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Resumen

Estudios previos han puesto de manifiesto en rata que la administracién de anfetamina
seguida inmediatamente después de la exposicion a distintas situaciones de estrés reduce la
activacion del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HPA), asi como la hiperglucemia (indice
de activacion del sistema simpatico-médulo-adrenal) causada por los estimulos estresantes. El
efecto se localiza a nivel de SNC. Los objetivos de la presente tesis han sido ampliar el estudio
de la interaccion entre estrés y anfetamina y, sobre todo, demostrar que el metilfenidato
(MPH), el psicoestimulante de uso mayoritario en el tratamiento del trastorno de déficit de
atencion e hiperactividad (TDAH), es también capaz de reducir, a dosis terapéuticamente
relevantes, la respuesta biologica y conductual al estrés de tipo emocional.

Los estudios se han realizado en ratas macho adultas (2-3 meses de edad), excepto en un
experimento destinado a comparar los efectos del MPH en animales jovenes y adultos. Los
resultados con la anfetamina indican, de acuerdo con los datos previos, que la droga reduce de
forma dosis dependiente la respuesta fisioldgica a la natacién forzada. Pero ademas, esta
interaccién negativa entre los dos estimulos también acttia en el sentido contrario, de tal
manera que la exposicion al estrés reduce la activacion del eje HPA causada por la anfetamina.
En una serie de experimentos posteriores con el MPH hemos demostrado que el farmaco por
si mismo no afecta al eje HPA, pero como la AMPH, es capaz de reducir la respuesta
fisioldgica al estrés (natacion forzada) cuando el firmaco se administra inmediatamente antes
del estrés. El efecto es evidente a nivel de SNC (expresion del gen del CRF, el principal factor
regulador del eje HPA), se manifiesta tanto en animales jévenes como adultos y es también
observable cuando el firmaco se administra 30 min antes de la exposicion al estrés. Los efectos
protectores del MPH se observan no solo a nivel fisioldgico sino también conductual en una
tarea activa de evitacion-escape, con una mejora de la eficacia del aprendizaje y un menor
condicionamiento del miedo al contexto. Considerados en conjunto, los resultados muestran,
por vez primera, un efecto protector del MPH frente a los efectos del estrés, lo que tiene
importantes implicaciones clinicas.



Summary

Previous studies evidenced in rats that amphetamine administration immediately after the
exposure to different stressors decreases the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis (HPA), as well as the hyperglycemia (index of activation of the sympathetic medullary
adrenal axis) caused by exposure to stress. The effect is located at the CNS level.

The purposes of the present Thesis have been to extend the study of the interaction between
stress and amphetamine and specially to demonstrate that methylphenidate (MPH), the most
used stimulant in the treatment of the attention deficit- hyperactivity disorder (ADHD), is
also able to reduce, at relevant therapeutic doses, the biological and behavioral response to
emotional stress.

The studies have been conducted in male adult rats (2-3 months of age), except in one
experiment aimed to compare the effects of MPH in young and adult animals. Results with
amphetamine indicate, in agreement with previous data, that the drug reduces in a dose-
dependent way, the physiological response to the forced swim. But, moreover, this negative
interaction between both stimuli also acts in the opposite manner, in a way that the exposure
to stress reduces the HPA activation caused by amphetamine. In a series of experiments
conducted with MPH we have demonstrated that the drug by itself does not modify the HPA
axis, but, in the same way than amphetamine, is able to reduce the physiological response to
stress (forced swim) when the drug is given immediately before stress. The effect is evidenced
at the CNS level (CRF gene expression, the main factor that regulates the HPA axis), is
observed in both young and adult animals and it is also detected when the drug is
administered 30 min before exposure to stress. The protective effects of MPH are observed
not only at the physiological level but also at the behavioral level in a two-way active
avoidance/escape task, with an improvement in the learning and with lower levels of
contextual fear conditioning. All together, the results show, for the first time, a protective
effect of MPH in front of the effects of stress, having important clinical implications.



“Cuando se tiene que esperar, se tiene que esperar”
“En la vida, todo es una metdfora”

Haruki Murakami

A mi Padre
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1. Concepto de estrés y respuesta neuroendocrina general

Considerado como una de las enfermedades de nuestro tiempo, dados el ritmo, los requerimien-
tos, las ambiciones y el estilo de vida contemporaneos, estar expuesto a estrés significa hoy en dia
experimentar situaciones capaces de alterar fisiologica o psicolégicamente a un individuo. El es-
tar “estresado” es considerado sindnimo de enfermedad fisica o mental. Es asi como una reacciéon
fisiologica natural desde el punto de vista individual ha pasado a ser considerada una reaccion
patologica desde el punto de vista colectivo. Esto ha provocado un enorme interés y aumento de
la informacién disponible en la literatura acerca del estrés y de su vinculacion con las funciones
cognitivas y las emociones. Por otro lado, la posibilidad de atenuar farmacologicamente la res-
puesta al estrés ante situaciones patoldgicas como el estrés post-traumatico (PTSD) o el estrés
crénico es objeto de gran interés, aunque las opciones terapéuticas disponibles no son del todo
adecuadas o eficaces.

Walter Cannon, basandose en el concepto “Milieu Interieur” de Claude Bernard, defini6 el con-
cepto de homeostasis a principios del siglo XX como el mantenimiento del equilibrio fisiologico
interno a pesar de las perturbaciones causadas por los cambios en el medio ambiente Destaco
ademads al sistema simpatico-medulo-adrenal (SMA) como clave para el mantenimiento de la
homeostasis, al observar cambios en este sistema ante la exposicion a diferentes situaciones de
emergencia como frio, dolor o hemorragia. También introdujo el concepto de reacciéon de alarma
o de “lucha-huida” (figth or fligth) ante situaciones amenazantes. No definid el concepto de “es-
trés” directamente pero si se refirié a agentes externos que ponian en peligro el equilibrio ho-
meostatico de los organismos (Goldstein y McEwen, 2002; Goldstein y Kopin, 2007).

A partir de 1936 Hans Selye definié y popularizé el concepto de estrés como “la respuesta no
especifica del organismo frente a cualquier demanda sobre él”. Puso en evidencia que la exposicion
a diversas situaciones adversas fisicas daba lugar a una respuesta estereotipada comun que incluia
pérdida de peso, hipertrofia adrenal, ulceracion gastrointestinal y reduccion del tamano del timo.
Denomind a este cuadro general como un “sindrome general de adaptaciéon” que se desarrollaria
en tres etapas, primero una “reaccion de alarma” caracterizada por una descarga adrenérgica del
SMA, luego una “etapa de adaptacion o resistencia” donde entrarian en juego cambios fisiologi-
cos adaptativos y por ultimo una “etapa de agotamiento” si la situacidn estresantes perdurara,
llevando a la muerte del organismo en cuestion. (Goldstein y Kopin, 2007). Posteriormente, Selye
definid la diferencia entre “stress”y “stressor”, adjudicando al primer término la respuesta ines-
pecifica del organismo frente a un desequilibrio causado por un estimulo estresante y al segundo
al agente que da lugar a ese desequilibrio. Actualmente la terminologia mas apropiada distingue
entre estimulo estresante (stressor), estrés (stress, estado del organismo) y respuesta de estrés
(respuesta del organismo) (Armario, 2006a).

Mientras que Cannon hizo especial énfasis en la participacién del SMA para el mantenimiento
de la homeostasis, Seyle lo hizo en el sistema hipotalamo-hipofisario-adrenal (HPA), adjudican-
dole un papel relevante a los glucocorticoides de la corteza adrenal en los cambios fisiologicos
que se producian frente a situaciones adversas. Esa liberaciéon de glucocorticoides no solo con-
tribuiria a los cambios adaptativos del organismo, sino que en determinadas condiciones podria
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ser responsable de patologias asociadas al estrés. Consideramos a estos dos autores fundamenta-
les para comprender lo que hoy entendemos como estrés.

A mediados del siglo XX, Richard Lazarus comenz6 a desarrollar sus teorias centradas en el estrés
psicoldgico, afirmando que el estrés psicoldgico es una relacion particular entre el individuo y el
entorno que es evaluado por éste como amenazante o desbordante de sus recursos y que pone en
peligro su bienestar (Lazarus y Folkman, 1986). Por consiguiente las situaciones estresantes solo
se perciben como amenazadoras, peligrosas e incontrolables si sobrepasan las estrategias de
afrontamiento individuales previa evaluacion cognitiva de éstas, y que esa evaluacion puede ser
consciente o no (Lazarus, 1993). La respuesta a una situacion estresante estaria determinada por
el procesamiento cognitivo de la situacion (appraisal) y por las estrategias de afrontamiento (co-
ping styles), es decir, por el repertorio conductual utilizado por el sujeto para escapar de la fuente
de experiencias aversivas o para reducir el impacto de la situacion. En animales se han definido
dos tipos de estrategias de afrontamiento: las proactivas (o activas) y reactivas (o pasivas) en
funcion de la conducta desarrollada frente a la situacién (Koolhaas et al, 1999). El modo en que
se evalta y afronta una situacion estresante puede modificar las consecuencias que esa situacion
acarrea. Tener o no tener control efectivo sobre la situacion parece ser un factor crucial en la
aparicion de numerosos efectos negativos del estrés (Korte, 2005). Actualmente, estd bien reco-
nocido, que la exposicion a un estimulo estresante severo o una exposicion crénica, particular-
mente cuando no son previsibles o se perciben como incontrolables, pueden causar a largo plazo
una enorme variedad de efectos psicologicos, contribuyendo de esta manera al desarrollo de des-
ordenes neuropsiquiatricos (Hollon, Burgento y Phillips, 2015).

La respuesta a un estimulo estresante agudo es generalmente adaptativa, beneficia al individuo y
es potencialmente critica para su supervivencia (Hollon, Burgento y Phillips, 2015). Aun asi, la
idea popular de que el estrés es perjudicial deriva de la evidencia de que una respuesta exagerada
o duradera parece estar ligada a alteraciones fisioldgicas y psicolédgicas, lo que ha generado un
enorme interés por el estudio e investigacion del estrés. Las situaciones estresantes pueden influir
en la aparicion y desarrollo de problemas cardiovasculares (Wiersma et al, 1993; Guerra et al
2015), trastornos del suefio (Kant el al, 1995), depresion (Yang et al, 2015), alteraciones de la
conducta alimentaria (Brambilla et al, 2001), predisposicion a desarrollar Alzheimer (Johansson
et al, 2013), esquizofrenia (Walker el al, 2008, Raune et al, 2009) o consumo de drogas (Piazza y
Le Moal, 1997; Mantsch et al, 2015), entre otras patologias. Se estima que en el afo 2020, los
trastornos neuropsicoldgicos sustituyan en importancia a las enfermedades infecciosa en los ma-
pas de salud global y que, las enfermedades psiquidtricas y neuroldgicas podrian aumentar su
participacion en la carga de morbilidad mundial total casi en un 50%, lo que representa un por-
centaje de crecimiento superior al de las enfermedades cardiovasculares (Aguil6 et al, 2015).

Sterling y Eyre definieron el concepto de “alostasis” a fines de la década de los 80 basandose en
la regulacion cardiovascular y haciendo referencia a la idea de que el mantenimiento de la ho-
meostasis frente a los cambios internos o externos requiere del cambio continuo en ciertas va-
riables reguladoras. McEween (2000) utiliz6 este concepto aplicado al campo del estrés: la idea
basica es que el mantenimiento de la estabilidad en ciertos variables criticas como pH, presion
osmotica, niveles de glucemia o temperatura depende de un gran numero de factores (v.g. niveles
hormonales), factores que se ven continuamente alterados en distintas condiciones fisiologicas y
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también en respuesta a estimulos estresantes. El costo de mantener esos parametros en situacio-
nes de estrés se denomina “carga alostdtica”. Si dicha carga es grande y se prolonga en el tiempo
da lugar a consecuencias patologicas vinculadas con el estrés. Recientemente, McEwen (2015)
considera que la respuesta fisioldgica de adaptacion incluye no solo los ejes HPA y SMA, sino
también a sus interacciones no-lineales con los sistema metaboélico e inmune (pro y anti-infla-
matorios). Alostasis, carga alostatica y sobrecarga alostatica son conceptos bioldgicos mas preci-
sos que estrés para describir la adaptacion o mala adaptacidn a estimulos estresantes.

No hay consenso en la literatura sobre la definiciéon mas adecuada del término estrés. En nuestro
laboratorio, consideramos la definicién de Vigas (1984) como la mas apropiada. Entiende por
estrés la situacion creada en el organismo por la exposicion a agentes (estimulos estresantes) que
puedan alterar real o simbolicamente la integridad del organismo. Dicha respuesta, desarrollada
en el curso de la filogenia, tiene como objetivo mantener el equilibrio homeostatico frente a una
perturbacion real o simbdlica capaz de poner en peligro su integridad, que no puede afrontarse
con los mecanismos homeostaticos normales.

Muchos autores han analizado el concepto “estrés”. Algunos (Mason, 1971; Pacak and Palkovits,
2001), criticando la idea de “no especificidad” propuesta por Selye; otros como Weiss y Maier
(Weiss 1972; Maier y Watkins 2005) atribuyendo a la falta de control y a lo impredictible de la
situacion un peso critico en los cambios y efectos negativos de la exposicion a situaciones estre-
santes. De hecho una de las revisiones del tema destaca la necesidad de definir el concepto de
estrés en base a la percepcion de las situaciones aversivas como incontrolables e impredecibles
mads que sobre la base de las respuestas tipicas como la liberacion de glucocorticoides (Koolhaas
etal, 2011).

En la actualidad se reconocen dos tipos basicos de estimulos estresantes, sistémicos y emociona-
les, aunque muchos poseen propiedades de ambos (mixtos). Los estimulos sistémicos represen-
tan una auténtica amenaza homeostatica que es reconocida a través de vias sensoriales somaticas,
viscerales o circunventriculares. Son ejemplos los cambios pronunciados en el tono cardiovascu-
lar, la hipoxia y la hipoglucemia, asi como sefiales quimicas y humorales indicadoras de infeccion
o inflamacion. También podrian incluirse algunos farmacos y las drogas de abuso. Los estimulos
emocionales, anticipatorios o procesativos no causan una alteracion homeostatica directa. Inclu-
yen los de tipo social (derrota social, aislamiento o privaciéon materna), el miedo a situaciones
desconocidas o un peligro inminente (presencia de depredador, exposiciones orales ante publico
desconocido, miedo a volar). Representan situaciones en las que el organismo desarrolla una
respuesta anticipatoria de una posible alteraciéon homeostatica. Esta respuesta puede ser innata
para una especie (reconocimiento de un depredador, peligro asociado a las alturas o a los espacios
abiertos) o adquirida por condicionamiento clasico (aprendizaje basado en asociaciones de esti-
mulos). Por altimo los estimulos mixtos tienen caracteristicas de ambos, siendo en muchos casos
de naturaleza emocional con algin componente fisico, entre ellos nado forzado, choque eléctrico
o inmovilizacion. El balance entre la componente emocional y la fisica puede cambiar segtin las
condiciones particulares. Por ejemplo el choque eléctrico de gran intensidad puede provocar do-
lor, inflamacién y dafo, pero a baja intensidad puede considerarse como un estimulo bésica-
mente emocional.
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Los estimulos estresantes, independientemente de su naturaleza son procesados y evaluados en
el SNC. En términos evolutivos, es posible que la activacion de los ejes SMA y HPA apareciera
primero como respuesta a estimulos estresantes sistémicos y posteriormente para responder a
estimulos estresantes emocionales. La respuesta al estrés se desarrollé a partir de sistemas fisio-
légicos muy involucrados en la regulacion cardiovascular y metabdlica; aunque esta por deter-
minar estos dos sistemas juegan un papel adaptativo frente a todo tipo de situaciones de estrés
(Armario, 1998). Cuando estos dos ejes se activan frente a una situacion particular es muy pro-
bable que nos encontremos frente a una situacion de estrés, aunque esta idea ha sido ocasional-
mente cuestionada (Koolhaas et al, 2011).

Las sefales asociadas a los de tipo sistémicos se reciben en neuronas localizadas en areas despro-
vistas de barrera hematoencefalica como los 6rganos circunventriculares o en neuronas de los
nervios vegetativos a través de los cuales la informacion llegaria al nucleo del tracto solitario
(NTS) y posteriormente a otras areas como el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN). Es-
tas poblaciones neuronales activadas son restringidas y en gran medida diferentes en funcién del
tipo particular de estimulo sistémico (Kovdcs et al, 2005; Pacak y Palkovits, 2001). En cambio,
los estimulos emocionales muestran una gran similitud aparente en el patrén general de activa-
cién (Armario, 2006a), procesandose en zonas limbicas corticales y subcorticales desde las cuales
se enviaria la informacion a dreas efectoras como el PVN, la sustancia gris periacueductal (PAG)
y las neuronas preganglionares del sistema nervioso vegetativo, especialmente las simpaticas lo-
calizadas en la médula espinal.

La diferencia fundamental entre las dos categorias de estimulos estresantes se pone claramente
de manifiesto en un estudio utilizando c-fos como marcador de activaciéon neuronal (Li et al,
1996). En él se realiz6 una seccion unilateral del tronco encefélico y se estudi6 la induccién de c-
fos en respuesta al choque eléctrico o a la administracion de interleuquina 1P (IL-1p). Ante el
choque eléctrico hubo una disminucion de la expresion de c-fos en la zona ipsilateral a la lesion
en el NTS y una expresion similar en las zonas contralateral e ipsilateral del PVN; ante la admi-
nistraciéon de IL-1p hubo una disminucion de la expresion en la zona ipsilateral del PVN y una
expresion similar en ambos lados del NTS. Esto indica claramente que un estimulo predominan-
temente emocional (choque eléctrico) se procesa en areas telencefalicas desde donde se trasmite
la informacién al NTS y al PVN. Sin embargo, el procesamiento del estimulo sistémico (IL-1f)
tendria lugar primero a nivel del tronco encefalico (NTS) para posteriormente derivar seiiales a
zonas diencefalicas como el PVN. Debe tenerse en cuenta la dificultad en muchos casos de clasi-
ficar un estimulo como sistémico o emocional y por ello se tiende a clasificarlos por su compo-
nente predominante. Comentaremos a continuacion el procesamiento de los estimulos emocio-
nales o predominantemente emocionales.

La exposicion a situaciones estresantes sistémicos o emocionales implica la activacion, en todos
los vertebrados, de dos grandes sistemas fisiologicos: (a) El sistema nervioso vegetativo, especial-
mente la rama simpatica, con la consiguiente liberacion de adrenalina (A) y noradrenalina (NA);
es lo que denominamos sistema SMA y (b) el eje HPA, responsable en primer término de la
liberacion de ACTH por la hipoéfisis y luego de glucocorticoides por la adrenal. Estos dos sistemas
contribuiran tanto a cambios fisiolégicos como conductuales/cognitivos considerados indispen-
sables para el afrontamiento de la situacién y la supervivencia del individuo. La activacion del
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SMA implicara un aumento de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial asi como de glucosa

y acidos grasos libres en sangre (glucogenolisis, lipdlisis). Por otro lado el aumento de glucocor-

ticoides potenciara los procesos que ayudan a sostener los niveles de glucosa frente a una de-

manda prolongada (gluconeogénesis) e inhibird procesos anabdlicos y funciones como el creci-

miento y la reproduccion, que consumirian la energia disponible necesaria para afrontar la si-

tuacién de emergencia.

Aunque la activacién de los dos sistemas suele ir asociada, en algunas condiciones puede diso-

ciarse, en funcion de las caracteristicas de los distintos estimulos estresantes. Se ha sugerido que

el SMA se activaria en situaciones que requieran conducta activa mientras que el HPA se activaria

en las que existe incertidumbre, como novedad o frustracién (Armario et al, 2012). Tampoco A

y NA responde de igual manera a todos las situaciones, la primera es mas sensible a activacién

emocional en situaciones de estrés y la segunda esta mas centrada en el ajuste cardiovascular y el

control de la actividad del organismo (Armario, 1998).

2. El eje hipotalamo-pituitario adrenal (HPA)

El eje HPA es uno de los sistemas en-
docrinos mejor caracterizados, al ju-
gar un papel crucial en la respuesta fi-
sioldgica y psicologica a los estimulos
estresantes asi como en las consecuen-
cias fisiopatoldgicas y psicopatoldgi-
cas que pueden resultar de dicha expo-
sicion (Armario, 2006a). Aunque los
estimulos emocionales se procesan en
estructuras  encefdlicas  superiores
como la corteza prefrontal (PFC), la
amigdala, el septum o el estriado ven-
tral y los estimulos sistémicos me-
diante vias mas directas desde el
tronco encefalico o areas circunventri-
culares (Herman y Cullinam, 1997),
en ambos casos la informacién con-
verge en una poblacion de neuronas
parvocelulares del nucleo paraventri-
cular del hipotdlamo (PVN), las cuales
sintetizan y liberan el factor liberador
de corticotrofina (CRH o CRF) y la va-
sopresina (AVP) a la zona externa de
la eminencia media (EM) y desde alli
alcanzan la adenohipdfisis, activando la
sintesis y liberacion a la circulacion de
ACTH (Figura 1).
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Figura 1: Esquema general del funcionamiento del eje hipo-
talamo-pituitario-adrenal. Abreviaturas: SNC: sistema nervioso
central; PVN: niicleo paraventricular del hipotdlamo; CRF: factor li-
berador de corticotropina; AVP: arginina-vasopresina; ACTH: hor-
mona adrenocorticotropa.
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Esta hormona, a su vez, estimula la sintesis y liberacion en la adrenal de los glucocorticoides
(cortisol en humanos y corticosterona en rata y ratén). Finalmente, los glucocorticoides ejercen
multitud de funciones en el organismo y en particular auto-regulan el eje mediante mecanismos
de retroinhibicién, principalmente a nivel hipocampal, hipotalamico e hipofisario (Armario,
2006a).

2.1. Procesamiento central de los estimulos estresantes y activacion del PVN

Podemos considerar proyecciones directas e indirectas al PVN. Respecto a las proyecciones di-
rectas al PVN (Figura 2), éste recibe aferencias catecolaminérgicas excitatorias desde las regiones
A2/C2 del nucleo del tracto solitario (NTS) y desde las regiones A1/C1 (bulbo ventro-lateral,
VLM).
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Figura 2. Principales proyecciones directas hacia las neuronas parvocelulares del nucleo para-ventricu-
lar del hipotalamo. Los circulos negros indican la naturaleza activadora de las proyecciones, los circulos blancos

indican la naturaleza inhibidora de las proyecciones. Abreviaturas: Arc: Niicleo arqueado del hipotdlamo; BST:
Niicleo del lecho de la estria terminal; DM: niicleo dorsomedial del hipotdlamo; LH: Hipotdlamo lateral; ME: Emi-
nencia media; MePO: Niicleo predptico medial; NTS: Niicleo del tracto solitario; OVLT: Organo vasculoso de la ld-
mina terminal; PAG: Sustancia gris periacueductal; peri-PVN: regién peri-PVN; PO: Area predptica medial; SFO:
Organo subfornical (Adaptado de Herman et al., 2003).
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El NTS es un lugar critico de activacion por estimulos sistémicos, habiéndose observado expre-
sion de c-fos tras la exposicion a dolor visceral, inflamacién, hipovolemia e hipotension (Herman
et al, 2003), pero también se activa por estimulos de naturaleza mixta como nado forzado e in-
movilizacién (Cullinan et al, 1995, Sawchenko et al, 2000).

Por otra parte, también recibe aferencias serotoninérgicas desde los ntucleos dorsal y medial del
Rafe (Sawchenko el al, 1983). Otras regiones, como el 6rgano subfornical (SFO), el nucleo preop-
tico medial (MePO) y el érgano vasculoso de la ldmina terminal (OVLT) inervan el PVN apor-
tando informacion implicada en el control cardiovascular y en el equilibrio iénico e hidrico, as-
pecto en el cudl la AVP juega un papel especifico importante (Johnson et al, 1996, McKinley et
al, 1999).

Otras regiones hipotalamicas como el nicleo dorsomedial (DM) o el area predptica medial (PO)
tienen tanto proyecciones GABAérgicas (Roland y Sawchenlo, 1993) como glutamatérgicas (Zie-
gler et al, 2002) al PVN, por lo que podrian estar involucradas tanto en su activacién como en su
inhibicién. La informacion relativa al balance energético se trasmite al PVN sobre todo a través
del nucleo arqueado del hipotalamo (ARC) y del hipotalamo lateral, que tienen neuronas sensi-
bles a los niveles circulantes de glucosa, leptina e insulina (Woods et al, 1998). Finalmente, el
PVN esta inervado por neuronas GABAérgicas situadas en su cercania, la region peri-PVN
(Boudaba et al, 1996), de modo que la activacion de ésta zona podria traducirse en la inhibicién
del eje HPA, en tanto que su inhibicién podria activarlo (Cole y Sawchenko, 2002) (Figura 3).

Los efectos del nucleo del lecho de la estria terminal (BST) sobre el eje HPA dependen de la
subdivision concreta de ese nucleo (Choi et al, 2007). Las lesiones del BST posterior incrementan
la expresion de mRNA de CRF en el PVN, mientras que lesiones del drea anterior lo disminuyen
(Herman el al, 1994), sugiriendo un papel inhibidor o estimulador, respectivamente

Las regiones cruciales en la modulacion de la actividad del eje HPA en respuesta a estimulos
emocionales, como PFC, septum lateral (LS), formacién hipocampal (HF), amigdala y los nu-
cleos de la linea media del talamo no proyectan directamente al PVN y necesitan conexiones
intermedias en algunas de las zonas con proyecciones directas descritas anteriormente (Figura
3).

La PFC puede tener un efecto inhibitorio sobre el PVN, especialmente desde su region prelimbica
(PrL) (Diorio et al, 1993; Figueiredo el at, 2003; McDougall et al, 2004), en cambio desde la region
infralimbica (IL) podria tener un efecto estimulador (Radley et al, 2006). La region PrL, mediante
proyecciones estimuladoras a la parte dorso-medial y fusiforme del BST, podria inhibir el PVN
activando proyecciones GABAérgicas (Radley et al, 2009). Esta inhibicién podria ser exclusiva
de estimulos emocionales (Jones el al, 2011). El papel inhibitorio de la PFC se le ha relacionado
con la retroinhibicién ejercida por los glucocorticoides, que en esta zona parece afectar solo a la
respuesta del eje HPA a los estimulos emocionales (Diorio et al, 1993; Akana et al 2001; Radley
et al, 2006).

El LS resulta claramente activado por estimulos estresantes emocionales como los ambientes
nuevos, la exposicion a un depredador o la interaccion social, mientras que ante estimulos sisté-
micos esta activacion es menor (Herman et al, 2003). La mayoria de las neuronas del LS son
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GABAérgicas y proyectan hacia la region peri-PVN, al hipotdlamo anterior y al hipotalamo
lateral (LH) (Risold y Swanson, 1997 ay b) (Figura 3).

Figura 3. Principales proyecciones indirectas hacia las neuronas parvocelulares del nticleo paraventricu-
lar del hipotalamo. Los circulos negros indican la naturaleza activadora de las proyecciones, los circulos blancos

indican la naturaleza inhibidora de las proyecciones. Abreviaturas: Arc: Niicleo arqueado del hipotdlamo; BST: Nu-
cleo del lecho de la estria terminal; CeA: Amigdala, subdivision central; DM: niicleo dorsomedial del hipotdlamo; LH:
Hipotdlamo lateral; LS: Septum lateral; ME: Eminencia media; MeA: Amigdala, subdivision medial; MePO: Niicleo
predptico medial; NTS: Niicleo del tracto solitario; OVLT: Organo vasculoso de la ldmina terminal; PAG: Sustancia
gris periacueductal; peri-PVN: region peri-PVN; PFC: corteza prefrontal; PO: Area predptica medial; SFO: Organo
subfornical; vSUB: subiculum ventral. (Adaptado de Herman et al.2003).

Se ha sugerido que proyecciones serotoninergicas desde el Rafe serian responsables de la activa-
cion de LS ante situaciones estresantes; en la regulacion del eje HPA por el LS parecen estar in-
volucrados los receptores 5-HTa de serotonina (5-HT) ya que la administracion local de un ago-
nista del receptor serotoninérgico reduce la respuesta del eje HPA mientras que la administra-
cién de un antagonista la incrementa, por lo que es probable que el LS ejerza un efecto predomi-
nantemente inhibidor sobre el eje HPA mediado por su activacion a través de proyecciones se-
rotoninérgicas (Singewald et al, 2011). El LS podria ejercer una influencia inhibidora sobre las
areas peri-PVN y podria ejercer un rol importante tanto en la activacién como en la inhibicién
del PVN. Sin embargo, hay un claro paralelismo entre la activaciéon del septum lateral ventral
(LSV) y del PVN en la activacion del eje HPA, como se pone de manifiesto con la expresion de
c-fos y la liberacion de ACTH ante estimulos estresantes (Burow et al, 2005; Armario, 2006b). No
obstante, recientemente se ha propuesto que la activacién de un subgrupo de neuronas CRFR2
del LS aumenten la ansiedad inducida por el estrés y estimulan el eje HPA (Anthony et al, 2014),
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lo que es mas concordante con el paralelismo entre la induccion de c-fos en esta zona y la activa-
cion del eje HPA.

La modulacion del eje HPA por la HF parece restringida a estimulos emocionales. Lesiones en la
HF prolongan la secreciéon de ACTH y/o corticosterona tras la exposicion a la inmovilizacién o
ambientes nuevos, pero no la aumentan tras la exposicién a éter o hipoxia (Herman et al, 2005).
La inhibicion de la HF parece hacerse en forma indirecta a través de neuronas glutamatérgicas
del subiculum ventral hacia el BST, el MePO, el DM y la region peri-PVN, que inervan el PVN
mediante neuronas GABAérgicas (Herman y Muller, 2006; Jankord y Herman, 2008). Conside-
rando que la HF es una zona rica en receptores de glucocorticoides (GR) y mineralocorticoides
(MR) (Reul y De Kloet, 1985; De Kloet et al, 1998), se la ha relacionado con la finalizacion de la
respuesta del eje HPA al estrés a través del retro-inhibicion ejercida por los glucocorticoides
(Herman y Cullinan, 1997), pero existen datos contradictorios al respecto (Jacobson y Sapolsky,
1991; Tuvnes et al, 2003).

La amigdala parece tener un efecto activador del eje HPA (Herman et al, 2005). La amigdala
central (CeA) se ha relacionado con la respuesta a estimulos sistémicos (Herman y Cullinan,
1997; Sawchenko et al, 2000; Dayas et al, 2001) y mediante sus proyecciones GABAérgicas al BST
podrian a su vez inhibir proyecciones GABAérgicas del BST al PVN, activandolo de esta forma
(Herman et al, 2003). La amigdala medial (MeA) estaria implicada en la integraciéon de estimulos
emocionales (Dayas et al, 1999, 2001; Dayas y Day, 2002; Masini el al, 2009) con una extensa red
de conexiones GABAérgicas con dreas de proyeccion directa al PVN como el BST, MePO, PO,
hipotalamo anterior y zona peri-PVN (Alheid, 2003), de tal modo que la activacion de la MeA
daria lugar también a una activacién del PVN por desinhibicién como ocurre con la CeA, pero
por distintos circuitos. Por ultimo, la amigdala basolateral (BLA) se activa frente a estimulos
emocionales (Cullinan et al, 1995), aunque sus efectos sobre el PVN serian mads indirectos con
proyecciones hacia CeA y MeA. La BLA podria estar implicada en la facilitacion del eje HPA ante
estimulos heterotipicos tras una historia previa de estrés cronico (Bhatnagar et al, 2004; Grissom
y Bhatnagar, 2011).

Por ultimo, diversos nucleos del talamo muestran una induccion de c-fos en respuesta a estimulos
estresantes emocionales y han sido relacionados con la regulacion del eje HPA (Cullinan et al,
1995; Emmert y Herman, 1999). En particular, el nucleo paraventricular del talamo (PVT) juga-
ria un rol importante en la integracion de la respuesta del eje HPA, ya que animales expuestos a
un estimulo estresante crénico presentan un fenémeno de facilitacion de la respuesta a otros
estimulos estresantes heterotipicos, que no se observa en animales con lesion en la parte posterior
de este nucleo (Jaferi y Bhatnagar, 2006). El PVT recibe numerosas proyecciones desde areas
sensibles al estrés como el subiculum ventral, la PFC, el BTS, el NTS, el Rafe y el nucleo para-
branquial y a su vez inerva regiones como la PFC, CeA y BLA, capaces de modular la actividad
del eje HPA (Herman et al, 2003).

2.2. El nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN)

No existe un acuerdo unanime respecto a la denominacién de las distintas subdivisiones del
PVN, pero algunos autores distinguen dos grandes regiones en funcion del tamafio de sus neu-
ronas (Armstrong, 2004):
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(a) Magnocelular (PVNm), dividida en dos grupos principales: medial magnocelular y lateral
magnocelular, con predominio de neuronas grandes que envian sus axones a la neurohipdfisis y
sintetizan principalmente OX y AVP respectivamente, implicadas (entre otras funciones) en la
contraccion del musculo liso de la musculatura uterina (OX) y el control de la diuresis (AVP.

(b) Parvocelular (PVNp), poblada por neuronas pequenas, la cual se subdivide a su vez en 5
zonas: (b1) periventricular (PVNpe), conteniendo neuronas que proyectan a la EM y que sin-
tetizan somatostatina (SOM, hormona inhibidora de la hormona de crecimiento) y dopamina
(DA); (b2) anterior parvocelular (PVNap) y (b3) medial parvocelular (PVNmp), con pobla-
ciones neuronales heterogéneas (v.g. angiotensina II, AVP, colecistoquinina, CRF, encefalinas,
hormona liberadora de TSH-TRH- y péptido intestinal vasoactivo-VIP) que en gran parte pro-
yectan a la eminencia media. El PVNmp suele subdividirse en dorsal (PVNmpd), que es de gran
interés porque contiene la mayoria de las neuronas que sintetizan CRH implicado en la activa-
cién del eje HPA (a menudo co-localiza con AVP), y ventral (PVNmpv) que con menor densi-
dad de neuronas de CRF; (b4) dorsal parvocelular (dorsal cap) (PVNdc) y (b5) submagnocelu-
lar (PVNsm), contiendo ambas subdivisiones neuronas que proyectan también hacia el tronco
encefalico y la médula espinal donde se sittian los nucleos preganglionares implicados en la re-
gulacion del sistema nervioso vegetativo. Algunas de estas subdivisiones se representan en la Fi-
gura 4.

Figura 4. Organizacién del nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN). Abreviaturas: 3V: tercer ventriculo.
Izquierda, tincion de Nissl. Derecha: representacion de las siguientes subdivisiones: m: magnocelular; dp: dorsal par-
vocelular (dorsal cap); mpd: medial parvocelular dorsal y mpv: medial parvocelular ventral. Modificado de Viau y
Sawchenko (2002).

2.3. Factores hipotalamicos liberadores de ACTH: CRH (CRF) y AVP

La sintesis y liberacién de ACTH depende principalmente del factor liberador de corticotropina
(CRH o CRF) y de la arginina-vasopresina (AVP), pero se considera que la liberacién de ACTH
en respuesta a los estimulos estresantes depende de la accidén coordinada de distintos factores
estimuladores que pueden combinarse de forma diferente en funcion del estimulo estresante
(Plotsky, 1991; Romero y Sapolsky, 1996). Entre los posibles factores adicionales destacan la OX,
la angiotensina II y las catecolaminas.
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El CRF fue descubierto por Vale y colaboradores al principio de la década de los 80 (Spiess et al,
1981). Es un péptido de 41 aminoacidos sintetizado principalmente en la regién dorsal del
PVNmpd. Hay dos tipos de receptores acoplados a proteina G que median la accion del CRF: los
CRFR; ylos CRFR; (con dos subtipos CRFR.. y CRFR3) distribuidos diferencialmente en el SNC.
Ambos estan acoplados a adenilato-ciclasa, provocando un aumento del AMPcy la consecuente
activacion de la protein—quinasa dependiente de AMPc (PKA). El CRF se une al receptor CRFR;
en la adenohipdfisis, lo que conduce a un incremento en la transcripcion del gen de la proopio-
melanocortina (POMC) que es el péptido precursor de la ACTH y otras moléculas como las en-
dorfinas, siendo el mas importante en la respuesta al estrés. Hay otros péptidos que se unen a
los receptores de CREF, entre ellos la familia de las urocortinas (UCN I, II y III). La UCN I tiene
una afinidad similar por ambos receptores, mientras que las UCN II y III se unen con mayor
afinidad a los receptores CRFR2, los cuales presentan una distribucién mas limitada en el SNC.
Las UCN I'y II median efectos conductuales en el SNC, generalmente contrarrestando los efectos
del estrés y del CRH (Bale y Vale, 2004); en tanto que la UCN III media efectos relacionados con
el metabolismo del estrés, como la inhibicién de las conductas de alimentacion y el incremento
de los niveles plasmaticos de glucosa (Kuperman y Chen, 2008).

El otro factor liberador de ACTH de singular importancia es la AVP. Es un pequefio péptido de
9 aminoacidos sintetizado principalmente en el nicleo supradptico (SON) y en las neuronas par-
vocelulares y magnocelulares del PVN. Ejerce sus efectos bioldgicos acoplandose a 3 tipos de
receptores asociados a proteina G: Vi, Vi, (ambos asociados a fosfolipasas) y V. (acoplado a
adenilciclasa) (Birnbaumer, 2000; Itoi et al, 2004). El tipo V1, también llamado V3, es el que esta
presente en las células corticotropas de la hipofisis.

La AVP potencia los efectos del CRF sobre la liberacion de ACTH tanto in vivo como in vitro
(Rivier y Vale, 1983; Makara et al, 2004), aunque por si sola no tiene efecto sobre la sintesis de
ACTH vy ejerce un efecto débil sobre su liberacion. En condiciones normales, solo una pequena
cantidad de neuronas CRFérgicas co-expresan AVP, pero ese numero aumenta tras una activa-
cién continua del eje HPA, como ocurre tras adrenalectomia o tras estrés cronico (de Goeij et al,
1992). Aunque esto sugeriria que la AVP podria contribuir a mantener la respuesta de la ACTH
en situaciones de estrés cronico, los datos experimentales no apoyan esta hipotesis (Aguilera et
al, 2000; Makara et al, 2004).

