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Resumen

En animales de laboratorio, la exposicion previa a estimulos estresantes de naturaleza
emocional suele inducir una reduccion de algunas respuestas de estrés cuando los anima-
les son re-expuestos al mismo estimulo, mientras que generalmente da lugar a respuestas
normales o acentuadas (sensibilizacion cruzada) frente a un estimulo estresante diferente
(heterotipico). En las ultimas décadas ha habido un creciente interés por los procesos de
sensibilizacidn ya que se postula que estdn en gran medida implicados en la aparicién de
un nimero considerable de alteraciones fisiologicas y psicopatologias, incluyendo desor-
denes gastrointestinales, dolor crénico, trastorno por estrés post-traumatico (PTSD), psi-
cosis o adiccion, entre otras.

La presente tesis se ha centrado en el estudio de las caracteristicas de los estimulos estre-
santes que contribuyen a la induccién y la expresion de la sensibilizacion cruzada indu-
cida por una unica exposicion al estrés, asi como la exploracion de posibles mecanismos
implicados en el proceso. Para ello, hemos utilizando ratas macho adultas como sujetos
experimentales y se ha valorado la actividad del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal
(HPA) y aspectos conductuales relacionados con actividad/exploracién y ansiedad.

Nuestros resultados muestran que una sola exposicion a un estimulo estresante de elevada
intensidad (inmovilizacién en planchas, IMO) induce una sensibilizacion de la respuesta
del eje HPA a ambientes nuevos y un incremento en la ansiedad, evaluada mediante el
laberinto elevado en cruz (EPM), que son observables durante la semana posterior a la
IMO pero no a los diez dias. No obstante, la sobreimposicién de una sesiéon breve de cho-
ques eléctricos (FS) justo antes del EPM incrementa notablemente la ansiedad en los ani-
males previamente expuestos a una IMO diez dias antes, sin afectar a los animales sin
experiencia previa con la IMO. Estos datos indican que una sola IMO causa un estado de
sensibilizacion endocrina y conductual a nuevas situaciones de estrés, siendo el efecto mas
duradero a nivel conductual. Ni la inhibicién de la sintesis de glucocorticoides, ni la ad-
ministracion de antagonistas de los receptores de glucocorticoides o del receptor CRHR1
antes de la IMO afectaron a los efectos de la IMO sobre la conducta o a la sensibilizacién
del eje HPA en respuesta a un ambiente nuevo al dia siguiente, sugiriendo que ni los glu-
cocorticoides ni los CRHR1 juegan un papel relevante. La comparacién de la exposicion
ala IMO con la exposicion a otros estimulos que difieren en intensidad (choques eléctri-
cos y natacion forzada), pone de manifiesto que la sensibilizacion del eje HPA en res-
puesta a un ambiente nuevo es directamente proporcional a la intensidad del estimulo
inductor. Aunque una breve exposicion a laIMO es suficiente para inducir sensibilizaciéon
cruzada del eje HPA, el grado de sensibilizaciéon es mayor y mds duradero cuanto mas
prolongada es la exposicion a la IMO. Finalmente, demostramos que la sensibilizacién
cruzada del eje HPA tras una exposicion previa a la IMO es mas evidente cuando el esti-
mulo estresante heterotipico es de menos intensidad, aunque es mucho mas critica la du-
racion de la exposicidn al estimulo heterotipico, de tal manera que ésta es maxima con 5
min de exposicion para desaparecer tras una exposicion de 30 min.



En conjunto, los datos experimentales presentados en esta tesis, apoyados por el articulo
de revisién, permiten delimitar las caracteristicas de la sensibilizacion cruzada del eje
HPA inducida por la exposicidon aguda a distintas situaciones de estrés y su relacién con
la sensibilizacion conductual. La importancia de la intensidad y duracién de los estimulos
estresantes tanto respecto a la inducciéon como a la expresidn de la sensibilizacién aportan
luz sobre muchas de las discrepancias que aparecen en la literatura.
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Abreviaturas

