respectivamente).
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V. Discusion

Los resultados mas relevantes del presente bloque experimental fueron:

1) Laexposicion a IFS redujo la actividad motora durante los 5 primeros minutos del
test de campo abierto a largo plazo (7 y 28 dias).

2) La exposicion a IFS increment6 la concentracion extracelular estimulada por
estrés de noradrenalina en la amigdala. Sin embargo, redujo la concentracién
extracelular basal de noradrenalina en amigdala.

3) La inyeccion local de propranolol (antagonista -adrenérgico) en la amigdala
contrarrestd la reduccion de la actividad motora producida por la exposicion a
IFS.

4) La exposicion a IFS alter6 la expresion de ARNm de diversos receptores
(receptores adrenérgicos Bl y B2, receptores de glucocorticoides GR y MR, y
receptor cannabionide CB1) en las principales areas que regulan la respuesta a

estrés (CPF, hipocampo y amigdala).

Estos resultados sugieren que la exposicion a IFS produce una sensibilizacion de las
proyecciones noradrenérgicas desde el locus coeruleus dirigidas a la amigdala, que es
responsable, al menos en parte, de la inmovilidad en respuesta a novedad (considerado

como un indice de hipervigilancia).

Efecto de la exposicion a IFS sobre la actividad motora en respuesta a novedad

Como se ha mostrado en la seccidn de resultados la exposicion a IFS redujo la actividad
motora en respuesta a novedad durante los 5 primeros minutos del test de campo
abierto, sin embargo, no se aprecian diferencias en la actividad motora durante el resto
del test. Estos resultados muestran que la exposicion a IFS no produce una
hipoactividad generalizada y coinciden con estudios previos en los que sugieren que la
inmovilidad frente a la novedad podria considerarse como un indice de ansiedad,
comparandolo con los sintomas de hipervigilancia observados en pacientes con TEPT
(van Dijken et al., 1992a, 1992b; Pijlman & van Ree, 2002; Stam et al., 2002; Geerse et
al., 2006; Hendriksen et al., 2010; Pamplona et al., 2011). Se ha sugerido que esta
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inmovilidad en respuesta a novedad podria ser resultado de una generalizacion de
memoria frente a la novedad, a través de asociacion del estimulo traumatico con el
ambiente novedoso en el que ocurrid y encajarian con el menor nimero de entradas en
el brazo oscuro en un test en cruz elevado (Radulovic et al., 1998; Daviu et al., 2010b).
Sin embargo, resultados de inmovilidad similares han sido descritos en otros estudios
que emplean el modelo de exposicion a depredador como estrés traumatico (Campos et
al. 2013; Wang et al. 2012), en los que el animal tiende a permanecer mas tiempo (y a
entrar mas veces) en los brazos cerrado en el test en cruz elevado (Cohen et al., 2003,

2006).

Una de las principales criticas a esta alteracion conductual es que podria representar un
sintoma de indefension aprendida, mas caracteristico de modelos de depresion. Sin
embargo, tanto los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral como los mostrados por
estudios previos (van Dijken et al., 1992b; Stam et al., 1995; Pijlman and & Ree, 2002)
han mostrado que la inmovilidad en respuesta a novedad tiene lugar al inicio del test
durante los 5-10 primeros minutos, por lo que no produce una hipoactividad
generalizada. Por tanto, este hallazgo descarta tanto un efecto inespecifico del IFS sobre
el sistema locomotor como alteraciones conductuales relacionadas con modelos de
depresion (Liberzon et al., 2005). Afadido a ello, los modelos de depresion que generan
indefension aprendida, requieren un tipo de estrés en donde haya més episodios o cuya

duracion sea mayor que la empleada en el modelo de IFS (Liberzon et al., 2005).