Por otro lado, hay numerosas poblaciones de neuronas inmunoreactivas para el CRF en distintas
areas del SNC como la PFC, la HF, el BST, la CeA y el nucleo de Barrington (Merchenthaler et
al, 1982; Olschowka et al, 1982; Swanson et al, 1983; Sakanaka et al, 1987; Valentino y Van Bo-
ckstaele, 2002). En consonancia con este hecho, las acciones del CRF no se limitan a su accién
sobre la hipofisis sino que participa en muchas funciones, incluyendo la conducta emocional, la
regulacion del estado de animo, los procesos motivacionales (incluyendo la ingesta de comida),
el aprendizaje, la memoria y el arousal. Por ejemplo, las neuronas CRFérgicas de la CeA se han
relacionado con la abstinencia a drogas de abuso (Koob, 2010), la regién lateral del BST contiene
neuronas CRFérgicas en las zonas dorsal y ventral, las cuales juegan un papel regulador en la
respuesta conductual y fisiologica al estrés (Forray y Gysling, 2004). Singular relevancia ha co-
brado el CRF al ser implicado en la fisiopatologia de los trastornos del miedo/ansiedad, en la
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depresion y en la conducta adictiva (Binder y Nemeroff, 2010; Koob, 2010; Mantsch et al, 2015).
Los receptores CRFR; se han relacionado con un papel activador durante la fase aguda de la res-
puesta al estrés, mientras que los CRFR; parecen implicados en la reduccion de la activacion del
eje HPA durante la fase de recuperacion post-estrés (Korosi y Baram, 2008). Sin embargo, ésta
es una simplificacion del papel de cada receptor.

2.4. La hipofisisy la ACTH

La hipofisis o glandula pituitaria estd formada en humanos por la neurohipéfisis y por la ade-
nohipdfisis, (Armstrong, 2004). De la neurohipéfisis forman parte la eminencia media (ME), el
tallo hipofisario y el l6bulo posterior o neural (pars nervosa). Este estd formado por multitud de
vasos fenestrados y por las arborizaciones de los axones de las neuronas magnocelulares proce-
dentes del SON y PVN (secretoras de OX y AVP). También podemos encontrar proyecciones
adrenérgicas (procedentes del NTS), dopaminérgicas (procedentes del nucleo periventricular del
hipotalamo) y también algunos axones con diversos péptidos neuroactivos, GABA o 5-HT, los
cuales pueden modular la liberacién hormonal actuando directamente en la neurohipdfisis.

La adenohipofisis la componen el l6bulo anterior (pars distalis), el 16bulo intermedio (pars inter-
media) y la pars tuberalis. El lobulo anterior esta formado por células que sintetizan proopiome-
lanocortina (POMC) que es la precursora de la ACTH y otros péptidos, prolactina (PRL), hor-
mona de crecimiento (GH), tirotrofina (TSH), hormona foliculo-estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH), ademas de por los vasos fenestrados que forman el sistema portal-hipofisario,
que son los que transportan los factores inhibidores y estimuladores liberados por los axones
hipotalamicos en la EM. El 16bulo intermedio lo componen células glandulares que sintetizan
péptidos de la familia de la POMC vy reciben inervaciones dopaminérgicas desde el ARC (Wi-
lliams, 2008).

La ACTH en un péptido de 30 aminodcidos sintetizado y liberado por la accién del CRH a partir
dela POMC. En la pars distalis, la POMC por procesamiento proteolitico alternativo genera ade-
mas de ACTH, lipotropina, endorfinas, entre otras moléculas. La activacion del eje HPA se tra-
duce en una liberacion rapida de ACTH, alcanzandose el maximo de liberacion a partir de los 10
min. Con un estrés mas sostenido suele alcanzarse pasados los 30 min (Armario, 2000).

2.5. La glandula adrenal y la corticosterona

La glandula adrenal esta formada por dos estructuras diferentes, la corteza y la médula. La mé-
dula adrenal esta constituida por células cromafines que sintetizan NA y A. Sin embargo contri-
buyen de forma drastica a los niveles circulantes A y muy parcialmente a los de NA debido a que
la mayor parte de la NA circulante procede de las terminaciones simpaticas. Las células croma-
fines son neuronas post-ganglionares simpaticas modificadas que reciben inervacién de las neu-
ronas preganglionares del simpatico. En mamiferos, la corteza adrenal se halla rodeando a la
médula y se divide en tres capas: (a) zona glomerular, mas cercana a la superficie y productora
de mineralocorticoides (aldosterona), (b) zona fascicular que produce basicamente glucocorti-
coides (corticosterona) y (c) zona reticular, mas cercana a la médula que es una fuente secundaria
de andrégenos (androstenediona o DHEA-S).
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La unién de la ACTH a su receptor de membrana (MC2-R), (Adan y Gispen, 2000), da lugar, via
adenilato ciclasa, al aumento de la concentracion intracelular de AMPc, la activacién de PKA y
la activacién de enzimas que participan en el transporte del colesterol mitocondrial y la esteroi-
deogénesis, con la consecuente sintesis y liberacidon de glucocorticoides. Ademas, la ACTH, via
PKA, ejerce un efecto trofico en la glandula adrenal, dando lugar a modificaciones transcripcio-
nales en las células adrenales que conducen a cambios mas complejos y duraderos (Sewer y Wa-
terman, 2003). Los corticoides son hormonas esteroideas, que se clasifican funcionalmente en
mineralocorticoides y glucocorticoides. En mamiferos hay dos tipos de glucocorticoides: el cor-
tisol (predominantemente en humanos y la mayoria de mamiferos) y la corticosterona (el tnico
en ratas y ratones pero también presente en el ser humano en menor cantidad). Participan en la
formacion de glucosa a partir de aminodcidos (gluconeogénesis) y también estan implicados en
la regulacion de la funcién inmunitaria (Sapolsky et al, 2000), entre otras muchas funciones.
Aunque la principal fuente de glucocorticoides es la corteza adrenal, se sintetizan también en
pequeia proporcion en 6rganos linfoides primarios, piel o intestino (Taves et al, 2011), proba-
blemente ejerciendo efectos muy locales; por ejemplo amortiguando la respuesta linfocitaria e
inflamatoria local minimizando de esta forma el dafio tisular ante un desafio antigénico, al igual
que hacen los glucocorticoides circulantes (Sapolsky et al, 2000; Dhabhar, 2009).

Los glucocorticoides, aunque sean imprescindibles para el mantenimiento de la homeostasis y
ejerzan un amplio abanico de funciones en el organismo, estan implicados en la mayoria de las
consecuencias negativas del estrés crénico. Se considera (Sapolsky et al (2000) que los glucocor-
ticoides tienen principalmente dos funciones: (a) moduladoras (que a su vez se dividen en per-
misivas, supresoras y estimuladoras) y (b) preparatorias. Para las funciones permisivas (por
ejemplo la respuesta cardiovascular) son necesarias concentraciones muy bajas de glucocorticoi-
des; para las funciones supresoras son necesarias concentraciones mayores y se ponen de mani-
fiesto alrededor de una hora del inicio de la situacion estresante; las acciones estimuladoras tie-
nen también lugar una hora después de iniciado el estimulo estresante y tienen como objetivo
potenciar los efectos de otras hormonas liberadas durante el estrés; y finalmente, las funciones
preparatorias son aquellas que tienen como objetivo poner en marcha procesos capaces de mo-
dular futuras respuestas a otros estimulos estresantes.

Los efectos de los glucocorticoides pueden ser genémicos y no gendmicos (revision en Haller et

al, 2008). Los efectos no gendémicos estarian mediados por receptores de membrana atn no ca-
racterizados (Makara y Haller, 2001; Haller et al, 2008) y parecen ser relevantes para las respues-
tas rapidas del SNC mediadas por areas como la PFC, la HF, la amigdala y el hipotalamo (Groene-
weg et al, 2011). Por ejemplo, la conducta motora en ratas se incrementa rapidamente con la
administracion de corticosterona, siendo este efecto resistente a la administracion de ciclohexi-
mida (inhibidor de la sintesis de proteinas) y al bloqueo de los receptores GR y MR (Sandi et al
1996).

Hay dos tipos de receptores intracelulares implicados en los cambios gendmicos mediados por
los glucocorticoides: el tipo I (el receptor de mineralocorticoides, MR) que tiene alta afinidad por
la corticosterona y el tipo II (el receptor de glucocorticoides o GR) que tienen alta afinidad por
el cortisol y corticoides sintéticos como la Dexametasona (Reul y de Kloet, 1985). Al unirse los
glucocorticoides al dominio de unién de sus receptores gendmicos estos sufren cambios y se
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trasladan al nucleo de la célula, donde dimerizan y se unen a los promotores de genes con ele-
mentos de respuesta a glucocorticoides, actuando como factores de transcripcién (Nishi y Ka-
wata, 2007). También el GR es capaz de interactuar con otros factores de transcripcion como
AP-1 y NFkB, dando lugar a efectos rapidos sobre la transcripcion de genes (en este caso por
transrepresion). Por lo tanto, en respuesta a un breve incremento de la corticosterona, se produce
unas respuestas génicas iniciales mediante transrepresion encaminadas a disminuir la reaccién
inicial al estrés, para después prevalecer los mecanismos de transactivacion (Morsink et al, 2006).

La distribucion periférica o central de estos receptores es diferente (De Kloet et al, 1998). Los
MR estan localizados en zonas muy especificas del SNC como la HF, en cambio los GR tienen
una distribucion mas generalizada y se encuentran en zonas importantes para la retroinhibicién
del eje HPA como PFC, HF, PVN y adenohipdfisis (revision en Armario, 2006a).

Una de las funciones mas importantes de los glucocorticoides es la retroinhibicion que ejercen
sobre los distintos niveles del eje HPA. Estos mecanismos pueden ser de dos tipos: rapido y lento.
Sin embargo, Keller-Wood y Dallman (1984) consideran que el intermedio corresponderia a lo
que otros autores consideran lento y que el lento segtn su criterio corresponderia a situaciones
de elevacion cronica patoldgica o administracion muy prolongada (dias) de glucocorticoides.
Nosotros seguiremos la terminologia mas clasica de rapido y lento. La retro-inhibicién rapida
implicaria a receptores no gendmicos aiin no caracterizados y se daria cuando los niveles de glu-
cocorticoides se estan elevando en plasma. Hay algunas evidencias que involucran a los endocan-
nabinoides en la retro-inhibicion rapida actuando a través de la supresion de senales glutama-
térgicas estimuladoras que alcanzan el PVN (Di et al, 2003; Evanson et al, 2010). Los mecanismos
de retro-inhibicion lentos implican mecanismos que involucran procesos de transcripcion me-
diados por GR y por MR y dependen del area bajo la curva (AUC) de los niveles de corticoides
alcanzados en las horas precedentes. Los efectos pueden aparecer algo antes de los 60 min pero
su acciéon optima se situa alrededor de las 2 h y puede durar varias horas. Incluyen el bloqueo de
la transcripcion de genes de CRH, y AVP a nivel hipotalamico y POMC a nivel hipofisario (Ke-
ller-Wood y Dallman, 1984).

Otro de los parametros a tener en cuenta en la fisiologia del eje HPA es la CBG (corticosteroid-
binding globulin). Los glucocorticoides circulan en plasma (en gran parte) unidos a la CBG, por
lo tanto en forma inactiva. La fraccion libre aumenta proporcionalmente mucho tras la elevacion
de los niveles de glucocorticoides inducidos por la exposicion a estimulos estresantes. Por consi-
guiente, para conocer los valores biolégicamente relevantes de glucocorticoides plasmaticos es
necesario estudiar la fraccidn libre o calcularla a partir de los niveles de CBG.

2.6. Dinamica de la respuesta del eje HPA a estimulos estresantes

Tras la exposicion aguda al estrés se pueden detectar cambios en todos los niveles del eje HPA,
siendo fundamental conocer la dinamica temporal de dichos cambios, ya que en funcién de ello
se disefiaran los detalles del protocolo de los procedimientos experimentales y se evaluaran los
resultados.

La activacion de las neuronas parvocelulares del PVN se puede detectar mediante la induccién
de genes de expresion temprana (IEGs) como c-fos, con un incremento en los niveles de mRNA
que suele ser significativo a partir de los 15 min del inicio de la situacién estresante, pero que
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alcanzan el maximo alrededor de los 30 min (Honkaniemi et al, 1992; Imaki et al, 1992; Senba et
al, 1994; Kovécs y Sawchenko, 1996). Se observa también un aumento ain mas rapido de la ex-
presion del gen de CRH en el PVN que se puede detectar mediante el estudio de su transcrito
primario (heteronuclear, hnRNA) (Kovacs y Sawchenko, 1996; Ogilvie et al, 1998; Ma y Aguilera,
1999; Valles et al, 2003). La sonda intrénica del CRF es una buena herramienta para el estudio
de la respuesta central del eje HPA, ya que los niveles del hnRNA del CRH en condiciones basales
son casi indetectables y muestran un aumento pronunciado en respuesta a situaciones estresan-
tes de diferente intensidad con un pico a los 5 min en situaciones de estrés muy breves como la
anestesia por éter (Kovacs y Sawchenko, 1996). Por el contrario, los aumentos del mRNA de
CRH solo se observan de forma consistente tras 3 o 4 h del inicio de la exposicion al estrés (Suda
et al, 1988; Harbuz y Lightman, 1989; Darlington et al, 1992) y el incremento observado no suele
ser sensible a estimulos de intensidad suave o de corta duracién, debido a los altos niveles de
mRNA ya presentes en condiciones basales.

La exposicion a estimulos estresantes causa una rapida liberaciéon de ACTH que se observa cla-
ramente a partir de los 5 min del inicio de la exposicion. Si esta exposicion a la situacion estre-
sante continua, el maximo de liberacidn se suele observar a partir de los 15 min y se mantiene
durante 30-60 min (Garcia et al, 2000). A partir de este momento, se observa un descenso pro-
gresivo (Rivier y Vale, 1987; Garcia et al, 2000) que puede acabar en niveles muy préximos a los
basales a pesar de la persistencia del estimulo (10-24 h) (Kant et al, 1987; Hauger et al, 1988;
Armario et al, 1990). Esta disminucion progresiva se ha descrito incluso durante exposiciones a
estimulos estresantes de elevada intensidad. Por tanto, la evaluacién de los niveles plasmaticos
de ACTH después de la primera hora de exposicion al estrés no seria apropiada para valorar la
intensidad de éste, ya que podria dar lugar a interpretaciones erréneas. La razén por la que se
produce esta disminucion progresiva no estd totalmente establecida, pero parece debida, en parte
a la retroinhibicion ejercida por los glucocorticoides, y en parte a la incapacidad de las células
corticotropas de mantener una elevada liberaciéon de ACTH durante horas (Rivier y Vale, 1987;
Marti y Armario, 1998).

La dinamica de liberacion de los niveles de corticosterona plasmatica es muy diferente a la de la
ACTH por varias razones. En primer lugar, si la exposicion a la situacion estresante es breve
(pocos minutos), el momento apropiado para la determinacién de la liberacion de corticosterona
sera a los 15-20 min desde el inicio de la exposicion, debido al tiempo requerido por la corteza
adrenal para alcanzar el maximo de sintesis de glucocorticoides. En cambio el maximo de corti-
costerona se alcanza pasados los 30 min tras el inicio de la exposicién continuada a estimulos de
intensidad relativamente elevada (Levin et al, 1989; Dhabhar et al, 1997; Dal-Zotto et al, 2003).
Un periodo de 20-30 min parece ser un tiempo de compromiso si nuestro objetivo es medir los
niveles de ACTH y corticosterona simultaneamente tras un estrés de intensidad baja o moderada.
En segundo lugar, la capacidad de la adrenal para liberar glucocorticoides se satura con niveles
relativamente bajos de ACTH (Keller-Wood et al, 1983), de tal manera que los niveles de corti-
costerona serian incapaces de reflejar los niveles de ACTH. En tercer lugar, el progresivo des-
censo de los niveles de ACTH cuando la exposicidn al estrés es duradera no se observa en los
niveles de corticosterona. Estos resultados no pueden explicarse por el mantenimiento de una
secrecion prolongada de glucocorticoides como consecuencia de un pico intenso de liberacion
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de ACTH, dado que no se observa con una inyeccién endégena de ACTH que simula la libera-
cién inducida por el estrés. Por lo tanto, parece que bajo ciertas condiciones, podemos encontrar
niveles elevados de corticosterona a pesar de observar niveles casi basales de ACTH, probable-
mente debido a la regulacion de la respuesta adrenal a la ACTH por factores independientes del
eje HPA. Es bien conocido que muchos factores circulantes pueden actuar sobre la corteza adre-
nal y que ésta estd en contacto con células cromafines, endoteliales e inmunitaria y terminaciones
nerviosas que sintetizan y liberan factores que afectan la esteroidogénesis independientemente
de la ACTH. Especial atencion se ha prestado a la inervacién simpatica por el nervio esplacnico,
cuya estimulacion favoreceria la liberacion de corticosterona actuando sinérgicamente con la
ACTH (Edwards y Jones, 1993). Asi, la actividad del nervio esplacnico, mediante su influencia
sobre la sensibilidad de la adrenal a la ACTH, es necesaria para el mantenimiento del ritmo cir-
cadiano de la corticosterona, entre otros aspectos (Urich-Lai et al, 2006).

2.7. Marcadores de intensidad de estrés

Aunque existe un gran numero de variables fisiologicas y conductuales que responden a los di-
versos estimulos estresantes, s6lo unas pocas son sensibles a la intensidad del estimulo. En tal
sentido, entendemos como marcador de estrés a aquellas variables que son sensibles a un esti-
mulo estresante, y marcador de intensidad de estrés a aquellas que responden en forma propor-
cional a la intensidad del estimulo estresante. De esta manera podremos distinguir entre estimu-
los estresantes, no solo en funcién de su naturaleza o intensidad, sino también en funcién de las
consecuencias fisioldgicas que ese estimulo provoque. Asi, por ejemplo, en un experimento en el
que se fueron introduciendo cambios progresivos en el ambiente de los animales para incremen-
tar el nivel de estrés, los niveles de PRL y corticosterona aumentaron en funcién del grado de
perturbacion, en cambio los de hormona Luteinizante (LH) o TSH aumentaron igual con todas
las intensidades de estimulos. Los primeros se los considera marcadores de intensidad de estrés
y los segundos, marcadores de estrés (Armario et al, 1986a).

La conclusion general es que entre las muchas variables sensibles al estrés, pocas pueden consi-
derarse como marcadores de intensidad del estrés. Entre ellas se encuentran los niveles de cate-
colaminas (particularmente adrenalina), la glucosa (como indice indirecto de activacion del SMA
y por lo tanto de la liberacion de adrenalina), la PRL, la ACTH, la corticosterona y la reduccién
en los niveles de ingesta de comida (Marti y Armario, 1998; Marquez et al, 2002).

Entre los marcadores de intensidad existen importantes diferencias en cuanto a la relacion pre-
cisa con la intensidad del estimulo estresante (Armario et al 2012). Estos marcadores deberian
informarnos: (a) del grado minimo de intensidad de un estimulo que la variable puede detectar
de manera fiable y consistente; (b) del rango de variacion del marcador en funcién de la intensi-
dad del estimulo y (c) del rango de intensidad del estimulo que una variable es capaz de detectar.
Asi, por ejemplo, los niveles plasmaticos de adrenalina, ACTH, corticosterona y PRL tienen bajos
umbrales de respuesta, por lo que perturbaciones minimas son capaces de incrementarlos (Hen-
nessy y Levine, 1978; Natelson et al, 1981; Armario et al, 1986a y 1986b). En cambio, los niveles
plasmaticos de glucosa tienen un umbral alto de respuesta, por lo que se lo considera fiable ante
exposiciones a estimulos estresantes de intensidad intermedia o alta (Armario et al, 1986a;
1986b). Por ultimo, la reduccién de los niveles de ingesta o la disminucién del peso corporal de
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los animales, evaluada 24 h después de la exposicion, muestran un umbral de activacion elevado
y se observan sdlo tras la exposicion a un estimulo intenso (Armario et al, 1990; Marti et al, 1994).

La capacidad de una variable para discriminar entre diferencias en intensidad depende de la pen-
diente de la relacion entre el cambio en la variable de interés y la intensidad de la situacion estre-
sante. Cuanto mas pronunciada es esa pendiente, mayor es la capacidad de esa variable para de-
terminar estimulos estresantes de baja intensidad (Armario et al, 2012) (Figura 5). Ademas es
importante considerar la aparicién de efecto techo de una variable, como en el caso de la corti-
costerona, que es la variable mas utilizada en la literatura, y que no es de utilidad para la evalua-
cion de estimulos intensos dada la posibilidad de saturacion de la glandula adrenal. Solo deberia
utilizarse esta variable para considerar situaciones de estrés de baja intensidad (exposicion a am-
bientes nuevos) o moderadas (nado forzado) y no para situaciones de severa intensidad (choque
eléctrico o la inmovilizacion en plancha). La utilizacion de la corticosterona como variable para
determinar intensidad de estimulos estresantes en la literatura lleva a conclusiones erroneas e
imprecisas.
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Intensidad del agente estresante

Figura 4. Representacion esquematica de la respuesta de variables fisiolégicas a distintas intensidades
de estrés (Armario et al., 2002).

La velocidad de recuperacion del eje HPA también permite valora la intensidad de los estimulos
estresantes cuando estos son de elevada intensidad (Marquez et al, 2002). Es decir, en tanto que
los niveles de corticosterona inmediatamente de finalizado un estimulo estresante intenso no
sirven para discriminar la intensidad de ciertos estimulos, la dindmica de recuperaciéon post-es-
trés o el area bajo la curva de esa recuperacion (AUC) si.

En humanos, la determinacién de cortisol libre en saliva, como indice de impacto de estimulos
estresantes sobre el eje HPA y la determinacion de a-amilasa en saliva como marcador de activi-
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dad del sistema nervioso simpatico son determinaciones de gran utilidad, ya que son menos in-
vasiva, menos sensible a variaciones pulsatiles, y facilitan el proceso de preparacion, conserva-
cién y analisis de las muestras (Aguild et al, 2015). Ademas recientemente se ha sugerido la uti-
lidad del analisis de cortisol en pelo como indice de registro temporal de la evoluciéon de una
situacion estresante cronica (Stalder y Kirschbaum, 2012). Datos de nuestro laboratorio validan
la utilidad de la determinacidn de corticosterona en pelo de rata como indice de activacion a
largo plazo del eje HPA (Scorrano et al, 2014).

3. Prolactina y estrés

Una de las hormonas hipofisarias de gran interés en el estudio de la respuesta al estés es la pro-
lactina (PRL). Se eleva ante cualquier situacion de estrés agudo tanto sistémico como emocional
en ratas, pudiendo superar su valor basal hasta 10 veces y alcanzando un pico a los 10-15 min
para luego descender (Armario et al, 1986a y 1996). Si la situacién se prolonga en el tiempo, al
cabo de unas horas puede descender a valores por debajo de los basales (Lopez-Calderodn et al,
1989). En humanos el comportamiento de esta hormona ante situaciones de estrés es similar
(Armario et al, 1996).

Los mecanismos implicados en la estimulacion de la secrecién de PRL en situaciones de estrés
no estan bien establecidos. Al menos en ratas la estimulacién inicial no parece venir determinada
tan solo por una menor liberaciéon de DA (factor hipotalamico inhibidor de la PRL o PIF) al
sistema portal-hipofisario, sino también por un incremento en factores estimuladores o PRF atin
no caracterizados (ver revision en Armario. 1998). Uno de los factores estimuladores podria ser
el VIP, pero teniendo en cuenta que se han descrito multitud de factores con actividad PRF, es
posible que la regulacion de la secrecion de PRL en situaciones de estrés sea multifactorial, como
ocurre con la ACTH. Diversos neurotransmisores, entre los que se incluyen los opidceos endoé-
genos, la serotonina y la histamina, se han implicado en la estimulacién de la PRL en situaciones
de estrés, pero los resultados no son concluyentes. Tampoco se conoce los mecanismos centrales
implicados en la inhibicién de la secrecion de PRL observada tras la exposicion crénica a un
estimulo estresante de larga duracidn, pero esta inhibicién podria venir mediada por los gluco-
corticoides

4. Genes de expresion temprana

Dado que el procesamiento de los estimulos estresante tiene lugar en el SNC, identificar las vias
especificas implicadas en este procesamiento es de crucial importancia. La estimulacion de las
neuronas pone en marcha dos procesos a través de los cuales una informacion se procesa y tras-
mite: la activacion electrofisioldgica y la activacion de cascadas de segundos mensajeros y de
procesos genomicos. Los mensajeros intracelulares conducen a cambios en factores de transcrip-
cion, que inician y/o reprimen la transcripcion de otros genes, alterando la actividad funcional
de las neuronas y en algunos casos la respuesta de la neurona a otros estimulos posteriores.

Entre los muchos genes que se expresan en las neuronas existe un grupo que se induce rapida-
mente a partir de factores preexistentes en la célula (CTFs o “constitutive transcription factors”)
y por lo tanto no requieren sintesis de proteina de novo para su transcripciéon: los denominados
genes de expresion temprana o IEGs (“inmediate-early genes”), Herdegen y Leah, 1998. Estos
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genes codifican proteinas con funciones diversas como proteinas de secrecion, enzimas citoplas-
maticas o factores de transcripcion, también llamados ITFs (“inducible transcription factors”).
Uno de los IEGs mejor caracterizados es el proto-oncogen c-fos que, por sus caracteristicas, re-
sulta de suma utilidad para el estudio de la activacion del SNC frente a diferentes estimulos es-
tresantes. Otros IEGs utilizados en la literatura son c-jun, Arc y AfosB, pero comentaremos prin-
cipalmente c-fos.

Muchos factores, incluyendo factores neurotroéficos y neurotransmisores, pueden activar el com-
plejo promotor del gen de c-fos a través de diferentes mensajeros intracelulares (Herrera y Ro-
bertson, 1996; Herdegen y Leah, 1998). Una vez transcrito, la proteina codificada por el c-fos
puede dimerizar con proteinas de la familia c-Jun formando el complejo transcripcional AP-I
(proteina activadora I), el cual participa en la regulacion de la expresion de numerosos genes que
cuentan con un sitio de uniéon a AP-I en su promotor (Herdegen y Leah, 1998). Debido a la rapida
sintesis de c-fos y al retraso en el incremento de c-Jun, existe una ventana libre de c¢-Jun tras la
estimulacion durante la cual c-fos puede formar heterodimeros con GR y otros factores de trans-
cripcion (ATF-4, ATE-2, p65) influenciando la expresion génica en el periodo inmediatamente
posterior a la activacion celular (revision en Herdegen y Leah, 1998). Ademas existen varias com-
binaciones entre las familias fos y jun, de tal modo que los complejos c-fos/c-Jun activarian la
expresion génica mientras que el complejo c-fos/Jun B parece ser inhibidor (Sheng y Greenberg,
1990). Estas interacciones reflejan los cambios transcripcionales complejos que tienen lugar en
la neurona una vez activada. Parece existir un mecanismo de auto-represion de la expresion de
c-fos a través del complejo AP1 (Sassone-Corsi et al., 1988) que podria contribuir al bien carac-
terizado descenso de la expresion a pesar de la persistencia del estimulo. Otra de las caracteristi-
cas criticas del c-fos es la rapida degradacion de su mRNA, el cual tiene una vida media de 10-15
min (Shyu et al, 1989; Zangenehpour y Chaudhuri, 2002) con un pico maximo entre 30-60 min
desde el inicio del estimulo agudo si la exposicidon contintda durante ese tiempo (Cullinan et al,
1995). El gen de c-fos codifica una proteina que también se encuentra entre las mas rapidamente
degradadas, con una vida media de 90-120 min y una desaparicion gradual entre las 4 y 6 hs
después de una estimulacion puntual (Jariel-Encontre elt al, 1997; Kovacs, 1998).

Se considera la expresion de c-fos como una buena herramienta de cartografia anatomica funcio-
nal para identificar células y circuitos activados en respuesta a diferentes estimulos (revisiéon en
Hoffman y Lyo, 2002). La expresion de c-fos tiene dos importantes caracteristicas: su débil ex-
presion en condiciones basales y su rapida induccion por un amplio rango de estimulos (revision
en Armario, 2006a; 2006b). Sin embargo no se lo puede considerar un indicador universal de
activacion electrofisiologica de la neurona. Si bien ambos fenémenos suelen ir unidos, pueden
en ciertos casos disociarse. En primer lugar puede inducirse despolarizaciéon de la neurona sin
expresion de c-fos dado que son los cambios en las vias de sefializacion intracelular los que indu-
cen la expresion del gen y no la despolarizacion per se (Luckman et al, 1994; Robertson et al,
1995). En segundo lugar, los patrones sostenidos de activacion neuronal no parecen ir acompa-
nados de la induccidn de c-fos (Hoffman y Lyo, 2002). Finalmente el hecho que una neurona se
active y exprese c-fos no indica necesariamente que esta neurona juegue un papel relevante en el
procesamiento de un estimulo ya que puede activarse por mecanismos generales de arousal.
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Otra limitacion de la utilizacion de c-fos como marcador de activacion neuronal es que no iden-
tifica el tipo de neurona activada, por lo que cuestiones basicas como saber si se trata de una
neurona glutamatérgica estimuladora o una GABA¢érgica inhibidora quedan sin responder. La
utilizacion de técnicas de doble marcaje, combinando en ellas c-fos con otros marcadores espe-
cificos de un fenotipo neuronal particular, puede darnos informacién al respecto (Ceccatelli et
al, 1989; Rotllat et al, 2007; 2013).

4.1. Genes de expresion tempranay estrés

Durante las ultimas dos décadas se ha utilizado ampliamente la induccién de c-fos para com-
prender como el SNC procesa los estimulos estresantes (Imaki et al, 1993; Herman y Cullinam,
1997; Sawchenko el al, 2000; Pacak y Palkovits, 2001; Herman et al, 2003; Kovacs et al, 2005). El
analisis de los datos relacionados con la expresion de c-fos apoya la idea de la existencia de dos
tipos de estimulos estresantes: sistémicos y emocionales (Sawchenko el al, 2000; Herman et al,
2003). Esta division se basa en la caracterizacidn de los patrones de activacion observados tras la
exposicion a un amplio abanico de estimulos.

En términos generales, tras la exposicion a diferentes estimulos emocionales como la inmovili-
zacién en tubo, el nado forzado o el olor a depredador, se ha descrito una marcada activaciéon de
la expresion de c-fos en todas las areas alocorticales e isocorticales y especialmente en PFC (Cu-
llinan et al., 1995; Day et al., 2004; Ons et al., 2004). Dentro de las dreas subcorticales, se ha ob-
servado una activacidon consistente en respuesta a numerosos estimulos estresantes en el LS y
mds concretamente en su subdivision ventral (LSV) (Campeau et al., 1997; Stamp y Herbert,
1999; Armario, 2006b). Asi mismo, también se ha descrito induccion de c-fos ante estimulos es-
tresantes en la MeA (Cullinan et al, 1995; Ons et al, 2004), mientras que en CeA y BLA la induc-
cién es menor (Cullinan et al, 1995). Ademas, se ha observado expresion de c-fos en el BST tras
la exposicidn a estimulos estresantes como el ruido, la inmovilizacién en tubo, la natacion for-
zada o el choque eléctrico, aunque existe cierta controversia respecto a qué subregiones se activan
en respuesta al estrés (Duncan et al, 1996; Cullinan et al, 1995; Campeau y Watson, 1997; Bonaz
y Rivest, 1998; Li y Sawchenko, 1998).

Algunas areas muestran activacion tras la mera manipulacion del animal (handling) o la exposi-
cién a ambientes nuevos que son inevitables con algunos estimulos estresantes (v.g. la caja donde
se aplica el choque eléctrico), independientemente del estimulo particular presentado con pos-
terioridad (revision en Kovak, 1998). Entre estas areas que se activan por estimulos minimos se
encuentran las areas corticales, la formacion hipocampal (HF), y algunos nucleos talamicos. Esta
activacion se la relaciona al estado de activacion general (arousal) (Cullinan et al, 1995; Duncan
et al, 1996; Campeau y Watson, 1997), que seria un factor comun a la mayoria de los estimulos
estresantes emocionales y podria explicar, al menos en parte, las coincidencias en el patrén de
activacion.

Pocos trabajos han abordado directamente el estudio de la respuesta de c-fos frente a estimulos
emocionales de diferente intensidad. Campeau y colaboradores (Campeau y Watson, 1997; Cam-
peau et al, 1997) usando distintas intensidades de ruido o paradigma de miedo condicionado.
Estos ultimos autores hallaron tres patrones de activacion ante distintas intensidades de ruido:
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(a) areas que responden a la exposicion a la caja experimental (ambiente nuevo) independiente-
mente del estimulo presentado y su intensidad; (b) dreas relacionadas con el sistema auditivo,
que responden en forma proporcional a la intensidad del ruido y (c) areas en las que se encuentra
induccion de c-fos solo con las intensidades de ruido mas elevadas (90 y 105 dBA).

Por otro lado Pace y colaboradores (2005), utilizando distintos ambientes nuevos (una caja dis-
tinta a la de estabulacidn, un campo abierto circular y un pedestal elevado del suelo) y la inmo-
vilizacién en tubo evaluaron simultaneamente los niveles de ACTH y corticosterona y la expre-
sion de c-fos en algunas areas. Encontran una buena correlacion de estas hormonas periféricas
con la induccidn de c-fos en el PVN, pero no asi en el hipocampo y la corteza donde la inducciéon
parece estar relacionada con el potencial de exploracion que ofrecen el pedestal elevado y el
campo abierto respecto a la inmovilizacion.

En nuestro laboratorio (Ons et al, 2004) hemos comparado la expresion de c-fos y Arc (“activity-
regulated cytoskeleton-associated protein”, que codifica para una proteina de distribuciéon funda-
mentalmente telencefalica que esta asociada a la actina y que estd involucrada en procesos de
plasticidad sinéptica) tras la exposicion a estimulos estresantes emocionales de distinta intensi-
dad: ambiente nuevo, natacion forzada e inmovilizacién en plancha (IMO). Respecto a c-fos, hay
areas como la PFC que responden de manera similar a los tres estimulos, mientras que LS, MeA,
PVN y locus coeruleus (LC) presentan una induccion de c-fos que refleja al menos proporcional-
mente la intensidad del estimulo. También, se observd una fuerte inducciéon de Arc pero con un
patrén diferente de activacion que el de c-fos. Por ejemplo, se activo la expresion de Arc pero no
de c-fos en el ntcleo accumbens tras la inmovilizacion y en el hipocampo tras la exposicion a un
ambiente nuevo, y no se observo induccién de Arc en dreas diencefalicas o del tronco encefalico.
Estos datos demuestran que Arc tiene un restringido patrén de induccién neuroanatémico des-
pués de la exposicion a estimulos emocionales. No obstante, la relacion con la intensidad del
estimulo fue similar con c-fos y Arc.

En resumen, la literatura referente a distintos estimulos emocionales nos indica la existencia de
zonas como la corteza prefrontal, la corteza piriforme, el talamo y la corteza orbital lateral y ven-
tral que presentan niveles similares de induccidn de c-fos, independientemente de la intensidad
del estimulo presentado. En otras areas, cuanto mayor es la intensidad del estimulo estresante,
menor es la induccién de c-fos, como el hipocampo y el giro dentado. En cambio, la induccién
de c-fos en unas pocas areas como LS, MeA, algunas regiones del BST, el PVN y el LC si parece
discriminar entre las distintas intensidades de los estimulos estresantes emocionales (Ons et al,
2004). Esta aparente insensibilidad de determinadas areas del SNC a la intensidad de los estimu-
los estresantes sugiere que existe un nimero limitado de neuronas que responden a cualquier
situacion de estrés con la expresion de c-fos en forma de todo o nada. Por otro lado, la existencia
de areas que responden de manera proporcional a la intensidad de los estimulos emocionales
sugiere que, o bien se recluta un nimero mayor de neuronas con los estimulos mas severos (y
posiblemente existen neuronas con distintos umbrales de activacidn), o bien la poblacién acti-
vada es limitada en nimero y cuanto mas severo es el estimulo mas se activa cada neurona indi-
vidual (Armario, 2006a).
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Otra manera de estudiar como el cerebro procesa diferentes tipos de estimulos estresantes emo-
cionales es mediante la determinacion de las neuronas positivas para histona H3 fosforilada
(pH3s10) por inmunohistoquimica. Rotllant et al (2013) determinaron, utilizando la IMO o un
ambiente nuevo como estimulos estresantes, que hay un patrén mas selectivo de activaciéon neu-
ronal evaluada mediante pH3s10 que mediante el mRNA de c-fos. Por otro lado, datos no publi-
cados de nuestro laboratorio (Ubeda-Contreras, 2015) indican que en respuesta a tres estimulos
emocionales diferentes (la exposicion a un ambiente nuevo, la exposiciéon a un ambiente nuevo
con olor a depredador y la IMO), encontramos tres patrones de activacion diferentes: (a): areas
donde el incremento en el nimero de neuronas pH3s10 positivas fue independiente del estimulo
aplicado (PFC o MeA), (b): dreas que muestran una relacion positiva con la intensidad del esti-
mulo aplicado (LS) y (c): areas que muestran una relacion negativa con la intensidad del estimulo
aplicado (insula posterior, algunas subdivisiones de la amigdala y algunas subdivisiones del es-
triado). Estos resultados sugieren también que el patrén de activacion causado por los estresores
emocionales es mas especifico y restringido con la determinacion de pH3s10 que con la activa-
cién de c-fos, aunque es necesario hacer un estudio en paralelo determinando las dos variables
para poder confirmar estos resultados.

Para explicar como estimulos emocionales de naturaleza distinta terminan por activar las mismas
areas del SNC existen dos hipdtesis alternativas (Armario, 2006a). La primera y mas probable,
supone que se activa la misma poblacién neuronal, independientemente del estimulo presentado.
Esta hipdtesis encaja con los conceptos de arousal y de la activacidn inespecifica de la corteza a
través de proyecciones monoaminérgicas procedentes del tronco encefalico y de las sefiales pro-
cedentes de los nucleos de proyeccion inespecifica del talamo. La segunda posibilidad contempla
un cierto nivel de selectividad, con activacion de circuitos anatdmicamente préximos pero fun-
cionalmente separados. Es decir, en una misma drea del SNC podrian coexistir poblaciones neu-
ronales con distintos fenotipos neuroquimicos (especialmente respecto al neuropéptido utilizado
como co-transmisor), cada uno de los cuales se activaria frente a un estimulo concreto. Existen
pocos datos que puedan discriminar entre ambas hipdtesis, aunque nuestros resultados sugieren
la existencia de poblaciones neuronales en areas superiores como la corteza o el septum que res-
ponden especificamente frente a distintos estimulos estresantes emocionales (Marin, Nadal y
Armario, 2015 no publicado).