118-HSD: 11-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

ACTH: hormona adrenocorticotropa

ADX: adrenalectomia

ADX+B: adrenalectomia y suplementacion
con corticosterona

Arc: nucleo arqueado del hipotalamo

AVP: arginina-vasopresina

BLA: amigdala, subdivisién basolateral

BNST: nucleo del lecho de la estria terminal

BNSTav: nucleo del lecho de la estria
terminal, anteroventral

BNSTp: ndcleo del lecho de la estria
terminal, posterior

CBG: globulina de unién a corticosteroides
o transcortina

CeA: amigdala, subdivision central

CRH: hormona liberadora de corticotropina

CRHR1: receptor de CRH tipo 1

CRHR2: receptor de CRH tipo 2

DMH: nucleo dorsomedial del hipotalamo

DMHvL: nucleo dorsomedial del
hipotalamo, ventrolateral

EPM: Laberinto elevado en cruz

GR: receptor de glucocorticoides

GRE: elemento de respuesta a
glucocorticoides

HF: formacién hipocampal

hnRNA: RNA heteronuclear

HPA: ¢je hipotalamico-hipofisario-adrenal

IL: corteza infralimbica

IL-1B: interleuquina 1f

IMO: inmovilizacion en plancha

LC: locus coeruleus

LH: hipotalamo lateral

LS: septum lateral

LSv: septum lateral, ventral

MeA: amigdala, subdivisién medial

mPFC: corteza prefrontal medial

MR: receptor de mineralocorticoides

MRNA: RNA mensajero

NGRE: elemento de respuesta a
glucocorticoides negativo

NTS: nucleo del tracto solitario

OXT: oxitocina

POAm: area predptica, subdivision medial

Pgp: glicoproteina P

POMC: propiomelanocortina

PRL: corteza prelimbica

PTSD: trastorno de estrés postraumatico

PVN: nucleo paraventricular del hipotdlamo

PVNdc: ntcleo paraventricular del
hipotalamo, dorsal parvocelular

PVNmM: nucleo paraventricular del
hipotalamo, magnocelular

PVNmpd: nucleo paraventricular del
hipotdlamo, medial parvocelular dorsal

PVNmpv: nucleo paraventricular del
hipotalamo, medial parvocelular ventral

PVNsm: ntcleo paraventricular del
hipotalamo, submagnocelular

PVT: nucleo paraventricular del tdlamo

PVTp: nucleo paraventricular del talamo,
posterior

RIA: radioinmunoanalisis

SGA: sindrome general de adaptacion

SMA: sistema simpatico-médulo-adrenal

SO: nucleo supradptico

TH: tirosina hidroxilasa

UCN: urocortina

V1a: receptor de AVP tipo la

V1b: receptor de AVP tipo 1b

V2: receptor de AVP tipo 2

vSUB: subiculum ventral






Introduccion






1. Concepto de estrés

Las bases para la vision actual del concepto de estrés provienen de las aportaciones reali-
zadas en la primera mitad del siglo XX por el fisidlogo Walter B. Cannon y el endocriné-
logo Hans Selye (revision en Goldstein y Kopin, 2007; Le Moal, 2007). A principios de
siglo, Cannon introdujo el término “homeostasis” para describir el conjunto de procesos
fisiologicos coordinados que mantienen dentro de rangos aceptables la mayoria de varia-
bles fisioldgicas, como los niveles de glucosa en sangre, la presion de oxigeno y la tempe-
ratura corporal, permitiendo la supervivencia del organismo frente a perturbaciones del
ambiente. Este concepto no solo fue fundamental para la posterior aparicién del término
“estrés” sino que se ha mantenido inherente a la definicion de estrés hasta nuestros dias.
Cannon demostré que la exposicion a estimulos que ponian en riesgo la homeostasis in-
ducia la activacion del sistema simpatico-médulo-adrenal (SMA) y que esta activacion era
esencial para restaurarla. Ademas extendid el concepto de homeostasis para incluir esti-
mulos adversos tanto de naturaleza fisica como psicoldgica y describi6 por primera vez la
respuesta tanto conductual como endocrina de “lucha-huida” (fight or flight) frente a si-
tuaciones amenazantes, ambos aspectos de gran relevancia en las posteriores definiciones
de estrés.