La ausencia de variabilidad en la inmovilidad en respuesta a novedad mostrada en los
resultados podria resultar contradictoria respecto a la incidencia del TEPT en humanos
(en torno al 8% mundial). Sin embargo, algunos estudios han mostrado un incremento
de la incidencia del TEPT en grupos poblacionales de riesgo (poblaciones en guerra,
mujeres y menores), y también en funcién de la intensidad del trauma, elevandose hasta
tasas del 40 % (de Jong et al., 2001; Olaya et al., 2015). Por otra parte, las condiciones
experimentales en las que se desarrollan estos estudios implican una estandarizacion y
homogeneizacion tanto de las condiciones de vida previa, como durante el desarrollo
experimental, asi como la homogeneizacion de las condiciones del estimulo traumaético,
que permiten la obtencion de resultados mas homogéneos, pero que sin embargo no
reflejan la mayoria de las circunstancias que rodean una experiencia traumatica en

humanos. Diferentes grupos de investigacion han desarrollando modelos experimentales
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para el estudio de los posibles mecanismos neurales y moleculares implicados en la
variabilidad en el desarrollo y mantenimiento de los sintomas de TEPT (Lebow et al.,

2012; Cohen et al., 2012).

Efectos de la exposicion a IFS sobre la actividad noradrenérgica en la amigdala

La concentracion extracelular de noradrenalina en respuesta a estrés moderado
(restriccion del movimiento 40 minutos) fue mayor en la amigdala de los animales
expuestos a IFS. Estos resultados sugieren una mayor actividad de las proyecciones
noradrenérgicas del locus coeruleus a la amigdala en animales IFS, y apoyan a estudios
previos en los que muestran una alteracion en la funcion de neuronas del locus en ratas
previamente expuestas a un estimulo traumatico (George et al., 2013). Anadido a esto,
otros estudios han mostrado una sensibilizacién del sistema noradrenérgico tras la
exposicion de los animales de experimentacion a estrés cronico (Irwin et al., 1986;
Adell et al., 1988; Nisenbaum et al., 1991; Jedema & Grace, 2003). En el presente
bloque experimental también se ha mostrado una reduccioén en los niveles basales de
noradrenalina en animales expuestos a IFS; estos resultados contrastan con los
mostrados en un estudio previo midiendo la concentracion de noradrenalina en tejido
(Hendriksen et al., 2010), sin embargo concuerdan con otros estudios que muestran una
reduccion de la actividad noradrenérgica en condiciones basales en el locus coeruleus
(George et al., 2013) y se ha sugerido podrian ser consecuencia de una adaptacion
mediada por auto-receptores a2 que actian modulando la liberacion de noradrenalina

(Aghajanian & VanderMaelen, 1982; Strawn & Geracioti, 2008).

Estudios previos han mostrado incrementos de noradrenalina (empleando el contenido
de noradrenalina en homogeneizados de areas cerebrales) en la CPF, el hipocampo
(Wilson et al., 2014), asi como un incremento en la tasa de recambio en la amigdala
(analizando la concentracion de metabolitos de noradrenalina) (Tsuda et al., 1986) en
animales previamente expuestos a trauma. A diferencia de estos estudios, nuestros
resultados muestran por primera vez variaciones en la dindmica de la transmision
noradrenérgica en la amigdala debido a la experiencia del IFS, y constituyen una
evidencia directa que apoya la hipotesis de una sensibilizacion del sistema

noradrenérgico tras la exposicidon a una experiencia traumatica.
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Por otra parte, no se observan cambios en la liberacion de noradrenalina en amigdala en
respuesta a estrés en animales control, a pesar de que estos han sido descritos
anteriormente empleando distintos estimulos estresantes (Tanaka et al., 1991; Galvez
1996, McIntyre et al., 2002). Estas diferencias pueden deberse a diferencias en la
intensidad del estimulo estresante siendo el empleado por el presente estudio mas
moderado. De hecho, se han descrito variaciones en los incrementos de noradrenalina
en amigdala en funcion de la intensidad del estimulo estresante (shock eléctrico) que
reciben los animales (Quirarte ef al., 1998); Ademas, estos experimentos se realizaron
durante el periodo de actividad (fase oscura) de los animales, en donde se ha
demostrado que el estrés agudo genera una menor respuesta del eje HHA (Retana-
Marquez et al., 2003). Otra posibilidad reside en el hecho de que la manipulacion
experimental de los animales (cirugia, habituacion al experimentador exposicion al test
de evitacion pasiva...) puede estar relacionada con una desensibilizacion en respuesta a
un estimulo estresante de similar naturaleza, aunque los mecanismos de accién no estan

claros (Armario et al., 2004, 2008).

Alteraciones conductuales de la exposicion a IFS y hiperactividad noradrenérgica

en la amigdala.