4.2. Genes de expresion tempranay psicoestimulantes

Desde principios de la década del 90 se han venido utilizando los genes de expresiéon temprana
para el estudio de las bases anatomico-funcionales de la adiccion (revision en Sumner et al, 2004).
Las drogas de abuso inducen la expresion de IEGs y el patrén particular de activacion que pro-
vocan depende de la droga (Erdtmann-Vourliotis et al, 1999; Valjent et al, 2004), de la dosis
(Rotllant et al, 2010) y de si la administracion es aguda o cronica (Torres y Horowitz, 1999).

La psicoestimulantes clasicos como la cocaina y la anfetamina (AMPH) acttian incrementando
la disponibilidad de DA y otras monoaminas en la hendidura sinaptica, por lo que su accién
neurofarmacoldgica primaria, responsable de los efectos psicomotores y reforzantes, se situa
principalmente en los circuitos monoaminérgicos, en especial (pero no exclusivamente) en los
dopaminérgicos. Se postula que el sustrato neurobioldgico para el efecto reforzante de las drogas
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de abuso son los sistemas dopaminérgicos, tanto el sistema nigro-estriatal, con proyecciones
desde la sustancia nigra (SN) hacia el estriado, como el sistema meso-cortico-limbico, con sus
proyecciones desde el area tegmental ventral (VTA) hacia el Acb, el tubérculo olfatorio, la PFC
y la amigdala (Koob et al, 1998). El circuito del sistema nigro-estriatal estd involucrado en el
desarrollo del habito del consumo de cocaina (Belin y Everitt, 2008), mientras que el circuito del
sistema meso-limbico-cortical estd mas vinculado con los efectos agudos reforzantes asociados a
la liberacion de DA especialmente en el accumbens Shell (AcbSh) (Di Chiara y Imperato, 1988;
Di Chiara y Bassareo, 2007).

La administraciéon aguda de AMPH en ratas provoca un aumento rapido y transitorio de la ex-
presion de c-fos principalmente en CPu y el Acb (Graybiel et al, 1990; Snyder-Keller, 1991;
Johansson et al, 1994; Badiani et al, 1998; Uslaner et al, 2001a y 2001b)). Esta activacion de c-fos
en el CPu inducida por la AMPH parece mediada por la liberaciéon de DA ya que se bloquea con
antagonistas dopaminérgicos D, y D, (Snyder-Keller, 1991; LaHoste et al, 2000, Ferguson et al,
2003). La AMPH también induce la expresion de c-fos y otros IEGs (AfosB, junB, krox-24 y fra-
1) en diversas regiones del SNC como la PFC, la HF, la CeA (Day et al, 2001), el talamo, el hipo-
talamo y el tronco encefélico (Persico et al, 1993), incluyendo la VT A (Nikulina et al, 2004; Co-
lussi-Mas et al, 2007; Rotllant et al, 2010) y los nticleos del Rafe (Colussi-Mas et al, 2007; Rotllant
et al, 2010).

Existen tres estudios que han aportado informacion sobre la activacion generalizada del SNC tras
la administracion de AMPH (Ostrander et al, 2003; Miyamoto et al, 2004 y Rotllant et al, 2010).
El mapeo de activacion general del SNC realizado en nuestro laboratorio utilizando dosis de 1.5
y 5 mg/kg de AMPH (Rotllant et al, 2010), mostrd activacion de c-fos en multitud de dreas, y
puso ademds en evidencia, que hay areas donde la activacidn es dosis dependiente (AcbSh, las
diferentes subdivisiones del PVN y del Rafe, la CeA y la MeA), mientras que en otras areas la
activacion es independiente de la dosis utilizada (mPFC-Cgl, mPFC-IL, VST, CPuDL, BLA y
VTA). El estudio de Rotllant et al., también reveld la existencia de areas que respondian con
mayor intensidad a la dosis menor de AMPH (PFC-PrL, AcbCy las regiones dorsal y ventral del
estriado medial). Por otro lado, se realizé un analisis factorial que sugeria la existencia de cuatro
circuitos nerviosos diferenciados activados en respuesta a la AMPH: (a): dreas ricas en neuronas
dopaminérgicas como PFC, Acb, CPu y VTA, (b): dreas con proyecciones serotoninérgicas
(Rafe), (c): la parte dorso-lateral del CPu y (d): PVT del talamo y PVN.

De la misma manera que la AMPH, la cocaina también induce la expresion de patrones especi-
ficos de c-fos en el estriado, preferentemente en las neuronas que expresan receptores D, las
cuales proyectan hacia la SN pars reticulata (Graybiel et al, 1990; Cenci et al, 1992; Johansson et
al, 1994). Esta induccién de c-fos se sitia preferentemente en los cuadrantes dorso-medial y
dorso-lateral del estriado, en tanto que en las zonas ventrales la expresion suele ser menos pro-
nunciada y uniforme (Graybiel et al, 1990; Steiner y Gerfen 1993, 1995). La administracién aguda
de cocaina también aumenta la expresion de c-fos en PFC, Acb y cerebelo (Couceyro et al, 1994;
Shaham et al, 2000). Se ha observado una buena correlacion entre la actividad locomotora indu-
cida por la droga y la expresion de proteina FOS en dreas como PFC, CPu, AcbC y AcbSh (Zom-
beck et al, 2010).
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En relacion a las dreas implicadas mds directamente en la regulacion del eje HPA, la mayoria de
las drogas de abuso activan al PVN (revisiéon en Lu y Shaham, 2005; Sinha, 2005; Armario 2010),
aunque las vias y mecanismos no estan claros. La activacion del PVN lleva a la subsecuente libe-
racion de ACTH y corticosterona. Sin embargo, el aumento de hormonas del eje HPA ante la
administracion de cocaina no correlaciona con el aumento de la expresion del c-fos en el PVN
(Torres y Rivier, 1992), aunque se incrementen los niveles de CRH y lesiones en el PVN reduzcan
marcadamente la respuesta de la ACTH a la droga (Rivier y Lee, 1994).

Utilizando técnicas de doble marcaje (c-fos y CRF), se ha observado que la AMPH activa en el
PVN similar nimero de neuronas (c-fos+) que la IMO (inmovilizacién en tabla), pero menor
numero de neuronas CRF+ (Rotllant, et al, 2007). Esto sugiere que otros factores hipotalamicos
que se sumarian al CRF estarian involucrados en la activacion del eje HPA ante la administracion
de AMPH (Armario, 2010).

5. Interaccion entre estrés y psicoestimulantes

La administraciéon aguda de varias drogas de abuso estimula en menor o mayor grado la respuesta
del eje HPA, liberando ACTH y glucocorticoides, aunque la clasificacion clasica de las drogas de
abuso en estimulantes o depresivas no contribuye a explicar los efectos sobre el eje HPA (Arma-
rio, 2010). Respecto a los psicoestimulantes, se ha demostrado elevacion en los niveles de ACTH
y/o corticosterona tras la administracién aguda de cocaina (Borowsky y Kuhn, 1991; Sarnyai et
al 1992; 1993), AMPH (Antelman et al, 1992; Gagliano et al, 2009) y MDMA (Nash et al, 1988;
Do Couto et al, 2011). El CRH tiene un rol fundamental en la activacion del eje HPA ante la
administracion de cocaina (Armario, 2010), ya que la administracion de un antisuero anti-CRH,
pero no la administraciéon de un antisuero anti-AVP, bloquea la respuesta del eje HPA a la co-
caina, (Rivier y Lee, 1994). La cocaina activa el PVN mediante diferentes neurotrasmisores, lo
que sugiere una regulacion multifactorial (Armario, 2010).

La AMPH incrementa los niveles de ACTH (Gagliano et al, 2009; Gémez-Roman et al, 2016) y
lo hace de manera dosis dependiente (Gagliano et al, 2015, datos no publicados de nuestro labo-
ratorio). Como consecuencia del efecto sobre la ACTH, la AMPH aumenta los niveles de corti-
costerona (Knych y Eisenber, 1979; Swerdlow et al, 1993; Gagliano et al, 2009; Gémez-Roman et
al, 2016). La respuesta maxima de corticosterona a la administracion de 2 mg/kg de AMPH se
observa a los 30 min post-administracidon y se mantiene durante los 90 min posteriores (Gagliano
et al, 2009). El incremento en los niveles de corticosterona tras la administracién de AMPH (0.5,
1 y 5 mg/kg sc) es dosis dependiente Swerdlow et al (1993).

Estudios en humanos indican la existencia de una elevada comorbilidad entre el consumo de
drogas y trastornos psiquidtricos asociados al estrés como la ansiedad y la depresion (King et al,
1996; Kandel et al, 1997). También se ha sugerido que el consumo inicial de drogas de abuso se
ve favorecido en individuos que han experimentado situaciones estresantes (revision en Jacobsen
et al, 2001). Se ha demostrado que tras largos periodos de abstinencia hay una recaida en indivi-
duos adictos a la cocaina, heroina y alcohol debido no sélo a un nuevo contacto con la droga
(Brown et al, 1995; Mendelson y Mello, 1996; O’Brien, 1997) sino también a la exposicion a si-
tuaciones estresantes (Sinha et al, 2000; 2006).
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Asi pues, el desarrollo de la adiccion estd asociado a la alteracion de los circuitos que regulan la
respuesta al estrés (Koob y Le Moal, 2005; Le Moal y Koob, 2007). Se ha sugerido un papel im-
portante de los circuitos del estrés en la vulnerabilidad inicial (adquisicidon) al consumo de drogas
de abuso (revision en Piazza y Le Moal, 1998; Kreek y Koob, 1998), quizas incrementando la tasa
de liberacion de dopamina en el Acb y aumentando las propiedades reforzantes de las drogas
(Piazza y Le Moal, 1998). También se ha propuesto un papel fundamental del estrés en el desa-
rrollo y mantenimiento de la conducta adictiva (Kreek y Koob, 1998; Goeders, 2003)

Hay dos modelos clasicos para evaluar la capacidad reforzante de las drogas: la autoadministra-
cién operante y el establecimiento del CPP (Conditioned place preference) (Lu y Shaham, 2005).
Estimulos como el choque eléctrico en las patas, la separacién maternal, la derrota social o los
ambientes sociales inestables, alteran la conducta de autoadministracién de diversas drogas de
abusos, disminuyendo el tiempo necesario para adquirir la respuesta de autoadministracioén en
cajas operante o favoreciendo su mantenimiento (revision en Lu et al, 2003). Por ejemplo, se ha
observado en ratas un aumento de la preferencia por el contexto asociado a la AMPH tras la
exposicion previa a la inmovilizacién en tubo (Capriles y Cancela, 1999) o un aumento de la
preferencia por el contexto asociado a la cocaina tras la exposicion previa al choque eléctrico o a
la natacion forzada (Redila et al, 2008).

Estudios en animales también indican que si bien el estrés puede participar en las fases iniciales
de la adiccién, su papel mas relevante parece tener lugar durante la abstinencia y la recaida
(Piazza y Le Moal, 1998; Kreek y Koob, 1998; Shaham et al, 2000; Aston-Jones y Harris, 2004).
En animales de experimentacidn, la recaida en el consumo de una droga puede estar asociado a
un nuevo contacto con la droga (priming), a la exposicion a estimulos condicionados asociados
ala droga o a la exposicion a estimulos estresantes (revision en Stewart, 2000; Shalev et al, 2002,
2010; Weiss, 2005; Mantsch et al, 2015). Por ejemplo, después de un proceso de extincidn, la
exposicion a estimulos estresantes como natacion forzada en agua fria reinstaura la conducta de
autoadministracion de cocaina (Conrad et al, 2010). Sin embargo no todos los estimulos estre-
santes inducen recaida de la misma manera (Mantsch et al, 2015), existiendo un efecto diferencial
de distintos estimulos estresantes (choque eléctrico intermitente, privacion de comida, natacion
forzada, restraint, etc) sobre la recaida en el consumo de heroina, cocaina, alcohol, nicotina y
meta-anfetamina. EIl BST y la CeA tienen importantes roles en la recaida del consumo inducida
por el estrés. Los estimulos estresantes activan el VTA que provee inervacion dopaminérgica al
BST y CeA, también potencian las proyecciones CRFérgicas de CeA a BST; esta activacion del
BST puede inducir la recaida (Erb et al, 2001). Otros estudios recientes indican que el choque
eléctrico induce activacion de las proyecciones CRFérgica y glutamatérgica desde el BST a VTA,
siendo esa activacion critica para la recaida en el consumo de drogas (Vranjkovic et al 2014).

Parece, por tanto, que el CRF juega un rol fundamental en la neurobiologia de la recaida (Zorrilla
et al, 2014). La propia administraciéon aguda de CRF en el BST es también capaz de inducir re-
caida, mientras que la administraciéon de un antagonista especifico de CRFR, bloquea la recaida
inducida por el choque eléctrico tanto en paradigmas de autoadministracion operante como de
CPP (revision Lu et al, 2003). Estos son efectos extrahipotalamicos del CRF ejercidos directa-
mente en el BST (Shaham et al, 2000; Lu y Shaham, 2005). Ademas existe un incremento en la
liberacion de CRF en la CeA y en el BST durante la abstinencia a la cocaina (Richter y Weiss,
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1999). Por otro lado, Wang y colaboradores (2005; 2007) encontraron que el CRF en el VTA es
critico para la restauracion de la busqueda de cocaina inducida por el choque eléctrico.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que el efecto de los psicoestimulantes (AMPH y co-
caina) puede modificarse por el estrés que induce el ambiente nuevo en el cual son administra-
dos. La respuesta motora a la AMPH es mayor cuando ésta es administrada en un ambiente dis-
tinto a la caja de estabulacidn (Badiani et al, 1995a; 1995b; 1997; 1998). Ademas, la expresion de
c-fos inducida por la administracion aguda de AMPH o cocaina también es mayor en estas con-
diciones (Badiani et al, 1998; Uslaner et al 2001a; 2001b), también los niveles de c-fos son mayores
que los obtenidos con cada estimulo por separado a nivel de la PFC (Uslaner et al, 2001a) y del
Acby CPu (Badiani et al, 1998). Estos datos sugieren una sinergia positiva entre psicoestimulante
y estrés. No obstante, el efecto potenciador del ambiente nuevo aparece en CPuy AcbC, pero no
en AcbSh y tampoco en la region medial y lateral del septum (Badiani et al, 1998). Por otro lado,
en la CeA y en la region oval del BST se observo menor expresion de c-fos ante similar situacion
(Day et al, 2001; 2005; 2008), sugiriendo un efecto inhibidor del ambiente nuevo sobre la expre-
sién de c-fos inducida por la AMPH, es decir una sinergia negativa entre ambos estimulos. Esta
interaccion negativa se ha visto confirmada al demostrarse que estimulos emocionales como el
ruido o la inmovilizacidon en tubo son capaces de inhibir la activacion de la CeA inducida tanto
por un estimulo estresante sistémico (IL-13) como por la administracion de AMPH (Day et al,
2005). También se ha observado una interaccion negativa tras la administracién de cocaina in-
mediatamente después de la exposicion a estrés por derrota social (exposicion durante 20 min a
un residente agresivo) en areas del SNC como la PAG, DR y LC (Nikulina et al, 1998), obtenién-
dose una menor induccién de c-fos que la causada por cualquiera de los dos estimulos por sepa-
rado.

Mas importante aun parece ser el cambio en el fenotipo neuronal activado en el estriado cuando
la droga se administra en un ambiente nuevo. Como es bien sabido, en este nicleo hay mayori-
tariamente dos poblaciones neuronales GABAérgicas: una expresa principalmente el receptor
dopaminérgico D,, dinorfina (DYN) y sustancia P (SP) y proyecta preferentemente hacia el glo-
bus pallidum segmento interno y la SN pars reticulata (via directa) y la otra expresa principal-
mente el receptor D, y encefalina (ENK) y proyecta hacia el globus pallidum segmento externo y
al nucleo subtalamico (via indirecta). Mientras que la exposicion a un ambiente nuevo no tiene
efecto sobre la expresion de c-fos en el estriado y la administracion de AMPH induce la activacion
de neuronas DYN+, con la administracién de AMPH en un ambiente nuevo se activan tanto las
neuronas DYN+ como las ENK+ (Badiani et al, 1999; Uslaner et al, 2001b; Ferguson et al, 2003),
lo que nos esta indicando que la activacion de algunas poblaciones neuronales parece depender
del contexto (quizas el grado de estrés) en el que se administra la droga.

La exposicion repetida a la AMPH induce desensibilizacion del eje HPA (disminucién de ACTH
y corticosterona) y también sensibilizacion conductual (aumenta la actividad motora) a corto
(Gagliano et al, 2009) y largo plazo (Everitt y Wolf, 2002; David et al, 2015); esto podria jugar un
rol importante en la persistencia de la conducta de busqueda de la droga. Ademas, la adminis-
tracion de una sola dosis de AMPH es capaz de inducir sensibilizacion a largo plazo del eje HPA
ante exposiciones posteriores a un estimulo estresante sistémico como la IL-1f y una sola expo-
sicién a la IL-1P puede provocar sensibilizacion ante administraciones posteriores de AMPH
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(Schmidt el al, 2001). En este mismo trabajo, los autores describen un aumento de liberacion de
noradrenalina in vitro en el PVN a medida que se van repitiendo las exposiciones a IL-1p o
AMPH, adjudicandole este fendmeno de sensibilizacién a vias adrenérgicas directas sobre el
PVN.

Nuestro laboratorio también ha estado interesado en la relacion entre estrés y psicoestimulantes,
y la aproximacion que hemos utilizado ha sido exponer a los sujetos a ambos tipos de estimulos.
Nuestros datos previos, utilizando técnicas de doble marcaje (FOS + CRF) han demostrado que
estimulos estresantes severos como la IMO y la administracion de AMPH causan similar expre-
sién de FOS en el PVN, aunque el estimulo estresante activa mas neuronas CRF+ que la droga
(Rotllant et al, 2007). En otro estudio (Rosa, 2015 no publicado), utilizando un disefio similar,
hemos expuesto a los animales de forma simultanea a cocaina y a un estimulo estresante de ele-
vada intensidad como es la IMO y hemos comparado también la expresion de c-fos de ambos
estimulos por separado con la inducida por la exposicidon simultanea a ambos estimulos. En la
mayoria de las areas analizadas se encuentra un efecto sumatorio, en ningun caso se evidencian
sinergias positivas, y resulta interesante que en ciertas areas hay sinergias negativas: en el cortex
cingulado la IMO inhibe la expresion inducida por la cocaina, y en el Acb, BST y DR la cocaina
inhibe el efecto de la IMO.

Recientemente hemos demostrado también (Gémez-Roman et al, 2016) una interaccion nega-
tiva entre AMPH vy estimulos estresantes de naturaleza diferente como la IMO, la natacién for-
zada y la inyeccion de IL-1PB. La AMPH per se estimula los niveles de hormonas del eje HPA sin
aumentar los niveles de glucosa y, por otro lado, reduce los niveles periféricos de esas hormonas
tras la exposicion a cualquieras de los estimulos estresantes mencionados. Ademas, esta interac-
cién negativa afecta al PVN al ponerse de manifiesto un bloqueo de la expresion del gen del CRF
inducida con la natacion forzada. Por otro lado, la interaccion negativa entre AMPH vy estrés no
se restringe solamente al eje HPA, ya que el aumento de los niveles de glucosa que ocurre tras la
exposicion a estimulos estresantes se ve reducido cuando los estimulos estresantes se presentan
conjuntamente con la inyecciéon de AMPH, indicandonos una interaccién negativa también a
nivel del eje SMA.

La AMPH también disminuye la expresion de c-fos inducida por el estrés en otras dreas criticas
para el procesamiento de los estimulos estresantes como el LS y la PFC-PrL, aunque no asi en la
MeA, AcbSh o CPuDL donde se evidencia un efecto sumatorio o en CPuVL donde se evidencia
una sinergia positiva (Gémez-Roman, 2011).

El trabajo de nuestro grupo (Gémez-Roman et al, 2016), representa el origen y marca las pautas
a seguir de esta tesis doctoral. Una vez confirmada la interaccion negativa entre un estimulante
como la AMPH y diferentes tipos de estimulos estresantes, nos planteamos si esa interaccion se
daria también con un estimulante del SNC de uso farmacoldgico en el ser humano como el me-
tilfenidato (MPH), cuya principal aplicacion terapéutica es el Trastorno por déficit de atencion
con hiperactividad (TDAH). Elegimos inicialmente un estimulo estresante emocional de inten-
sidad intermedia como la natacion forzada, para extenderlo luego a otras situaciones de estrés.
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6. Metilfenidato: opcidn terapéutica de eleccién para el TDAH en hu-
manos

El fArmaco mas utilizado en el tratamiento del TDAH es el MPH (Ritalin®, Ritalina®, Concerta®,
Rubifen®). El rango de dosis terapéutica mas utilizado oscila entre 0.5 y 2 mg/kg/dia (Sprague y
Sleator, 1977; Haleem et al, 2015). Su mecanismo de accién consiste en bloquear el transportador
de DA (DAT) y el de NA (NET), pero tiene poco efecto sobre el de 5-HT (SERT), a diferencia de
otros estimulantes del SNC como la cocaina (Han y Gu, 2006). Como consecuencia, el MPH
aumenta los niveles de DA y NA, pero no de 5-HT a nivel sindptico (Kuczenski y Segal, 1997,
2002; Segal y Kuczenski 1999; Brandon y Steiner, 2003). Estudios in vitro sefialan que su potencia
para bloquear DAT es mayor que el de la cocaina y su potencia para bloquear NET es similar al
de la AMPH (Han y Gu, 2006).

El rango intermedio de dosis terapéuticas de MPH (0.80 mg/kg) en voluntarios humanos sanos
bloquean el 60% del DAT en el estriado, aumentando significativamente la disponibilidad de DA
(Volkow et al, 2002). Se asume que los efectos terapéuticos del MPH son en parte debidos al
incremento del tono dopaminérgico, pero los efectos sobre la NA estan también relacionados
con el aumento de la atenciéon que induce el farmaco. De hecho, el MPH por via oral en volun-
tarios adultos sanos es mas potente bloqueando al recaptador de NA que al de DA (Hannestad
et al, 2010).

El TDAH es un trastorno del desarrollo definido en el DSM-V que cursa con un patrén persis-
tente de inatencion (falta de atencién y dificultad para mantener la atencion, ausencias, dificultad
de organizacion, falta de entusiasmo) y/o hiperactividad-impulsividad (movimientos frecuentes
de manos y pies, imposibilidad de quedarse quieto, hablar excesivamente, interrumpir los dis-
cursos ajenos) hechos que interfiere con el normal funcionamiento y desarrollo del individuo.
Para el diagnoéstico, algunos de estos sintomas deben haberse presentado antes de los 12 aos,
manifestarse tanto en los ambitos educativos como en el hogar y no deben ser consecuencia de
otros trastornos mentales como trastornos psicdticos, trastornos del estado de animo, de ansie-
dad, de personalidad o del consumo de sustancias adictivas. Existen tres tipos de TDAH: TDAH-
A, con predominio de la falta de atenciéon, TDAH-HI, con predominio de los sintomas de hiper-
actividad/impulsividad, y TDAH-C, que combina ambos tipos de sintomas. También se clasifi-
can en leve, moderado o grave dependiendo de la gravedad de los sintomas (DSM-V, 2014). En
humanos, administrado oralmente, el MPH lleva 60 afios utilizandose como opcidn terapéutica
de primer orden para el tratamiento del TDAH, puesto que en estos pacientes mejora el control
ejecutivo, reduce la impulsividad y mejora la memoria de trabajo. Sin embargo, también puede
tener varios efectos secundarios como retraso en el crecimiento (por sus efectos anorexigenos),
insomnio (por sus efectos psicoestimulantes), nausea y riesgos cardiovasculares (por sus acciones
sobre el SNA simpatico).

Aunque la mayoria de los estudios en humanos sobre los efectos del MPH en las funciones cog-
nitivas se han realizado en pacientes con TDAH (especialmente nifios y adolescentes), también
se han evaluado sus efectos en voluntarios adultos sanos, los cuales serian mas comparables con
los sujetos utilizados en nuestro trabajo. En voluntarios sanos el MPH en general potencia las
funciones ejecutivas dependientes de la PFC. Dicho aumento se manifiesta en diversas pruebas.
Por ejemplo, mejora el rendimiento en la tarea de Stroop color Word (que mide funcion ejecutiva)

46



(Moeller et al. 2014), aumenta la flexibilidad cognitiva en tareas de set shifting, que miden me-
moria declarativa y espacial (Linssen et al. 2012), disminuye la falta de inhibicién conductual en
tareas tipo stop-signal o similares (Turner et al. 2003; Linssen et al. 2012; Pauls et al. 2012) y
potencia la memoria de trabajo (ver revision en Linssen et al. 2014). Sin embargo, los efectos del
MPH en este tipo de poblaciones no son tan lineales y dependen del tipo de tarea y de las capa-
cidades cognitivas del sujeto (Finke et al. 2010; Van der Schaal et al. 2013). Cabe también men-
cionar que ciertas subpoblaciones de voluntarios sanos (p.e. estudiantes universitarios) pueden
realizar un uso abusivo/recreacional de la substancia (Steiner y Van Waes, 2013), de acuerdo con
los estudios de laboratorio en humanos que indican que tiene poder reforzante, de forma dosis-
dependiente, en paradigmas de progressive-ratio (Rush et al. 2001). No obstante su capacidad
adictiva en pacientes que hacen un uso terapéutico parece limitada (Fredriksen et al. 2013). Por
ultimo, los efectos del MPH en la impulsividad (motora) en voluntarios sanos no han estado muy
bien caracterizados, pero podrian ser negativos (aumento de la impulsividad) como muestran
ciertos datos (Voon et al. 2015), de acuerdo con los estudios en modelos animales que sugieren
que el firmaco aumenta la impulsividad en las ratas que tienen una impulsividad basal baja (Ca-
prioli et al. 2015).

Aunque no existen tantos estudios respecto a la actividad basal del eje HPA y la respuesta biolo-
gica al estrés en el TDAH como en otras alteraciones psiquiatricas como la depresion o la esqui-
zofrenia, se han ido publicando diversos estudios, particularmente en la ultima década. En la
revision que hemos realizado hemos distinguido entre la actividad basal y la respuesta a situacio-
nes de estrés. También hemos revisado la influencia del tratamiento con MPH sobre la actividad
del eje HPA. La mayoria de estudios se han llevado a cabo en jévenes y inicamente indicaremos
cuando los estudios corresponden a poblacion adulta. La revision no es exhaustiva y se hace re-
ferencia tan solo a algunos de los trabajos representativos del campo.

Existen datos controvertidos respecto a la actividad basal del eje HPA, valorada habitualmente
por los niveles plasmaticos o en saliva de cortisol. En tanto que es muy frecuente no encontrar
diferencias entre jovenes con TDAH vy controles (v.g. Gispen de Wied et al, 1998; Snoek et al,
2004; Fairchild et al, 2008, Pesonen et al, 2011; Palma et al, 2012), existe casi igual niamero de
publicaciones en las que se observan niveles mas bajos de cortisol en el TDAH. En estos casos,
estos niveles menores de cortisol afectan de forma mas o menos similar a distintos subtipos de
TDAH (Maetal, 2011; Chen et al, 2012; Isaksson et al, 2012) o bien a algunos subtipos especificos
(van West et al, 2009; Maldonado et al, 2009; Pesonen et al, 2011) o cuando el TDAH se combina
con conducta desafiante (Kariyawasam et al, 2002; Freitag et al, 2009). Hasta dénde hemos po-
dido averiguar, unicamente un estudio ha observado niveles mas elevados de cortisol en sujetos
con TDAH (White y Mulligan, 2005).

Coémo los jovenes con TDAH responden a situaciones de estrés se ha estudiado mucho menos.
También aqui los resultados son contradictorios, habiéndose observado una respuesta normal
(Jansen et al, 1999; Snoek et al, 2004; Blomqvist et al, 2007), incrementada (Palma et al, 2012) o
reducida (Fairchild et al, 2008). En otro estudio, la respuesta reducida se restringié al subtipo
inatento que respondia menos que los controles o el subtipo combinado (van West et al, 2009).
Es importante destacar que las diferencias en la respuesta al estrés no suelen ir asociadas a cam-
bios similares en los niveles basales y también que una respuesta normal de cortisol puede ir
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asociada a una mayor respuesta en términos de ansiedad (Blomgqvist et al., 2007), lo que indica
una disociacion entre ambos tipos de respuesta al estrés.

Los estudios en adultos con TDAH son escasos y coinciden en niveles basales normales de cor-
tisol respecto a una poblacion control (Lackschewitz et al, 2008; Hirvikoski et al, 2009; Coromi-
nas et al, 2015). No obstante, es interesante destacar que un estudio ha demostrado cambio de
fase (retraso) en el ritmo circadiano de cortisol y otros parametros bioquimicos y conductuales
en adultos con TDAH (Baird Al et al, 2012). La respuesta al estrés de estos pacientes si ha dado
lugar a resultados muy contradictorios, habiéndose descrito una respuesta normal (Hirvikoski et
al, 2009), incrementada (Raz y Leykin, 2015) o reducida (Lackschewitz et al, 2008). En un estudio
comparando los subtipos inatento y combinado en pacientes con TDAH no medicados, la re-
duccioén de la respuesta tiende a ser menor en los inatentos, pero es en los combinados donde las
diferencias son significativas respecto a los controles (Corominas et al, 2015). Es interesante des-
tacar que en algunos estudios hay una respuesta normal de cortisol (Hirvikoski et al, 2009) o una
menor respuesta fisioldgica al estrés (Lackschewitz et al, 2008), en este tltimo caso tanto de cor-
tisol como de frecuencia cardiaca, se vio acompanada en ambos casos de una mayor respuesta
subjetiva o de ansiedad, en consonancia con un estudio en jévenes (Blomgqvist et al, 2007).

Enlo que respecta al eje HPA, hay pocos trabajos en humanos que exploren los efectos del MPH.
La administracién intravenosa aguda de 0.3 mg/kg de MPH a voluntarios sanos aumenta los
niveles de cortisol, aumento que no esta asociado a un incremento de ACTH (Joyce el al, 1986).
La mayoria de los estudios se han llevado a cabo, como es 1dgico, en pacientes con TDAH. La
mayoria de los estudios realizados en jévenes con TDAH no observan efecto de la medicacién
con MPH (Maayan et al, 2003; Lee et al, 2008; Wang et al, 2011; 2012; Isaksson et al, 2013). No
obstante, es posible que haya una elevacion de los niveles en las primeras fases del tratamiento,
para volver después a la normalidad (Weizman et al, 1987; Chen et al, 2012; Wang et al, 2012).
Unicamente un trabajo ha investigado cémo el tratamiento puede afectar a la respuesta del cor-
tisol a un estrés, habiéndose observado una reduccién, pero solo en los que mostraban alta im-
pulsividad (Hong et al, 2003).

7. Efectos fisiolégicos del metilfenidato en animales de experimen-
tacion a nivel del SNC

Como ocurre con otros psicoestimulantes, el principal blanco de accion del MPH es el estriado
y la induccién de c-fos ha sido una de las herramientas mas utilizadas. El tratamiento agudo con
5 0 40 mg/kg de MPH aumenta significativamente la expresidon de c-fos en el estriado de ratones
machos adultos CD1 (Hawken et al, 2004). De forma similar, la administracion aguda de 5 0 10
mg/kg de MPH en ratas SD adultas, produce un robusto incremento en la expresion de c-fos en
estriado, en tanto que con 2 mg/kg el aumento es muy bajo y con 0.5 mg/kg no se produce au-
mento (Yano y Steiner, 2005).

Resultados similares se han observado en animales mas jévenes. En ratas SD juveniles (PND25)
hay incremento en la expresion de c-fos en estriado en respuesta a la inyeccion aguda de 2 o0 10
mg/kg de MPH de manera dosis dependiente (Chase et al, 2005). También Allen el al (2010)
describen un aumento en la expresion de c-fos en estriado con la inyeccién de 7.5 mg/kg de MPH
en ratas SD infantiles (PND10) o juveniles (PND24), aunque este aumento es mucho mayor con
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1.6 mg/kg de AMPH. De forma similar, en el estudio de Penner et al (2002) la induccién de la
expresion de c-fos en el estriado con MPH es también dependiente de la dosis (5 y 20 mg/kg) y
de la edad de los ratones CD-1 estudiados (PND3, 7, 11, 24 y 45); con 20 mg/kg encuentran
activacion en todas las edades estudiadas, mientras que con 5 mg/kg solo en los PND24 y 45.
También Brandon y Steiner (2003) hallaron en ratas SD juveniles, que el MPH produce un in-
cremento de la expresion de c-fos dosis dependiente (2, 5y 10 mg/kg) en el estriado, este efecto
fue mas pronunciado en el estriado dorsal a niveles mediales y caudales, donde la activacion fue
evidente ya con 2 mg/kg. No conocemos estudios donde se compare la expresion de c-fos entre
ratas adultas y juveniles.

Por otro lado, también se han descrito activacion de la expresion de c-fos en otras areas. La in-
yeccion aguda de 10 mg/kg de MPH aumenta la expresion de c-fos en Acb de ratas juveniles
Chase et al (2005). También se incrementa la expresion de c-fos en PFC tras la inyeccion de 3
mg/kg de MPH en ratones juveniles Koda et al (2010) y tras la inyeccion de 7.5 mg/kg en ratas
juveniles Allen et al, (2010).

Los estudios de c-fos que indican que el MPH activa areas de proyeccién dopaminérgica se ven
corroborados por estudios electrofisioldgicos. La inyeccion aguda de 0.6, 2.5 o0 10 mg/kg de MPH
a ratas SD adultas aumenta la actividad electrofisioldgica del estriado (Claussen y Dafny, 2015).
Estos mismos autores también han observado que el MPH aumenta la actividad neuronal y con-
ductual de PFC de manera dosis dependiente en ratas SD adultas Claussen y Dafny (2014). Asi,
dosis bajas (0.6 mg/kg) producen una disminucion en la actividad de la PFC, mientras que dosis
mas altas, (2.5 o 10 mg/kg) la incrementan. El efecto del tratamiento agudo con MPH sobre la
activacion de la PFC es dependiente de la dosis y de la edad, dado que Gronier et al (2010), de-
muestran que la dosis de 3 mg/kg aumenta la actividad electrofisiologica in vivo de la PFC en
ratas juveniles, siendo el efecto mayor en ratas adultas. Con 1 mg/kg se produce un efecto depre-
sor sobre las neuronas piramidales de ratas SD infantiles y un efecto excitatorio en ratas juveniles;
con 0.03 0 0.3 mg/kg, que son dosis minimas utilizadas en TDAH también se produce un efecto
depresor en la PFC de ratas juveniles (Urban et al 2012). Estos trabajos sugieren que la reactivi-
dad de la PFC al MPH puede ser distinta en sujetos adultos, juveniles e infantiles.

El incremento de la actividad de las neuronas en PFC parece asociado a la liberacion de DA Gro-
nier (2011), ya que la activacion provocada se por la administraciéon de 1 o 3 mg/kg de MPH en
ratas SD adultas se redujo parcialmente por la administracion de 0.5 mg/kg, ivde un antagonista-
D1 dopaminérgico (SCH 23390). Estos mismos autores describen que la administracion de 1
mg/kg de un antagonista a2-adrenérgico (yohimbina) potencid el efecto excitatorio de 0.3 mg/kg
de MPH, demostrando de esta manera la implicacion de los receptores D1 y a2 en los efectos
electrofisiologicos del MPH sobre las neuronas de la PFC.

El nicleo Acb juega un papel critico en los efectos reforzantes de los psicoestimulantes y también
parece activarse con MPH. Chong et al, (2012) demuestran un aumento de la actividad electro-
fisioldgica del Acb en ratas SD adultas tratadas con 2.5 mg/kg de MPH. En cambio, en ratas
juveniles se observa un aumento dosis dependiente de la actividad locomotora (home-cage) tras
la inyeccién aguda de MPH (0.6, 2.5, 5 y 10 mg/kg), en tanto que la activacion electrofisiologica
solo se observa con 5 o 10 mg/kg (Frolov et al, 2015)
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Otra de las areas blanco del MPH es el VTA. La respuesta conductual que mas se ha estudiado
en este sentido es de nuevo la activacion motora inducida por el MPH. Jones y Dafny (2013)
utilizan 0.6, 2.5 y 10 mg/kg de MPH en ratas SD juveniles y describen que el MPH causa una
aumento de la actividad locomotora de manera dosis dependiente. En cambio, con 0.6 mg/kg
hay una disminucién de la actividad electrofisioldgica del area y con 2.5 y 10 mg/kg hay un au-
mento, por lo que no hay una buena correlacidn entre actividad locomotora y la respuesta elec-
trofisiologica del VTA. El significado funcional de estas diferencias individuales permanece sin
conocerse.

8. Metilfenidato y conducta en animales de experimentacion

Aunque existen distintos trabajos en la literatura acerca del efecto del MPH sobre la con-
ducta/cognicién en modelos animales, muchos de ellos analizan efectos demorados de la admi-
nistracion temprana o efectos de la administracion cronica, por lo que no serdan comentados en
este apartado. Nos centraremos en los efectos psicoestimulantes y reforzantes agudos, en los efec-
tos terapéuticos sobre funciones ejecutivas y en la existencia de datos que apoyen su posible in-
teraccion con estimulos estresantes. Mencionaremos si se trata de estudios en animales jovenes

o adultos, y si utilizan animales seleccionados genéticamente o bien poblaciones no selecciona-
das.