Pese a la existencia de cierta controversia sobre si fue Cannon o Selye quien utilizé por
primera vez el término estrés en un contexto biologico, fue Selye quien afios mas tarde lo
definid tal y como lo conocemos hoy en dia. Seguin su definicion, el estrés es “la respuesta
no especifica del organismo frente a cualquier demanda sobre é1”. Por “no especifica”
Selye se referia a que, independientemente de la naturaleza del agente causante, el estrés
originaria un mismo cuadro sintomatico, al que denominé “Sindrome General de Adap-
tacion” (SGA), y que se desarrollaria en tres fases: (i) una reaccion de alarma, con pérdida
de sustancia cromafina de las adrenales, reduccion del tamafio del timo y nédulos linfati-
cos y ulceras estomacales, entre otros sintomas, (ii) si el estimulo continuase, se entraria
en un periodo adaptativo de resistencia, con hipertrofia adrenal, hemodilucién, hiperclo-
remia, anabolismo, entre otros efectos y (iii) si la exposicion se perpetuase, se produciria
un agotamiento del organismo (Selye, 1936). Posteriormente se demostré mas directa-
mente que la aparicion de estos sintomas estaba asociada a la activacion del eje hipotala-
mico-hipofisario-adrenal (HPA). La subsiguiente liberacion de glucocorticoides por parte
de la corteza adrenal contribuiria a la resistencia pero también seria responsable de los
cambios patologicos.

Los principios generales que emergen de los estudios de Cannon y Selye son tanto la exis-
tencia de una respuesta fisiologica caracteristica del estrés como que una parte integral de
esta fisiologia esta relacionada con la funcién adrenal (revision en Levine, 2005; Le Moal,
2007). Pese a que ambos pusieron énfasis en el papel de la adrenal, existen claras distin-
ciones entre ambos: (i) Mientras Cannon se centr6 en el sistema SMA vy el papel de las
hormonas de la médula adrenal (adrenalina y noradrenalina) en respuesta a situaciones
de emergencia, Selye y sus estudiantes dieron especial énfasis al eje HPA y a los glucocor-
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ticoides en la respuesta del organismo a agentes nocivos o peligrosos, formulando asi en-
tre los dos autores las bases de lo que hoy entendemos como respuesta endocrina de estrés.
(ii) Cannon describi6 las respuestas a un dafio agudo, mientras que Selye se centré en la
adaptacion a estimulos cronicos. (iii) Para Cannon, el estrés se definia en términos de los
estimulos necesarios para dar lugar a estas respuestas. Selye, por el contrario, describié las
respuestas que él asumia que constituian el estrés (hipertrofia adrenal, ulceracion estoma-
cal e involucidn del timo); es decir, Selye definia estrés en términos de respuesta. La con-
fusion existente en la terminologia forzo a Selye a crear un neologismo, stressor, para re-
ferirse al agente causante y conservar stress para la respuesta inespecifica del organismo.
La terminologia actual distingue entre estimulo estresante (stressor), estrés (el estado ge-
nerado en el organismo) y respuesta de estrés (Armario, 2006b).

El concepto de homeostasis fue posteriormente revisado por Sterling y Eyer tras la obser-
vacion de que muchas variables fisiologicas, tales como la presion sanguinea, la tempera-
tura o los niveles de glucosa en sangre, varian segin las necesidades del organismo en
cada momento (v.g. en estado de reposo respecto a un estado de actividad). Utilizando la
respuesta cardiovascular como referencia, estos autores introdujeron el concepto de alos-
tasis (que literalmente significa “estabilidad a través del cambio”) para referirse a los pro-
cesos activos por los que el cuerpo mantiene la homeostasis frente a los sucesos diarios
(Sterling y Eyer, 1988). McEwen incorpord este término al campo del estrés para distin-
guir entre el mantenimiento de la estabilidad (“homeostasis”) de los parametros que son
esenciales para la vida (como temperatura, pH o presiéon osmotica) y los sistemas que
tienen como finalidad mantener estos parametros en los niveles adecuados, como seria el
caso de las hormonas, cuando se producen cambios fisicos, psicosociales i/o ambientales
(“alostasis”). De esta manera, la alostasis se centra mas en los mecanismos fisioldgicos que
se activan frente a perturbaciones tanto del medio interno como del externo. Segtin McE-
wen, un estado alostatico implicaria una actividad alterada y sostenida de los mediadores
primarios de la alostasis (como los glucocorticoides) que podria tener cierto coste sobre
el organismo (como la inmunosupresion), denominado carga alostatica. Las consecuen-
cias patoldgicas asociadas al estrés se deberian a una carga alostatica excesiva o muy sos-
tenida en el tiempo (McEwen, 1998; 2003).