Teniendo en cuenta el incremento de liberacion noradrenérgica producido por la
exposicion a IFS, se investigd si estos cambios podrian estar mediando en la
inmovilidad en respuesta a novedad producidos por la exposicion a IFS. La inyeccion
local en la amigdala del antagonista P-adrenérgico propranolol, contrarrestd la
inmovilidad en respuesta a novedad de animales expuestos a IFS. Estos resultados
apoyan estudios previos en animales que muestran una reduccion de la respuesta
excesiva a sobresalto (otro sintoma relacionado con hipervigilancia) tras la inyeccion
sistémica de farmacos que actuan como bloqueantes de la transmision noradrenérgica
(Olson et al., 2011). Diversos autores, basados en evidencias indirectas, han implicado
una excesiva actividad noradrenérgica en la amigdala como posible responsable, al
menos en parte, del desarrollo y persistencia de alguno de los sintomas de
hipervigilancia y ansiedad en el TEPT (Southwick et al., 1993,1999a,1999b; Strawn &
Geracioti, 2008; Pitman et al., 2012).
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Es importante destacar que el efecto del propranolol en animales IFS no es un efecto
inespecifico de la droga. La inyeccion local de propranolol en animales control tuvo un
efecto contario al obtenido en animales IFS ya que redujo significativamente la
actividad motora en respuesta a novedad. Estos resultados confirman que el efecto del
propranolol sobre la reduccion de la inmovilidad en respuesta a novedad de animales
IFS se debe al bloqueo de la excesiva transmision noradrenérgica en la amigdala de
estos animales y constituyen una evidencia directa de la implicacion de una excesiva
transmision noradrenérgica en la amigdala como responsable de las alteraciones

conductuales producidos por el IFS.

Para comprobar si el incremento de la transmision noradrenérgica en la amigdala, por si
solo, en ausencia de un estimulo traumatico puede ser responsable de la conducta de
inmovilidad observada, se llevaron a cabo inyecciones locales en la amigdala de
agonistas adrenérgicos en animales control. Como se muestra en el apartado 3.6 de la
seccion de resultados, las inyecciones locales tanto de clenbuterol (agonista adrenérgico
que estimula preferentemente a receptores f2) como de noradrenalina, no modificaron
la actividad motora en respuesta a novedad de estos animales. Estos resultados son
interesantes, puesto que sugieren que un incremento de la actividad noradrenérgica en la
amigdala no es suficiente para inducir los sintomas de hipervigilancia y que por tanto
son necesarias la alteracion de componentes post-sinapticos de la transmision
noradrenérgica o de otros neurotransmisores en la amigdala (Harada et al., 2008;
Pitman et al., 2012; Bailey et al., 2013). Afiadido a esto, también podrian ser necesaria
la alteracion de la propia transmision noradrenérgica en otras regiones cerebrales de

esos animales (Pitman et al., 2012; Arnsten ef al., 2015).

En este contexto, se evaluo la expresion de ARN de los receptores B1 y 2 asi como de
los receptores de glucocorticoides GR y MR y del receptor de endocannabinoides CB1
en la amigdala de animales expuestos a IFS. Como se muestra en la seccion de
resultados. La exposicion a IFS no produjo cambios en la expresion ARNm de estos
receptores medidos en la amigdala de los animales expuestos a IFS. Estos resultados
sugieren en primer lugar, que los que los sintomas de hipervigilancia (inmovilidad
frente a novedad) producidos por el incremento de la actividad noradrenérgica en la

amigdala no estan mediados por un incremento en la expresion de receptores P-
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adrenérgicos en la amigdala de estos animales. Tampoco se observaron diferencias
significativas en los niveles de GR y MR en esta areas, lo cual coincide con estudios
previos en los que se muestran alteraciones morfoldgicas en las neuronas de amigdala,
sin cambios en la expresion de estos receptores (Cui et al., 2008). Por el contrario, se ha
descrito una reduccion en los niveles de expresion de ARNm de receptores CB1 en la
amigdala de animales previamente expuestos a un depredador natural (Campos et al.,
2013a). Sin embargo, no se puede concluir que las alteraciones conductuales del IFS no
se deban a la alteracion en los receptores estudiados en la amigdala, ya que no se han

medido cambios en la expresion proteica o en su funcionalidad..