8.1. Efectos psicoestimulantes y reforzantes

Los efectos estimulantes agudos del MPH en funcién de la dosis estdn muy bien caracterizados.
En animales adultos no seleccionados (SD) no se observa efecto estimulante a 0.6 mg/kg, éste es
bajo a 2.5 y potente a 10 mg/kg (Claussen et al, 2014). En otros trabajos también en animales no
seleccionados (Long-Evans) se replica el efecto psicoestimulante dosis-dependiente a 2.5 y a 5
mg/kg, en tanto que en la etapa adulta dicho efecto no parece ser dosis dependiente (Levant et
al, 2011). La capacidad psicoestimulante depende también de la cepa estudiada. Por ejemplo,
Yetnikoff y Arvanitogiannis (2013) describen que las ratas SHR (espontaneamente hipertensas),
que se utilizan como modelo de hiperactividad, son mas sensibles a los efectos estimulantes mo-
tores del MPH que las Wistar Kyoto (WKY), tanto en animales adolescentes como adultos.

Los efectos reforzantes del MPH en animales adultos se han estudiado en distintos paradigmas,
entre los que destaca la autoadministracion operante intravenosa con distintas variantes (FR1 o
razon progresiva). Aunque en humanos la opinién mas generalizada es que el potencial adictivo
del farmaco es bajo un su uso terapéutico por via oral, en poblaciones sanas (sin TDAH) puede
producirse un uso abusivo (ver Teuns et al. 2014 para una discusién). Este uso abusivo viene
corroborado por los datos en animales, en consonancia con otros psicoestimulantes, como la
AMPH o la cocaina.

En animales no seleccionados (SD) se produce autoadministracién intravenosa en un paradigma
de FR1 con dosis entre 0.1 - 1 mg/kg (Heal et al. 2013). De forma similar, con un protocolo de
razon progresiva, Marusich et al (2010), observaron que las ratas SD adquirian la autoadminis-
tracion de MPH sin un entrenamiento previo para la autoadministracién de comida u otra droga,
consiguiéndose un breaking point de hasta 300 para obtener una dosis de 0.56 mg/kg/infusion.
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Ademas, las variables de personalidad actiian como factores de susceptibilidad en la autoadmi-
nistracion de MPH. Las ratas SD mas impulsivas (evaluadas mediante pruebas de descuento por
demora) se auto-administran mas MPH que las menos impulsivas cuando se trata de bajas dosis
de infusién (0.1 mg/kg/infusion iv), pero dicha diferencia no se observa a dosis mas altas (1
mg/kg/infusién iv), indicando que las diferencias individuales en la impulsividad influyen de
manera dosis dependiente en los efectos reforzantes del firmaco (Marusich y Bardo, 2009). Por
otro lado, De la Pena et al. (2015) describen que las ratas SHR presentan una mayor preferencia
por la novedad (son “buscadoras de sensaciones”) respecto a las controles WKY y son también
mas vulnerables a los efectos reforzantes del MPH (0.25 mg/animal/infusion, iv).

8.2. Efectos sobre las funciones ejecutivas.

Las funciones ejecutivas que dependen de la corteza prefrontal incluyen, por una parte, procesos
atencionales superiores y memoria de trabajo, y por otra parte, capacidad de inhibicién/control
de la impulsividad. Estos procesos estan evidentemente deteriorados en los pacientes con TDAH
(en funcion del subtipo predominante) y son reducidos, en mayor o menor grado, por la admi-
nistracion de MPH. Los datos que a continuacion se comentan, en animales adultos, corroboran
estos efectos.

8.2.1. Efectos sobre la atencion y la memoria de trabajo

La atencidn sostenida estd tipicamente disminuida al menos en algunas subpoblaciones de pa-
cientes con TDAH, sean nifios (Huang-Pollock et al, 2012) o adultos (Mostert et al, 2015). En
modelos animales se utilizan distintas pruebas para medir la atencion sostenida, siendo las dos
principales la del five choice serial reaction time task (5SCSRTT) que sera comentada posterior-
mente (porqué también evaltia impulsividad) y la prueba de detecciéon de sefales (Levin et al,
2011). En este ultimo paradigma operante se entrena al animal a apretar una palanca para con-
seguir una recompensa en presencia de una determinada sefial visual y a apretar otra palanca en
presencia de una sefal diferente o en ausencia de cualquier sefial. El efecto esperado del MPH es
una mejora en el proceso de deteccion de senales. Por ejemplo, ratas no seleccionadas (SD) me-
joran la atencidn sostenida en una tarea de deteccion de sefiales con dosis de 0.5 y 1 mg/kg ip de
MPH (Andrzejewski et al, 2014). De forma similar, la inyeccion de 0.5 mg/kg ip mejora la detec-
cién de sefales en animales SD Berridge et al (2006). En otros experimentos el efecto del MPH
(0.3 mg/kg sc) en ratas SD parece darse unicamente en aquellos sujetos con niveles basales de
ejecucion bajos (Rezvani et al, 2009).

Las alteraciones en la memoria de trabajo son también tipicas de al menos algunas subpoblacio-
nes de pacientes con TDAH, sean de nuevo nifos (Fair et al, 2012) o adultos (Mostert et al, 2015).
En animales no seleccionados (SD) Berridge et al. (2006), obtuvieron una mejora de la memoria
de trabajo con 2 mg/kg po de MPH, utilizando una prueba de alternancia demorada, en la que se
da refuerzo si el animal escoge el brazo de un laberinto que ha sido previamente no reforzado. El
efecto es bifasico, puesto que las dosis mas altas tienen efectos negativos (Arnsten y Dudley,
2005). Es muy interesante comentar que las dosis bajas de MPH que son capaces de mejorar la
memoria de trabajo son las que aumentan la respuesta electrofisiologica de las neuronas de la
corteza prefrontal, mientras que las dosis mas altas producen una inhibicion de la corteza (De-
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vilbiss y Berridge, 2008). De hecho, la administracién intracerebral de MPH en la parte dorso-
medial de la corteza prefrontal (y no en la ventromedial) mejora también la memoria de trabajo
siguiendo una curva en U invertida (Spencer et al. 2012).

8.2.2. Efectos sobre la inhibicion conductual

La capacidad de inhibicion conductual que induce el MPH se ha evaluado basicamente mediante
tres procedimientos: el paradigma de stop signal reaction time (SSRT), el de descuento por de-
mora (delay-discounting) y el del 5CSRTT. En los estudios con modelos animales se han utilizado
principalmente animales adultos y a estos nos referiremos en este apartado.

La habilidad de detener una respuesta previamente iniciada es una importante componente de
la inhibicién conductual. El tiempo requerido para parar una respuesta en el paradigma de SSRT
es utilizado como un indice clinico de control inhibitorio de la conducta impulsiva. Los pacientes
con TDAH tienen un SSRT lento, tanto si se trata de nifios-adolescentes (Crosbie et al, 2013)
como adultos (Murphy, 2002; Bekker et al, 2005). Estos datos se corroboran con los estudios en
animales. En resumen, el procedimiento consiste en entrenar a los sujetos a realizar una respuesta
operante (apretar una palanca) y a continuacion (ensayos “go”) a realizar otra segunda respuesta
para conseguir comida como refuerzo. En una proporcion baja de ensayos (“no go”) se adminis-
tra un estimulo auditivo tras la realizacion de la primera respuesta, que actua como sefal inhibi-
toria para detener la segunda respuesta. Eagle et al (2007) clasificaron en primer lugar a las ratas
(Lister-hooded) en dos grupos, las de respuesta lenta en el SSRT (que emularian a los pacientes
con TDAH) y las de respuesta rapida. A dosis de 0.3 y 1 mg/kg (ip), el MPH disminuyé el SSRT
de los animales de respuesta lenta, pero aumento a esas mismas dosis el de los animales rapidos.

Una manifestacién de impulsividad cognitiva o de eleccion en modelos animales es la preferencia
por recompensas pequefias inmediatas en lugar de recompensas mayores pero demoradas en el
tiempo; es decir, la presencia de un elevado “descuento por demora” (Perry y Carroll, 2008). El
procedimiento consiste en ofrecer al sujeto dos palancas en una jaula operante, de forma que el
refuerzo asociado a la palanca “inmediata” es siempre pequefio, mientras que el asociado a la
palanca “demorada” es mayor, variandose a lo largo del tiempo la demora entre la conducta de
apretar dicha palanca y la consecucion del refuerzo. Ciertas subpoblaciones de nifios (Pauli-Pott
y Becker, 2015) y adultos (Mostert et al, 2015) con TDAH presentan puntuaciones de impulsivi-
dad superiores a los controles en la tarea de descuento por demora. Los efectos esperados del
MPH sobre esta medida se ven corroborados en modelos animales. En animales no seleccionados
(Long-Evans), el MPH disminuye el descuento por demora (Paterson et al, 2012b), con una dosis
de 4 mg/kg (pero no menor). Sin embargo, algunos de los efectos del MPH sobre la tolerancia a
la demora podrian no ser especificos puesto que se ha descrito que el firmaco disminuye la im-
pulsividad cuando las distintas demoras se presentan en orden ascendente, pero no en orden
descendente (Tanno et al, 2014). Ademas, cabe mencionar que tanto la habitual mezcla racémica
como el isémero dextro es efectivo en este paradigma, mientras que no lo es el levo (Slezak et al,
2014). Sin embargo, los resultados en modelos genéticos de impulsividad son controvertidos. Por
un lado se ha descrito que la administraciéon de 3 mg/kg de MPH disminuye en ratas SHR la
impulsividad evaluada por esta prueba de tolerancia a la demora (Slezak y Anderson, 2011). Por
el contrario, Wooters y Bardo (2011), utilizando este procedimiento, demuestran que la cepa
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WKY es menos impulsiva que la SHR y que la administraciéon aguda de 5.6 o 10 mg/kg de MPH
disminuye la impulsividad en las WKY, pero no en las SHR ni en las SD.

El procedimiento denominado 5CSRTT ha sido ampliamente utilizado en los ultimos afios para
evaluar atencion e impulsividad motora (Robbins, 2002). En esta tarea, se situa a las ratas en un
paradigma operante en el que se presenta una luz en una de cinco posibles posiciones (agujeros).
Cuando el animal introduce su hocico en el hueco iluminado (nosepoke) es recompensado con
un pellet de comida, y se contabiliza una respuesta correcta. El sujeto puede realizar respuestas
incorrectas o falta de respuestas (omision). El porcentaje de respuestas correctas en funciéon de
las respuestas totales en esta tarea (accuracy) es una medida de atencion. Se considera una buena
medida de impulsividad motora el nimero de respuestas anticipadas durante el ITI (prematu-
ras). Las respuestas perseverantes en un mismo agujero después de ser reforzado se consideran
un indice de compulsividad. Esta prueba es un analogo traslacional de las pruebas neuropsicold-
gicas que miden atencidn sostenida (continuous performance test). Los pacientes con TDAH, ni-
fos (Kim et al, 2015) y adultos (Cohen y Shapiro, 2007) presentan distintas alteraciones en estas
pruebas, mostrando una disminucion de las capacidades atencionales y/o aumentando la impul-
sividad motora. Por lo tanto, el efecto del MPH esperado en modelos animales seria un aumento
de la accuracy y una disminucién de las respuestas prematuras. Los efectos del MPH sobre la
atencion se pueden potenciar utilizando algunas variaciones de la tarea, como retrasar el tiempo
entre la realizacion de la respuesta y el refuerzo (Slezak y Katz, 2013), o aumentar el numero de
respuestas necesarias para conseguir el refuerzo ((Koffarnus y Katz, 2011). Existen también im-
portantes diferencias individuales en los efectos del MPH (10 mg/kg, po) sobre la atencién, de
manera que se potencia en los animales no seleccionados (Lister hooded) con capacidades aten-
cionales basales reducidas y se empeora en los sujetos con mejores capacidades atencionales (Ro-
binson, 2012). En los estudios previamente mencionados, el MPH parece tener un efecto puro
sobre la atencién y no sobre la impulsividad. Se ha descrito que el MPH a una dosis de 2 mg/kg
reduce las respuestas prematuras en animales no seleccionados (Lister hooded), mientras que a
dosis mas altas disminuye la atencion en vez de aumentarla (Milstein et al, 2010). Efectos simi-
lares han sido encontrados por Pattji et al, (2012) en ratas Wistar: una reduccion de las respuestas
prematuras tras la administracion de dosis bajas de MPH (1 mg/kg po) y una disminucién de la
atencion tras dosis altas (10 mg/kg po). En otros estudios con animales no seleccionados (Long
Evans), no se afectan las respuestas prematuras ni a dosis bajas de 0.1-1 mg/kg, ip (Paterson et
al, 2012a; 2012b), ni a dosis mas altas de 2-4 mg/kg (Paterson et al, 2012b), no encontrandose
tampoco efectos sobre la atencion.

Las diferencias individuales basales en impulsividad podrian ser también un factor a considerar,
puesto que el MPH (en este caso administrado de forma crénica) disminuye la impulsividad en
animales no seleccionados (Long-Evans) que presentan mayores niveles basales de respuestas
prematuras y la aumenta en los que son pocos impulsivos (Caprioli et al, 2015). Otros autores,
en cambio, utilizando otras ratas no seleccionadas (Lister-hooded) subdivididas también en fun-
cién de su impulsividad no encuentran efecto del MPH agudo (0.3, 1 o 3 mg/kg), debido a la
existencia de una gran variabilidad individual en cada subgrupo (Fernando et al, 2012). Respecto
a las ratas SHR (utilizadas como modelo de hiperactividad), tienen muchas dificultades para
aprender la tarea y los efectos del MPH (1-3 mg/kg, po) no son los esperados, puesto que ni
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disminuye las respuestas prematuras ni aumenta la accuracy (Dommett, 2014). En conclusién,
no esta claro en la literatura si existe un efecto preferencial del MPH sobre la atencion o la im-
pulsividad, y la dosis no parece ser el unico factor, siendo probablemente un tema también rela-
cionado con las caracteristicas individuales de los sujetos y las de la prueba (la presencia de ITIs
mas largos favorece, por ejemplo, la presencia de respuestas prematuras, y la utilizacion de esti-
mulos luminosos mas cortos incrementa las demandas atencionales de la prueba).

8.3. Impacto del metilfenidato sobre los efectos del estrés

Apenas existen datos en la literatura sobre como la administraciéon aguda de MPH modifica el
impacto del estrés. Resulta especialmente interesante el estudio de Carmack et al (2014a) quienes
demostraron en ratones C57BL que la inyeccién de MPH previa a la sesién de condicionamiento
del miedo (se administra choque eléctrico como estimulo estresante) incrementa a largo plazo la
memoria del miedo durante la re-exposicion al contexto cuando se administré una dosis mode-
rada (1 mg/kg ip), mientras que a una dosis altas (10 mg/kg ip) dicha memoria del miedo se
reduce. Si interpretamos dicha reducciéon como un mayor coping pareceria que la exposicion
simultdnea a una dosis alta MPH y estrés puede conllevar una sinergia negativa.
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Hipoétesis
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Nuestro laboratorio ha demostrado previamente que la administracion del psicoestimulante an-
fetamina simultaneamente a la exposicion al estrés es capaz de reducir la respuesta fisioldgica
(activacion del eje HPA e hiperglucemia) al mismo, estando el efecto localizado a nivel del SNC.
Resultados de otros laboratorios sugieren que los estimulos emocionales podrian reducir los efec-
tos de la anfetamina, de tal manera que la interaccion entre la droga y el estrés fuera bidireccional.
Nuestra hipoétesis son las siguientes:

(1) La interaccién negativa entre estrés y anfetamina se manifestaria a dosis similares
a las de uso terapéutico en el tratamiento del TDAH vy a las alcanzables con la
auto-administracion. Ademas, el estrés seria capaz de reducir la activacion del eje
HPA causada por la droga.

(2) El efecto inhibidor de la respuesta al estrés podria también observarse con otro
psicoestimulante, el metilfenidato, de uso preferente en el tratamiento del TDAH,
a dosis relevantes desde el punto de vista terapéutico.

(3) Los efectos protectores del metilfenidato podrian reflejarse no solo en la respuesta
tisiologica al estrés sino también en la respuesta conductual al mismo, con una
potenciacidn de las estrategias de afrontamiento activas y una reducciéon del im-
pacto negativo del estrés a largo plazo.
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Objetivos
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Los objetivos del presente trabajo son:

(1) Estudiar la influencia de varias dosis de anfetamina sobre la respuesta fisioldgica
al estrés (natacion forzada), estudiando no solo la respuesta inmediata a la situa-
cidn de estrés sino el periodo de vuelta a la normalidad (post-estrés).

(2) Demostrar que el metilfenidato, a dosis relevantes terapéuticamente, es capaz de
reducir la respuesta fisiologica periférica y central a la natacion forzada.

(3) Demostrar que la interaccién tiene lugar a nivel de SNC y no periféricamente,
estudiando la expresion del gen del CRF en el nucleo paraventricular del hipota-
lamo y la induccién de c-fos en zonas clave del SNC.

(4) Demostrar, utilizando una tarea de aprendizaje activo de evitacién-escape, que
dichos efectos protectores se extiende a otras situaciones de estrés y se reflejan
también en estrategias mas eficaces de afrontamiento.

(5) Demostrar que el efecto protector del metilfenidato no solo aparece tras la admi-
nistracion inmediata antes del estrés sino también cuando el firmaco se adminis-
tra 30 min antes de dicha exposicion.

(6) Estudiar si los efectos del metilfenidato sobre la respuesta al estrés son similares
en animales jovenes y adultos.
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Materiales y métodos
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1. Animales de experimentacién y procedimientos generales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley procedentes del Servicio de Estabulario de
la Universidad Auténoma de Barcelona, exceptuando en un experimento en el que utilizaron
ratas juveniles de 25-30 dias, la edad de los animales oscilé entre los 60-70 dias al inicio de los
experimentos. Desde su llegada y hasta el final del procedimiento experimental, los animales se
estabularon de a dos en cajas opacas de polipropileno de 1000 cm3 de capacidad (57 x 27 x 14.5
cm, Panlab SLU, Espafa) con viruta absorbente (Ultrasorb, Panlab SLU, Espafia). Se mantuvie-
ron en condiciones estandares de luz (foto-periodo de 12 h), temperatura (21+/-1 °C) y humedad
(40-60%). Durante todas las fases experimentales los animales dispusieron de comida (Dieta para
roedores # 2014, Harland, Italy) y agua ad libitum. Desde su llegada, los animales fueron aclima-
tados a las instalaciones experimentales durante una semana, posteriormente se les realizé un
procedimiento de habituacién a la manipulaciéon experimental como inyecciones sub-cutaneas
(sc), toma de muestra de sangre por incision en la cola y pesado con la finalidad de minimizar el
posible impacto del estrés asociado a tales procedimientos. Los animales fueron pesados un dia
antes de cada experimento para determinar los volumenes de inyeccion de las distintas dosis de
farmacos utilizadas. Todos los procedimientos experimentales descritos fueron previamente
aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién Animal y Humana de la Universidad
Auténoma de Barcelona y de la Generalitat de Catalunya en acuerdo con las Directivas de la
Comunidad Econémica Europea (2010/63/EU) y de Espafia (RD53/2013).

2. Obtencién de muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante el procedimiento de incision en la cola, técnica
ampliamente estandarizada en nuestro laboratorio (Belda et al, 2004). Consiste en una pequeia
incision de unos 2 mm de profundidad en la parte distal de una de las venas de la cola del animal.
Tras un posterior masaje para conducir la sangre al corte, se recolectd por capilaridad un volu-
men maximo de 300 ul en un tiempo no superior de 2 min. Se utilizaron capilares con EDTA
(Sarsdtet Microvette CB300, Granollers). Se extrajo sangre a dos animales de cada caja al mismo
tiempo con la ayuda de un tercer experimentador. Este método causa muy poco dolor en los
animales, permite extraer varias muestras con un solo corte en un mismo experimento y no acusa
valores de hormonas basales elevados. Las muestras se mantuvieron a 4°C hasta centrifugarse
durante 25 min, 4°C a 7100 rpm/min (Heraeus-Biofuge Primo Centrifuge-Thermo Scientifie).
El plasma obtenido se dividié en dos alicuotas y se congelé a -20°C hasta el momento de los
analisis pertinentes.

3. Administracion de farmacos

Se utilizé la sal D-Anfetamina-Sulfato Salt, CisHsN2.H,SO4 (SIGMA-ALDRICH a-5880). Las dosis
utilizadas fueron de 1, 2 y 4 mg/kg respecto a la base. El volumen de inyeccién utilizado fue de 0.5
ml/kg yla via de administracién fue sc. Por otro lado se utilizé también Metilfenidato clorhidrato,
C1sH1sNO,HCI (SIGMA-ALDRICH M289). Las dosis utilizadas fueron 0.5, 1 y 2 mg/kg (base)
dependiendo de cada experimento diluido en solucién salina al 0.9%. Se utilizé un volumen de
inyeccion de 0.5 ml/kg y la via de administracién fue sub-cutanea (sc). Como control a las
inyecciones de anfetamina o MPH se utiliz6 solucién salina al 0.9 %.
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4. Perfusiones

Inmediatamente después de los procedimientos experimentales (o en condiciones basales en el
caso de los controles), los animales fueron anestesiados por via inhalatoria en una cimara satu-
rada con isofluorano (Laboratorios Esteve, Espafia). Una vez alcanzado un estado profundo de
anestesia se les mantuvo durante el inicio de la perfusiéon mediante un recipiente con un algodén
impregnado en isofluorano donde se introdujo la cabeza del animal. La perfusion se realizo trans-
cardiacamente, primero con una solucidn salina (0,9%) durante 2 min y posteriormente con una
solucion al 4% de paraformaldehido (PFA) y 3,8 % de tetraborato sédico (bdrax) (PFA/bérax)
durante 12 min. Una vez terminada la perfusion se extrajeron los cerebros y se sumergieron en
PFA/bérax para completar la fijacién durante 16/18 h a 4° C. Después de este periodo se cambi6
el PFA/bérax por una solucion crioprotectora al 30% de sacarosa en tampon fosfato de potasio-
cloruro de sodio (KPBS; 0,2M NaCl; 43mM fosfato de potasio), mantenidos a 4° C hasta quedar
completamente embebidos en la solucion durante 2-3 dias. Posteriormente se congelaron con
isopentano enfriado con nieve carbdnica y conservados a -80° C hasta ser cortados serialmente
en secciones coronales de 14 um con un criostato CM3050-S (Leica Microsystems, Alemania).
Las secciones se conservaron en una solucién anticongelante (fosfato de sodio 0,05M, pH 7.3;
30% etilenglicol; 20% glicerol) a -20° C hasta su andlisis histologico.

5. Técnicas y variables bioquimicas utilizadas

5.1. Radioinmunoanalisis

Los niveles de ACTH en plasma se analizaron mediante un RIA de doble anticuerpo en no-equi-
librio siguiendo el protocolo descrito por el Dr. W.C. Engeland (Comunicacién personal; Depar-
tamento de Surgery, University of Minesota, USA) modificado en nuestro laboratorio (Garcia et
al, 2000). Se utiliz6 un tampodn de fosfato disédico 50 mM, ph 7.4, conteniendo EDTA disédico
25 mM, Tritén X-100 al 0.1% y Albumina bovina al 0.25% disueltos en agua MilliQ. Todo el
procedimiento de RIA se realizé a 4°C para evitar la degradacion de la ACTH. Se utiliz6 ACTH,.
3o de rata (Sigma) como estandar (rango de calibracion 2.5 - 640 pg/ml), 3-['*I] iodotirosil*-
ACTH, .3 (actividad especifica de 2000 Ci/mmol, PerkinElmer, USA) como marcador y un anti-
cuerpo contra ACTH de rata (rb7) donado por el Dr. W.C. Engeland. La fraccidn libre se separé
con un segundo anticuerpo (donkey anti-rabbit IgG, Serotec) diluido 1:32 conteniendo suero
normal de conejo al 0.15%, Polietilenglicol al 9% y 30 min a 4700 rpm, a 4°C (Sigma-Laboratory
Centrifuges 6K15). El coeficiente de variacion intra-ensayo fue de un 4% e inter-ensayo de un
7%. La sensibilidad del método fue de 12.5 pg/ml.

Los niveles de corticosterona en plasma se determinaron por un RIA de doble anticuerpo en
equilibrio segtn el protocolo del Dr. G.B. Makara (Institute of Experimental Medicine, Budapest,
Hungria). Se utiliz6 un tampdn fosfato sédico 0.2M disuelto en agua MilliQ. Las muestras fueron
incubadas previamente durante 2 h en acido citrico 0.1 M para liberar a la corticosterona de su
proteina transportadora (CBG). Se utilizé corticosterona sintética (Sigma, Barcelona) como es-
tandar (rango de calibracién: 0.15 - 80 ng/ml), '*I-corticosteronecarboxi-methyloxime-tyro-
sine-methyl ester con una actividad especifica de 1500-2000 uCi/ug (ICN-Biolink 2000, Barce-
lona) como marcador y un anticuerpo contra corticosterona donado amablemente por el Dr. G.
B. Makara en tampoén de ensayo con 0.15% de NSR. La fraccién libre se separ6 con un segundo
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anticuerpo (donkey anti-rabbit IgG, Serotec) diluido 1:48 en tampén de ensayo, polietilenglicol
al 7.5% en agua MilliQ con 10 ul/tubo de suero de vaca y 30 min a 4700 rpm, a 4°C (SIGMA-
Laboratory Centrifuges 6K15). El coeficiente de variacién intra-ensayo fue de un 7% e inter-en-
sayo de un 9%. La sensibilidad del método fue de 2 ng/ml.

Los niveles de PRL fueron determinados por un RIA de doble anticuerpo en equilibrio segiin un
protocolo desarrollado en nuestro laboratorio. Se utiliza como tampo6n de RIA un tampoén fosfato
sédico 0.04 M, NaCl0.9%, ph7.4 suplementado con BSA al 1%. Se utilizé '*prolactin de actividad
especifica 25-40 uCi/ug (NEN, Boston, MA, USA) como marcador y PRL de rata (rat PRL-RP-3,
NIDDK) como estandar (rango de calibracién 6-800 ng/ml) y un antisuero anti-prolactina de
rata (anti-rPRL-S-9, NIDDK). La fraccién libre se separ6 con un segundo anticuerpo donkey anti
rabbit IgG (SEROTEC) diluido 1:24 en tampén y centrifugando 30 min a 4700 rpm, a 4°C
(SIGMA-Laboratory Centrifuges 6K15). El coeficiente de variacién intra-ensayo fue de un 4% e
inter-ensayo de un 5%. La sensibilidad del método fue de 6 ng/ml.

La radiactividad en los pellets se midié durante 10/15 min con un contador gamma (Wallac 1272,
Clinigamma) y los calculos para la determinacion de la concentracién de ACTH y corticosterona
y PRL se llevaron a cabo mediante la trasformacién log-B/B0.

5.2. ISH (hibridacion /n situ) para mRNA DE c-fosy hnRNA de CRF
5.2.1. Obtencion de la ribosonda radiactiva

La ribosonda radiactiva antisentido para el mRNA de c-fos fue generada mediante transcripcion
in vitro (SP6/T7 Transcription Kit, Roche) a partir de fragmentos de cDNA de rata (Dr. I. Verma,
The Salk Institut, USA) subclonados en un plasmido pBluescript SK-1 (Stratagene, USA). La ri-
bosonda radiactiva antisentido para el RNA heteronuclear (hnRNA) de CRF fue generada igual-
mente desde el fragmento de cDNA de rata (Dr. Lisa Bain, University of Michigan, USA) sub-
clonado en un plasmido PGEM-3 (Promega, USA). Ambas construcciones fueron cedidas por el
Dr. Serge Rivest (Laval University, Quebec, Canada). En cada transcripcion se utilizé 1 pg de
plasmido digerido como DNA molde y **S- UTP como nucledtido marcado radiactivamente (ac-
tividad especifica 1250 Ci/ mmol, PerkinElmer). Finalizada la transcripcién y tras la digestion
con 20 U de DNasa (SP6/T7 Transcription Kit, Roche), se afiadieron 40 pl de tampén STE (0,1
M NaCl; 10 mM Tris-Cl; 1mM EDTA, pH 8.0) y se realiz6 una incubacién a 65° C durante 5 min,
antes de su purificacion para evitar la formacion de estructuras secundarias. Posteriormente se
procedio a la extraccion de la sonda mediante columnas de filtraciéon en gel (mini Quick Spin
RNA Columns, Roche). Tras la comprobacion de la eficiencia del marcaje en cada caso (>50%),
el eluido de la columna conteniendo la sonda radiactiva fue conservado a -20° C hasta su utiliza-
cién en los respectivos ensayos de hibridacion in situ.

5.2.2. Protocolo de hibridacién in situ radioactiva.

Previamente al ensayo, las secciones se lavaron con KPBS para retirar la solucién anticongelante
y se montaron sobre portaobjetos (Superfrost Plus Slides, Thermo Scientific). Posteriormente,
las secciones se secaron durante unas 12 h y se conservaron a -20° C en cajas selladas y en pre-
sencia de un agente desecante (Silica Gel PS, Fluka) hasta el inicio del ensayo.
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El protocolo utilizado fue adaptado de Swanson et al. (1989). Todas las soluciones fueron pre-
tratadas con dietilpirocarbonato (DEPC) y esterilizadas mediante autoclavado antes de su utili-
zacion. Las secciones se post-fijaron en un bafio de PFA/bdrax durante 20 min. Transcurrido
este tiempo, se realizaron dos lavados en KPBS para eliminar los restos de fijador. Seguidamente
se realizé una digestion proteica durante 15 min a 37° C mediante Proteinasa K (Roche) a una
concentraciéon de 0,01 mg/ml en una solucién adecuada (100 mM Tris-HCI, pH 8.0; 50 mM
EDTA, pH 8.0). La digestidn se detuvo mediante un lavado con agua tratada con DEPC. Poste-
riormente, las secciones fueron acondicionadas en una solucién de trietanolamina (TEA 0.1 M,
pH 8.0), e incubadas durante 10 min en una solucion de anhidrido acético al 0,25% en TEA 0,1
M, pH 8.0. Transcurrido este tiempo se realizé un lavado en una solucién salina conteniendo
citrato de sodio (2X SSC: 0,3 M NaCl; 0,03 M citrato sddico tribasico) y por ultimo las secciones
se deshidrataron mediante bafios sucesivos en concentraciones crecientes de etanol (50%, 75%,
95%, 2 x 100%) dejandolas secar a temperatura ambiente. Una vez secas, se afladieron sobre cada
portaobjetos 100 pl de solucion de hibridacién (formamida 50%; 0,3 M NaCl; 10 mM Tris-HCl,
pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0; 1X solucién Denhardt; sulfato de dextrano 10%; tRNA de levadura
500 g/I; DTT 10 mM) conteniendo la sonda radioactiva (10° dpm/100ul) y se cubrieron con cu-
breobjetos. Las secciones fueron incubadas durante 16-18 h a 60° C para permitir la hibridacion.
Tras este tiempo, las secciones se lavaron en 4 bafios sucesivos de SSC 4X y se sometieron a una
digestion con RNAsa A (Roche) a 0,02 mg/ml en una solucion adecuada (NaCl 0,5 M; 10 mM
Tris-HCL, pH 8.0; EDTA 1 mM pH 8.0). Tras la digestion se realizaron lavados sucesivos en con-
centraciones decrecientes de SSC (2X-20,5X); DTT 1mM, incluyendo un lavado astringente en
SSC 0,1X a una temperatura de 60° C durante 30 min y un enjuague posterior en SSC 0,1X a
temperatura ambiente.

Luego las secciones se deshidrataron mediante bafios sucesivos en concentraciones crecientes
de etanol. Tras dejar secar las secciones a temperatura ambiente, estas fueron expuestas a una
pelicula XAR-5 Kodak Biomax MR (Amersham, UK) durante el tiempo necesario para detectar
la senal radioactiva. Segun la zona, este tiempo estuvo comprendido entre 17 h y 30 h para c-fos
y entre 5y 6 dias para el hnRNA de CRF.

5.2. Captura y andlisis de imdgenes

Para delimitar las coordenadas de analisis en cada ensayo se utilizaron los atlas estereotaxico de
Paxinos y Watson (1998 y 2007). Las imdagenes se capturaron mediante un microscopio NIKON
Eclipse E400 equipado con una camara DMX 1200. Para comprobar que el tiempo de exposicion
a las peliculas habia sido el necesario para su correcto analisis densitométrico, se realizaron y
cuantificaron en cada caso fotografias de exposiciones de secciones que mostraban una intensi-
dad alta, media y baja. Las unidades arbitrarias obtenidas se interpolaron en graficas de satura-
cion realizadas mediante una microescala autoradiografica de “C que se fotografié y cuantifico
en las mismas condiciones, comprobando que los distintos valores se situaran en la parte lineal
de la grafica, ideal para su cuantificacién. Los niveles de mRNA de c-fos y hnRNA CRF fueron
determinados semicuantitativamente en al menos 6 secciones por area y animal sin diferenciar
entre hemisferios, utilizando el programa informatico Scion Image (Scion Corporation). Los va-
lores de densidad optica integrada (DOI) resultantes fueron expresados en unidades arbitrarias.
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Todas las muestras que se compararon estadisticamente fueron procesadas en el mismo analisis
para evitar la variabilidad inter-ensayo.

5.3. Valoracion enzimatica de la glucemia

Los niveles plasmaticos de glucosa fueron medidos mediante un método espectrofotométrico de
oxidacion de la glucosa, utilizando un kit comercial (Glucose-RTU, Biomerieux). La sensibilidad
de la técnica fue de 32 mg/dl y el coeficiente de variacién intra-ensayo fue del 2.5%.

6. Pruebas y variables de conducta utilizadas

6.1. Prueba de natacion forzada (FST: Forced swim tes?)

Se utilizé un cilindro de plastico (plexiglas) transparente de 40 cm de altura y 20 cm de didmetro
apoyado sobre una base de 25 x 25 cm, con agua a 36°C hasta los 24 cm de altura. Cada cilindro
queda individualizado entre paredes negras para evitar que los animales se vieran entre si. En el
caso del experimento con ratas juveniles las dimensiones de los cilindros fué de 12 cm de didme-
tro, 24 cm de altura y 14 cm del agua siguiendo la proporciéon con los adultos. La conducta fue
grabada utilizando camaras de video en posicién frontal y un video-grabador digital (VR-716,
JVC, Espaia). El tiempo de duraciéon de la prueba fue de 30 min, al finalizar la prueba previo
secar a los animales con toallas de algoddn se realizé una extraccidon de sangre por incision en la
cola. Se utilizé iluminacion natural para esta prueba y entre animales se cambi6 el agua. Es una
prueba ampliamente utilizada para la validacion de farmacos antidepresivos (Porsolt, 1979; Ar-
mario el al, 1988) y también para evaluar estrategias de afrontamiento activas/pasivas ante situa-
ciones estresantes (Armario el al, 1988; Marti y Armario, 1993). Es considerado un estimulo es-
tresante mixto, predominantemente emocional de mediana intensidad (Dal Zotto et al, 2000;
Armario et al, 2012).

Las variables analizadas a ciegas fueron:

Tiempo de escape (struggling) en el que el animal adopta una conducta activa inten-
tando escapar de la situacion moviendo enérgicamente las cuatro patas incluyendo in-
mersiones (diving) y saltos (climbing).

Tiempo de inmovilidad (immobility), conducta del animal en la que simplemente se
mantiene flotando en el agua bien totalmente inmévil o realizando leves movimientos
con el fin de mantener la cabeza fuera del agua.

Tiempo de natacion suave: la diferencia entre el tiempo total de la prueba menos las
dos variables anteriores.

Niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona y glucosa al terminar la prueba.
Se informan los resultados en tres bloques: los primeros 5 min, los 5 min entre los 13-18 de la

prueba y los 5 finales entre los min 25-30.

6.2. Prueba de campo abierto rectangular (OF: open field)

Es una prueba que nos permite valorar la actividad locomotora y exploratoria de los roedores.
Ante ciertos estimulos estresantes los animales pueden disminuir su actividad locomotora (Pol
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et al, 1992) y ante la inyeccion de estimulantes del SNC, como AMPH pueden aumentarla (Ga-
gliano et al, 2009). Consiste en una caja de plastico duro de color gris con unas dimensiones de
56 x 36,5 x 31 cm. Cada caja esta dividida en 12 areas iguales de 14 x 9 cm, 10 periféricas en
contacto con las paredes y 2 centrales. Se utilizaron dos cajas a la vez para dos animales de cada
caja de estabulacidn situadas en una habitacion de conducta con las paredes negras, iluminadas
con luz artificial mediante una bombilla de color blanco de 25 W de potencia colocada a 1.5 m
de distancia. El procedimiento fue gravado con camaras digitales en posicion zenital y duré 15
min, entre cada ensayo las cajas fueron limpiadas con etanol al 5% y secadas con papel absor-
bente. Se evaluaron a ciegas las siguientes variables en tres bloques de 5 minutos: distancia reco-
rrida en la periferia (cm), distancia recorrida en el centro (cm) y tiempo de permanencia en el
centro (seg) del OF mediante el programa de videotracking SMART (version 2.5.19, Panlab SLU,
Espana), el cual detecta los pixeles que ocupa un animal mediante su centro de gravedad.

6.3. Prueba del laberinto elevado en cruz (EPM: Elevated Plus Maze)

Es una de la pruebas conductuales mas utilizadas para el estudio de la ansiedad incondicionada
en roedores y una de las mejor caracterizadas. El EPM esta compuesto por cuatro brazos de ma-
dera (46,5 cm de largo x 12 de ancho) conectados en angulo recto en un cuadrante central, de
forma que dos de los brazos opuestos tienen paredes de 42 cm de altura (brazos cerrados), mien-
tras que los otros dos tienen un pequefio reborde de 0.5 cm de ancho x 0.3 cm de alto (brazos
abiertos). Los ansioliticos elevan significativamente el porcentaje de tiempo de permanencia en
los brazos abiertos (Pellow y File, 1986). El EPM se colocé a 50 cm del suelo rodeado de cortinas
negras para aislar el aparato en la sala de conducta, con luz blanca artificial de 25W de potencia
colocada a 1.5 m de altura y se limpio6 entre ensayo con Etanol al 5%. Se coloca el animal en el
centro del EPM mirando hacia el mismo brazo cerrado. La conducta se grava con camaras digi-
tales (SCC-M383C3XX, Sony, Espafia) en posicion zenital conectadas a un video-gravador digi-
tal (VR-716, JVC, Espaiia). Las variables analizadas a ciegas fueron las siguientes:

Numero de entradas en brazos abiertos. Se considera una entrada cuando el animal
cruza con las cuatro patas al brazo abierto.