Uno de los aspectos que ha suscitado mayor critica de la definicion de Selye es la referente
a la inespecificidad de la respuesta de los organismos frente a diversas situaciones de es-
trés. Actualmente se considera que la exposicién de un organismo a un estimulo estre-
sante puede desencadenar dos tipos de respuestas fisiologicas (revision en Armario,
2006b): (i) Una respuesta especifica, caracteristica del estimulo estresante concreto y no
relacionada con las cualidades estresantes del estimulo. (ii) Una respuesta inespecifica co-
mun a todos los estimulos estresantes. Asi, las respuestas fisioldgicas ante una perturba-
cién de la homeostasis que puede ser solventada mediante mecanismos especificos nor-
males deberian diferenciarse de aquellas respuestas que requieren de un sistema adicional
de emergencia. Este sistema de emergencia es comun (no especifico) a un gran rango de
situaciones y conformaria lo que se considera la respuesta de estrés, que incluiria tanto la
reaccion de alarma (fight or flight) descrita por Cannon como el SGA observado por
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Selye. Por consiguiente, la respuesta fisioldgica evaluada en una situaciéon concreta podria
representar la suma de las respuestas tanto especificas como inespecificas.

Debido al avance en el conocimiento mas exhaustivo de los elementos implicados en la
percepcion, el procesamiento y las respuestas de los organismos frente a estimulos estre-
santes han sido multiples las revisiones y ampliaciones del concepto de estrés desde su
uso original por Selye. Una aportacion clave ha sido el reconocimiento de la importancia
de la evaluacién psicologica o emocional de la situacidn de estrés. John Mason, a partir de
sus observaciones en primates, destacd en la defensa de esta concepcion llegando a senialar
que la respuesta endocrina no especifica observada por Selye era debida a la componente
emocional que encierra la experiencia asociada con la exposicion a los diferentes estimu-
los estresantes (Mason, 1968), aunque las conclusiones se basaban en datos experimenta-
les que pueden interpretarse de manera diferente. Centrandose en los aspectos psicoldgi-
cos, Richard Lazarus y sus colaboradores (ver Lazarus, 1993) han remarcado la impor-
tancia del procesamiento cognitivo (appraisal) de las situaciones de estrés (independien-
temente de su naturaleza) y de los mecanismos psicoldgicos subyacentes, para compren-
der como los individuos afrontan las situaciones adversas. Para este autor, la respuesta de
estrés apareceria cuando los sucesos sobrepasan las estrategias de afrontamiento de los
individuos. Las situaciones resultarian estresantes solo si se perciben como amenazado-
ras, peligrosas e incontrolables. La reaccion afectiva ante una situacion requiere de la eva-
luacién cognitiva, consciente o no, de la misma por parte del individuo, evaluaciéon que
a su vez depende de su historia personal y puede modificar sus estrategias de afronta-
miento de la situacion. En animales se han definido dos tipos de estrategias de afronta-
miento: las proactivas (o activas) y reactivas (o pasivas) en funcién de la conducta desa-
rrollada frente a la situacion (Koolhaas et al, 1999). El modo en que se evalua y afronta
una situacion estresante puede modificar las consecuencias que esa situaciéon comporta.
Estas observaciones matizaron la idea previa de una respuesta estereotipada de todos los
individuos ante una misma situacion estresante, incorporando el hecho relevante de las
diferencias individuales. Aunque actualmente sabemos que se puede producir activacion
del eje HPA sin necesidad de que estén implicados mecanismos conscientes ni que haya
una activacion emocional, el uso del término estrés en relacion a situaciones de compo-
nente emocional es preponderante hoy en dia.