Junto al estudio en la amigdala, también se evalud la expresion de los receptores Bl y
B2, GR y MR y CBI en la CPF y el hipocampo. En la CPF, la exposicion a IFS redujo
(aunque no de manera significativa) la expresion de ARNm de Bl y B2, y ademas
redujo de forma significativa la expresion de GR y CBI1 en esta region cerebral. La
alteracion en la expresion en estos receptores en la CPF resulta interesante, pues se ha
descrito que la funcion del receptor CB1 y la interaccion con GR facilitan la inhibicion
del eje HHA (Hill & Tasker, 2012) y de la amigdala, finalizando asi la respuesta a estrés
y reduciendo sintomas de ansiedad (McLaughlin ef al., 2014). En concordancia con
otros resultados que describen una menor actividad de la CPF en estudios con animales
previamente expuestos a trauma (Liang et al., 2014), nuestros resultados sugieren que
una reduccion de la funcidn de estos receptores podria estar relacionada con una menor
capacidad de esta regién para modular la actividad del eje HHA y de la amigdala en

respuesta a estrés.

En el hipocampo, la exposicion a IFS increment6 la expresion de ARNm de receptores
ol y B2 y se ha sugerido que este incremento puede estar relacionado con el incremento
en la transmision noradrenérgica responsable de alteraciones conductuales de tras la
exposicion a un estrés traumatico (O’Donnell et al., 2004). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en la expresion de GR, MR o CBIl en el
hipocampo de animales expuestos a IFS. Estos resultados contrastan con otros estudios
que muestran incrementos en la expresion de GR (Wang et al., 2012; Ganon-Elazar &

Akirav, 2013; Korem & Akirav, 2014; George et al., 2015) y los han relacionado con el
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incremento en la respuesta de retroalimentacion negativa descrita en modelos animales

de exposicion a trauma y pacientes de TEPT (Yehuda, 2006a).

Efecto del EA sobre la inmovilidad en respuesta a novedad producido por la

exposicion a IFS

El EA reduce los efectos del estrés moderado y dichos estudios han mostrado cambios
conductuales producidos por el EA (ver introduccién y bloque experimental I). Se ha
propuesto el modelo de EA como un posible tratamiento de patologias relacionadas con
desordenes de ansiedad como el TEPT (Hendriksen ef al., 2010) para probar la eficacia
de tratamientos alternativos a los farmacologicos que en este sindrome/trastorno

resultan parcialmente eficaces y en grupos reducidos de pacientes.

El mantenimiento de los animales en EA 21 durante dias tras la exposicion a IFS no
contrarrestd los efectos de inmovilidad producidos por la exposicion a trauma. Estos
resultados sugieren que el EA no tiene efecto sobre las alteraciones conductuales
producidas por IFS. En contra, otros investigadores han mostrado que el mantenimiento
en condiciones de EA normaliza la inmovilidad producida por la exposicion a IFS
(Hendriksen et al., 2010, 2012). Sin embargo, y al igual que estos estudios previos, el
mantenimiento de los animales en EA aumento la variabilidad individual de actividad
motora en respuesta a novedad en los animales previamente expuestos a IFS (5 de 14
animales, lo que constituye un 36% de animales con una conducta similar a los no
expuestos a IFS). Esta mayor variabilidad individual contrasta con los resultados
mostrados por animales expuestos a IFS en los apartados anteriores donde la actividad
motora de todos los animales fue menor a la del grupo control (no expuesto). Debido a
esta gran variabilidad en el grupo de animales en EA y a nuestro reducido tamaio
muestral el posible efecto del EA reduciendo la inmovilidad inducida por el IFS no
alcanza la significacion estadistica en nuestro pardmetro de conducta. Seria interesante
analizar qué mecanismos neurobioldgicos determinan esta variabilidad y, en
consecuencia, la recuperacion o no de las alteraciones conductuales provocadas por la

exposicion al IFS.
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Consideraciones finales