Tiempo de permanencia en brazos abiertos (como indice del nivel de ansiedad del
animal debido a la preferencia natural de los roedores hacia los espacios cerrados y pro-
tegidos). Para calcular este tiempo se excluye el tiempo de permanencia en el centro del
aparato y se van sumando los tiempos de permanencia en los brazos abiertos cuando el
animal cruza con las cuatro patas a ese brazo.

Numero de entradas en brazos cerrados. Se considera una entrada cuando el animal
cruza con las cuatro patas al brazo cerrado.

Tiempo de permanencia en los brazos cerrados (como indice de actividad locomotora
y/o exploratoria). Para calcular este tiempo se excluye el tiempo de permanencia en el
centro del aparato y se van sumando los tiempos de permanencia en los brazos cerrados
cuando el animal cruza con las cuatro patas a ese brazo.
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Tiempo de permanencia en brazos abierto + cerrados: es la sumatoria de los dos tiem-
pos anteriores, esto es, queda excluido el tiempo de permanencia en el centro del apa-
rato.

Porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos: considerando el tiempo
de permanencia en brazos abiertos + cerrados como un 100%, se calcula el % de tiempo
de permanencia en los brazos abiertos.

6.4. Prueba de evitacién activa en dos sentidos y condicionamiento del miedo al
contexto.

Esta prueba se realiza en una caja en lanzadera o Shuttle-box, y ha sido utilizada para el estudio de
aprendizaje y memoria del tipo no declarativo (LeDoux, 2000). El paradigma se basa en el
condicionamiento clasico donde el animal se expone a un estimulo incondicionado (US) aversivo,
que es un choque eléctrico asociado a un estimulo condicionado explicito (CS) que es un tono y una
luz. Ademas, el propio contexto (la jaula con su olor, textura y forma) actia también como CS. Por
otra parte, se sobreimpone un condicionamiento instrumental (refuerzo negativo) donde el animal
debe aprender que al CSle sigue un US y puede evitarlo cruzando al otro compartimento de la jaula,
realizando por lo tanto una respuesta condicionada o evitacion, si no lo hace, recibira el US aunque
puede huir del estimulo (respuesta incondicionada). Si el animal aguanta el choque se contabiliza
como respuesta nula.

Se utilizaron dos cajas de condicionamiento operante individuales con aislamiento acustico. Cada
caja (LE 1005, Panlab S.L.U., Barcelona) esta construida de Plexiglas trasparente (67 x 53 x 55 cm)
dividida en dos compartimentos (25 x 25 x 25 cm), con suelo de rejilla de metal removible de 20
barras (0.4 cm de didmetro y espaciadas 1.5 cm) conectadas entre ellas por una abertura (8 x 10 cm)
y vinculadas a un chocador (LE100-26, Panlab S.L.U., Barcelona). Cada compartimento de la caja
tiene una luz en la pared posterior, un altavoz y una puerta por donde se colocaran los animales.
Cada caja esta cubierta por fuera por otra caja de metal insonorizada.

En una primera sesion, los animales fueron expuestos a un procedimiento de evitacion activa en dos
sentidos con el software de control Shutavoid 0.1.2.7 con las siguientes caracteristicas:

Tiempo de habituacion: 5, durante el cual no se administra ningun estimulo.
Intensidad del choque: 0.7 mA

Duracion del choque: 15

Duracion de los estimulos condicionados juntos (luz-7W y sonido-2400 Hz-80 dB): 15”.

Entre el final del CS y el inicio del US no hay ningiin periodo libre de estimulos, es decir fue
un condicionamiento de demora y no de traza.

Niimero de ensayos: 50. Se aiiadi6 un mas si la primera respuesta fue evitacion.
ITI (inter-ensayos): 30”-40” Aleatorio, desviacion 14%

Ratio de respuesta: 1 evitacion.
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Dos animales fueron expuestos simultdneamente en dos aparatos diferentes, previamente
transportados en cajas de plastico blancas cubiertas con un trapo. Entre cada ensayo se limpiaron
las cajas con Etanol al 5%. Cada compartimento de las jaulas estd provisto de una cimara con la que
se graba la conducta de los animales durante la prueba. Estas cimaras estan conectadas a un video-
grabador digital (CCTV). Los grupos controles fueron expuestos a 50 min aproximadamente a las
jaulas shuttle sin los estimulos condicionados o incondicionados en iguales condiciones de luz y
temperatura, de manera que el animal podia deambular libremente. Con posterioridad se
consideraron las siguientes variables:

Respuestas condicionadas o evitaciones (n°), es el nimero de veces que el animal cambia
de compartimento tras recibir el CS y antes de recibir el US.

Latencia de respuestas condicionadas (segundos), es el tiempo que tarda el animal en
cruzar al otro compartimento durante la exposicion al CS.

Respuestas incondicionadas o huidas (n°), es el numero de veces que el animal cambia
de compartimento después de iniciarse el US, es decir, mientras esta recibiendo el US.

Latencia de respuestas incondicionadas (segundos), es el tiempo que tarda el animal en
cambiar de compartimento durante la exposicion al US mas los 15” de duracién de CS.

Latencia total de respuestas condicionadas e incondicionadas (segundos), es la sumato-
ria de las dos latencias anteriores.

Cruzamientos inter-ensayos (n°), es el nimero de veces que el animal cambia de com-
partimento entre un ensayo y otro, durante los periodos en los que no se administra nin-
gun estimulo (ni CS, ni US)

Cruzamientos en los 5 min de exploracion (n°), es el nimero de veces que el animal cam-
bia de compartimento en los 5 min previos al comienzo de la prueba, es decir durante el
periodo de habituacion.

Todas estas variables se representan en el total de los 50 ensayos y divididos en 5 bloques de 10
ensayos consecutivos.

La prueba de evitacion activa en dos sentidos presenta a los animales dos posibilidades de afronta-
miento al miedo condicionado, un afrontamiento pasivo o freezing (permanecer en el comparti-
mento donde recibe el choque eléctrico) y un afrontamiento activo (esto es, escapes o huidas hacia
el otro compartimento) representado por las respuestas condicionadas o incondicionadas que el
animal realice (Vicens-Costa et al, 2011). Cuanto mayor numero de respuestas condicionadas e in-
condicionadas haga el animal, realizara un afrontamiento mas activo de la situacion estresante a la
que esta sometido (evitacion activa o escape). Cuanto mayor sea el tiempo de freezing soportando
el choque eléctrico, mayor afrontamiento pasivo (evitacion pasiva debido al miedo condicionado
clasico). El aprendizaje que los animales deben concretar es muy complejo, puesto que debe apren-
der que un compartimento de la jaula previamente interpretado como “seguro” puede ser “peli-
groso” posteriormente, ya que el choque eléctrico se suministra en ambos compartimentos, donde
el animal este posicionado, esto provoca un conflicto durante los primeros ensayos que involucra
altos niveles de ansiedad y por lo tanto predomina al principio de la prueba una tendencia al freezing
para a medida que transcurre la prueba ir disminuyendo ese freezing y comenzar a hacer evitaciones
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o huidas. Por lo que existe una relacién negativa entre el miedo condicionado (freezing) y las res-
puestas condicionadas o incondicionadas de la prueba.

En una segunda sesion (DIA 9), los animales fueron colocados dentro de las mismas cajas de
evitacion durante 15 min sin ningun estimulo explicito con el objetivo de medir el condiciona-
miento de miedo al contexto. Entre cada sujeto se limpiaron las cajas con acido acético al 1%.
Toda la prueba fue grabada utilizando un video digital CCTV en un plano frontal. Las medidas
de miedo condicionado al contexto utilizadas durante los primeros 5 min fueron: el tiempo de
freezing o petrificacion (Phillips y LeDoux, 1992) y la hipoactividad, mediante el numero de cros-
sings y rearings (Laxmi et al. 2003). Al finalizar la prueba se extrajo sangre por incision en la cola
para determinaciones hormonales y glucemia.

7. Analisis estadistico de datos

Se realiz6 mediante el programa SPSS (Statistical Program for Social Science) versién 15 y 18
para Windows. Para analizar una tnica variable dependiente, se utiliz6 el modelo lineal genera-
lizado (GzLM), McCulloch y Searle, 2001. En caso de medidas repetidas se utilizé el modelo de
ecuaciones estructurales generalizadas (GEE) (Hardin y Hilbe, 2003). La significacion de los efec-
tos estadisticos encontrados mediante estos procedimientos se determiné mediante la prueba de
chi-cuadrado de Wald usando el método de estimacion de la casi-verosimillitud restringida. En
el caso de encontrar interacciones significativas se realiz6 la descomposicion pertinente y de ser
significativo un factor con mas de dos niveles se realizaron los correspondientes contrastes a
priori contra el grupo control. El criterio de significacion en todos los casos se establecié en
p<0.05. Estas pruebas pueden realizarse atin si no hay homogeneidad de varianza en las variables
analizadas y también son validas cuando hay resultados missing.

Para las determinaciones de ACTH en respuesta a la exposicion al choque eléctrico y Tiempo de
Freezing de los 5 primeros minutos de re-exposicion al contexto de los experimentos 3 y 4 se
realizaron GzLM incluyendo como covarianza el Tiempo total de choque eléctrico aplicado.
También se realizaron T-Student, correlaciones de Pearson, y en algunos casos debidamente es-
pecificados se utilizo U de Mann-Whitney.

En el Experimento 3 y 4 se eliminaron 2 y 4 sujetos respectivamente por comportamiento outlier
(permanecer inméviles durante toda la exposicion al choque eléctrico o realizar movimientos
bruscos en uno de los compartimentos sin realizar ninguna evitaciéon o huida).
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Experimento “0": Respuesta periférica del eje HPA a un estimulo estresante emo-
cional moderado (SWIM) en ratas adultas simultaneamente tratadas con de an-
fetamina (Estudio dosis/respuesta)

Este experimento complementario de los trabajos previos de nuestro grupo (Gémez-Roman et
al, 2016), marca el origen y las pautas seguidas en esta tesis doctoral. El mencionado trabajo de-
mostrd que la administracion de AMPH, por si misma, incrementaba los niveles de las hormonas
del eje HPA, sin afectar los niveles plasmaticos de glucosa, pero reducia la respuesta de ACTH,
corticosterona y glucosa a estimulos estresantes, ya fueran sistémicos, como la administracion de
IL1B, ya fueran emocionales, como la natacion forzada y la inmovilizaciéon. También a nivel cen-
tral se puso en evidencia una interaccion negativa respecto a la expresion del gen del CRH en el
PVN. Esta interaccién también se manifestaba en la expresion de c-fos en dreas relacionadas con
el procesamiento de los estimulos estresantes como PVN y LSV.

El objetivo del experimento fue doble: (i) hacer un estudio dosis-respuesta respecto a la interac-
cion AMPH-estrés; y (ii) estudiar el periodo posterior a la finalizacion del estrés para profundizar
en la interaccion entre ambos estimulos. Se administraron dosis de 1, 2 0 4 mg/kg de AMPH via
sc. Utilizamos la natacién forzada como estimulo estresante (Dal-Zotto et al, 2000). Este modelo
de estrés es de gran interés ya que permite no solo valorar la activacion del eje HPA, sino también,
las estrategias de afrontamiento activas y pasivas de los animales bajo el efecto de la droga. El test
clasico de natacion forzada se lleva a cabo a 25°C de temperatura (Porsolt, 1977), provocando
hipotermia en los animales expuestos (Porsolt, 1979), lo que podria afiadir un factor estresante
mas a la situacién, por lo que decidimos realizarlo a 36°C. Se utilizaron 78 ratas adultas distri-
buidas en los siguientes grupos: VEH-HOME, n=8; VEH-SWIM, n=10; AMPH1-HOME, n=10;
AMPH1-SWIM, n=10; AMPH2-HOME, n=10; AMPH2-SWIM, n=10; AMPH4-HOME, n=10y
AMPH-SWIM, n=10. AMPH1, AMPH2 y AMPH4 indican la dosis de AMPH (1, 2 o 4 mg/kg).

Inmediatamente después de las inyecciones, las ratas SWIM fueron expuestas a 30 min de nata-
cién forzada y las ratas HOME permanecieron en sus cajas de estabulacion. Se estudié la dina-
mica temporal de la respuesta con extracciones de sangre al final del estrés (SWIM) y alos 30 y
60 min posteriores (R30 y R60). Se determinaron los niveles plasmaticos de ACTH, corticoste-
rona y glucosa. El protocolo experimental se resume en la Tabla 1.

Los resultados obtenidos con la ACTH se muestran en la Figura 1 y fueron analizados con un
GEE con dos factores inter-sujetos: AMPH (4 niveles: VEH, AMPH1, AMPH2 y AMPH4) y
SWIM (2 niveles: con y sin natacion forzada) y un factor intra-sujetos: DINAMICA (3 niveles:
SWIM, R30 y R60). Este andlisis nos indica resultados estadisticamente significativos de AMPH
(Wald X?(3)=70.3 p<0.001), DINAMICA (Wald X*(2)=160.7 p<0.001) y las interacciones AMPH
x SWIM (Wald X*(3)=87.4 p<0.001), AMPH x DINAMICA (Wald X*(6)=48.9 p<0.001), SWIM
x DINAMICA (Wald X*(2)=106.1 p<0.001) y AMPH x SWIM x DINAMICA (Wald X*(6)=55.7
p<0.001). La descomposicidn de las interacciones nos muestra (Figura 1) que la AMPH sin estrés
estimula el eje HPA de manera dosis dependiente, tanto a 30 min de la inyeccién, como a los 60
y a los 90 (tiempos equivalentes a SWIM, R30 Y R60 de los grupos expuestos a la natacion for-
zada). El efecto de la dosis se expresa para cada tiempo con letras diferentes en la Figura 1 dentro
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de los grupos HOME. Ademads, el grupo expuesto a la natacion forzada muestran valores de
ACTH mayores que su respectivo controle HOME sin estrés en los tres tiempos (p<0.001).

Lo mas interesante del andlisis es la existencia de una interaccion negativa entre SWIM y AMPH.
Al final de la exposicion de 30 min a la natacién forzada, los grupos que fueron administrados
con cualquiera de las tres dosis de AMPH y luego expuestos a la natacion forzada exhiben valores
menores de ACTH que el grupo sometido a estrés tras la administraciéon del vehiculo (VEH-
SWIM vs AMPH1-SWIM, p<0.001; VEH-SWIM vs AMPH2-SWIM, p<0.001 y VEH-SWIM vs
AMPH4-SWIM, p<0.01). Este efecto deja de ser evidente en la fase de recuperacion (Figura 1).
Por el contrario, en esta fase se observa que la exposicion simultanea a estrés y AMPH reduce la
respuesta a la droga, hecho especialmente evidente con la dosis més alta (en R30 y R60, AMPH4-
SWIM vs AMPH4-HOME p<0.001).

- HOME 30’
VEH-SWIM SWIM 30
- HOME 30’
AMPH1-SWIM INY SC RN C::t:iI:st
- vero AMPH - [RRSES i
AMPH2-SWIM SWIM 30
- HOME 30°
AMPH4-SWIM SWIM 30

Tabla 1. Protocolo experimento “0”

El GEE de la corticosterona (Figura 1) nos muestra efecto de AMPH (Wald X*(3)=193.8
p<0.001), SWIM (Wald X?(1)=151.2 p<0.001), DINAMICA (Wald X?(2)=220.3 p<0.001),
AMPH x SWIM (Wald X?(3)=35.2 p<0.001), AMPH x DINAMICA (Wald X2(6)=26.6 p<0.001),
SWIM x DINAMICA (Wald X?(2)=168.2 p<0.001) y AMPH x SWIM x DINAMICA (Wald
X?*(6)=44.7 p<0.001). La descomposicion de las interacciones nos indica que, al igual que con la
ACTH, la AMPH per se estimula la liberacién de corticosterona de manera dosis dependiente,
tanto a 30 min de la inyeccion, como a los 60 y a los 90 min, con la excepcion de la dosis menor
alos 90 min.

El efecto de la dosis se expresa para cada tiempo con letras diferentes en la Figura 1 dentro de
los grupos HOME. Ademas, todos los grupos expuestos a la natacion forzada muestran valores
de corticosterona mayores que sus respectivos controles HOME sin estrés tanto al finalizar el
estrés (SWIM), como en R30, en tanto que en R60 estos niveles mas altos sélo se observan con la
dosis menor de AMPH (ver significacion concreta en la Figura 1). Por otra parte, los valores de
corticosterona de los grupos con AMPH muestran a partir de los 30 min de recuperacién de la
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exposicion a la natacion forzada valores mayores que con el estimulo estresante solo: se evidencia
a R30 con la dosis de 2 mg/kg (p<0.05) y 4 mg/kg (p<0.01) y a R60 con todas las dosis, con la
dosis menor (p<0.01) y con las otras dos (p<0.001).
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Figura 1. Respuesta de ACTH y corticosterona a 30 min de natacién forzada combinada o no con AMPH
(AMPH1, AMPH2 Y AMPH4: respectivamente 1, 2y 4 mg/kg). VEH-HOME n=8; VEH-SWIM n=10; AMPH1-

HOME n=10; AMPHI-SWIM n=10; AMPH2-HOME n=10; AMPH2-SWIM n=10; AMPH4-HOME n=10;
AMPH4-SWIM n=10. SWIM es la muestra inmediatamente posterior a los 30 min de natacién forzada y R30 y
R60 las tomadas a los 30 y 60 min de finalizado el nado (o los tiempos correspondientes en los animales no estresa-
dos). Se representa la media + SEM. +++ p<0.001 vs respectivo control sin estrés (HOME); *** p<0.001, ** p<0.01
y * p<0.05 vs VEH-SWIM para cada tiempo. Las letras diferentes significan diferencia entre las distintas dosis de
AMPH dentro de los grupos HOME. No se muestra el efecto DINAMICA.

Se calcularon las dreas debajo de la curva (AUCs) para ACTH vy corticosterona a modo de inte-
gracion de la respuesta de estas hormonas durante todo el periodo experimental (Figura 2). Estos
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valores fueron analizados con un GzLM con 2 factores inter-sujetos: AMPH (4 niveles: la inyec-
cién del vehiculo y la de las 3 dosis de AMPH) y SWIM (2 niveles: con y sin exposicién a la
natacion forzada).

Para ACTH se observo efecto de AMPH (Wald X?(3)=70.2 p<0.001) y AMPH x SWIM (Wald
X*(3)=71.7 p<0.001). La descomposicion de la interaccién muestra que los valores del grupo
VEH-SWIM son mayores que los del VEH-HOME (p<0.001) y que los del grupo AMPH4-
SWIM son menores que los de AMPH4-HOME (p<0.001). Ademas, el grupo AMPH1-SWIM es
menor que el VEH-SWIM (p<0.05), no llegando a ser significativas las diferencias con las otras
dosis de AMPH. Sin lugar a dudas, para poner de manifiesto la interaccion entre AMPH vy estrés
es mejor utilizar la medida de ACTH al final del estimulo estresante y no la integraciéon de la
respuesta de ACTH durante todo el experimento. El efecto estadisticamente significativo de la
dosis se muestra con letras diferentes en la Figura 2 dentro de los grupos HOME, donde se han
comparado todos los grupos sin estrés inyectados con AMPH.
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Figura 2. Area bajo la curva (AUCs) de ACTH y corticosterona en respuesta a la natacién forzada (30
min) combinada o no con la administracion de AMPH a 3 dosis (AMPH1, AMPH2 Y AMPH4: respectiva-

mente 1, 2y 4 mg/kg). Ver descripcion de grupos experimentales en la Figura 1. Se representa la media + SEM.
+++ p<0.001 vs su respectivo grupo sin estrés; *** p<0.001; ** p<0.01 y * p<0.05 vs VEH-SWIM. Letras diferentes
significan diferencia entre las distintas dosis de AMPH dentro de los grupos HOME.

Para las AUCs de corticosterona, el andlisis indica efectos de AMPH (Wald X2*(3)=129.1
p<0.001); SWIM (Wald X2(1)=139.2 p<0.001) y AMPH x SWIM (Wald X3(3)=20.9 p<0.001). La
descomposicion de la interaccion nos muestra que todos los grupos expuestos a la natacién for-
zada (administrados con vehiculo o AMPH) tienen valores mayores de AUCs de corticosterona
que sus respectivos grupos sin estrés. También nos sefialan que los grupos AMPH2-SWIM vy
AMPH4-SWIM tienen AUCs estadisticamente superiores a la del grupo VEH-SWIM (p<0.01 y
p<0.001 respectivamente). El efecto estadisticamente significativo de la dosis se muestra con le-
tras diferentes dentro de los grupos HOME, donde se han comparado todos los grupos sin estrés
inyectados con AMPH.

Estos datos indican que la integracion de la respuesta de corticosterona durante todo el experi-
mento pone en evidencia un aumento adicional de la secrecidn de corticosterona por el estrés en
los animales administrados conjuntamente con AMPH.

El GEE para la glucosa (Figura 3), nos sefiala efectos significativos de AMPH (Wald X?(3)=22.8
p<0.001), SWIM (Wald X*(1)=32.82 p<0.001), DINAMICA (Wald X*(2)=16.2 p<0.001) y las in-
teracciones AMPH x SWIM, AMPH x DINAMICA y SWIM x DINAMICA (Wald X?(3)=46.3
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p<0.001; Wald X?*(6)=16.5 p<0.001 y Wald X?*(2)=38.2 p<0.001, respectivamente). La triple in-
teraccion AMPH x SWIM x DINAMICA es marginalmente significativa (Wald X*(6)=11.5
p=0.07).

La descomposicion de las interacciones se muestra en detalle en la Figura 3. La elevacién de los
niveles de glucosa por el estrés es muy evidente al finalizar el estimulo estresante (SWIM), pero
ya no es significativa en R30 y R60. Por otro lado hay un aumento de la glucosa por efecto de la
AMPH por si sola (en ausencia de estimulo estresante) a partir de R30, mds evidente a R60. El
efecto estadisticamente significativo de la dosis se muestra con letras diferentes dentro de los
grupos HOME, donde se han comparado todos los grupos sin estrés inyectados con AMPH. Lo
mas importante es que la hiperglucemia causada por la natacion forzada, se reduce si el estimulo
estresante se presenta simultdneamente con cualquiera de las 3 dosis de AMPH utilizadas
(p<0.001 vs VEH-SWIM en todos los casos), confirmando la interaccion negativa entre AMPH
y estrés, ahora a nivel del eje SMA.
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Figura 3. Respuesta de glucosa a 30 min de natacion forzada combinada o no con AMPH a 3 dosis
(AMPH1, AMPH2 y AMPH4: respectivamente 1, 2 y 4 mg/kg de AMPH). Ver descripcion de los grupos experi-
mentales en la Figura 1. SWIM es la muestra inmediatamen-te posterior a los 30 min de natacién forzada y R30 y
R60 las tomadas a 30 y 60 min de finalizado el nado (o los tiempos correspondientes en los animales no estresados).
Se representa la media = SEM; +++ p<0.001, + p<0.05 vs su respectivo control sin estrés; *** p<0.001 vs VEH-
SWIM para cada tiempo. Letras diferentes significa diferencia entre las distintas dosis de AMPH con el resto de
columnas dentro de HOME. No se muestra el efecto DINAMICA.
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Experimento 1: Respuesta periférica del eje HPA a un estimulo estresante moderado (SWIM)
en ratas adultas simultdneamente tratadas con metilfenidato.

Una vez confirmado que las tres dosis utilizadas de AMPH mostraban una interaccién negativa
con un estimulo estresante emocional moderado como la natacién forzada, nos planteamos si
esa interaccion se daria también con un estimulante del SNC de uso farmacoldgico para el trata-
miento del TDAH como el metilfenidato (MPH).

Existen pocos datos en la literatura respecto a la activacion del eje HPA con MPH en modelos
animales. No conocemos datos referidos a dosis agudas, por lo que decidimos utilizar dosis nor-
malmente utilizada en el tratamiento del TDAH, para estudiar el posible efecto del MPH sobre
el eje HPA y su interaccion con la respuesta al estrés.

Con tal motivo, se utilizaron 54 ratas adultas distribuidas en los siguientes grupos: VEH-HOME,
n=8; VEH-SWIM, n=10; MPHO0.5-HOME, n=8; MPHO0.5-SWIM, n=10; MPH2-HOME, n=8 y
MPH2-SWIM, N=10. Las dosis utilizadas fueron 0.5 y 2 mg/kg de MPH via sc. Inmediatamente
después de las inyecciones, las ratas SWIM fueron expuestas a 30 min de natacion forzada a 36°C
y las ratas HOME permanecieron en su caja de estabulacion. Se estudio la dinamica temporal de
la respuesta con extracciones de sangre al final del estrés (SWIM) y a los 30 y 60 min posteriores
(R30 y R60). Se determinaron los niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona, PRL y glucosa.
El protocolo experimental se resume en la Tabla 2.

| vewone vone0
VEH-SWIM SWIM 30'
) ACTH
weroswone | [EIREE  woueao Sl
MPHOS5-SWIM | s SWIM 30° Glucosa
PRL
MPH2-SWIM SWIM 30'

Tabla 2. Protocolo experimento 1

Los resultados de ACTH y corticosterona de este experimento (Figura 4) fueron analizados me-
diante GEE con dos factores inter-sujetos (SWIM, con dos niveles: con y sin estrés y MPH, con
tres niveles: vehiculo, 0.5 y 2 mg/kg de metilfenidato) y un factor intra-sujeto (DINAMICA, con
tres niveles: SWIM, R30 y R60).

El analisis de ACTH revela efecto SWIM (Wald X?(1)=179.4 p<0.001), MPH (Wald X*(2)=17.7
p<0.001) y DINAMICA (Wald X2(2)=249.7 p<0.001). Son asimismo significativas las interaccio-
nes: SWIM x MPH (Wald X?(2)=22.8 p<0.001), SWIM x DINAMICA (Wald X%(2)=217.1
p<0.001), MPH x DINAMICA (Wald X?(4)=23.3 p<0.001) y SWIM x MPH x DINAMICA (Wald
X?(4)=14.9 p<0.01).
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Figura 4. Respuesta de la ACTH y corticosterona a la administracién de 0.5 y 2 mg/kg de MPH combina-
da o no con 30 min de natacién forzada. VEH-HOME (n=38) es el grupo administrado con salino; MPHO.5-

HOME (n=8) y MPH2-HOME (n=38) son los grupos inyectados con 0.5 y 2 mg/kg de MPH respectivamente; VEH-
SWIM (n=10) es el grupo expuesto a 30 min de natacién forzada; MPHO0.5-SWIM (n=10) y MPH2-SWIM (n=10)
son los grupos inyectados con 0.5 y 2 m/kg de MPH y expuestos a 30 min de natacion forzada. SWIM es la muestra
inmediatamente posterior a los 30 min de natacién forzada y R30 y R60 las tomadas a 30 y 60 min de finalizado el
nado. Se representa la media + SEM. ** p<0.001, ** p<0.01 y * p<0.5 respecto a VEH-SWIM para cada tiempo;
&&& p<0.001 vs MPHO.5-SWIM. No se muestran las significaciones estadisticas correspondiente a la DINAMICA y
al ESTRES.

La descomposicion de las interacciones nos indica que la administracién aguda sc de 0.5 o 2
mg/kg de MPH por si misma, en ausencia del estimulo estresante, no aumenta los niveles de
ACTH, por lo que no activa el eje HPA, a diferencia de lo que sucede con otros estimulantes,
como por ejemplo la AMPH (Gagliano et al, 2009; Gomez-Roman et al, 2016). En cambio, la
exposicion a 30 min de natacion forzada en ausencia de metilfenidato, incrementa considerable-
mente los niveles de ACTH (VEH-SWIM respecto al grupo VEH-HOME) y estos niveles se man-
tuvieron altos durante todos los tiempos analizados (p<0.001 para los tres tiempos).

Al igual que sucedia con la AMPH, las dos dosis de MPH atentian la respuesta de ACTH al fina-
lizar la natacién forzada (MPHO0.5-SWIM vs VEH-SWIM p<0.01; MPH2-SWIM vs VEH-SWIM
p<0.001). Una menor respuesta también se observa a R30 (MPHO0.5-SWIM vs VEH-SWIM
p<0.05; MPH2-SWIM vs VEH-SWIM p<0.05) y a R60, pero so6lo con la dosis mayor (MPH2-
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SWIM vs VHE-SWIM <0.001). Por otro lado, si bien al finalizar la exposicion al estimulo estre-
sante y en R30 no hay diferencia estadisticamente significativas entre las dos dosis de MPH, si la
hay en R60 cuando la dosis mayor atenta la respuesta de forma mas intensa (MPH2-SWIM vs
MPHO0.5-SWIM P<0.001).

El analisis estadistico de la corticosterona (Figura 4) revela efecto SWIM (Wald X*(1)=269.6
p<0.001 y DINAMICA (Wald X?(2)=181.6 p<0.001) pero ningun efecto MPH. Sin embargo, son
significativas las dobles interacciones SWIM x DINAMICA (Wald X?(2)=189.6 p<0.001) y MPH
x DINAMICA (Wald X?(4)=18.5 p<0.01). La interaccién SWIM x MPH no llega a ser estadisti-
camente significativa (Wald X?(2)=5.21 p<0.074), ni tampoco la triple interaccion SWIM x MPH
x DINAMICA. Aunque la triple interaccién no fue significativa, la existencia de las dos dobles
interacciones SWIM x DINAMICA y MPH x DINAMICA sugieren que los efectos de ambos
tratamientos difieren en el tiempo. El analisis a posteriori indica que la dosis menor de MPH
atenda la respuesta a la natacion forzada en R30 (MPHO0.5-SWIM vs VEH-SWIM, p<0.05), en
tanto que la dosis mayor lo hace a R60 (MPH2-SWIM vs VEH-SWIM, p<0.01).

En la Figura 5 se muestran las AUCs de ACTH vy corticosterona, que se analizaron mediante
GzLM con los factores inter-sujetos MPH y SWIM. Los resultados de la ACTH indican efecto
SWIM (Wald X*(1)=378.6 p<0.001), MPH (Wald X*(2)=6.1 p<0.05) y SWIM x MPH (Wald
X?*(2)=18.3 p<0.001). La descomposicion de la interaccion nos sefiala una menor respuesta de los
grupos que fueron expuestos a la natacion forzada con cualquiera de las dosis de MPH respecto
al grupo VEH-SWIM (p<0.001 en ambos casos). En cambio, los resultados obtenidos para la
corticosterona muestran tan solo efecto SWIM (Wald X*(1)=192.4 p<0.001).

2 25000+

200001

15000+

10000+

5000+

0-

AUC CORTICOSTERONE (A

3 VEHHOME VEH SWIM
1 MPH 0.5 HOME MPH 0.5 SWIM
i MPH 2 HOME &= MPH2 SWIM

Figura 5. Area bajo la curva (AUCs) de la respuesta de la ACTH y corticosterona a la administracién de 0.5
y 2 mg/kg de MPH combinada o no con 30 min de natacién forzada. Ver descripcion de los grupos experimen-
tales en la Figura 4. Se representa la media £ SEM. *** p<0.001 vs VEH-SWIM. No se muestra la significacion esta-
distica correspondiente al factor estrés (SWIM).
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Respecto a la glucosa (Figura 6), solo se analizaron los resultados obtenidos al finalizar los 30
min de natacion forzada dado que los niveles se recuperan rapidamente en el periodo post-estrés.
Se utilizé un GzLM, con 2 factores inter-sujetos: SWIM (2 niveles: con y sin estrés) y MPH (3
niveles: vehiculo, 0.5 y 2 mg/kg de metilfenidato). Se observa efecto SWIM (Wald X?*(1)=18.0
p<0.001), MPH (Wald X?(1)=31.2 p<0.001) y SWIM x MPH (Wald X2(2)=13.8 p<0.001). La des-
composicion de esta interaccion sefiala en primer lugar que ninguna de las dosis de MPH por si
mismas, en ausencia del estimulo estresante, aumentan los niveles de glucosa. Por otro lado, el
aumento de glucosa que provoca la natacion forzada (VHE-HOME vs VHE-SWIM p<0.001) es
atenuado por la dosis menor de MPH (MPHO.5-SWIM vs VHE-SWIM p<0.05) y mas atn por la
dosis mayor (MPH2-SWIM vs VHE-SWIM p<0.001), llegando ésta a bloquear la respuesta al
nado. La disminucién de la respuesta de glucosa en el grupo MPH2-SWIM es mayor que en el
grupo MPHO0.5-SWIM (p<0.001), lo que significa que cuanto mayor es la dosis de MPH, mayor
es la sinergia negativa con la natacién forzada.
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Figura 6. Respuesta de la glucosa a la administraciéon de 0.5 o 2 mg/kg de MPH combinada o no con 30
min de natacion forzada. Ver descripcion de los grupos experimentales en la Figura 4. S6lo se muestran los valores

obtenidos inmediatamente después de la natacion forzada. Se representa la media £ SEM. +++p<0.001 respecto a su
respectivo grupo HOME; *** p<0.001; * p<0.05 vs VEH-SWIM; &&& p<0.001 vs MPH-0.5-SWIM.

La respuesta de la PRL, al igual que la de glucosa, se evalud al finalizar los 30 min de natacién
forzada por los mismos motivos. Como se muestra en la Figura 7, el GzLM revela efecto SWIM
(Wald X*(1)=12.6 p<0.001), MPH (Wald X*(2)=83.3 p<0.001) e interaccion SWIM x MPH
(Wald X2(2)=9.9 p<0.01). La descomposicion de la interaccidon nos seniala que el MPH sin estrés
disminuye los niveles de PRL y que la secrecién de PRL inducida por la natacion forzada (VEH-
SWIM vs VEH-HOME p<0.001) estd muy atenuada por cualquiera de las dosis de MPH
(MPHO0.5-SWIM o MPH2-SWIM vs VEH-SWIM p<0.001). Los valores del grupo MPH2-SWIM
son menores que los del grupo MPHO0.5-SWIM (p<0.001), lo que esta indicando nuevamente que
cuanto mayor es la dosis de MPH, mayor es la inhibicion de la respuesta de la PRL al estimulo
estresante.
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Figura 7. Respuesta de prolactina a la administracion de 0.5 o 2 mg/kg de MPH combinada o no con 30
min de natacién forzada. Ver descripcion de los grupos experimentales en la Figura 4. S6lo se indican los valores
obtenidos inmediatamente después del nado. Se representa la media £ SEM. ### p<0.001, ## p<0.01 vs VEH-HOME;
+++ p<0.001 vs VEH-HOME; ** p<0.001 vs VEH SWIM; &&& p<0.001 vs MPHO05-SWIM.

Ademas de la respuesta endocrina, se estudié el comportamiento de los animales en la natacién
forzada. Se fraccionaron las medidas en tres periodos de tiempo, los primeros, los intermedios y
los ultimos 5 min de exposicion (Bloques A, B y C de la Figura 8). En cada uno de esos bloques
evaluamos: escape (struggling), natacion suave (mild swim) e inmovilidad (immobility) en se-
gundos. Los resultados para cada tiempo y conducta se analizaron separadamente mediante
GzLM con 1 factor entre-sujetos: MPH (tres niveles. vehiculo, 0.5 y 2 mg/kg de MPH).

En los primeros 5 min el factor MPH es significativo para inmovilidad (Wald X?(2)=7.8 p<0.05)
y para natacion suave (Wald X?*(2)=7.0 p<0.05), pero no para escape. El efecto se traduce en
mayores niveles de actividad en el grupo MPH2-SWIM.

En los 5 min intermedios el factor MPH es significativo para las tres variables evaluadas: escape
(Wald X?(2)=6.8 p<0.05), natacion suave (Wald X?*(2)=38.8 p<0.001) e inmovilidad (Wald
X?*(2)=47.6 p<0.001). Respecto a escape, el grupo MPH2-SWIM muestra valores mayores que el
grupo VEH-SWIM (p<0.01). Al evaluar natacion suave, los dos grupos con MPH realizan mas
natacion suave que el grupo VEH-SWIM (MPHO0.5-SWIM y MPH2-SWIM vs VEH-SWIM
p<0.01 y p<0.001, respectivamente), realizando mas natacion suave el grupo MPH2-SWIM que
el MPHO0.5-SWIM (p<0.001). Si evaluamos inmovilidad observamos que las dos dosis de MPH
inducen un menor tiempo de inmovilidad respecto al grupo VEH-SWIM (MPHO0.5-SWIM vy
MPH2-SWIM vs VEH-SWIM, p<0.001), inclusive el grupo MPH2-SWIM permanece menos
tiempo inmovil que el grupo MPHO0.5-SWIM (p<0.001), lo que nos demuestra que cuanto mayor
es la dosis de MPH, menor es la conducta pasiva.

Finalmente, al evaluar los tltimos 5 min de la prueba encontramos efecto MPH para natacion
suave (Wald X?(2)=39.0 p<0.001) y para inmovilidad (Wald X?*(2)=39.1 p<0.001), pero no para
escape. Respecto a natacion suave, los sujetos con cualquiera de las dos dosis de MPH muestran
una conducta mads activa (MPHO0.5-SWIM y MPH2-SWIM vs VHE-SWIM, p<0.01 y p<0.001
respectivamente) y para la inmovilidad, los animales con MPH, permanecen menos tiempo in-
moviles, mostrando menos conductas pasivas (MPHO0.5-SWIM y MPH2-SWIM vs VEH-SWIM
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p<0.01 y p<0.001 respectivamente). Tanto para natacion suave como para inmovilidad encon-

tramos que los animales del grupo MPH2-SWIM difieren en forma estadisticamente significativa

del grupo MPHO0.5-SWIM (p<0.001, respectivamente), demostrandonos nuevamente que cuanto

mayor es la dosis de MPH menor es la conducta pasiva.

SECONDS
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FORCED SWIM TEST
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merm N \
) STRUGGLING MILD SWIMM IMMOBILITY

Figura 8. Respuesta a 30 min de na-
tacién forzada tras la administra-
cion de vehiculo, 0.5 o 2 mg/kg de
MPH. La respuesta estd fraccionada en
los cinco primeros min (0 - 5) (A), los
intermedios (13 - 18) (B) y los finales
(25 -30) (C). VEH-SWIM (n=10) es el
grupo inyectado con vehiculo y ex-
puesto a 30 min de natacion forzada;
MPHO.5-SWIM (n=10) y MPH2-
SWIM (n=10) son los grupos inyectados
con 0.5 y 2 m/kg de MPH respectiva-
mente y expuestos a 30 min de natacion
forzada. Se representa la media + SEM.
¥ p<0.001; ** p<0.01 vs. VEH-SWIM;
&&& p<0.001 vs MPHO.5-SWIM.
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Experimento 2: Respuesta central del eje HPA a un estimulo estresante moderado (SWIM)
en ratas adultas simultdneamente tratadas con metilfenidato.