También importante ha sido la aportacion de Weiss (1972) sobre la relevancia de la pre-
dictibilidad y la controlabilidad de una situacion estresante para determinar los efectos
negativos que ésta pueda tener sobre el organismo. Recientemente se ha argumentado que
la percepcidn cognitiva de impredictibilidad y/o falta de control debe ser un factor deter-
minante para considerar una situaciéon como un factor de estrés (Koolhaas et al, 2011).
Segun los mismos autores, ya que no es posible conocer la representacion interna de lo
que los animales estan experimentando, se debe prestar especial atencion al analisis sutil
y detallado de las respuestas fisioldgicas y el comportamiento. Este analisis detallado es
imprescindible debido a que actualmente esta bien aceptado que la presencia de una res-
puesta fisioldgica o conductual aislada no es evidencia directa de estrés ni indicativa de la
existencia de un estimulo estresante (Armario, 2006b).
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Pese a los avances producidos en el estudio del estrés, todavia no se ha conseguido con-
sensuar una definicion sencilla. Segun Levine y Ursin (1991), el mayor problema radica
en que se trata de un concepto compuesto y multidimensional que engloba la informacién
entrante (estimulo estresante), los sistemas de procesamiento (incluyendo la experiencia
subjetiva de estrés), la respuesta de estrés y la interaccion que puede darse entre estos tres
elementos (revisién en Levine, 2005). Por lo tanto, los efectos del estrés no se manifiestan
solo a nivel fisiolégico (alteracion en la funcién neuroendocrina, del sistema nervioso au-
tonomo y sistema inmune), sino que también lo hacen a nivel conductual, afectando a la
experiencia subjetiva y a las funciones cognitivas. Por otro lado, ante una situacién con-
creta de estrés, las estrategias de afrontamiento dependen tanto de la evaluacién cognitiva
inicial de la situacion (v.g. si se considera que se puede hacer algo por cambiar la situacién
0 no), como de la evolucion de esta evaluacion a lo largo de la exposicion al estrés (Lazarus
et al, 1993).

Una de las definiciones que consideramos mas completa y apropiada para poder situar
nuestro trabajo en un marco teérico adecuado es la propuesta por Vigas (1984), segun la
cual el estrés (o la respuesta de estrés) seria “la respuesta del organismo, desarrollada a lo
largo de la filogenia, frente a agentes, reales o simbdlicos, que ponen en peligro la integri-
dad del organismo y que no pueden afrontarse mediante los mecanismos homeostaticos
normales”. Esta definicion recoge la vision de Herman y Cullinan (1997), distinguiendo
entre estimulos que suponen una alteracién directa de la homeostasis, como hemorragia,
infeccidn o hipoglucemia estimulos sistémicos o fisicos) y aquellos que no constituyendo
una amenaza directa para el equilibrio homeostatico tienen caracter anticipatorio de un
peligro potencial, como es el caso de la exposicion a ambientes desconocidos, la deteccion
de olor a depredador o la misma presencia del depredador (estimulos emocionales o psi-
coldgicos).

A pesar de esta division entre estimulos sistémicos y emocionales, algunos modelos ani-
males de estrés comparten caracteristicas de ambos componentes, por lo que se conside-
ran estimulos mixtos (Kovdcs et al, 2005). Por ejemplo, algunos métodos de inmoviliza-
cién, cuya componente principal es fundamentalmente emocional, pueden dar lugar a
procesos inflamatorios locales en las extremidades. De forma similar, los modelos que
implican choque eléctrico (tanto en la cola como en las patas) son estimulos que pueden
ser dolorosos y que podrian causar algin dafio tisular local y el modelo de natacién for-
zada implica ejercicio fisico y puede producir hipotermia si la temperatura del agua esta
claramente por debajo de 36°C (Dal-Zotto et al., 2000; Porsolt et al., 1979).