En resumen, estos resultados sugieren que la alteracion en la respuesta ante la novedad
de los animales expuestos a IFS depende, al menos en parte, de una excesiva
transmision noradrenérgica en la amigdala. Sin embargo, el aumento de esta actividad
noradrenérgica no es condicion suficiente para inducir dicha alteracion conductual. Una
posible explicacién, surge a partir de los resultados que muestran cambios en la
expresion de receptores de noradrenalina y otros sistemas neurotransmisores en la CPF
y en el hipocampo, lo cual implicaria a estas areas junto a la amigdala en el desarrollo
y/o mantenimiento de las alteraciones conductuales producidas por el IFS. Ademas
estos resultados apoyarian a estudios previos en los que se muestra la necesidad de un
periodo de incubacion de entre 1 y dos semanas para alcanzar la maxima hiper-
reactividad en respuesta a novedad, lo cual sugiere la existencia de alteraciones a nivel
de plasticidad de conexiones y encajaria con nuestros resultados (van Dijken et al.,
1992a; Servatius et al., 1995). En linea con este hallazgo, la exposicioén a IFS produce
una respuesta de inmovilidad ante la novedad a los 7 y 28 dias tras la exposicion.
Afadido a esto, el mantenimiento de los animales expuestos a IFS en condiciones de
EA incrementa la variabilidad en la respuesta a novedad, lo que sugiere que el EA

puede emplearse como un modelo de tratamiento no farmacologico del TEPT.
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Discusion general de resultados

1. CPF y regulacion de la respuesta a estrés a corto y largo plazo.

La CPF juega un papel fundamental en la flexibilidad conductual, que permite a los
organismos adaptarse de manera 6ptima a cambios en el entorno. La region medial de la
CPF actia como un regulador fundamental de la respuesta a estrés, integrando la
funcion de diversas dreas cerebrales y generando un respuesta conductual adaptativa y
dependiente del contexto (Ulrich-Lai & Herman, 2009; Gonzalez et al., 2013;
McKlveen et al., 2015). Sin embargo, no se conoce con detalle como la CPF lleva a

cabo este proceso de regulacion.

Los resultados del bloque experimental I de la presente Tesis Doctoral muestran que la
region ventral de la CPF (corteza infralimbica) juega un papel facilitador de la actividad
del eje HHA, potenciando la liberacion de corticosterona en plasma durante la respuesta
a un estrés agudo. Estos resultados, ponen en relieve el papel especifico que juega esta
region de la CPF en la modulacion del eje HHA, y ademas apoyan la hipdtesis de una
funcion parcelada y complementaria de la CPF donde la region ventral facilita y la
dorsal inhibe la activacion del eje HHA ante un estimulo estresante (Radley et al., 2006,
2012; Ulrich-Lai & Herman, 2009; Garrido et al., 2012b). Estos resultados contrastan
sin embargo con los obtenidos en el bloque II de la presente Tesis Doctoral en los que la
activacion de la corteza prelimbica mediante inyecciones del antagonista de receptores
de NMDA CPP, no modificé la liberacion de corticosterona inducida por estrés. Esta
diferencia puede ser debida a que la dosis de 25 ng de CPP no es suficiente para activar

las proyecciones que regulan la actividad del eje HHA.

Los resultados de los bloques I y II también aporta datos relevantes respecto a la
modulacién de la adquisicion de memoria emocional por parte de la CPF. En concreto,
se ha mostrado que cambios en la actividad de las cortezas infralimbica y prelimbica
producen una alteracion de la memoria aversiva a largo plazo cuando son evaluados a
través de un test de evitacion pasiva. En particular, la inhibicion de la corteza
infralimbica mediante inyecciones de muscimol redujo la memoria a largo plazo,
sugiriendo que esta region potencia la adquisicion de la mejoria aversiva. Este hallazgo
estd en concordancia con otros estudios de lesiones en la region infralimbica usando el
mismo test conductual para evaluar la memoria aversiva (Jinks & McGregor, 1997). Por

el contrario, la estimulacion de la corteza prelimbica mediante inyecciones de CPP
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redujo la memoria a largo plazo. En un estudio previo del laboratorio se describié que la
estimulaciéon de la CPF prelimbica mediante inyecciones de picrotoxina reduce la
memoria en el test de evitacion pasiva (Garrido ef al., 2012b). Estos ultimos resultados
sugieren que la region prelimbica de la CPF tendria un papel inhibidor de la
consolidacion de la memoria de estimulos aversivos. En conjunto, los resultados
muestran que las dos subregiones de la CPF, infralimbica y prelimbica juegan un papel
complementario en la regulacion de la adquisicion de la memoria emocional. Esto