Una vez determinada la interaccion negativa entre la natacion forzada y dos dosis de uso farma-
coldgico de MPH a nivel periférico en el Experimento 1, decidimos estudiar la interaccidn a nivel
del SNC. Elegimos la dosis menor (0.5 mg/kg) para establecer si atin con dosis minimas de uso
en el tratamiento del TDAH el firmaco era capaz de atenuar la respuesta central del eje HPA a
un estimulo estresante emocional.

Se utilizaron 36 ratas adultas distribuidas en los siguientes grupos: CONTROL, n=4; VEH-
HOME, n=8; VEH-SWIM, n=8; MPH-HOME, n=8 y MPH-SWIM, n=8. La dosis utilizada fue
de 0.5 mg/kg de MPH via sc. Inmediatamente después de la inyeccidn, las ratas SWIM fueron
expuestos a 30 min de natacion forzada a 36 °C y las ratas HOME permanecieron en su caja de
estabulacion, para ser luego perfundidas y obtener los encéfalos. Las ratas CONTROL fueron
perfundidas directamente sin ningtn tipo de manipulacién, sirviendo como control negativo del
experimento y no se incluyeron en el analisis estadistico. Se determinaron por ISH los niveles del
mRNA de c¢-fos y del hnRNA de CRF. En la Tabla 3 se resume el protocolo experimental y en la
Figura 9 se indican las areas evaluadas.

VEH-SWIM SWIM 30’
ISH
VEH o MPH hmRNA-CRF
MPH-SWIM SWIM 30°

Tabla 3. Protocolo experimento 2

Los resultados de la ISH del mRNA de c-fos y del hnRNA de CREF se analizaron mediante GzLM
con 2 factores inter-sujetos: SWIM y MPH, con 2 niveles cada uno (con y sin estrés; con y sin
farmaco). La significacion estadistica de la expresion de c-fos se muestra en la Tabla 4 y en la
Figura 10 se muestra imagenes representativas de la ISH de c-fos de mPFC, CPuy PVN de los
cuatro grupos experimentales.

Los detalles de las comparaciones entre los distintos grupos experimentales y los datos corres-
pondientes las distintas areas evaluadas se pueden observar en las Figuras 11-14.
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Figura 9. Esquemas representativos de la localizacion de las areas del SNC analizadas (Adaptado de Paxi-
nosy Watson, 200/). Abreviaturas: Corteza Prefrontal medial (Cgl: Cingulada 1; PrL: Prelimbica; IL: Infralim-
bica); LSV: Septum Lateral Ventral; AcbSh: Accumbens Shell; AcbC: Accumbens Core; CPu: Caudado-Putamen
(CPuDM: dorso-medial; CPuDL: dorso-lateral; CPUVM: ventro-medial; CPuVL: ventro-lateral); PVN: Niicleo Pa-
raventricular del Hipotdlamo (PVNmpd: medial-dorsal-parvocelular); MeA: Amigdala Medial y MeApv: Amig-

dala medial postero-ventral.

El analisis estadistico muestra efecto SWIM en todas las dreas evaluadas. Se observa también un
efecto del farmaco en todas las areas estudiadas, exceptuando PFC-IL, LSV y MeA. Solo se evi-
denci6 interaccion MPH x SWIM estadisticamente significativa en CPuDM (p<0.05). La des-
composicion de esta interaccion indica que tanto el MPH en los animales que no tienen estrés
(p<0.01), como la natacion forzada en los animales que no tienen MPH (p<0.001), fueron capa-
ces de producir un aumento de los niveles de c-fos. Sin embargo, la interaccion reflejé que la
exposicion simultanea a ambos estimulos provocd una sinergia positiva.
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Respecto al PVN total y PVNmpd, solo se detecté la expresion de c-fos en los grupos VEH-SWIM

y MPHO0.5-SWIM por lo que se realizaron t-test entre ambos grupos sin obtener diferencias es-

tadisticamente significativos. (Tabla 4).

Abreviatura Area it SWINM DA X SN
wald X3(1) sig wald X3(1) sig wald X3(1) sig
Cgl Corteza cingulada, area 1 15,7 P<0,001 |850,8 P<0,001 |0,054 NS
PrL Corteza prelimbica 4,7 P<0,05 [449,3 P<0,001 |1 NS
IL Corteza infralimbica 0,9 NS 348,7 P<0,001 |1,3 NS
LSV Septum Lateral Ventral 1,2 NS 3214 P<0,001 0,002 NS
CPubDM Caudado-Putamen, dorso medial |28,6 P<0,001 |111,7 P<0,001 |3,6 P<0,05
CPuDL Caudado-Putamen, dorso lateral |17,9 P<0,001 |154,7 P<0,001 1,1 NS
CPuVM Caudado-Putamen, ventro medial |20,6 P<0,001 |81,7 P<0,001 |0,8 NS
CPuVL Caudado-Putamen, ventro lateral |10,4 P<0,01 |63,8 P<0,001 [0,6 NS
Ach-core Accumbens core 57 P<0,05 |184,6 P<0,001 |1,3 NS
Acb-shell  |Accumbens shell 3,6 P<0,05 |187,9 P<0,001 |0,6 NS
MeA Amigdala Medial 1,6 NS 40,3 P<0,001 |0,7 NS
MeApv Amigdala medial péstero-ventral [4,7 P<0,05 |50,2 P<0,001 |0,5 NS
t-test Sig
PVN total Nucleo Paraventricular del hipotdlamo 0,1 NS
PVNmpd PVN medial parvocelular dorsal 0,5 NS

Tabla 4. Resultados del analisis GzLM de la ISH de c-fos-RNAmM

Figura 10. Imagenes representativas de la ISH de c-fos en mPFC (A); CPu (B) y PVN (C). VEH-HOME (1):
inyectado con solucion salina; MPHO.5-HOME (2): inyectado con 0.5 mg/kg de MPH; VEH-SWIM (3): inyectado
con solucion salina y expuesto a 30 min de natacion forzada y MPH0.5-SWIM (4): inyectado con 0.5 mg/kg de

MPH y expuesto a 30 min de natacion forzada.
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Figura 11. Cuantificacion de los niveles de mRNA para c-fos en corteza prefrontal medial (Cgl, PrL, IL).
Control (n=4): control absoluto (no incluido en el andlisis estadistico), VEH-HOME (n=8): inyectado con solucion

salina; MPH-HOME (n=8): inyectado con 0.5 mg/kg de MPH; VEH-SWIM (n=38): inyectado con solucion salina y
expuesto a 30 min de natacion forzada y MPH-SWIM (n=8): inyectado con 0.5 mg/kg de MPH y expuesto a 30
min de natacién forzada. IntDen (AU): Integrated density-arbitrary units. Los valores estdn expresados como la
media + SEM. +++ p<0.001: efecto global SWIM; ### p<0.001, # p<0.05: efecto global MPH.
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Figura 12. Cuantificacion de los niveles de mRNA para c-fos en el Caudado-Putamen [regiones dorso-
medial (DM), dorso-lateral (DL), ventro-medial (VM) y ventro-lateral (VL)] y en Nicleo Acum-bens Core

y Shell. Ver descripcion de los grupos experimentales en la Figura 11. IntDen (AU): Integrated density-arbitrary
units. Los valores estdn expresados como la media + SEM. +++p<0.001, efecto global SWIM; ###p<0.001, ##p<0.01
y #p<0.05: efecto global MPH. En el caso de CPuDM las signifi-caciones son entre grupos individuales: +++ p<0.001
vs VEH-HOME; ## p<0.01 vs VEH-HOME *** p<0.001 vs VEH-SWIM y AAA p<0.001 vs MPH--HOME.
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Figura 13. Cuantificacién de los niveles de mRNA para c-fos en septum lateral ventral (LSV), amigdala
medial (MeA) y amigdala medial péstero-ventral (MeApv). Ver descripcion de los grupos experimentales en la

Figura 11. IntDen (AU): Integrated density-arbitrary units. Los valores estdn expresados como la media + SEM.
+++ p<0.001: efecto global SWIM; # p<0.05: efecto global MPH.
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Figura 14. Cuantificacion de los niveles de mRNA para c-fos en el Nucleo Paraventricular del hipota-
lamo (PVNtotal) y en su subdivision medial-parvocelular-dorsal (PVNmpd). Ver descripcion de los grupos

experimentales en la Figura 11. IntDen (AU): Integrated density-arbitrary units. Los valores estdn expresados como
la media = SEM. ND: no detectable. No hay efecto MPH y no se muestra el efecto SWIM.
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Los resultados de la ISH del hnRNA de CRF se muestran en la Figura 15. Se observa efecto MPH
(Wald X*(1)=5.9 p<0.05), SWIM (Wald X*(1)=20.8 p<0.001) e interaccidn estadisticamente sig-
nificativa MPH x SWIM (Wald X*(1)=7.7 p<0.01). La descomposicién de esta interaccién nos
indica que el farmaco no tiene efecto por si mismo y que los niveles de hnRNA CREF se incre-
mentan cuando los animales son expuestos a 30 min de natacién forzada (VEH-HOME vs VHE-
SWIM, p<0.001). Cuando los animales son expuestos a 30 min de natacion forzada e inyectados
simultdneamente con 0.5 mg/kg de MPH ese aumento de la expresidon desaparece, volviendo los
resultados a valores similares al grupo VEH-HOME. Se pone de manifiesto nuevamente una in-
teraccion negativa entre MPH y SWIM respecto al eje HPA, ahora a nivel central (MPH-0.5-
SWIM vs VHE-SWIM p<0.001).

PVNmpd
500~ '
I CONTROL
400+ | 1 VEH-HOME
= | 3 MPH-HOME
< 300+ | VEH-SWIM
c L —— L
o 11 Hl MPH-SWIM
Q 200~ 1
£ 11
100- };!
1
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Figura 15. Cuantificacion de los niveles de hnRNA para CRF en el subdivision medial-parvocelular-dor-
sal del PVN (PVNmpd). Ver descripcién de los grupos experimentales en Figura 11. IntDen (AU): Integrated den-

sity-arbitrary units. Los valores estdn expresados como la media = SEM. +++ p<0.001 vs VEH-HOME; *** p<0.001
vs VEH-SWIM.
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Experimento 3: Efecto del metilfenidato sobre la evitacién activa en dos sentidos (Exposicion
a la Shuttle-box).

Después de determinar que la exposicion a un estimulo estresante emocional de moderada in-
tensidad como la natacion forzada conjuntamente con MPH reduce la respuesta de los ejes HPA
y SMA, decidimos estudiar otro estimulo estresante emocional como es la exposicion al choque
eléctrico y asi poder evaluar la conducta de afrontamiento a este tipo de situaciones, la ansiedad
generada por el estimulo estresante y la capacidad de aprendizaje. Se estudi6 también el desarro-
llo del condicionamiento del miedo al contexto.

Se utilizaron 36 ratas adultas distribuidas en los siguientes grupos: VEH/CONTROL, n=8;
VEH/SHUTTLE, n=10; MPH/CONTROL, n=8 y MPH/SHUTTLE, n=10. Inmediatamente des-
pués de las inyecciones de vehiculo o de MPH (1 mg/kg sc) se expusieron las ratas SHUTTLE a
un procedimiento de evitacion activa en dos sentidos y a las ratas CONTROL se las situo en las
Shuttle-box sin ningun estimulo (DIA 1). Una vez finalizado el procedimiento (45-50 min), se
tomd una muestra de sangre por incision en la cola. Al dia siguiente (DIA 2), todos los animales
fueron expuestos a 5 min de EPM. El DIA 3 experimental se tomé muestra de sangre basal para
poner en evidencia posibles diferencias debidas a la exposicion a la tarea de evitacion-escape en
la Shuttle-box. El DIA 7 todos los sujetos se expusieron a 15 min de campo abierto rectangular
(OF) y posterior toma de muestra, con el objetivo de estudiar la generalizacion del miedo a otro
contexto no asociado con el choque. Finalmente, el DIA 9 todos los sujetos se re-expusieron a las
cajas de condicionamiento durante 15 min con toma de muestra al finalizar la re-exposicion, sin
ningun otro tipo de estimulo, al objeto de evaluar la memoria del condicionamiento del miedo
al contexto. Todas las muestras fueron centrifugadas y congeladas a -20 °C para la posterior de-
terminacion de los niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona y glucosa. En este experimento
eliminamos de la evaluacion 2 sujetos outliers que permanecieron inméviles durante todo el
tiempo de exposicion al choque eléctrico, uno de cada uno de los grupos expuestos a la Shuttle-
box. El protocolo de este experimento se resume en la Tabla 5.

| Dia 1 || Dia2 || Dia3 || Dia7 || Dia9 |
VEH/CONTROL SHUTT-CONT
™
VEH/SHUTTLE SHUTTS50T ™ ™ ™ i
SHUTT | EPMS" “gaga | OF [
MPH/CONTROL SHUTT-CONT 15 HUTT
15!
MPH/SHUTTLE SHUTTS0 T

ACTH, Corticosterona y glucosa

Tabla 5. Protocolo experimento 3
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Los niveles de ACTH del DIA 1 (dia de exposicién a la Shuttle-box) fueron analizados mediante
un GzLM con 2 factores inter-sujetos: SHUTTLE (dos niveles, con y sin exposicion a la Shuttle-
box) y MPH (con dos niveles, la administraciéon de 1 mg/kg de MPH o de vehiculo). Se obtiene
(Figura 16) un efecto significativo del factor SHUTTLE (Wald X*(1)=684.4 p<0.001), mientras
que el efecto MPH es marginalmente significativo (Wald X*(1)=3.0 p<0.082). La interaccién
SHUTTLE x MPH es estadisticamente significativa (Wald X*(1)=3.8 p<0.05) y su descomposi-
cién nos indica que los dos grupos expuestos al estimulo estresante presentan mayores niveles
de ACTH que sus respectivos controles sin estrés (p<0.001), pero la respuesta del grupo MPH-
SHUTTLE es menor que la del VEH-SHUTTLE (p<0.01). Vuelve por lo tanto a observarse una
atenuacion de la respuesta del eje HPA a un estimulo estresante emocional severo como el cho-
que eléctrico. Las diferencias entre los grupos se mantuvieron a pesar de introducir como cova-
rianza el tiempo total de choque recibido (datos no mostrados), que fue (media+SEM) de 143+26
seg para el grupo VEH/SHUTTLE y de 84+17 seg para el grupo MPH/SHUTTLE. Respecto a la
corticosterona del DIA 1 encontramos solamente efecto SHUTTLE (Wald X(1)=572.3 p<0.001).

Los niveles de basales de ACTH en el DIA 3 no muestran diferencias estadisticamente significa-
tivos ni para el factor SHUTTLE, ni para el factor MPH. La corticosterona, al igual que la ACTH,
no muestra diferencias estadisticamente significativas. La intensidad del choque eléctrico no pa-
rece suficiente para incrementar los valores basales de ACTH o corticosterona a las 48 h.

En el DIA 7 experimental (Figura 16) los animales fueron expuestos a un campo abierto, al ob-
jeto de evaluar la sensibilizacion heterotipica del eje HPA que ocurre cuando los animales son
previamente sometidos a un estimulo estresante emocional severo como el choque eléctrico
(Belda et al, 2008; 2015) o la inmovilizacidn en tabla (Gagliano et al, 2008; Belda et al, 2015). Los
resultados mediante GzLM de los niveles de ACTH indican efecto SHUTTLE (Wald X?(1)=14.1
p<0.001), pero no MPH. Sin embargo, la interaccion SHUTTLE x MPH es significativa (Wald
X?*(1)=8. p<0.01). La descomposicion de la interaccion nos indica que el grupo MPH-SHUTTLE
muestra niveles mayores que el MPH-CONTROL (P<0.001), lo que no ocurre al comparar los
grupos VEH-SHUTTLE y VEH-CONTROL. Ademas, los niveles son mayores en el grupo MPH-
SHUTTLE que en el VEH-SHUTTLE (p<0.05). Estos datos indican que la exposicion a un esti-
mulo estresante emocional severo como el choque eléctrico causa sensibilizacion de la respuesta
de la ACTH a 15 min de OF 6 dias mas tarde en los animales que también recibieron MPH, en
contraste con la ausencia de sensibilizacion en los expuestos a la Shuttle-box sin MPH. En cuanto
a los niveles de corticosterona después de la exposicion al campo abierto, se observé efecto
SHUTTLE (Wald X?(1)=24.1 p<0.001) y una interaccién SHUTTLE x MPH marginalmente sig-
nificativa (Wald X*(1)=3.1 p=0.079). La descomposicion de la interaccion indica que los dos gru-
pos expuestos al campo abierto tienen valores mayores que sus respectivos controles sin estrés
(VEH-SHUTTLE vs VEH-CONTROL p<0.05 y MPH-SHUTTLE vs MPH-CONTROL p<0.001)
y que el grupo que recibi6 MPH pero no fue expuesto a la tarea de evitacion-escape muestra
niveles menores de corticosterona que el grupo VEH-CONTROL (p<0.05). La sensibilizacion
heterotipica fue similar en los dos grupos a diferencia de la observada con la ACTH.
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Por tltimo, en el DIA 9 experimental, los animales fueron re-expuestos durante 15 min a las
jaulas de condicionamiento (sin choque), para evaluar a nivel endocrino y conductual la memo-
ria del miedo condicionado al contexto asociado al choque eléctrico (Daviu et al, 2012). En con-
cordancia con resultados anteriores de nuestro laboratorio, los niveles de ACTH, mostraron un
efecto SHUTTLE (Wald X?*(1)=15,3 p<0.001), pero no efecto MPH ni de la interaccion entre
ambos. Los niveles de corticosterona después de la re-exposicion durante 15 min a la Shuttle-
box, mostraron solo un efecto SHUTTLE (Wald X?(1)=33.4 p<0.001), con igual respuesta al con-
dicionamiento en ambos grupos.
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Figura 16. Respuesta de la ACTH y corticosterona a la administracion de MPH combinada o no con una
tarea de evitacion-escape en la Shuttle-box (50 ensayos) en el DIA 1 experimental. Posteriormente se va-

loran los niveles basales en el DIA 3, la respuesta a la exposicién al campo abierto rectangular (OF) en el DIA 7 y
la respuesta a la re-exposicién al contexto (15 min) en el DIA 9. VEH-CONTROL (n=38) es el grupo administrado
con salino; MPH-CONTROL (n=38) es el grupo inyectado con MPH; VEH-SHUTTLE (n=10) es el grupo inyectado
con 1 mg/kg de MPH y expuesto a la tarea en la Shuttle-box; y MPH-SHUTTLE (n=10) es el grupo inyectado con
1 mg/kg de MPH y expuesto a la tarea en la Shuttle-box. Se representa la media + SEM. +++ p<0.001, + p<0.05
respecto a su respectivo control sin estrés, +++ p<0.001: efecto global estrés; ** p<0.01 y * p<0.05 vs VEH-SHUTTLE
y # p<0.05 vs VEH-CONTROL.
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Los niveles de glucosa se valoraron después de la exposicion al choque eléctrico en la Shuttle-box
el DIA 1y en condiciones basales el DIA 3.

El DIA 1 (Figura 17) el andlisis indica un efecto significativo del factor SHUTTLE (Wald
X*(1)=75.4 p<0.001) pero no del factor MPH, aunque si es significativa la interaccion SHUTTLE
x MPH (Wald X*(1)=4.2 p<0.05). Su descomposiciéon nos indica que los dos grupos sometidos a
estrés muestran valores de glucosa mayores que sus respectivos controles (p<0.001) y que el
grupo MPH-SHUTTLE muestra valores menores que el grupo VEH-SHUTTLE (p<0.05), po-
niendo en evidencia la atenuacion de la respuesta de la glucosa al igual que se diera en el Experi-
mento 1 con la natacion forzada.

200- +++ * ] VEH-CONTROL
+++ B MPH-CONTROL

T 450 *%% PZ VEH-SHUTTLE
g B = HHt mm VPH-SHUTTLE
% 100+
Q
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3 50
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DAY 1 DAY 3
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Figura 17. Respuesta de la glucosa a la administracion de MPH combinada o no con una tarea de evita-
cién-escape en la Shuttle-box (50 ensayos) en el DiA 1 experimental y los niveles basales en el DIA 3. Ver

distribucion de los grupos experimentales en la Figura 16. Se representa la media £ SEM. +++ p<0.001 vs su res-
pectivo control sin estrés; *** p<0.001; * p<0.05 respecto a VEH-SHUTTLE.

El DIA 3, se observa efecto SHUTTLE (Wald X?(1)=5.0 p<0.05), ningtin efecto MPH y si una
interaccion significativa SHUTTLE x MPH (Wald X*(1)=11.9 p<0.001). La descomposiciéon de
la interaccién indica que el grupo MPH-SHUTTLE muestra valores menores que su respectivo
control sin choque (p<0.001) y que el grupo VEH-SHUTTLE (p<0.001).

En conclusidn, al igual que la AMPH (Gdmez-Romadn et al, 2016) el MPH no altera los niveles
basales de glucosa, pero disminuye la elevacion inducida por un estrés emocional.

La evaluacién de la conducta en la Shuttle-box del DIA 1, fraccionada en cinco bloques consecu-
tivos de 10 ensayos se muestra en la Figura 18. Los resultados fueron evaluados con respectivos
GEE con un factor entre-sujetos, (MPH, dos niveles: con y sin la administracion del farmaco) y
un factor intra-sujetos (DINAMICA, 5 niveles: 1°, 2°, 3°, 4°y 5° bloque de ensayos). Se analizaron
las siguientes variables: evitaciones o respuestas condicionadas (Conditioned changes), latencia
de evitacion (Conditioned latency), huidas o respuestas incondicionadas (Unconditioned chan-
ges), latencia de huida (Unconditioned latency), cruzamientos entre compartimentos inter-
ensayos (ITI changes), latencia total de respuestas condicionadas e incondicionadas (C+U La-

tency).
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Los resultados estadisticos se muestran en la Tabla 6. Solamente encontramos efecto significativo
del factor MPH en latencia de huidas (p<0.05), lo que nos indica que los animales inyectados
con MPH huyen en menos tiempo. También hay una interaccion significativa entre MPH y DI-
NAMICA para la variable cruzamientos entre compartimentos inter-ensayos (Wald X?(4)=9.4
p<0.05) y su descomposicidon nos indica que los animales del grupo MPH-SHUTTLE realizan
mas cruzamientos que el grupo VEH-SHUTTLE en el periodo entre choques del cuarto bloque
(p<0.05).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los cruzamientos entre comparti-
mentos en los 5 primeros min de exploracion (Habituation changes) y en el nimero de respuestas
nulas (Null responses) evaluadas con las respectivas ¢-Student.

MPH DINAMICA MPH X DINAMICA
VARIABLE Wald X*(1) Sig Wald X*(4) Sig Wald X*(4) Sig
Conditioned Changes 0,94 NS 24,9 <0,001 2,5 NS
Conditioned Latency 0,14 NS 11,8 <0,05 5,9 NS
Uncoditioned Changes 0,46 NS 3,1 NS 7,2 NS
Unconditioned Latency 4,8 <0,05 29,1 <0,001 3,3 NS
ITI Changes 1,6 NS 61,9 <0,001 9,4 <0,05
C+U Latency 2,4 NS 24,8 <0,001 0,97 NS

Tabla 6. Conducta en la Shuttle-Box del DIA 1 del Experimento 3
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Figura 18 (pdgina anterior). Respuesta conductual en la tarea de evitacion-escape tras la administracion
de MPH. Variables: CONDITIONED CHANGES (respuestas condicionadas o evitaciones); CONDITIONED LA-
TENCY (latencia de respuestas condicionadas); UNCONDITIONED CHANGES (respuestas incondicionadas o
huidas); UNCONDITIONED LATENCY (latencia de respuestas incondicionadas); ITI CHANGES (cruzamientos
en los periodos inter-ensayos); C+U LATENCY (latencia total de respuestas condicionadas e incondicionadas);
HABITUATION CHANGES (cruzamientos en los primeros 5 min de exploracion previos a los 50 ensayos); NULL
RESPONSES (respuestas nulas). Ver descripcion grupos experimentales en la Figura 16. Se representa la media +
SEM. + p<0.05 vs VEH-SHUTTLE o factor global MPH.

Los resultados obtenidos en el EPM del DIA 2 fueron analizados mediante un GzLM con 2 fac-
tores inter-sujetos: SHUTTLE y MPH. Como puede observarse en la Figura 19A, ni el nimero
de entradas en brazos abiertos ni el nimero de entradas en brazos cerrados muestran diferen-
cias estadisticamente significativas, lo que demuestra que no hay hipoactividad al dia siguiente
de la exposicion al choque eléctrico en la Shuttle-box.
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Figura 19. Medidas conductuales representativas durante la exposicién a 5 min en EPM en el DiA 2 expe-
rimental: Entradas (A), tiempo de permanencia en brazos abiertos, en brazos cerrados o en el centro del EPM (B)
y porcentaje de tiempo de permanencia en abiertos respecto a abiertos mds cerrados (C) del EPM. Ver descripcion
de grupos experimentales en la Figura 16. OPEN ARMS: brazos abiertos; CLOSED ARMS: brazos cerrados. Se
representa la media + SEM. ++ p<0.01; + p<0.05 efecto global SHUTTLE.
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El tiempo de permanencia en el centro del EPM no muestra diferencias significativas entre los
grupos. El tiempo de permanencia en brazos abiertos muestra un efecto SHUTTLE (Wald
X*(1)=6.2 p<0.05), independientemente de la administracion de MPH, de tal manera que los ex-
puestos a la Shuttle-box permanecen mas tiempo en los brazos abiertos. En consonancia, el
tiempo de permanencia en los brazos cerrados muestra también un efecto SHUTTLE (Wald
X?(1)=4.05 p<0.05), permaneciendo menos tiempo en los brazos cerrados los animales que fue-
ron expuestos a la Shuttle-box independientemente de la administracion del farmaco (Figura
19B). El porcentaje de tiempo en brazos abiertos respecto al abierto mas cerrado (PERCENT
TIME OA) tiene un comportamiento similar a las dos anteriores, un efecto SHUTTLE estadisti-
camente significativo (Wald X?(1)=8.07 p<0.01), sin efecto MPH ni una interacciéon entre ambos
factores (Figura 19 C).

En el OF del DIA 7 se evaluaron la distancia recorrida en la periferia (Figura 20A), la distancia
recorrida en el area central (Figura 20B) y el tiempo de permanencia en el area central (Figura
20C). Se utiliz6 GEE con dos factores inter-sujetos (SHUTTLE y MPH) y un factor intra-sujetos,
DINAMICA (tres niveles: primeros, segundos y terceros 5 min de exposicion al OF). Las varia-
bles distancia recorrida en el centro (Figura 20B) y tiempo recorrido en el centro (Figura
20C), no mostraron diferencias estadisticamente significativas. La variable distancia recorrida
en la periferia (Figura 20A), mostrd un efecto significativo de la DINAMICA (Wald X?*(2)=6.6
p<0.05) y de la interaccion SHUTTLE x MPH (Wald X?(1)=5.0 p<0.05). La descomposicion de
esta interaccion nos indica que, en los controles, la actividad motora de los inyectados con MPH
es superior a los inyectados con vehiculo (p<0.05); por otro lado, en los inyectados con MPH, los
expuestos a la tarea de evitacion-escape tienen menos actividad motora que los controles
(p<0.05).

Finalmente, nueve dias después de la Shuttle-box se re-expusieron los animales sin ningun tipo
de estimulo durante 15 min para estudiar el miedo condicionado al contexto mediante la con-
ducta de freezing (Figura 21). El GzLM de la variable freezing mostr6 efecto SHUTTLE (Wald
X?*(1)=26.2), con un aumento respecto a los controles (p<0.001), y las diferencias se mantuvieron
a pesar de introducir como covarianza el tiempo total de choque recibido el DIA 1 (datos no
mostrados). Las otras dos variables evaluadas, nimero de incorporaciones (number of rearings)
y numero de cruzamientos (number of crossing) también muestran un efecto SHUTTLE (Wald
X?*(1)=36.4 p<0.001; Wald X*(1)=29.7 p<0.001 respectivamente), pero tampoco hubo efecto del
MPH ni interaccion entre ambos factores. Es decir, los animales expuestos a la Shuttle-box en el
DIA 1 realizan menos incorporaciones y menos entrecruzamientos que las que no fueron ex-
puestas al choque eléctrico, independientemente del farmaco.
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Figura 20. Medidas conductuales representativas de la exposicién a 15 min de OF en el DiA 7. Distancia
recorrida en periferia (A), distancia recorrida central (B) y tiempo de permanencia central (C). Se han fraccionado
en los primeros, segundos y ultimos 5 min. Ver descripcién de grupos experimentales en la Figura 16. Se representa
la media £ SEM. * p<0.05, efecto MPH sdlo en controles; + p<0.05 efecto SHUTTLE solo en el grupo inyectado con
MPH.
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Figura 21. Respuesta de las variables de conducta analizadas durante los primeros 5 min de re-exposi-
cion a la Shuttle-box el DIA 9: CROSSING 5’ (niimero de cruzamientos); REARING 5’ (niimero de rearing) y

FREEZING (tiempo de inmovilidad). Ver descripcion de grupos experimentales en la Figura 16. Se representa la
media £ SEM. +++ p<0.001 efecto global SHUTTLE.

En este experimento realizamos también un seguimiento del peso de los animales (Figura 22)
antes de comenzar el experimento (DIA1), al dia siguiente de la exposicion a la Shuttle-box
(DIA2) y después de la re-exposicion al contexto (DIA9). El analisis estadistico del GzLM de la
ganancia de peso entre los dias 1 y 2 o entre los dias 1 y 9 (variables evaluadas DAYS 1-2 y DAYS
1-9 indic6 un efecto SHUTTLE (Wald X?*(1)=26.0 p<0.001 y Wald X*(1)=10.0 p<0.01 respecti-
vamente), de tal manera que la ganancia de peso de los animales expuestos a la Shuttle-box fue
menor que la de los controles. Las diferencias se mantienen en el tiempo y fueron independientes
de la administracion del farmaco.
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Figura 22. Seguimiento de la ganancia de peso corporal de los animales durante el experimento. Ver
descripcion de grupos experimentales en la Figura 16. DAYS 1-2: ganancia de peso en las 24 h siguientes a la expo-
sicion a la Shuttle-box; DAYS 1-9: ganancia de peso durante todo el procedimiento experimental. Se representa la
media = SEM. +++ p<0.001; ++ p<0.01 efecto global SHUTTLE.

Aunque se observaron algunos efectos del MPH sobre la conducta, la existencia de una gran
variabilidad individual (incluso en los animales controles) nos llevd a planear un experimento
adicional ampliando el numero de sujetos.
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Experimento 4: Replicacién del efecto del metilfenidato sobre la evitacion activa en dos sen-
tidos (Exposicion a la Shuttle-box).

Se decidié ampliar el numero de sujetos e incluir un solo factor inter-sujetos: MPH. Se utilizaron
36 ratas adultas distribuidas en los siguientes grupos: VEH/SHUTTLE n=18; MPH/SHUTTLE
n=18. Inmediatamente después de las inyecciones de vehiculo o de MPH (1 mg/kg, sc) se expuso
a todos los animales a un procedimiento de evitacion activa en dos sentidos (50 ensayos). El resu-
men del protocolo experimental se muestra en la Tabla 7.

| Dia-2 || Dia 1 | Dia3 || Dia8 |
VEH/SHUTTLE
n=18
™ ™ ™
BASAL B | sHUTT | EASAE
MPH/SHUTTLE
n=18

ACTH, Corticosterona y glucosa
Tabla 7. Protocolo experimento 4

Se tomaron muestras basales dos dias antes de comenzar el experimento (DIA -2) y dos dias después
de la exposicién al estimulo estresante (DIA 3). El DIA 1, todos los animales se expusieron a 50
ensayos en la Shuttle-box con posterior toma de muestra. Finalmente, el DIA 8, todos los animales
se re-expusieron a las cajas de condicionamiento sin ningtn tipo de estimulo durante 15 min con
extraccion de sangre al final del procedimiento. Todos los resultados endocrinos de este experi-
mento se evaluaron con t-Student. En este experimento eliminamos de la evaluacion 4 sujetos
outliers: dos de ellos permanecieron inmdviles durante toda la exposicion al choque eléctrico y
otros dos permanecieron dentro de uno de los compartimentos realizando movimientos muy
bruscos, sin realizar ni evitaciones ni huidas; dos de ellos pertenecian al grupo VEH-SHUTTLE
y dos al grupo MPH-SHUTTLE.

Respecto a los valores hormonales (Figura 23), solo se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas para los valores de ACTH obtenidos inmediatamente después de la exposicion a la
Shuttle-box del DIA 1 (tzo- 2.9 p<0.01), lo que nos indica una atenuacion de la respuesta del eje
HPA a un estimulo estresante, al igual que en el Experimento 3. No se hallaron diferencias entre
los dos grupos en los niveles basales del DIA 3 ni tras la re-exposicion a la Shuttle-box del DIA 8.
Estos resultados no se modificaron (datos no mostrados) a pesar de introducir como covariancia
el tiempo total de choque recibido que fue de (media+SEM) 92+15 seg para el grupo
VEH/SHUTTLE y de 63+11 para el grupo MPH/SHUTTLE.
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Figura 23. Respuesta de ACTH y corticosterona a la administracion de vehiculo o MPH combinada con
una tarea de evitacion-escape en la Shuttle-box (50 ensayos). Se representan los niveles basales dos dias pre-

vios al estrés (BASAL DAY-2), los del DIA 3 (posterior a la Shuttle-box), la respuesta a la Shuttle-box DIA 1y la
respuesta a 15 min de re-exposicién al contexto en el DIA 8 (CTX-SHUTT). VEH-SHUTTLE (n=16) es el grupo
administrado con salino; MPH-SHUTTLE (n=16) es el grupo inyectado con 1 mg/kg de MPH; ambos expuestos a la
tarea en la Shuttle-box en el DIA 1. Se representa la media + SEM. **p<0.01 vs VEH-SHUTTLE.

Los resultados de las variables de conducta en la Shuttle-box del DIA 1 (Figura 24) fueron eva-
luados mediante GEE con un factor entre-sujetos (MPH, dos niveles: con y sin la administracién
del farmaco) y un factor intra-sujetos (DINAMICA, 5 niveles: 1°, 2°, 3°, 4° y 5° bloque de ensa-
yos). El analisis estadistico (Tabla 8) mostro6 un efecto significativo del MPH para las evitaciones
y para la latencia de evitacion, lo que nos indica que los animales inyectados con el farmaco han
realizado mas respuestas condicionadas y en menos tiempo. Ademas, encontramos un efecto
MPH para las huidas, lo que nos demuestra que los animales que recibieron el firmaco han
huido menos. Para los cruzamientos entre compartimentos inter-ensayos hay efecto MPH y
DINAMICA, también una interacciéon MPH x DINAMICA. Su descomposicién nos indica que
en el 2°, 3° y 4° bloque de ensayos, los sujetos administrados con MPH han realizado mas cruza-
mientos entre ensayos. Por otro lado, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
ni en los cruzamientos entre compartimentos durante los 5 primeros min de exploracion (Habi-
tuation Changes), ni en el numero de respuestas nulas (Null responses) al evaluarlas con ¢-Student.

En conclusidn, los animales expuestos a choque eléctrico que ademas recibieron 1 mg/kg de
MPH exhiben mayor numero de evitaciones y menor tiempo de latencia de evitacion, esto es,
aprenden mas y mas rapido a evitar el choque. A su vez, a partir del segundo bloque de estimulos,
hacen menos huidas, probablemente por el aumento de evitaciones. También el numero de cru-
zamientos entre ensayos es mayor en el grupo que recibié MPH. Es decir, el afrontamiento ac-
tivo del choque eléctrico de los animales parece mejorar tras la administracion de metilfenidato.
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Realizamos también, para conocer mejor la relacién entre las diferentes conductas, un estudio
de Correlaciones de Pearson, para el nimero total de sujetos, entre evitaciones y cruzamientos
inter-ensayos totales (r;=+0.83, p<0.001), entre evitaciones y cruzamientos inter-ensayos en
los tres primeros bloques de ensayos (rs,=+0.637, p<0.001) y para evitaciones y cruzamientos
inter-ensayos en los dos ultimos bloques de ensayos (rs»=+0.92, p<0.001). De igual manera,
dividimos el estudio de las correlaciones en las correspondientes al grupo VEH-SHUTTLE
(rae=+0.77, p<0.001; rue=+0.61 p<0.001 y rus=+0.74, p<0.001 respectivamente) y al grupo
MPH-SHUTTLE (ru6=4+0.80, p<0.001; rue=+0.59, p<0.01 y rue=+0.95, p<0.001), no encontra-
mos diferencias en la significacion de las correlaciones entre ambos grupos experimentales.