2. Procesamiento y respuesta al estrés

En mamiferos, los dos componentes neuroendocrinos mejor caracterizados en respuesta
al estrés son los ejes SMA y HPA. La activacion del eje SMA da lugar a un gran niumero
de respuestas fisiologicas mediante la liberacién inmediata de catecolaminas: noradrena-
lina (norepinefrina) por parte de los terminales nerviosos simpaticos (y en menor medida,
la médula adrenal) y adrenalina (epinefrina) por la médula adrenal. Entre las respuestas
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fisioldgicas mediadas por la actividad simpatica y las catecolaminas se encuentran la in-
duccién de la glucogenolisis hepatica y el incremento del ritmo cardiaco y la presion san-
guinea (Kvetnansky and McCarty, 2000). A diferencia del eje SMA, la activacion del eje
HPA involucra diferentes sustratos anatémicos y la liberacién de hormonas intermedia-
rias que finalmente produciran la liberacion de glucocorticoides por la corteza adrenal
(Figura 1). La liberacidn de glucocorticoides en respuesta a estrés tiene un gran niimero
de efectos fisiologicos destinados a controlar una correcta movilizacion de los recursos,
prevenir una respuesta excesiva por parte de los diferentes sistemas activados por el estrés
(incluyendo la del propio eje HPA) y preparar al organismo para un estrés futuro (Frank
et al, 2013; Sapolsky et al. 2000). Los glucocorticoides también juegan un papel muy rele-
vante tanto en la elaboracion de estrategias de afrontamiento conductual como en la con-
solidacion de las memorias relacionadas con la situacién de estrés (de Kloet et al., 1999).
Ademas, se ha relacionado directamente al eje HPA con las consecuencias fisiopatoldgicas
y psicopatoldgicas derivadas de la exposicion a estimulos estresantes (Charmandari et al,
2005; Radley et al., 2011). Todas estas razones han dado lugar a que el eje HPA sea uno
de los sistemas neuroendocrinos mejor caracterizados (Armario, 2006b) y que ocupe una
posicidn central en los trabajos relacionados con el estrés.
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Fig. 1. Eje HPA
La exposicion a un estimulo estresante inducird la activacién de neuronas hipofisiotrépicas de la region medial
dorsal parvocelular del niicleo paraventricular del hipotdlamo (mpdPVN). Tras su activacion, estas neuronas se-
cretardn factores de liberacion, como la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina-vasopresina
(AVP), al sistema portal hipofisario desde la eminencia media. Estas hormonas actuardn sobre la hipéfisis anterior
promoviendo la secrecion al sistema circulatorio de la hormona adrenocorticotropa (ACTH), que a su vez actuard
sobre la corteza adrenal (zona fasciculada) induciendo la sintesis y liberacién de glucocorticoides (corticosterona en
rata y raton; predominantemente cortisol en humanos y otros mamdferos). Los glucocorticoides circulantes tienen
un gran niimero de efectos fisiolégicos sobre otros sistemas (por ejemplo, sobre el metabolismo y la funcién in-
mune). Un efecto principal de los glucocorticoides es la de inhibir la propia actividad del eje HPA a través de meca-
nismos de retroinhibicion, actuando sobre multiples dreas como la hipéfisis anterior, el PVN y estructuras suprahi-
potaldmicas (como la formacion hipocampal) (Adaptado de Armario, 2015).
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2.1 Procesamiento central de los estimulos estresantes

La respuesta neuroendocrina de estrés es un proceso temporal, altamente regulado, que
comprende la integracion de multiples modalidades de informacién sensorial tanto para
activar rapidamente la secrecidon de glucocorticoides como para inhibirla. Una caracteris-
tica de todos los estimulos estresantes, independientemente de su naturaleza, es que su
procesamiento por el sistema nervioso central (SNC) origina sefales tanto activadoras
como inhibidoras que acaban convergiendo en el PVN. Esto permite sefialar al PVN como
el principal nucleo integrador de las seniales de salida de la respuesta fisiologica al estrés.
La activacion del eje HPA implica la estimulacion de un grupo especifico de neuronas
localizadas en la subdivision parvocelular medial dorsal del PVN (mpdPVN).

Aunque convergiendo en el PVN, las dreas del SNC involucradas en el procesamiento del
estrés dependen de la naturaleza del estimulo (Pacak y Palkovits, 2001; Sawchenko et al,
2000; Kovacs et al, 2005). Los estimulos estresantes sistémicos, por representar un des-
equilibrio real de la homeostasis, requieren de una activacion rapida y directa del PVN.
El procesamiento de estos estimulos se realiza fundamentalmente por sistemas catecola-
minérgicos del tronco encefalico y por los érganos circunventriculares (Herman et al,
2003; Ulrich-Lai y Herman, 2009). El tronco encefalico recibe informacion referente a las
perturbaciones de la homeostasis, como hemorragia, inflamacién o dolor somatico o vis-
ceral. En el nucleo del tracto solitario (NTS; regiéon A2/C2) y en el bulbo ventrolateral
(region A1/C1) se originaran aferencias predominantemente adrenérgicas y noradrenér-
gicas de naturaleza excitadora que inervaran directamente al PVN. Los 6rganos circun-
ventriculares consisten en una serie de regiones carentes de barrera hematoencefilica, ca-
racteristica que les permite recoger informacion sobre el estado osmético del organismo
(v.g. presion osmdtica y balance de electrolitos).

Estas estructuras, mediante proyecciones directas al PVN, induciran la activacion del eje
HPA en respuesta a alteraciones de los pardmetros osmoticos normales.