sugiere

La regulacion ejercida por la CPF de la respuesta del eje HHA a estrés a corto y largo
plazo va a ser determinante en la adaptacion fisioldgica o en la respuesta mal-adaptativa
al estrés. Los cambios en la liberacion de corticosterona al torrente circulatorio en
respuesta a estrés pueden modular la actividad neuronal en diversas areas del cerebro y
alterar la conducta (Reul & de Kloet, 1985; de Kloet et al., 2008). Ademas, estudios
recientes han mostrado que la corticosterona junto a otros moduladores como la
noradrenalina liberados durante estrés agudo en la amigdala, actian como facilitadores
del almacenamiento de la memoria a largo plazo (Roozendaal et al., 2006b, 2009b;
Schwabe et al., 2012) lo que convierte a la amigdala en un érea clave para la
adquisicion y consolidacion de la memoria emocional (Roozendaal et al., 2009a). Sin
embargo la inyeccion de CPP en la CPF redujo la memoria a largo plazo sin modificar
la reactividad del eje HHA ni de las proyecciones noradrenérgicas a la amigdala en
respuesta a estrés. Esto sugiere que esta alteracion de la memoria emocional no depende
de este sistema neurotransmisor ni tampoco que la corticosterona parezca estar
implicado en este déficit de memoria. Por tanto, otros moduladores o vias neuronales
entre la CPF y la amigdala o entre la CPF y otras areas distintas de la amigdala serian
responsables del efecto de la inyeccion del CPP en la consolidacion de la memoria

emocional (Yang & Liang, 2014).

En resumen, los resultados obtenidos en estos estudios respaldan la idea de que la CPF
contribuye a la regulacion de la respuesta a estrés por su papel tanto en la regulacion del
eje HHA como en el procesamiento emocional; y apoyan la hipdtesis de que la
alteracion funcional de esta area cerebral puede ser la responsable de la una respuesta
estrés aberrante que precipite los sintomas de psicosis en individuos vulnerables a esta

patologia.
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2. Noradrenalina, amigdala y estrés traumatico.

La noradrenalina en amigdala lleva a cabo diversas funciones, aunque se ha destacado
su implicacion en la regulacion de la respuesta a estrés, y en la modulacion de la
memoria emocional. Debido a estas funciones, se ha relacionado una alteracion en la
actividad noradrenérgica con el desarrollo de patologias psiquiatricas como la psicosis y

el TEPT (Galvez et al., 1996; Southwick et al., 1997, 1999b; Roozendaal et al., 2009a).

En el bloque III de la presente Tesis Doctoral se ha empleado el modelo de IFS para
investigar la relacion entre las alteraciones conductuales producidas por la exposicion a
un estrés traumatico y la transmision noradrenérgica en amigdala. El IFS produce una
reduccion en la actividad motora espontanea en respuesta a novedad que han sido
utilizados como indice de ansiedad para estudiar la hipervigilancia (Hendriksen et al.,
2010; Kinn Red et al., 2012; Liberzon et al., 2005; van Dijken et al., 1992a,1992b).
Como se ha descrito en la seccion de resultados, los animales expuestos a estrés
traumatico mostraron una alteracion a largo plazo de la transmision noradrenérgica en la
amigdala en paralelo con la alteracion de la respuesta motora ante la novedad. Ademas
la inyeccion de antagonistas -adrenérgicos en la amigdala de animales expuestos a
estrés traumatico contrarrestd la inmovilidad en respuesta a novedad de dichos
animales. Estos resultados, apoyan resultados previos que muestran una reduccioén de
las alteraciones conductuales y psicologicas producidas por la exposicion a estrés
traumatico tras la administracion sistémica de farmacos bloqueantes de la transmision
noradrenérgica (Raskind et al., 2003; Vaiva et al., 2003; Hoge et al., 2012;Olson et al.,
2011) y constituyen una evidencia directa que apoya la implicacion de una
hiperactividad noradrenérgica en la amigdala como factor clave en el mantenimiento de

alguna de las alteraciones conductuales asociadas a la exposicion a estrés traumatico.