MPH DINAMICA MPH X DINAMICA
VARIABLE Wald X*(1) Sig Wald X(4) Sig Wald X%(4) Sig
Conditioned Changes 4,1 <0,05 40,8 <0,001 1,7 NS
Conditioned Latency 54 <0,05 19,2 <0,001 57 NS
Uncoditioned Changes 6 <0,05 17,4 <0,001 6,1 NS
Unconditioned Latency 3,4 NS 147,5 <0,001 2,3 NS
ITI Changes 4,5 <0,05 36,9 <0,001 11,7 <0,05
C+U Latency 54 <0,05 477 <0,001 8,3 NS

Tabla 8. GEE de la conducta en la Shuttle-Box del DIA 1 del Experimento 4

Por ultimo en la Figura 25 podemos observar que no hay diferencias significativas ni en el na-
mero de cruzamientos (Crossing), ni en el nimero de incorporaciones (Rearings) durante los 5
primeros minutos de re-exposicion al contexto en el DIA 8. Por otro lado el tiempo de freezing
de los animales expuestos al choque eléctrico es menor en los inyectados con MPH (U=76.0
p<0.05), sugiriendo que el farmaco reduce el condicionamiento del miedo al contexto. También
analizamos el tiempo de freezing con un GzLM con un factor entre-sujetos (MPH), incluyendo
o no el tiempo total de choque recibido como covarianza, sin encontrar diferencias entre ambos
analisis (Wald X?*(1)=3.7 p=0.053).
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Figura 24 (pdgina anterior). Respuesta de la conducta en la tara de evitacion-escape tras la administra-
cién de vehiculo o MPH. Variables: CONDITIONED CHANGES (respuestas condicionadas o evitaciones);
CONDITIONED LATENCY (latencia de respuestas condicionadas); UNCONDITIONED CHANGES (respuestas
incondicionadas o huidas); UNCONDITIONED LATENCY (latencia de respuestas incondicionadas); ITI CHAN-
GES (cruzamientos entre los periodos inter-ensayos); C+U LATENCY (latencia total de respuestas condicionadas
e incondicionadas); HABITUATION CHANGES (cruzamientos en los primeros 5 min de exploracién previos a los
50 ensayos); NULL RESPONSES (respuestas nulas). Ver descripcion grupos experimentales en la Figura 23. Se
representa la media + SEM. + p<0.05 vs VEH-SHUTTLE o factor global MPH.
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Figura 25. Respuesta de las variables de conducta analizadas durante los primeros 5 min de re-exposi-
cién a la Shuttle-box el DIA 8: CROSSING 5’ (niimero de cruzamientos); REARING 5’ (niimero de rearings) y
FREEZING (tiempo de inmovilidad).Ver descripcion de grupos experimentales en la Figura 23. Se representa la
media = SEM. * p<0.05 vs VEH-SHUTTLE.
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Experimento 5: Efecto de la inyeccion de metilfenidato 30 minutos antes de la natacion for-
zada sobre la respuesta periférica del eje HPA

En experimentos previos hemos confirmado la interaccion entre estimulos estresantes emocio-
nales (natacion forzada y choque eléctrico) y dosis de MPH de uso terapéutico aplicados simul-
taneamente. Nos planteamos si la inyeccion de MPH previa (30 min antes de iniciada la exposi-
cion al estrés) seria capaz de atenuar la activacion del eje HPA de animales expuestos a la natacion
forzada. Con tal proposito, se utilizaron 18 ratas adultas distribuidas en los siguientes grupos:
VEH-SWIM, n=9 y MPH-SWIM, n=9. Después del tratamiento previo de habituacion a los pro-
cedimientos experimentales, el DIA 1 a los animales se les inyecté vehiculo o MPH (1 mg/kg sc).
Treinta min después se los expuso a natacion forzada (30 min), extrayéndoles sangre al finalizar
el estimulo estresante y tras 30 min de recuperacion (R30). Se determinaron los niveles plasma-
ticos de ACTH, corticosterona y glucosa. El resumen del protocolo experimental se sintetiza en
la Tabla 9.

| Dia 1 |
INY
VEH-SWIM VEEIC
n=9 30’ previos ™
. POST-SWIM ACTH
INY SC SWIM 30 Corticost.
MPH R30

1mg/kg
30’ previos

Tabla 9. Protocolo experimento 5

Los resultados de ACTH, corticosterona y glucosa se evaluaron mediante GEE con un factor
inter-sujetos (MPH, dos niveles: con y sin la administracion del farmaco) y un factor intra-suje-
tos (DINAMICA, dos niveles: SWIM y R30).

Respecto a la ACTH (Figura 26), encontramos efectos significativo de MPH (Wald X?*(1)=7.8
p<0.01), DINAMICA (Wald X?(1)=250.6 p<0.001) y MPH x DINAMICA (Wald X?(1)=6.5
p<0.05). La descomposicion de la interaccion nos indica que el grupo MPH-SWIM tiene valores
de ACTH menores que el VEH-SWIM al acabar el estrés (p<0.01) y también en R30 (p<0.05).
Estos resultados vuelven a mostrar la atenuacion de la respuesta del eje HPA a un estimulo es-
tresante emocional, al igual que sucediera con la inyeccion simultdnea a la exposicion al estimulo.
Respecto a la corticosterona, solo se observa efecto del factor DINAMICA (Wald X*(1)=44.7
p<0.001), reflejando que a R30 los valores de corticosterona son menores que al terminar el esti-
mulo estresante, independientemente de la administraciéon del farmaco.

Con la glucosa (Figura 27), se observan efectos de MPH (Wald X(1)=9.2 p<0.01), DINAMICA
(Wald X2(1)=58.3 p<0.001) y MPH x DINAMICA (Wald X?(1)=8.1 p<0.01). La descomposicién
de la interaccién nos indica que al finalizar la exposicion al estimulo estresante el grupo MPH-
SWIM tiene valores menores que el VEH-SWIM (P<0.001) y algo similar ocurre en R30 (p<0.01).
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Estos datos confirman que la inyecciéon de MPH 30 min antes de la natacion forzada atenua la
respuesta del eje SMA, al igual que sucediera con la inyeccién simultdnea.
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Figura 26. Respuesta de ACTH y corticosterona a la exposicion a 30 min de natacién forzada con/sin la
administracién (30 min antes) de 1 mg/kg de metilfenidato en el DiA 1. VEH-SWIM (n=9) es el grupo ad-
ministrado con salino 30 min antes de la exposicion y MPH-SWIM (n=9) es el administrado con 1 mg/kg de MPH.
SWIM es la muestra inmediatamente posterior a los 30 min de natacion forzada y R30 la recuperacion 30 min
después. Se muestra la media + SEM. ** p<0.01 y * p<0.05 vs VEH-SWIM. No se muestra el efecto DINAMICA.
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Figura 27. Respuesta de glucosa a la exposicién a 30 min de nataciéon forzada con/sin la administracién
(30 min antes) de 1 mg/kg de MPH en el DiA 1. Ver descripcion de grupos experimentales en la Figura 26. SWIM
es la muestra inmediatamente posterior a los 30 min de natacién forzada y R30 la recuperacién 30 min después. Se
muestra la media + SEM. ** p<0.001 y ** p<0.01 vs VEH-SWIM. No se muestra el efecto DINAMICA. La linea
de puntos discontinua representa los valores basales obtenidos un dia previo al DIA 1 experimental.
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Experimento 6: Influencia de la edad en la interaccion metilfenidato-estrés

Considerando que en humanos el MPH se utiliza sobre todo para el tratamiento del TDAH en
nifios/adolescentes, decidimos realizar un experimento comparando SD adultas y juveniles.
Dado el objetivo de este experimento, no incluimos los grupos VEH-HOME o MPH-HOME,
teniendo en cuenta por los experimentos anteriores, que el MPH por si solo no estimula el eje
HPA.

Se utilizaron 20 ratas adultas (64+1 dias) y 20 ratas juveniles (29 *1 dias), distribuidas en los
siguientes grupos: VEH-YOUNG, n=10; MPH-YOUNG, n=10; VEH-ADULT, n=10 y MPH-
ADULT, n=10. Se inyecto a los animales con vehiculo o con 1 mg/kg de MPH via sc e inmedia-
tamente fueron expuestos a 30 min de natacion forzada a 36 °C. Se estudi6 la dinamica temporal
de la respuesta con extracciones de sangre al final del estrés y a los 30 y 60 min posteriores (R30
y R60). Se determinaron los niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona y glucosa. En la Tabla
10 se resume el protocolo experimental.

VEH/YOUNG
| weroG ] wen
SWIM 30’ R30 Corticost.
VEH/ADULT R60 Glucosa

Tabla 10. Protocolo experimento 6

Se evaluaron los resultados de para ACTH y corticosterona con un GEE con 2 factores inter-
sujetos (EDAD, dos niveles: adultos y juveniles y MPH, dos niveles: vehiculo y MPH) y un factor
intra-sujeto: DINAMICA (tres niveles: SWIM, R30 y R60). Para la glucosa se utilizé un GEE con
iguales factores inter-sujetos y un factor intra-sujeto: DINAMICA (dos niveles: SWIM y R60).

Respecto ala ACTH (Figura 28), el GEE indica un efecto EDAD (Wald X?(1)=4.9 p<0.05), MPH
(Wald X?(1)=36.8 p<0.001) y DINAMICA (Wald X?(2)=661.1 p<0.001). Son asimismo estadis-
ticamente significativas las interacciones EDAD x DINAMICA (Wald X?(2)=20.1 p<0.001) y
MPH x DINAMICA (Wald X?*(2)=42.8 p<0.001), pero no la interaccién EDAD x MPH, ni la
triple interaccion EDAD x MPH x DINAMICA. Puesto que son significativas las interacciones
EDAD x DINAMICA y MPH x DINAMICA, la correcta interpretacion de los resultados hace
necesaria las comparaciones a posteriori de las medias mas relevantes. Podemos observar que
inmediatamente después del estimulo estresante (SWIM) el grupo MPH-YOUNG tiene valores
de ACTH menores que VEH-YOUNG, al igual que MPH-ADULT vs VEH ADULT (p<0.001 en
ambos casos). Ademas el grupo MPH-ADULT tiene valores menores que MPH-YOUNG
(p<0.001). En R30 los dos grupos con el firmaco muestran valores menores que los grupos con
vehiculo (p<0.05 y p<0.001 respectivamente) y los adultos tratados con el farmaco tienen nueva-
mente menores valores que los jévenes con el mismo tratamiento (p<0.01). En R60 solamente el
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grupo MPH-ADULT tiene valores menores que el grupo VEH-ADULT (p<0.001). Se confirma
de esta manera la atenuacion de la respuesta del eje HPA por el farmaco tanto en ratas adultas
como en juveniles, siendo la atenuacion en ratas adultas mayor que en juveniles.
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Figura 28. Respuesta de la ACTH y corticosterona a la administracion de MPH combinada con 30 minde
natacién forzada en ratas SD adultas y juveniles. VEH-YOUNG (n=10) es el grupo juvenil inyectado con sa-

lino; MPH-YOUNG (n=10) es el grupo juvenil inyectado con 1 mg/kg de MPH; VEH-ADULT (n=10) es el grupo
adulto inyectado con salino; MPH-ADULT (n=10) es el grupo adulto inyectado con 1 mg/kg de MPH. SWIM es la
muestra inmediatamente posterior a los 30 min de natacioén forzada y R30 y R60 las tomadas a los 30 y 60 min de
finalizado en nado. Se representa la media + SEM. *** p<0.001; ** p<0.01 y * p<0.05 vs su respectivo control sin
farmaco; +++ p<0.001 y ++ p<0.01 vs MPH-YOUNG:; $3$ p<0.001 (efecto global edad), # p<0.05 (efecto global
MPH).

El anadlisis de los resultados de la corticosterona (Figura 28), sefiala efecto EDAD (Wald
X?(1)=99.6 p<0.001), MPH (Wald X?(1)=4.9 p<0.05) y DINAMICA (Wald X2(2)=304.8
p<0.001). No alcanzé significacion ninguna de las interacciones. Los efectos principales reflejan
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que: (i) los niveles de corticosterona ante un estimulo estresante emocional son menores en adul-
tos que en juveniles; (ii) los animales inyectados con MPH muestran menores niveles de corti-
costerona que los inyectados con vehiculo (efecto global MPH, independientemente de la edad);
y (iii) la recuperaciéon progresiva de los niveles basales de corticosterona en la fase post-estrés.
En resumen la atenuacion inducida por el MPH se observa en la corticosterona tanto en jovenes
como en adultos.

Respecto a la glucosa (Figura 29), se analizaron los niveles inmediatamente posteriores al nado
pero también en R60 para ver si habia diferencias en la dinamica de recuperacién entre jovenes
y adultos. El GEE muestra solo efecto estadisticamente significativo de MPH (Wald X*(1)=6.7
p<0.01), pero no de la EDAD ni de la DINAMICA, como asi tampoco de ninguna interaccién.
(Figura 29). El efecto MPH indica que, independientemente de la edad y la dindmica, el farmaco
disminuye los niveles de glucosa respecto al grupo inyectado con vehiculo.
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Figura 29. Respuesta de la glucosa a la administracion de MPH combinada con 30 min de natacion forza-
da en ratas SD adultas y juveniles. Ver descripcion de los grupos experimentales en la Figura 28. SWIM es la
muestra inmediatamente posterior a los 30 min de natacion forzada y R60 la tomada a los 60 min de finalizado en
nado. Se representa la media + SEM. ## p<0.01 (efecto global MPH).

En conclusion, la atenuacion de la respuesta del eje HPA a un estimulo estresante emocional
como la natacion forzada en ratas SD se da tanto en la edad adulta como en la juvenil y lo mismo
sucede con la atenuacidn de la respuesta del eje SMA.
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Datos previos de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto una interacciéon negativa entre
AMPH vy estimulos estresantes de naturaleza diferente como la IMO, la nataciéon forzada y la
inyeccion de IL-13. La AMPH estimul6 los niveles de hormonas del eje HPA sin aumentar los
niveles de glucosa, pero administrada simultdneamente con la exposicion a los estimulos estre-
santes redujo el aumento de los niveles periféricos de las hormonas del eje HPA y la hiperglicemia
provocados por la exposicién a los mismos. También se puso de manifiesto un bloqueo de la
expresion del gen del CRF a nivel del PVN (G6omez-Roman et al, 2016). Ademas, la AMPH dis-
minuyd la expresion de c-fos inducida por el estrés en areas criticas para el procesamiento de
estimulos estresantes como el PVN, el LS y la PFC, aunque no asi en la MeA, AcbSh o CPuDL
donde se observa un efecto sumatorio, o en CPuVL donde se evidencia una sinergia positiva
(Gomez-Roman, 2011). Para ampliar nuestro conocimiento de la interaccion entre psicoestimu-
lantes y estimulos estresantes, iniciamos nuestro trabajo de Tesis con un estudio dosis-respuesta
de la interaccion AMPH-estrés, incluyendo la respuesta durante el periodo de recuperacion pos-
terior a la finalizacion del estrés (natacion forzada).

Tras realizar este estudio, nos hemos centrado en la caracterizacion de la respuesta fisiologica a
dos estimulos estresantes emocionales (natacion forzada y choque eléctrico) bajo los efectos de
otro psicoestimulante como el MPH a dosis de uso farmacologico para el tratamiento del TDAH.
Hemos utilizado como variables a nivel periférico, la activacion del eje HPA (niveles plasmaticos
de ACTH vy corticosterona) junto a otros marcadores de estrés (niveles plasmaticos de PRL y
glucosa), y a nivel central, la expresion del gen de CRF en el PVN por su implicacidn directa en
el eje HPA y la expresion de c-fos como indice de activacion del SNC. Las hormonas del eje HPA
se elevan frente a situaciones estresantes tanto de tipo sistémico como emocional (Armario et al,
2012) y también ante la administracion de estimulantes del SNC como AMPH (Rotllant et al,
2007; Gagliano et al, 2009) o cocaina (Borowsky y Kuhn, 1991). Nuestros resultados demuestran
una importante interaccion negativa entre los efectos del estrés y la administracién de dosis de
uso terapéutico de MPH, a pesar de que éste por si mismo no active a esas dosis, el eje HPA. El
hecho de que la respuesta al estrés puede modificarse sustancialmente por la exposicién a los
estimulos emocionales bajo el efecto del MPH, plantea interesantes interrogantes respecto a los
beneficios que ésta interaccion pueda tener sobre las posibles consecuencias negativas y patolo-
gicas de la exposicion al estrés en los pacientes con TDAH tratados con el firmaco.

Por otro lado, la exposicion a estimulos estresantes emocionales da lugar a cambios conductuales
y cognitivos. En el presente trabajo hemos estudiado también como algunas de esas respuestas
podrian ser mas apropiadas cuando el estimulo estresante se presenta conjuntamente con la ad-
ministracion del firmaco, dando lugar a un mejor afrontamiento de la situacién y una mayor
capacidad de aprendizaje.

1. Importancia de la dosis en la interaccion entre anfetaminay es-
trés (Experimento 0)

El experimento se diseii¢ para estudiar como interactuaban diferentes dosis de AMPH, dentro
de un rango alcanzable en experimentos de autoadministracion, con el estrés por natacién for-
zada respecto a la respuesta de las hormonas del eje HPA y la glucosa.
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La AMPH por si misma fue capaz de incrementar de forma dosis-dependiente la liberacion de
ACTH y corticosterona, siendo el efecto modesto con la dosis mas baja de 1 mg/kg. Estos resul-
tados son concordantes con los obtenidos previament (Knych y Eisenberg, 1979; Swerdlow et al,
1993; Schmidt et al, 1999; 2001; Vanderschuren et al, 1999; Russig et al 2003; Rotllant et al, 2007),
en los cuales también se puso de manifiesto que la activacion del eje HPA por la AMPH venia
ligada a la liberacion de CRF (Knych y Eisenberg, 1979. Swerdlow et al, 1993). La estimulacién
causada por la AMPH es relativamente prolongada y ni siquiera con la dosis mas baja los niveles
de ACTH vuelven a los niveles controles a los 90 min de la administracion. Los niveles de corti-
costerona aumentan a los 30 min de la inyeccién y muestran niveles maximos con 2 y 4 mg/kg,
aunque siempre son menores a los valores inducidos por la natacion forzada. No obstante esta
menor respuesta inicial, los niveles de ACTH posteriores a la exposicion a la natacion forzada se
recuperan rapidamente, en tanto que la respuesta a la AMPH se mantiene durante los primeros
60 min posteriores a la administracién, para comenzar un descenso después, de acuerdo con
resultados previos (Rotllant et al., 2007; Gagliano et al, 2009). El mismo comportamiento se ob-
serva con los niveles de corticosterona, en tanto que dichos niveles fueron decreciendo progresi-
vamente tras la exposicion a la natacion forzada, pero se mantuvieron durante 90 min tras la
inyeccion de las dosis mas altas de AMPH.

Es importante tener en cuenta que los niveles maximos de corticosterona tras la administracién
de AMPH estuvieron siempre por debajo de los 250 ng/ml, mientras que se alcanzaron niveles
de alrededor de 330 ng/ml en los grupos AMPH-SWIM, incluso en aquellas condiciones en las
cuales los niveles de ACTH eran similares. Por lo tanto, parece que la proporcién corticoste-
rona/ACTH es mas baja tras AMPH que tras AMP-SWIM. Este desproporcidn se hace mas pa-
tente cuando se mira a las AUCs, observandose que con todas las dosis de AMPH, las AUCs de
la corticosterona fueron inferiores a las observadas tras la exposicién simultdnea a AMPH y na-
tacion forzada a pesar de obtenerse AUCs de ACTH similares o incluso inferiores en los primeros
que en los ultimos grupos.

Disociacion entre ambas hormonas se ha encontrado en ratas bajo ciertas condiciones, como
durante la fase activa del ritmo circadiano (Dallman et al, 1978; Ulrich-Lai et al, 2006), la priva-
cién de agua (Ulrich-lai y Engeland, 2002) o las exposiciones prolongadas (horas) a estimulos
estresantes (Hauger et al, 1988; Rivier y Vale, 1987). Se ha propuesto repetidamente que esta
disociacidn podria explicarse por la inervacion simpatica directa de la glandula adrenal que nor-
malmente aumenta la respuesta adrenal a la ACTH circulante (Edwards y Jones, 1993). La
AMPH podria actuar dentro del cerebro modificando (en este caso especifico reduciendo) la
respuesta de la adrenal a la ACTH. El efecto de la AMPH podria afectar a la sensibilidad de la
adrenal a la ACTH circulante o a su maxima respuesta. Considerando que los cambios en la
sensibilidad a la ACTH no deberian alterar la respuesta maxima de la adrenal a la AMPH y que
los niveles de ACTH observados en este experimento tras la inyeccion de AMPH o tras la expo-
sicion a la natacion forzada son suficientes como para estimular al maximo la adrenal (Armario
etal, 2012), lo mas probable es que la AMPH esté reduciendo la respuesta maxima de la glandula
adrenal. Sin embargo, los mecanismos precisos han de ser aun caracterizados.
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Cuando los animales se expusieron simultaneamente a la AMPH vy a la natacion forzada, se ob-
servo una inhibicion parcial o total (cuando el grupo de referencia era el inyectado solo con
AMPH) de la respuesta de la ACTH. Estos resultados confirman otros recientes de nuestro labo-
ratorio demostrando que la droga reduce la induccién de c-fos y la expresion de CRF en el PVN
(Gomez-Roman et al, 2016). Por el contrario, los niveles de corticosterona no se vieron afectados,
probablemente porque los niveles de ACTH alcanzados fueron suficientes para mantener una
estimulaciéon maxima de la adrenal.

Ninguna de las tres dosis de AMPH aument¢ los niveles de glucosa a los 30 min de su inyeccidn,
aunque los aumentara modestamente a los 60 y 90 min. Por otro lado, la exposiciéon a 30 min de
natacion forzada aument¢ al finalizar la exposicion al estimulo estresante los niveles de glucosa
significativamente en comparacién con los animales no estresados, si bien este aumento no es de
la misma magnitud que los provocados por otros estimulos estresantes mds intensos como la
IMO (Rabasa et al, 2011). La hiperglucemia parece reflejar los niveles de liberacion de adrenalina
(Armario et al, 2012), sugiriendo una activacion del eje SMA que solo podria ser corroborada
con la medida en plasma de A y NA en ratas canuladas, lo que implicaria condiciones adicionales
de estrés. Lo mas interesante es que la hiperglucemia provocada por la exposicion a la natacién
forzada es atenuada por las tres dosis de AMPH en cualquiera de los tres tiempos evaluados. De
hecho, los niveles plasmaticos de glucosa tras la exposicion al estimulo estresante en la ratas in-
yectadas con AMPH son menores que los valores de las ratas no expuestas al estimulo estresante.
Este descenso no pueden ser solo consecuencia de un alto consumo de energia asociado a la ac-
tividad exacerbada causada durante la exposicion al estimulo, porque esto se da solo en los ani-
males expuestos al estimulo conjuntamente con la droga y no al comparar los animales expuestos
al estimulo estresante conjuntamente con el vehiculo. Demostramos por lo tanto, una interac-
cién negativa entre la AMPH vy la natacion forzada también a nivel del eje SMA.

En tanto se observo una clara reduccion de la repuesta de la ACTH inmediatamente después de
finalizada la exposicion al estrés, en el periodo post-estrés, fue la exposicion a la natacion forzada
la que disminuy®é los niveles de ACTH provocados por la dosis mayor de AMPH. Por lo tanto,
mientras que durante la exposicidn al estimulo estresante, la AMPH inhibe la respuesta del eje
HPA a la natacién forzada, en el periodo post-estrés hay un efecto inhibitorio del estrés previo
sobre la respuesta de ACTH (y en menor medida sobre la de corticosterona) a la AMPH. Estos
resultados indican que la exposicion a la natacion forzada afecta negativamente a la respuesta del
eje HPA a dosis altas de AMPH, sugiriendo una interaccién negativa bidireccional entre ambos
estimulos. Hay tres posibles explicaciones al porqué el efecto inhibidor del nado sobre la res-
puesta a la AMPH se ve solo al finalizar el estimulo estresante: (i) se requeriria un tiempo para
que la exposicién al nado pudiera ejercer este efecto inhibitorio; (ii) el efecto inhibitorio podria
afectar especificamente a la liberacion de los animales de la situacion estresante y (iii) la mutua
inhibicion entre estrés y AMPH podria ya haber estado presente durante la exposicion inicial,
pero so6lo puede observarse cuando hay bajos niveles de ACTH inducidos por el nado asociado a
altos niveles inducidos por la AMPH.

El efecto inhibidor del estrés sobre la respuesta del eje HPA a la AMPH viene apoyado por datos
de la literatura que han demostrado, utilizando la expresion de IEGs (c-fos, zif268), que distintos

119



tipos de estimulos estresantes emocionales (campo abierto, ruido o restraint) disminuyen la ac-
tivacion de la CeA y BST (subdivision oval) provocada por la AMPH (Day et al, 2001; 2005;
2008). Aunque no hay evidencias consistentes respecto a un papel de la CeA en la activacidn del
eje HPA inducida por la AMPH, la inhibicion de esta area por la exposicion simultanea a AMPH
y estrés sugiere que ciertas respuestas ala AMPH (ya sea la repuesta del eje HPA u otras) podrian
reducirse cuando los animales estan bajo una situacion estresante. Es importante recalcar que en
otras dreas cerebrales no se ha observado interaccién negativa o incluso se evidencia sinergia
positiva entre AMPH vy estrés en términos de expresion de c-fos o de actividad motora (Badiani
et al, 1998; Day et al, 2001, 2005; Uslaner et al, 2001a; Ostrander et al, 2003). En conjunto, los
datos sugieren que la interaccidn entre estrés y psicoestimulantes es mas compleja de lo que se
ha asumido previamente y puede afectar de forma distinta a diferentes aspectos fisiologicos o
conductuales.

Los mecanismos neuroquimicos involucrados en la interaccién entre AMPH y estrés son desco-
nocidos. Se ha sugerido repetidamente que las monoaminas estan involucradas en la activacién
del eje HPA, aunque no hay evidencias directas respecto a estimulos estresantes predominante-
mente emocionales, excepto para el mantenimiento de los niveles de ACTH post-estrés como la
inmovilizacion en tabla (Belda et al, 2009). Datos previos de nuestro laboratorio (Rotllant, Nadal
y Armario, no publicados) demuestran inhibicién de neuronas del locus coeruleus inducidas por
el estrés. La activacion del eje HPA inducida por la AMPH se disminuye por el bloqueo de re-
ceptores serotoninérgicos pero no por el bloqueo adrenérgico (Knych y Eisenberg, 1979). Por
otro lado, el papel de drogas dopaminérgicas sobre la liberacién de ACTH inducida por la AMPH
no ha sido estudiado, aunque algunas evidencias indican que la DA esta involucrada en la acti-
vacién del eje HPA inducida por la cocaina (Borowsky y Kun, 1991; Ikemoto y Goeders, 1998)
La posible contribucion del sistema dopaminérgico a la interaccion entre AMPH y estrés merece
ser estudiada en mas detalle.

Los resultados obtenidos tienen implicacion respecto a la accion terapéutica de la AMPH en el
TDAH. Es posible que la AMPH no solo ejerza efectos beneficiosos sobre el comportamiento
sino que también proteja de los efectos del estrés, especialmente teniendo en cuenta que la dosis
mas baja puede estar cercana a las terapéuticas. Dosis de alrededor de 0,5 mg/kg se usan en el
tratamiento (v.g. Pelham et al, 1999) y ésta se corresponderia con dosis de unos 3 mg/kg en ratas
cuando se calcula la dosis biologicamente equivalente (Reagan-Shaw et al, 2008).

2. Interaccion entre metilfenidato y natacion forzada a nivel perifé-
rico (Experimento 1)

No existen datos en la literatura respecto a la activacion del eje HPA con la administracion aguda
de MPH en modelos animales, aunque en humanos se ha observado activacion (Joyce et al, 1986).
Por ello, decidimos utilizar dos dosis dentro del rango mas utilizado (0.5 y 2 mg/kg, sc) y com-
probar si existia o no activacion del eje HPA. Pero el objetivo fundamental del experimento fue
estudiar si el MPH, como la AMPH, era capaz de inhibir la respuesta periférica del eje HPA yla
glucosa a un estimulo estresante emocional de moderada intensidad como la natacién forzada.
Este estimulo estresante nos permitia valorar también la influencia del firmaco sobre las estrate-
gias de afrontamiento de los animales.
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Ninguna de las dosis de MPH utilizadas activa el eje HPA a nivel periférico, como podemos de-
ducir de los niveles de ACTH y corticosterona, que no difieren, en ninguno de los tiempos estu-
diados, de los observados tras la administracion de solucién salina. La administracién de 0.5 o0 2
mg/kg de MPH tampoco aumentd los niveles de glucosa a los 30 min de la inyeccién, lo que
sugiere que el farmaco tampoco es capaz de activar, al menos de forma notable, el eje SMA. Otros
autores ya han observado que la administraciéon de MPH no afecta los niveles de glucosa ni en
rata (Schmidt, 1979), ni en humanos (Matochik et al, 1994). Por otro lado, ambas dosis del far-
maco disminuyeron los niveles de PRL a los 30 min de la administracion, de acuerdo con resul-
tados previos (Demarest et al, 1984). El efecto bloqueante del transportador de DA (Han y Gu,
2006) elevaria los niveles de este neurotransmisor en el sistema portal, con la consiguiente inhi-
bicién de la liberacién de PRL. También el tratamiento crénico en ratas SD en desarrollo con
MPH (1-100 mg/kg) disminuye los niveles de PRL, pero esos niveles se normalizan inmediata-
mente después de suspendido el tratamiento (Greeley y Kizer, 1980), sugiriendo un efecto ma-
yoritario agudo y dependiente de la presencia del firmaco.

La activacion del eje HPA disminuye rapidamente una vez finalizada la exposicion a la situacion
estresante, aunque esta recuperacion de los niveles pre-estrés es tanto mas lenta cuanto mayor es
la intensidad del estimulo estresante (Garcia et al, 2000). En lo que respecta a la natacion forzada,
los niveles de ACTH disminuyen claramente a los 30 min y mds aun a los 60 min, siendo la
recuperacion de los niveles basales de corticosterona mucho mas lenta (Dal-Zotto et al, 2000).

La administracion de las dos dosis de MPH es capaz de reducir la respuesta de la ACTH a la
natacion forzada, notandose el efecto no solo inmediatamente después de la exposicion al estrés
sino también en el periodo post-estrés. La dosis del farmaco tiene poco efecto, aunque se observa
un efecto ligeramente superior de la dosis mas alta (2 mg/kg) en el periodo R60. Es posible que
el efecto del MPH sea ya casi maximo con la dosis mas baja y que dosis aiin menores podrian ser
también eficaces. Por consiguiente, demostramos por primera vez una interaccion negativa entre
un estimulo estresante emocional moderado y dosis de uso farmacolégico de MPH. En contraste
con el efecto evidente del MPH sobre la respuesta de la ACTH, apenas se observa efecto en la
respuesta de la corticosterona, aunque el efecto es en la direccion esperada. Cuando se tienen en
consideracion la respuesta global de ambas hormonas mediante las AUCs, las conclusiones son
similares. Parece por lo tanto que, como ocurre con la AMPH, la reduccion de la respuesta de la
ACTH no es de suficiente magnitud como para reducir los niveles de corticosterona de forma
notable.

La hiperglucemia causada por la exposicion a la natacion forzada también se reduce tras la ad-
ministracion 0.5 mg/kg de MPH vy el efecto es aun mayor con la dosis de 2 mg/kg, lo que sugiere
que el MPH esta también inhibiendo la activacion del eje SMA de forma dosis dependiente.

Los niveles de PRL aumentan significativamente tras la exposicion a estimulos estresantes como
la IMO (Belda et al, 2015) o la natacion forzada (Armario et al, 1995), hecho confirmado en el
presente experimento. La liberacidn de PRL por el estrés se ve amortiguada por la administracién
de 0.5 mg/kg de MPH y atin mas por la de 2 mg/kg. Aunque podriamos interpretar estos datos
como un apoyo a la hipdtesis de que el MPH reduce muchas de las respuestas fisioldgica al estrés,
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es importante tener en cuenta que la inhibicion de la respuesta de la PRL al estrés podria ser
consecuencia de un efecto farmacoldgico muy especifico del farmaco sobre el sistema dopami-
nérgico y no tanto un efecto sobre los circuitos nerviosos que regulan la respuesta de la PRL al
estrés. Tanto si la activacion de la secrecion de PRL por el estrés es consecuencia de una inhibi-
cién de la liberacién de DA al sistema portal-hipofisario como si estan implicados PRFs (Gratan,
2015), el incremento en el tono dopaminérgico debido a la inhibicién de la recaptacion de DA
causada por el MPH estaria ejerciendo un efecto inhibidor de la estimulacién de PRL.

Los resultados de la conducta en la prueba de natacion forzada nos indican que la administracion
de MPH favorece las conductas activas. Durante los primeros 5 min de evaluacién de la inmovi-
lidad, s6lo los que fueron inyectados con la dosis mayor permanecieron menos tiempo inméviles
que los vehiculos. En cambio durante los 5 min intermedios y los 5 min finales de la evaluacién,
las dos dosis del farmaco disminuyeron la inmovilidad, siendo el efecto dependiente de la dosis.
Por otro lado, la evaluacién de la natacidn suave nos indica, especialmente en los 5 min interme-
dios y los 5 finales, que los animales administrados con MPH realizan mds natacioén suave, con
mas efecto de la dosis mas alta. En cambio, solo la dosis mas alta de MPH increment6 los niveles
de escape, que reflejan una actividad mas intensa. Solo hemos podido identificar un estudio en
ratones en el cudl dosis de MPH de 0,3 o 1 mg/kg fueron incapaces de modificar la conducta de
natacion forzada (Noda et al, 2000), pero se ha de tener en cuenta que la dosis equivalente para
un ratén es superior a la de rata y eso puede explicar las discrepancias. El efecto del MPH sobre
la natacion forzada que hemos observado es compatible con los obtenidos tras la administracion
de AMPH (Porsolt et al, 1977; Duncan et al, 1985; Gémez-Roman et al, 2016) y con otros inhi-
bidores de la recaptacion de DA y NA (v.g. Porsolt et al, 1977; Hemby et al, 1997; Cryan et al,
2005). Es importante destacar que el incremento de la conducta activa causada por el MPH es
muy improbable que sea consecuencia de un incremento no especifico de la actividad motora,
que no se observa a las dosis utilizadas en este experimento.

3. Interaccion entre el metilfenidato y la natacién forzada a nivel
central (Experimento 2)

Los resultados precedentes indican que la administracion de MPH simultdneamente a la exposi-
cidn al estrés reduce la respuesta fisioldgica a este tltimo. Aunque no puede descartarse la posi-
bilidad de que el efecto tenga lugar a nivel periférico, teniendo en cuenta los antecedentes de la
AMPH (Go6mez-Roman et al, 2011, 2016), es muy probable que este efecto se situe a nivel de
SNC. Al objeto de identificar posibles dreas del SNC implicadas en la interaccion MPH-estrés,
llevamos a cabo un experimento en el que los animales fueron administrados con una dosis de
0,5 mg/Kg de MPH e inmediatamente expuestos a 30 min de natacién forzada. Transcurrido este
tiempo, los encéfalos se procesaron para cuantificar la expresion del gen del CRF en el PVN y la
expresion de c-fos como indice de activacion neuronal en dreas criticas.

La administracion de MPH no alter6 los niveles de hnRNA para el CRF. Puesto que la sonda
intronica es extremadamente sensible para detectar cambios transitorios en la expresion del gen
del CRF (Herman et al, 1992; Imaki et al, 1995; Kovacs and Sawcenko, 1996), podemos concluir
que el MPH no parece activar las neuronas de CRF del PVN, de acuerdo con la ausencia de efec-
tos sobre los niveles circulantes de ACTH y corticosterona ya descritos en experimentos previos.
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Esta posibilidad viene apoyada por la falta de efecto del MPH para inducir la expresion de c-fos
en el PVN. En cambio, la exposicion a la nataciéon forzada en presencia de MPH bloque6 com-
pletamente el incremento en la expresion del CRF causada por el estimulo estresante, dando
apoyo a la posibilidad de que los efectos del MPH sobre el eje HPA se sitiian a nivel central. Los
resultados son similares a los obtenidos con la administracion de AMPH (Gémez-Roman et al,
2016). Para localizar posibles areas de interaccion entre MPH y estrés a niveles distales al PVN,
se analizé la expresion de c-fos. Tanto el MPH per se cdmo la exposicion al nado inducen la ex-
presion de c-fos en diversas areas.

La natacion forzada indujo un nivel importante de expresion de c-fos en las distintas subdivisio-
nes de mPFC (Cgl, PrL e IL), de estriado dorsal (CPuDM, CPuDL, CPuVM y CPuVL), nucleo
accumbens (core y shell), LSv, MeA and PVN. Estos resultados estan basicamente de acuerdo con
estudios previos utilizando la misma situacidn estresante (Cullinan et al, 1995; Ons et al, 2004),
aunque hay algunas diferencias en cuanto a la intensidad de la activacion y no se han hecho
estudios tan detallados en areas como CPu.

El MPH indujo activacién de c-fos en Cgl y PrL (pero no IL), en todas las subdivisiones de CPu,
en AcbC y AcbSh, pero no en areas que tipicamente se activan con estrés como LSV o PVN.
Ademas, tan solo caus6é una modesta activacion de la subdivision postero-ventral de la MeA
(MeApv), pero no de MeA en conjunto. La comparacién de nuestros resultados con datos pre-
vios es dificil dado que en general se han utilizado dosis considerablemente superiores de MPH.
En cualquier caso, varios autores han descrito un aumento de la expresion de c-fos a nivel de PFC
con la administracion de dosis altas de MPH (2-20 mg/kg) (Penner et al, 2002; Chase et al, 2005;
Allen et al, 2010). También se ha descrito de forma consistente aumento de la expresion de c-fos
a nivel del CPu con la administraciéon de dosis generalmente altas (2-40 mg/kg) (Penner el al,
2002; Brandon y Steiner, 2003; Trinh et al, 2003; Hawken et al, 2004; Yano y Steiner, 2005). El
efecto en CPu es dosis-dependiente con dosis entre 2-10 mg/kg (Hawken et al, 2004), pero los
resultados con 2 mg/kg no son consistentes y las dosis inferiores no parecen efectivas (Chase et
al, 2003; 2005; Yano y Steiner, 2005). Esta discrepancia en cuanto a la activacion con 0.5 mg/kg
respecto a nuestros resultados puede deberse a que los otros autores miden la activacion de c-fos
alos 60 min posteriores a la inyeccion del firmaco, mientras que nosotros la hemos medido a los
30 min, cuando el pico de la expresion de c-fos estda normalmente a su nivel maximo. Se ha des-
crito aumento de la expresion de c-fos en Acb con dosis altas de MPH en ratones adultos (Trihn
et al., 2003) o en ratas juveniles (Chase et al, 2005; Allen et al, 2010), pero no con una dosis de 2
mg/kg en ratas juveniles o adolescentes (Brandon y Steiner, 2003; Chase et al, 2005; Van Waes et
al, 2010). No conocemos ningun estudio en Acb con dosis tan bajas como las empleadas en el
presente trabajo. Es posible que los animales adultos sean mas sensibles que los jovenes y eso
explique el que hayamos podido observar efecto con una dosis baja de MPH (ver mas adelante).