La informacion relativa al balance energético se trasmite al PVN sobre todo a través del
nucleo arqueado del hipotalamo (ARC) y del hipotalamo lateral (LH), que tienen neuro-
nas sensibles a los niveles circulantes de glucosa, leptina e insulina (Woods et al, 1998).
Otras regiones hipotalamicas como el nucleo dorsomedial (DMH) o el area predptica me-
dial (mPOA) tienen tanto proyecciones GABAérgicas (Roland y Sawchenlo, 1993) como
glutamatérgicas (Ziegler et al, 2002) al PVN, por lo que podrian estar involucradas tanto
en su activaciéon como en su inhibicién. Finalmente, el PVN estd inervado por neuronas
GABA¢érgicas situadas en su cercania, la region peri-PVN (Boudaba et al, 1996), de modo
que la activacion de ésta zona podria traducirse en una inhibicion del eje HPA, en tanto
que su inhibicién podria activarlo (Cole y Sawchenko, 2002).

Una estructura probablemente critica en la regulacion de la respuesta al estrés es el ntcleo
dellecho de la estria terminal (BNST). En concreto, sus efectos sobre el eje HPA dependen
de la subdivision concreta de este nicleo (Choi et al, 2007). Las lesiones del BNST poste-
rior incrementan la expresion de mRNA de CRF en el PVN, mientras que lesiones del
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area anterior lo disminuyen (Herman el al, 1994), sugiriendo un papel inhibidor o esti-
mulador, respectivamente.

Los estimulos estresantes emocionales dan lugar a una respuesta anticipatoria del eje HPA
que implica que el organismo interprete y evalue el estimulo, su relacién con experiencias
previas y sus posibles consecuencias (Radley, 2012). Un ejemplo de respuesta anticipato-
ria seria la generada por reacciones innatas de miedo, como la presencia del olor a un
depredador o la exposicion a espacios abiertos. Ciertos estimulos, como la inmovilizacion
en tubo (restraint) o en plancha (IMO) y el choque eléctrico en las patas, pese a poseer
cierta componente sistémica, también son procesados por las mismas estructuras del
SNC, considerdandose modelos de estrés predominantemente emocional (Dayas et al,
2001; Herman y Cullinan, 1997; Sawchenko et al, 2000). La respuesta neuroendocrina
frente a estimulos emocionales se elabora principalmente mediante proyecciones telen-
cefalicas multisinapticas hacia el mpdPVN. Estudios funcionales y de lesiéon implican a la
corteza prefrontal medial (mPFC), la formacién hipocampal (HF), la amigdala y el sep-
tum lateral (LS) en las principales estructuras de control de la actividad del eje HPA frente
a estimulos emocionales (Figura 2). Estas estructuras no inervan directamente al
mpdPVN, sino que hacen relevo en numerosos nucleos hipotalamicos y del telencéfalo
basal, como el BNST, el mPOA, el DMH, el ARC, el LH y la zona peri-PVN (Herman et
al, 2005; Ulrich-Lai y Herman, 2009). Las proyecciones provenientes de las areas de con-
trol pueden ser tanto estimuladoras (v.g. mPFC y HF) como inhibidoras (GABAérgicas;
v.g. amigdala y LS), pero las proyecciones desde los ntcleos de relevo hacia el mpdPVN
son fundamentalmente, aunque no exclusivamente, GABAérgicas (v.g. BNST, mPOA y
zona peri-PVN).