La exposicion a un estrés traumatico puede producir alteraciones neurofisiologicas a
largo plazo que se traducen en alteraciones conductuales que afectan a la capacidad de
los individuos para adaptarse al medio cambiante en el que viven (Likhtik & Paz, 2015)
lo que conlleva el posible desarrollo de enfermedades psiquiatricas como el TEPT
(Pitman et al., 2012). Los modelos animales de exposicion a estrés traumatico han
mostrado alteraciones conductuales a largo plazo similares a las descritas en pacientes

de TEPT y apuntan a la amigdala como principal implicado en el desarrollo y
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mantenimiento de dichas alteraciones. Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral
apoyan el papel de la amigdala en el mantenimiento de los sintomas del TEPT, sin
embargo, otras areas del cerebro, como la CPF y el hipocampo, también estan
implicadas en las alteraciones del estrés traumatico (O’Donnell ef al., 2004). De hecho,
la alteracion en la expresion de receptores en la CPF y el hipocampo de los animales
expuestos a IFS apoyan la hipdtesis esta hipdtesis y podrian estar relacionadas con las
alteraciones funcionales y estructurales descritas en estas areas en pacientes de TEPT

(Koenigs et al., 2008; Koenigs & Grafman, 2009; Pitman et al., 2012).

3. Enriquecimiento ambiental y estrés

El EA se ha descrito como un factor ambiental que induce cambios neurofisioldgicos
que inducen una menor reactividad a estrés e incrementa la capacidad de adaptacion
frente a estimulos aversivos (van Praag et al., 2000; Larsson et al., 2002). En este
contexto los resultados obtenidos en el bloque experimental I sugieren que el EA
potencia el control que ejerce la corteza infralimbica sobre el eje HHA, apoyando la
hipotesis que asocia el incremento en la actividad de esta region cerebral en animales
EA como responsable de la menor reactividad a estrés en estos animales (Fernandez-
Teruel et al., 1997; Zimmermann et al., 2001; Schrijver et al., 2002; Mora et al., 2007,
Segovia et al., 2009; Sztainberg et al., 2010). Otros estudios en consonancia con esta
hipotesis son los que demuestran que el incremento de la resistencia a estrés de tipo
social por parte de los animales mantenidos en EA es dependiente de las proyecciones
de la corteza infralimbica sobre areas limbicas (Lehmann & Herkenham, 2011). En esta
linea, varios estudios apoyando esta hipotesis han asociado el incremento de la
excitabilidad de la corteza infralimbica con el incremento de la extincion de la memoria
aversiva (Mueller et al., 2008; Kaczorowski et al., 2012), lo cual encajaria con los
resultados obtenidos de reduccion de la latencia de entrada en animales de EA tras la re-

exposicion al el test de evitacion pasiva.

El modelo de EA esté siendo investigado como tratamiento de patologias psiquiatricas
relacionadas con el estrés como el TEPT (Hendriksen et al., 2010) dado que el
tratamiento farmacologico de esta patologia no es muy efectivo (Stein et al., 2006, Stein
et al., 2007; Steckler & Risbrough, 2012). Los resultados de la presente Tesis Doctoral

concuerdan con los obtenidos en estudios previos que muestran una tendencia a la
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reduccion de las alteraciones conductuales de los animales mantenidos en EA tras la
exposicion a IFS (Hendriksen et al., 2010, 2012). Es interesante que el mantenimiento
de los animales en EA aumentara la variabilidad individual de actividad motora en
respuesta a novedad en los animales previamente expuestos a IFS. Esta variabilidad
mimetiza lo observado en pacientes de TEPT tras la terapia cognitivo-conductual, lo
que permitiria estudiar los mecanismos neurobioldgicos de la respuesta a la terapia
psicoldgica. Por tanto, el EA seria un modelo adecuado para ampliar el conocimiento de

como funciona la terapia psicologica usada en pacientes de TEPT (Linden, 2006).

4. Interaccion corteza prefrontal-amigdala-HHA: adaptacion y mal-adaptacion a

estreés.

En las tltimas décadas estudios clinicos y en animales de experimentacion han puesto
énfasis en el estudio de la interaccion entre areas del cerebro para los cambios
neurofisioldgicos que permiten generar respuestas adaptativas frente a estrés (Hermans
et al., 2011, 2014; Livneh & Paz, 2012; Cho et al., 2013; Klavir et al., 2013). Estos
estudios proponen que las alteraciones en esta interaccion pueden producir respuestas
mal-adaptativas que conllevan el desarrollo de patologias psiquiatricas (Shin et al.,
2006; Cohen et al., 2006; Bremner et al., 2008; Del Arco & Mora, 2009; Kim &
Whalen, 2009; Meyer-Lindenberg, 2010; Hayes et al., 2012; Likhtik & Paz, 2015).