Independientemente de los efectos por separado del MPH vy la natacion forzada, la exposicion
conjunta a ambos estimulos no dio lugar a ninguna sinergia negativa, observandose en general
un efecto meramente sumatorio de cada estimulo, excepto en CPu donde aparecié una sinergia
positiva. Una sinergia positiva se ha descrito previamente respecto a AMPH y estrés en CPu (v.g.
Badiani et al, 1998; 1999). Los resultados sugieren que el MPH vy el estrés estan probablemente
activando poblaciones neuronales diferentes y por consiguiente no hemos detectado los posibles
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lugares en los cuales se da la interaccion negativa observada respecto a la activacion del eje HPA.
No podemos descartar que el estudio de las areas del tronco encefélico en las que se hallan los
somas de las neuronas monoaminérgicas (nucleos del rafe, VTA o regiones A2/C2y A1/C1) per-
mita detectar esta sinergia negativa. Dicho estudio no se ha podido llevar a cabo en la presente
tesis al requerir técnicas de doble marcaje, pero esta programado para llevarse a cabo en el futuro
inmediato.

Es de destacar que no se observo efecto significativo de la administraciéon de MPH sobre la in-
duccién de c-fos por la natacion forzada en el PVNmpd, area critica para la regulacion del eje
HPA, a pesar del bloqueo de la expresion del gen del CRF en esta misma zona. La disociacion
entre los cambios en ¢-fos y la transcripcion del gen de CRH ha sido ya descrita en otras situacio-
nes (Ginsberg et al, 2003; Vallés et al, 2003), reflejando el hecho de que son dos procesos relacio-
nados pero diferenciados desde el punto de vista de los mecanismos intracelulares implicados.

Podemos concluir que la interacciéon del MPH con la respuesta fisiologica al estrés, parece residir
fundamentalmente en al SNC, mas concretamente en el PVN y en lo que respecta al eje HPA. No
hemos podido caracterizar el origen de las sefiales que llegan al PVN para regular el descenso en
la expresion de CRF (y probablemente su liberacion al sistema portal-hipofisario) mediante la
expresion de c-fos en areas criticas del SNC, aunque atin quedan por estudiar las areas donde se
situan las neuronas monoaminérgicas.

4. Efecto del metilfenidato sobre la conducta de afrontamiento de
situaciones aversivas (Experimentos 3 y 4)

Aunque la reduccion de la respuesta bioldgica al estrés de natacion forzada tiene en principio
connotaciones positivas para el animal, el favorecimiento de las conductas de afrontamiento ac-
tivo durante la natacion podria ser una consecuencia del efecto estimulante del MPH. Por ello,
decidimos estudiar los efectos del MPH sobre otro estimulo estresante emocional como es la
exposicion al choque eléctrico en una prueba de evitacion activa en dos sentidos, prueba que
también permite evaluar la conducta de afrontamiento, pero también la ansiedad y la capacidad
de aprendizaje de los animales. La evitacion activa en dos sentidos implica obviamente aprendi-
zaje instrumental y clasico, pero existen muchos datos, especialmente los basados en la seleccion
genética de animales, que apoyan un papel critico de la ansiedad en la eficacia del aprendizaje de
la tarea (Brush, 2003; Steimer y Driscoll, 2003).

Los resultados indican de nuevo que la administraciéon de 1 mg/kg de MPH no altera por si
misma los niveles de ACTH o corticosterona; tampoco los de glucosa. Por consiguiente, los datos
confirman los resultados de experimentos anteriores. Tras la exposiciéon a 50 ensayos en la
prueba de evitacion activa en dos sentidos, observamos el logico aumento de los niveles de ACTH
y corticosterona en respuesta a situaciones que utilizan los choques eléctricos como estimulo
estresante (Marquez et al., 2002; Belda et al., 2004) y mas concretamente en tareas similares de
evitacion-escape (v.g. Weinberg y Levine, 1977; Knardahl y Murison, 1989; Lalanza et al., 2012).
Pero la exposicion a la tarea inmediatamente después de la administracion de 1 mg/kg de MPH,
reduce la respuesta de la ACTH a dicha tarea, confirmando de nuevo la interaccién negativa
entre los estimulos estresantes emocionales y el MPH. De nuevo, como en experimentos ante-
riores, la interaccién no se pone de manifiesto con los valores de corticosterona. En cambio, la
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interaccion si se manifiesta con la glucosa, dado que la administracion de MPH reduce la hiper-
glucemia causada por los choques eléctricos.

La evaluacion de la ganancia de peso corporal en las 24 h siguientes a la prueba de evitacion activa
experimental nos indica que los animales expuestos a la Shuttle-box han ganado menos peso que
los animales controles respectivos, efecto tipico de situaciones estresantes de cierta intensidad,
en gran parte ligada a la reduccion de la ingesta (Marti et al, 1994; Valleés et al. 2000; Marquez et
al, 2002). Sin embargo, esta reduccidon de la ganancia de peso no se ve afectada por la adminis-
tracion de MPH.

Cuando se analizaron los niveles basales de ACTH y corticosterona a las 48 h de la exposicién a
la tarea de evitacion, no se observaron diferencias. Por el contrario, resultados previos indican
que los niveles basales de ACTH y/o corticosterona si estan elevados en machos adultos SD a las
24-48 h de la exposicion a la IMO o a choques eléctricos inescapables (v.g. Fleshner et al, 1995;
Gagliano et al, 2014), lo que sugiere que la intensidad del choque eléctrico (0.7 mA) unida a la
posibilidad de evitacion no parecen ser suficiente para incrementar los valores basales de ACTH
o corticosterona a las 48 h.

Los datos fisioldgicos del presente experimento fueron confirmados en un nuevo experimento,
en el que ampliamos el nimero de sujetos para delinear mejor los efectos conductuales del MPH.
Y nuevamente confirmamos la interaccion negativa entre el choque eléctrico de la prueba de
evitacion activa en dos sentidos y el MPH, tanto con lo disminucién de los niveles de ACTH
como la disminucién de la hiperglicemia provocada por la exposicion a la prueba. Nuevamente,
los valores de corticosterona no reflejan la interaccion.

En la exposicion a la prueba de evitacion activa en dos sentidos en la Shuttle-box del Experimento
3, los animales que recibieron MPH demuestran una tendencia, aunque no significativa, a reali-
zar mas respuestas condicionadas, menor tiempo de evitacién y menos huidas. En cambio, si
encontramos un efecto global del firmaco en la latencia de respuestas incondicionadas, que es
mas corta tras el firmaco. Por otro lado, a pesar de la gran variabilidad dentro de cada grupo, los
animales inyectados con el MPH realizan mas cruzamientos en los intervalos inter-ensayos,
siendo la diferencia significativa en el cuarto bloque de ensayos.

Puesto que los resultados conductuales parecian sugerir un efecto del MPH, decidimos replicar
el experimento obviando los grupos no expuestos a la tarea de evitacion-escape, pero aumen-
tando el numero de sujetos expuestos a la prueba de evitacion activa. En este caso los resultados
son mucho mas evidentes. Por un lado, volvimos a confirmar la reduccion de la respuesta de la
ACTH vy de la glucosa en los animales que recibieron el farmaco. Por otro, los animales inyecta-
dos con MPH realizan mas respuestas condicionadas en los 5 bloques de estudio y la latencia de
respuesta también se reduce. Como consecuencia del aumento de respuestas de evitacion, los
animales inyectados con MPH realizan menos huidas. La latencia de respuesta (incluyendo res-
puestas condicionadas e incondicionadas) es menor en los animales inyectados con el farmaco.
También el nimero de cruzamientos entre ensayos es mayor en los animales inyectados con el
farmaco. Todo esto, nos estaria indicando un mejor afrontamiento de la situacién y una mejora
en el aprendizaje.

125



No podemos descartar totalmente que el aumento de cruzamientos entre ensayos pudiera de-
berse a un efecto estimulante motor del MPH. Sin embargo, hay tres argumentos en contra de
esta posibilidad. En primer lugar, los incrementos en la actividad motora suelen observarse no
con dosis en el rango de la utilizada en el presente estudio, sino con dosis mas elevadas de MPH.
En segundo lugar, no encontramos diferencias en los cruzamientos en los periodos de habitua-
cion, aunque el poco tiempo transcurrido desde la administracion del farmaco no descarta que
la actividad se incremente en tiempos posteriores. Finalmente, suele existir una buena correla-
cion entre la eficacia en el aprendizaje de la tarea de evitacion y los cruzamientos entre ensayos
(v.g. Guillazo-Blanch et al, 2002; Torras-Garcia et al, 2003; Rio-Alamos et al, 2015), lo que sugiere
que estos ultimos reflejan mas aprendizaje que actividad motora.

Generalizacion del miedo y ansiedad a corto plazo

En el Experimento 3, al dia siguiente de la exposicion al procedimiento de evitacion activa en dos
sentidos, expusimos a todos los sujetos a 5 min en el EPM para evaluar si la exposicion al choque
eléctrico generaba ansiedad en los sujetos expuestos y si esa ansiedad generada podia reducirse
por la administracion de MPH. No encontramos diferencias en el nimero de entradas en brazos
abiertos o cerrados del EPM, lo que sugiere que no hay hipo-actividad al dia siguiente de la ex-
posicién al choque eléctrico. Sin embargo, los dos grupos expuestos al choque eléctrico el dia
anterior mostraron mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos (y menor tiempo en los
cerrados), que fue independiente de la administracién o no del firmaco. También se pone en
evidencia esta conclusion, evaluando el porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos
respecto al tiempo total de permanencia en brazos abiertos mas cerrados.

Aunque estos datos sugieren que los animales expuestos al choque eléctrico se muestran menos
ansiosos, existen otras posibles explicaciones alternativas. En tanto que la exposicion a situacio-
nes de estrés de elevada intensidad puede, al menos en algunos casos, incrementar la ansiedad,
reflejada en una menor entrada/tiempo en los brazos abiertos del EPM (ver Armario et al, 2008
para una revision del tema), los datos respecto al choque eléctrico son contradictorios. Aunque
algunos estudios han demostrado un incremento aparente en la ansiedad en el EPM (Bitran et
al, 2000), en otros estudios los resultados son inconsistentes o negativos (Steenbergen et al, 1991;
Grahn et al, 1995; MacLean y Datta, 2007; Kinn-Rod et al, 2012), e incluso, paraddjicamente,
algunos observan un incremento en el tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado (v.g.
Radulovic et al, 1998), como ha sido el caso del presente estudio. Un efecto consistente de la
exposicion a choques eléctricos es una mayor evitacion de los espacios abiertos cuando el animal
puede elegir estar en un lugar protegido o explorar zonas abiertas, pero no esta claro de que esta
conducta sea interpretable en términos de ansiedad (Bruijnzeel et al, 2001a, 2001b). Una posible
explicacion de este efecto paraddjico es que los animales rehtyan los brazos cerrados por guardar
mas similitud con el lugar donde recibieron los choques, representando un fenémeno de gene-
ralizacion a contextos que tengan cierta similitud con el original del choque.

Cuando los animales fueron expuestos durante 15 min a un OF, apenas se observaron diferencias
conductuales en funcién de los tratamientos. En cambio, diversos estudios ponen de manifiesto
que la exposicion a choques eléctricos incontrolables causa hipo-actividad en ambientes nuevos
(Van Dijken et al, 1992, 1993; Radulovic et al, 1998; Daviu et al, 2010; 2014). No esta clara la
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razon de esta hipo-actividad, que hemos denominado generalizacién cognitiva (Daviu et al,
2014), para indicar que la experiencia de choques eléctricos incontrolables provoca un cierto
nivel bajo de miedo a todo tipo de ambiente nuevo desconocido. Esta generalizacion cognitiva
es diferente de la generalizacion, dependiente de hipocampo, cuando los animales se exponen a
ambientes que si tiene una similitud parcial con aquél donde recibieron los choques (Daviu et al,
2014). Una de las posibles explicaciones a las diferencias entre los trabajos anteriormente men-
cionados sea posiblemente que en nuestro caso se trata de choque eléctrico evitable (evitacion
activa en dos sentidos), al contrario de lo publicado anteriormente. Es decir, esta posible genera-
lizacién cognitiva del miedo se provocaria en situaciones inevitables pero no cuando hay la po-
sibilidad de evitacion. Datos de nuestro laboratorio (no publicado) indican que la posibilidad de
evitacidn es critica dado que animales que pueden escapar (pero no evitar) el choque si muestran
hipo-actividad en ambientes nuevos.

A nivel de eje HPA, los animales expuestos a la tarea de evitacion que fueron administrados con
vehiculo no muestran diferencias en la respuesta de la ACTH, aunque si una mayor respuesta de
corticosterona, comparados con el grupo no expuesto a la tarea. En cambio, aquellos expuestos
ala tarea de evitacidn tras serles administrado MPH muestran una sensibilizacion de la respuesta
de ACTH y de corticosterona. La exposicion a situaciones de estrés de elevada intensidad con-
sistentemente induce sensibilizacion de la respuesta del eje HPA a otras situaciones de estrés,
especialmente cuando éstas son de baja intensidad y corta duracion (Belda et al, 2008, 2015; Ga-
gliano et al, 2008). Esta sensibilizaciéon es muy evidente en las primeras 48 h para reducirse pro-
gresivamente a lo largo de los dias. Es posible que la sensibilizacion sea algo menor en el grupo
no tratado con MPH y por eso no se refleje en la respuesta de la ACTH.

Condicionamiento del miedo al contexto

Cuando los animales son expuestos a un estimulo aversivo como el choque eléctrico en un com-
partimento especifico, desarrollan miedo al lugar donde recibieron el choque; es decir, desarro-
llan miedo condicionado al contexto. El miedo al contexto, evaluado por el tiempo de freezing,
se desarrolla Inclusive ante un solo choque eléctrico (Phillips y leDoux, 1992; Rudy et al, 1993).
Otras medidas de ese condicionamiento al contexto pueden ser la hipo-actividad reflejada en el
menor numero de crossings y rearings durante la prueba (v.g. Daviu et al, 2014).

Cuando re-expusimos los animales durante 15 min al contexto del choque 8 dias después de la
tarea de evitacion, se observo altos niveles de freezing e hipo-actividad en los animales expuestos
previamente a la tarea. Sin embargo, la administracién de MPH no alter¢ significativamente esta
respuesta conductual. En cambio, en el Experimento 4, al aumentar el namero de sujetos, obser-
vamos que los sujetos inyectados con MPH realizan igual nimero de rearings y cruzamientos
que los controles sin farmaco, pero el tiempo de freezing es menor que en los que recibieron
vehiculo. Por consiguiente, el MPH reduce el miedo condicionado al contexto. Esta reduccion
del miedo al contexto en los animales que recibieron MPH podria explicarse por tres razones
diferentes. En primer lugar, que fuera dependiente del menor numero/tiempo de choques reci-
bidos, lo que no parece probable teniendo en cuenta que el efecto se mantiene aunque se intro-
duzcan los choques como covariable en el analisis. En segundo lugar, que el MPH tuviera efecto
amnésico, reduciendo la memoria del miedo. Los resultados de la literatura no van a favor de la
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ultima hipoétesis. La dosis de 1 mg/kg de MPH no parece ejercer efecto alguno sobre la memoria
espacial en laberinto acuatico (Carmack et al, 2014a); por el contrario, favorece el condiciona-
miento del miedo al sonido y al contexto (Carmack et al, 2014b). Es interesante destacar que la
dosis de 10 mg/kg mejora la memoria en el laberinto acudtico en tanto que empeora el condicio-
namiento del miedo al tono y al contexto (Carmack et al, 2014a; 2014b), sugiriendo que distintos
tipos de memoria, ambas ligadas a la funcidon hipocampal, se ven afectadas de manera diferente
segun la dosis de MPH. Es posible que la componente emocional de la tarea pueda modular el
efecto del farmaco. Otros resultados demuestran in vitro que el MPH a dosis que reflejan los
niveles alcanzados in vivo favorecen la potenciacion a largo plazo en la region CA1 del hipo-
campo, un efecto que parece depender tanto de NA como de DA (Dommett et al, 2008; Rozas et
al, 2015).

Finalmente, cabe la posibilidad de que la posibilidad de control durante la tarea redujera el miedo
condicionado al contexto. No conocemos de ningun estudio especifico al respecto, pero se ha
descrito que la posibilidad de controlar mediante una conducta operante la duracién de choques
eléctricos en la cola, reduce el condicionamiento del miedo al contexto asociado a choques eléc-
tricos en las patas cuando se comparan con animales no expuestos previamente al estrés, en tanto
que los que no ejercian control en la primera tarea muestran mayor condicionamiento (v.g. Ba-
ratta et al., 2007).

A nivel endocrino, se observo en los dos experimentos un incremento en los niveles de ACTH y
corticosterona en los animales expuestos a la tarea de evitacion respecto a los grupos expuestos
al contexto asociado al choque pero sin recibir choques. Estos resultados estan en total concor-
dancia con los obtenidos previamente en nuestro laboratorio (v.g. Daviu et al, 2012; 2014), e
indican que la activacion del eje HPA es capaz de reflejar el condicionamiento del miedo al con-
texto. Sin embargo, en ninguno de los dos experimentos observamos diferencias en la respuesta
de ACTH o corticosterona en la re-exposicion al contexto en funcién de la administracion de
MPH el dia de la tarea de evitacion. Por consiguiente, podemos concluir que la conducta es mas
sensible que la respuesta hormonal para reflejar el condicionamiento del miedo al contexto,
dando lugar, en algunos casos, a una disociacion entre ambos tipos de variables.

5. ¢(Aparece interaccion negativa entre metilfenidato y estrés
cuando el farmaco se administra con antelaciéon? (Experimento 5)

Una vez definida la interaccion negativa entre dosis de uso terapéutico de MPH y estimulos es-
tresantes emocionales cuando el firmaco y los estimulos estresantes son simultaneos, era impor-
tante estudiar si la interaccion se daba con la administracion previa del farmaco un tiempo antes
de la exposicion al estrés. Esta es una situaciéon mas real que la exposicién simultinea, dado que
el firmaco se administra por via oral y tarda un cierto tiempo en alcanzar niveles adecuados en
SNC. En primates se ha observado que el MPH entra rdpidamente en el SNC cuando es admi-
nistrado iv (con un pico sobre los 10 min), y l6gicamente de forma mucho mas lenta con la ad-
ministracion oral (Volkow et al, 2002), siendo su vida media en sangre de alrededor de 2,5 h en
nifios (Hungund et al, 1979) y de algo menos de 1 h en rata (v.g. Thai et al, 1999). La administra-
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cidén sc que estamos utilizando en nuestros experimentos representa una situacion algo mas proé-
xima a la oral que la administracion iv en la cual los niveles de farmacos se elevan de forma muy
brusca y mas acotada en el tiempo.

Observamos que la administracion previa de MPH también era capaz de reducir la respuesta de
la ACTH y de la glucosa a la natacién forzada cuando la exposicion al estrés tenia lugar 30 min
después de la administracion del farmaco. El efecto se not6 no solo inmediatamente después del
estrés sino también en el periodo post-estrés. Es por lo tanto evidente que la exposicidon simulta-
nea no es una condicién necesaria para que se presente la interaccidn, lo que sugiere que los
pacientes tratados con MPH podria mostrar una menor respuesta a situaciones de estrés al me-
nos durante un cierto tiempo después de la toma del farmaco cuando aun los niveles de MPH
estén dentro del nivel terapéutico adecuado.

6. Diferencias entre ratas jovenes y adultas respecto a la Interaccion
entre el metilfenidato y la natacion forzada (Experimento 6)

Estudios longitudinales en humanos han determinado que el TDAH y sus sintomas pueden per-
durar en la etapa adulta, con una tasa de persistencia superior al 75% (Faraone et al, 2000). Los
estimulantes del SNC como el MPH siguen siendo la terapia de eleccién (Taylor y Russo, 2001).
Sin embargo, el trastorno es mucho mas prevalente en la poblacion infantil (3-6 %), siendo seis
veces mas diagnosticado en nifios que en nifias (Blomgqvist et al, 2007). Por lo tanto, conside-
rando que el principal rango de edad en humanos en el que se utiliza MPH es en nifios/adoles-
centes, decidimos realizar un experimento de comparacion del efecto del MPH en ratas SD adul-
tas y juveniles. Considerando que el MPH por si solo no es capaz de estimular el eje HPA, com-
paramos solamente la respuesta del eje HPA de ratas juveniles y adultas expuestas a 30 min de
natacion forzada con y sin la administracion de 1 mg/kg de MPH.

Al igual que en los experimentos anteriores, el MPH vuelve a disminuir la respuesta de la ACTH
al estrés tanto en ratas SD adultas como en juveniles, observandose el efecto tanto al finalizar el
estimulo estresante como en el periodo post-estrés. Los niveles de corticosterona no muestran
efecto alguno del MPH, como en los experimentos anteriores. Es importante destacar que la dis-
minucién causada por el MPH es menor en ratas juveniles que en adultas, lo que sugiere una
mayor eficacia del farmaco en la etapa adulta. Por otro lado, la respuesta de la glucosa también
indica una atenuacion de la respuesta a la natacion forzada con el MPH, siendo en este caso el
efecto independiente de la edad.

Puesto que el efecto del MPH sobre la respuesta bioldgica al estrés que estamos estudiando se ha
descrito por primera vez en la presente tesis, no existen antecedentes al respecto. El hecho de que
el MPH sea mas eficaz en animales adultos que en jovenes para reducir la respuesta del eje HPA
al estrés, en tanto que no aparezcan diferencias en funcion de la edad en la reduccién de la hi-
perglucemia, podrian sugerir que el efecto diferencial segtin la edad podria depender de la varia-
ble concreta a estudiar. Sin embargo, los cambios en glucosa causados por el nado son moderados
y quizas eso impide que los resultados sean concluyentes respecto a posibles diferencias en el
impacto del MPH en funcion de la edad.
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Los datos en la literatura en aspectos diferentes de los estudiados en el presente estudio tampoco
son concluyentes respecto a un efecto diferencial del MPH en funcién de la edad (jévenes versus
adultas). Cuando se valora la actividad motora, lo que implica el uso de dosis de MPH mas ele-
vadas de las empleadas en nuestros estudios, los estudios en rata indican que no hay diferencias
(Torres-Reverdn et al, 2005; Yetnikoff & Arvanitogianis, 2013) o que las ratas adolescentes mues-
tran mayor respuesta (Walker et al, 2010) o menor (Levant et al, 2011). Sin embargo, la respuesta
electrofisiologica y la expresion de IEGs de la corteza cerebral es menor en ratas jovenes (Gronier
et al, 2011). Una menor respuesta en ratas jovenes es mas compatible con niveles inferiores de
MPH en el cerebro respecto a adultas (Levant et al, 2011). Las diferencias entre estudios podrian
estar relacionadas con el uso de diferentes dosis de MPH. Por otro lado, otros efectos conduc-
tuales de dosis altas de MPH como la aversion condicionada al gusto, utilizando sacarina como
sabor novedoso y la administracion posterior de MPH como factor de inducciéon de aversion,
también es menor en ratas jovenes que en adultas (Wetzell et al, 2014). En resumen, aunque los
datos son en parte controvertidos, la mayoria de ellos apoyaria la posibilidad de una menor res-
puesta de los animales jovenes al MPH, quizas en gran medida debida a unos menores niveles
del farmaco en el SNC. En algunos casos, aspectos fairmaco-dinamicos podrian explicar que la
respuesta sea normal o incluso superior, a pesar de alcanzarse niveles inferiores de MPH.

Un aspecto adicional por discutir de nuestros resultados es la influencia de la edad en la respuesta
del eje HPA y la glucosa al estrés. Nuestros resultados muestran que los niveles basales de ACTH
y corticosterona no difieren en jovenes y adultos. La hiperglucemia asociada a la natacion forzada
tampoco difiere en jovenes y adultos, de acuerdo con resultados previos (Romeo et al, 2007).
Tampoco difiere la respuesta de la ACTH, pero, en cambio, la respuesta de la corticosterona es
claramente superior en los animales jovenes, lo que sugiere una mayor capacidad de respuesta
de la adrenal ala ACTH a esta edad.

En los ultimos afios han aparecido un importante nimero de estudios respecto a los cambios en
la respuesta del eje HPA desde la etapa juvenil a la etapa adulta. Aunque los datos no son ente-
ramente concordantes entre si (Vazquez y Akil, 1993; Romeo et al, 2004a; 2004b; 2006b), la ma-
yoria de los resultados indican que la respuesta inicial de la ACTH al estrés es bastante similar o
a veces mayor, pero la vuelta a los niveles basales después del estrés esta enlentecida en los ani-
males jovenes; en cambio, es mas consistente que la respuesta de la corticosterona es mayor y su
vuelta a la normalidad esté retrasada. Cuando se han estudiado distintas edades comprendidas
entre los 40 y 70 dias, parece que la respuesta de la ACTH (incrementada) tarda mas en parecerse
a la de los adultos (madura mas lentamente) que la de corticosterona (Foilb et al, 2011). No te-
nemos un conocimiento preciso de la razén de esta respuesta diferencial al estrés entre animales
jovenes y adultos, pero probablemente hay diferencias a nivel central y periférico (Romeo et al,
2006a; 2007; Lui et al, 2012), aunque no parece que haya una expresion diferencial de receptores
de glucocorticoides (Romeo et al, 2008).

En resumen, aunque parecen existir diferencias en la regulacion del eje HPA entre animales jo-
venes y adultos, los efectos del MPH para reducir la respuesta fisioldgica al estrés aparecen a
ambas edades, lo que implica su posible aplicacion no solo a los nifios sino también a los adultos
con TDAH.
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7. Consideraciones respecto a los efectos de la administracion cré-
nica de metilfenidato.

Los estudios de la presente tesis se han centrado en los efectos de la administraciéon aguda de
MPH. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el tratamiento con MPH es crénico en las
poblaciones con TDAH y una de los aspectos a desarrollar en el futuro es si el tratamiento crénico
con MPH cambia o no los efectos del MPH aqui descritos. Queremos acabar la discusion de
nuestros resultados haciendo al menos una breve referencia a los estudios llevados a cabo en
animales respecto a las consecuencias a largo plazo de la administraciéon de MPH en animales
jovenes. Solo haremos referencias a aquellos estudios que utilizan dosis de MPH dentro del rango
terapéutico, o al menos cercanas.

La mayoria de los estudios han estudiado los efectos del MPH sobre la conducta emocional o la
respuesta a distintas drogas de abuso, aunque algunos han investigado efectos generales sobre
memoria y tareas cognitivas. Cuando no se indique otra cosa, los estudios se han llevado a cabo
en ratas. Cuando se estudian los efectos del tratamiento con MPH a corto plazo (en los dias pos-
teriores) la administracion oral de dosis entre 0,75 y 3 mg/kg no causa en ratas sensibilizacion
motora a metanfetamina (Kuczenski y Segal 2002) y tras el tratamiento durante PND22-40 se
han encontrado efectos beneficiosos sobre la memoria espacial en un laberinto radial (Zhu et al,
2007).

Existen muchos mas estudios respecto a los efectos a largo plazo del MPH administrado en una
cierta fase del desarrollo. La administracion de MPH (4 mg/kg) durante PND20-35 altera la res-
puesta a la cocaina en la etapa adulta, de tal manera que favorece la aversion condicionada a la
droga a dosis relativamente bajas pero reduce la preferencia condicionada a una dosis mas alta,
cuando se compara con animales que no recibieron MPH en etapas tempranas (Andersen et al,
2001). El tratamiento parece reducir la eficacia de la cocaina para potenciar los mecanismos de
recompensa, estudiados mediante el umbral de auto-estimulacion intracraneal (Mague et al,
2005). Los efectos no se limitan a las drogas, dado que el mismo procedimiento reduce la prefe-
rencia por sacarosa, favorece la adopcion de una conducta pasiva en la prueba de natacién for-
zada, disminuye la actividad en un ambiente nuevo, incrementa la ansiedad en el EPM (sin afec-
tar a la interaccion social), reduce la conducta copuladora e incrementa la respuesta de la corti-
costerona a una inmovilizacién en tubo (Bolafios et al, 2003; Carlezon et al, 2003), sugiriendo
importantes consecuencias conductuales predominantemente negativas. A estos posible efectos
negativos se afiade la reduccion de la neurogénesis hipocampal, inhibiendo la supervivencia de
nuevas células mas que la proliferacion (Lagace et al, 2006). Otros autores han observado que el
tratamiento en PND25-39 favorece la memoria del condicionamiento del miedo al contexto pero
no al tono (Britton et al, 2007), habiéndose encontrado también una potenciacion moderada de
la memoria de miedo al contexto con tratamientos en PND27-71 cuando el condicionamiento
se estudia 18 dias después del tratamiento (Bethancourt et al, 2009).

En cambio, otros autores con dosis de 5 o 10 mg/kg durante 5 o 7 dias observan una mayor
respuesta motora a varias dosis de cocaina y un mayores tasas de auto-administracion de la droga
en la etapa adulta (Brandon et al, 2001). Estos efectos conductuales estan asociados a una menor
actividad electrofisioldgica de las neuronas DA, al parecer independientemente de la sensibilidad
de los autorreceptores D2 (Brandon et al, 2003). De forma similar, con el tratamiento en una fase
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mas temprana (PND11-20) se potencia la respuesta de CPP (conditioned place preference) a la
morfina y la capacidad reforzante de la sacarosa en la etapa adulta (Crawford et al, 2007), sin
alterar tampoco los autorreceptores D2. Adriani et al, (2006) con un tipo de tratamiento similar
obtiene efectos complejos con mayor sensibilizacion motora a la cocaina, menor CPP y una con-
ducta operante mas flexible de eleccidon entre recompensas de mas valor pero menos probables.
Estos efectos a largo plazo del MPH se asociaron a cambios en la expresion génica en genes de
plasticidad sinaptica como homer. En ratones tratados en PND26-32 no se encuentra efectos a
corto plazo en la actividad o la ansiedad en ambientes nuevos o en el aprendizaje en un laberinto
acuatico (McFadyen et al, 2002). Sin embargo con dosis relativamente altas (10 mg/kg) se obser-
van a largo plazo mayor actividad y sensibilizacién motora en respuesta a cocaina y un nivel
menor de CPP pero mayor recaida por una dosis priming de la droga (Achat-Mendes et al, 2003).

En un estudio muy relevante para la clinica por la duraciéon del tratamiento, la administracién
de MPH durante 8 meses a ratas desde PND30 reduce la auto-administracion de cocaina, efecto
acompanado de un incremento en la disponibilidad de los receptores D2 en estriado (Thanos et
al, 2007). Finalmente, y relacionado directamente con el presente trabajo, la administracion de
MPH revierte el incremento en espinas dendriticas que el estrés cronico por separacion maternal
causa en el roedor Octodon degus (Zehle et al, 2007). También se han observado efecto protector
del MPH frente a los efectos conductuales negativos a largo plazo causados por la exposicion al
choque eléctrico en animales jovenes (Aga-Mizrachi et al, 2014).

Podemos concluir que si parecen observarse efectos a largo plazo de la administraciéon de MPH,
aunque no esta claro que estos efectos sean predominantemente negativos. Aunque muchos de
los posibles efectos pueden pasar desapercibidos bajo determinadas condiciones ambientales, la
posibilidad de que realmente puedan presentarse en los jovenes y adultos tratados con el farmaco
hace necesarios mas estudios experimentales y clinicos al respecto.
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Conclusiones
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1. La administracion de anfetamina inmediatamente antes de la exposicién a una situacion es-
tresante como la natacion forzada reduce la respuesta fisiologica (niveles plasmaticos de
ACTH e hiperglucemia) asociada al estrés de forma dosis dependiente, indicando una sinergia
negativa.

2. En el mismo experimento hemos demostrado que la interaccion entre anfetamina y estrés se
da en las dos direcciones, en tanto que la exposicion al estrés reduce la activacion del eje HPA
(niveles de ACTH) a dosis relativamente altas de anfetamina, efecto observable en la fase de
recuperacion post-estrés.

3. Administrado en las mismas condiciones que la anfetamina, el metilfenidato, tratamiento de
referencia del TDAH, a dosis relevantes terapéuticamente, no ejerce efecto alguno por si
mismo sobre el eje HPA, pero en cambio reduce la respuesta de ACTH vy la hiperglucemia
causada por la natacion forzada, sugiriendo que la inhibicion de la respuesta al estrés podria
ser un efecto general de los farmacos psicoestimulantes.

4. Los efectos del metilfenidato se sitian a nivel de SNC, dado que el farmaco reduce la expresion
del gen del CRF (el principal factor hipotalamico de regulacion del eje HPA) en el ntcleo
paraventricular del hipotalamo, en respuesta a la natacion forzada. La expresion de c-fos en
diversas areas del SNC no nos ha permitido localizar areas extra-hipotalamicas responsables
de la interaccidn.

5. Lareduccion de la respuesta fisioldgica por la administracion de metilfenidato se observa tam-
bién en una situacidn de estrés muy distinta como es el aprendizaje de evitacion-escape (de
choques eléctricos) en la Shuttle-box.

6. En la tarea de evitacion-escape, el metilfenidato también favorece el aprendizaje al mismo
tiempo que reduce el condicionamiento de miedo al contexto desarrollado durante la tarea,
lo que sugiere que el firmaco podria reducir el miedo/ansiedad experimentado por el animal
durante la realizacion de la tarea. Por consiguiente, los efectos protectores del metilfenidato
frente al estrés implican aspectos fisioldgicos y conductuales.

7. La reduccién de la respuesta fisioldgica al estrés (natacion forzada) por la administracion de
metilfenidato se observa también cuando el firmaco se administra 30 min antes de la exposi-
cién al estrés, lo que indica que los sujetos tratados con MPH podrian afrontar mejor las si-
tuaciones cotidianas de estrés a las que se enfrentan.

8. La inhibicion de la respuesta fisiologica al estrés (natacion forzada) por la administracion de
metilfenidato se observa tanto en animales adolescentes como en adultos, siendo el efecto algo
superior en estos tltimos. Por consiguiente, los posibles efectos protectores del farmaco frente
al estrés serian extensibles a los adultos con TDAH.

9. Los resultados obtenidos, indican que la administraciéon de MPH no solo mejora aspectos
como la atencion, la hiperactividad y otras funciones cognitivas, sino que también podrian
proteger frente a los efectos del estrés. Queda por caracterizar si estos efectos protectores se
mantienen tras la administracion crénica y profundizar en los efectos a largo plazo del trata-
miento.
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Abreviaturas
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5-HT: serotonina

A: adrenalina

Acb: nucleo accumbens

AcbC: nucleo accumbens core

AcbSh: nucleo accumbens Shell

ACTH: hormona adreno-corticotropa

All: angiotensina II

AMPH: anfetamina

AP-1: proteina activadora I

ARC: nucleo arqueado del hipotalamo

Arec: activity-regulated cytoskeleton-associ-
ated protein

ATX: atomoxetina

AUC: drea bajo la curva

AVP: arginina-vasopresina

BLA: amigdala basolateral

BST: nucleo del lecho de la estria terminal

CART: transcrito regulado por cocainay
anfetamina

CBG: globulina transportadora de gluco-
corticoids

CCK: colecistoquinina

CeA: amigdala central

CFRR2: receptor 2 de CRF

CRF o CRH: factor liberador de cortico-
tropina

CRFR1: receptor 1 de CRF

CRFR2a: receptor 2a de CRF

CRFR28: receptor 23 de CRF

CS: estimulo condicionado

CTFs: constitutive transcription factors

DA: dopamina

DAT: trasportador de DA

DBH: dopamina-B-hidroxilasa

DHEA-S: dehidroepiandrosterona-sulfato

DM: nucleo dorso-medial del hipotalamo

DR: Rafe dorsal

EM: eminencia media

EPM: laberinto elevado en cruz

FSH: hormona foliculo-estimulante

GEE: Generalized Estimating Equations

GH: hormona de crecimiento

GR: receptor de glucocorticoides

GzLM: Generalized Linear Model

HF: formacion hipocampal

hnRNA-CRF: RNA heteronuclear del
CRF

HPA: sistema hipotdlamo-pituitario-adre-
nal

IEGS: imediate-early-genes

IL-1B: interleuquina 1§

ISH: in situ hibridization

ITFs: induible transcription factors

LC: locus coeruleus

LH: hipotalamo lateral

LS: lateral septum

LSV: lateral septum ventral

mPFC: Corteza prefrontal medial

MeA: amigdala medial

MePO: nucleo predptico medial

ME: eminencia media

MLC: sistema limbico mesocortical

MPH: Metilfenidato

MR: receptor de mineralocorticoides

MRNA: RNA mensajero

MWM: laberinto acuatico de Morris

NA: noradrenalina

NET: trasportador de NA

NTS: ntcleo del tracto solitario

OF: campo abierto

OVLT: 6rgano vasculoso de la ldmina ter-
minal

PAG: sustancia gris preriacueductal

peri-PVN: region peri-PVN

PFC: corteza prefrontal

PFC-IL: PEC infralimbica

PFC-PrL: PFC pre-limbica

PFR: factores estimuladores de PRL

PIF: factor hipotalamico inhibidor de pro-
lactina

PKA: protein-quinasa A dependiente de
AMPc

PND: dias post-nacimiento

PO: irea predptica medial del hipotdlamo

POMC: pro-opio-melanocortina

PRL: prolactina

PRFs: factores liberadores de PRL

PVN: nucleo paraventricular del
hipotalamo

PVNap: PVN parvocelular anterior

PVNdc: PVN dorsal cup

PVNm: PVN magnocelular

PVNmm: PVN magnocelular medial

PVNmp: PVN parvovelular medial
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PVNmpd: PVN parvocelular medial
dorsal

PVNmpv: PVN parvocelular medial
ventral

PVNp: PVN parvocelular

PVNpe: PVN parvocelular periventricular

PVNsm: PVN submagnocelular

PVT: nucleo paraventricular del tallamo

SERT: transportador de 5-HT

SFO: 6rgano subfornical

SHR: ratas hipertensivas originadas en
Okamoto (Japon)

SMA: sistema simpético-médulo-adrenal

SNC: sistema nervioso central

SOM: somatostatina

SON: nucleo supra-optico

T.O.V.A.: Test de variables de atencion

TDAH: Trastorno por déficit de atencion
con hiperactividad

TDAH-A: TDAH con predominio de falta
de atencion

TDAH-C: TDAH combinado

TDAH-HI: TDAH con predominio de hi-
peractividad

TH: tiroxina-hidroxilasa

TSH: tirotrofina

TVA: drea tegmental ventral

UCN L, Il y IlI: urocortina I, IT y III

US: estimulo incondicionado

VIP: péptido intestinal vasoactivo

VLM: bulbo ventro lateral

v-SUB: subiculum ventral
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