La figura D1 ilustra la interaccion funcional entre la CPF, la amigdala y el eje HHA de
la que depende, en buena medida, la respuesta adaptativa a estrés y que ha sido objeto
de investigacion en esta Tesis Doctoral. El incremento de corticosterona producidos por
estrés estd modulado por la CPF, que ademds modula la memoria dependiente de la
amigdala. A su vez, la memoria dependiente de la amigdala depende de los incrementos
de los incrementos de corticosterona producidos por estrés. Sin embargo, tanto el estrés
traumatico como el crénico, pueden alterar la funcion y por tanto la interaccion
funcional entre estas areas cerebrales, lo que puede conllevar el desarrollo de
enfermedades psiquiatricas como el TEPT. Asi por ejemplo, el IFS produce alteraciones
conductuales que son reflejo a su vez una alteracion de la actividad noradrenérgica en la
amigdala. El estrés traumatico implica la alteracion en otras areas cerebrales a tenor de
las alteraciones en la expresion de ARNm de diversos sistemas neurotransmisores y

moduladores en la CPF, hipocampo de los animales expuestos a IFS y que podrian
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deberse, en parte, a cambios epigenéticos. En este contexto, como se muestra en la
figura superior, el EA se ha propuesto como un paradigma de resistencia a estrés ya que
reduce la respuesta neuronal y conductual frente a estrés, alterando la transmision
neuroquimica en las areas que conforman los circuitos cerebrales anteriormente

descritos (Fox et al., 2006; Segovia et al., 2009; Mora et al., 2012).

/N

HHA

Figura D1. Representacion esquematica de las interacciones funcionales estudiadas en la Tesis Doctoral
que interaccionan y participan en la regulacion de la respuesta a estrés. La actividad de estas interacciones
puede verse afectada ante estimulos estresantes moderados generando una respuesta adaptativa a estrés.
Sin embargo, el estrés traumatico puede producir alteraciones en la actividad de estas areas y por tanto en
la funcionalidad entre los circuitos que se traducen en una respuesta mal-adaptativa estrés y pueden
conllevar el desarrollo de patologias psiquiatricas como la psicosis y el TEPT. El EA es otro factor
ambiental que puede modificar la funcionalidad entre estos circuitos y se ha destacado por su papel en la
induccién de resistencia frente al estrés.
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Conclusiones

La corteza infralimbica juega un papel facilitador de la activacion del eje HHA en

respuesta a estrés y del procesamiento emocional de estimulos aversivos.

El EA potencia el control que ejerce la corteza infralimbica sobre el eje HHA y la

liberacion de corticosterona.

La hipofuncion de los receptores NMDA en la CPF altera el procesamiento a largo
plazo de la memoria de estimulos aversivos. Este déficit de memoria no esta
mediado por cambios en la activacion de proyecciones noradrenérgicas a la

amigdala ni del eje HHA en respuesta a estrés.

La exposicion a estrés traumatico produce una inmovilidad en respuesta a novedad
a los 7 y 28 dias tras la exposicion a IFS, que seria andloga a los sintomas de

hipervigilancia observados en pacientes con TEPT.

La alteracion en la respuesta ante la novedad en los animales expuestos a IFS
depende, al menos en parte, de una excesiva transmision noradrenérgica en la
amigdala. Sin embargo, el aumento de la actividad noradrenérgica en la amigdala

no es condicién suficiente para inducir dicha alteracion conductual.

El IFS cambia la actividad noradrenérgica y de otros sistemas neurotransmisores en
el hipocampo y la CPF, lo que indica que otras areas cerebrales, ademas de la
amigdala, contribuyen al desarrollo y/o mantenimiento de las alteraciones

conductuales producidas por el IFS.

El mantenimiento de los animales expuestos a IFS en condiciones de EA
incrementa la variabilidad en la respuesta a novedad, lo que sugiere que el EA

puede emplearse como un modelo de tratamiento no farmacologico del TEPT.

Las alteraciones en la interaccion entre la CPF, la amigdala y el hipocampo,
producen respuestas mal-adaptativas al estrés (modificacion de la actividad del eje
HHA y del sistema noradrenérgico) que conllevan el desarrollo de patologias

psiquiatricas como el TPET.
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