Multiples estudios, tanto de lesién como de estimulacion, indican que la HF ejerce un
efecto inhibidor sobre el eje HPA (Herman et al, 2003; Jacobson y Sapolsky, 1991). En los
estudios de lesidn, los efectos se observan fundamentalmente durante la fase de recupe-
racion posterior a la finalizacion de la situacion de estrés, implicando a la HF en la regu-
lacion de la dinamica post-estrés. Por su gran densidad de receptores de glucocorticoides
se le ha relacionado con la retroinhibicion de la actividad del eje HPA mediada por los
glucocorticoides (Jacobson y Sapolsky, 1991). En conjunto, los datos indican que la HF
esta involucrada especificamente en la regulacion de la respuesta endocrina frente a esti-
mulos emocionales (Herman et al, 1998), en consonancia con su papel en el procesa-
miento emocional y cognitivo. Los efectos inhibidores de la HF sobre el mpdPVN se ca-
nalizaran a través de una poblacidon neuronal circunscrita a la parte ventral del subiculum
(vSUB). Estas neuronas envian eferencias estimuladoras (glutamatérgicas) que haran si-
napsis en neuronas de proyeccion GABAérgica hacia el mpdPVN desde la subdivision
posterior del BNST (pBNST), mPOA, DMH, zona peri-PVN y otras estructuras hipota-
lamicas (Figura 2; Herman et al 2005; Jankord y Herman, 2008).
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Fig. 2. Vias limbicas de integracion del estrés desde la corteza prefrontal medial (mPFC), la
amigdalay el hipocampo
La mPFC proyecta desde neuronas de la corteza prelimbica (PrL) e infralimbica (IL), que tienen diferentes acciones
sobre la respuesta del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HPA) al estrés. La PrL envia proyecciones excitadoras
(circulos oscuros y lineas rojas) a regiones como la zona peri-PVN (peri-niicleo paraventricular del hipotdlamo) y
subdivision posterior del niicleo del lecho de la estria terminal (pBNST), las cuales envian proyecciones GABAérgi-
cas (circulos blancos y lineas de puntos azules) directas hacia la subdivision parvocelular medial del PVN
(mpdPVN). En cambio, la IL proyecta a estructuras como el niicleo del tracto solitario (NTS) y la subdivision ante-
roventral del BNST (avBNST), desde donde se enviardn proyecciones excitadoras hacia el mpdPVN, implicando
una via de estimulacion del mpdPVN desde esta region cortical. La formacién hipocampal envia proyecciones exci-
tadoras a través del subiculum ventral (vSUB) a numerosas regiones subcorticales, como el pBNST, la zona peri-
PVN, el drea prebptica medial (mPOA) y la regién ventrolateral del niicleo dorsomedial del hipotdlamo (vIDMH),
todos ellos de proyeccion GABAérgica hacia el mpdPVN. El niicleo de la amigdala medial (MeA) envia sinapsis in-
hibidoras a estructuras de proyeccion GABAérgica hacia el mpdPVN, como el pBNST, el mPOA o la zona peri-
PVN, provocando una desinhibicién transindptica. De forma similar, el niicleo central de la amigdala (CeA) envia
proyecciones GABAérgicas al avBNST y, en menor medida, al vIDMH. Neuronas GABAérgicas de la CeA también
proyectan sobre interneuronas GABAérgicas del NTS, permitiendo que la CeA pueda desinhibir las aferencias desde
este niicleo al mpdPVN. (Adaptado de Herman, 2005, y Ulrich-Lai, 2009).
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La mPFC parece tener un papel complejo en la regulacién de la actividad del eje HPA
(Figura 2). Aunque se ha demostrado que la mPFC no tiene ningtn papel en la regulacién
de los niveles basales del eje HPA y que todas las subdivisiones de la mPFC se activan por
el estrés, la modulacion de la actividad del eje HPA en respuesta a estrés es region depen-
diente (Jankord y Herman, 2008; Radley, 2012), observandose diferencias notables entre
la corteza prelimbica (PrL) y la infralimbica (IL). La PrL es importante en la inhibicién
del mpdPVN en respuesta exclusivamente a estimulos emocionales. Numerosos estudios
muestran que la lesion de esta region prolonga la respuesta del eje HPA frente a estimulos
emocionales, sin afectar la respuesta a los sistémicos (Diorio et al, 1993; Figueiredo et al,
2003b; Radley et al, 2006), mientras que su estimulacion inhibe las respuestas de estrés
(Jones, 2011). Por el contrario, lesiones de la IL muestran una disminucion de la respuesta
auténoma e inhibicion de la actividad del eje HPA en respuesta a un estrés emocional
(Tavares et al, 2009; Radley et al, 2006). De esta manera, las cortezas PrL e IL parecen
tener efectos opuestos sobre la integracion del estrés. Es importante destacar que las efe-
rencias de las diferentes subdivisiones de la mPFC no hacen sinapsis directa en el
mpdPVN sino que hacen relevo en diferentes areas intermedias. La accidon inhibidora de
la actividad del eje HPA por parte de la PrL se explica porque desde este nucleo se envian
proyecciones glutamatérgicas a areas como la division posterior de BNST (pBNST), el
complejo basolateral de la amigdala (BLA), el nucleo paraventricular del talamo (PVTh)
y la zona peri-PVN, donde hacen sinapsis sobre neuronas de proyecciéon GABAérgica ha-
cia el mpdPVN. En cambio, la accién estimuladora de la IL tiene lugar mediante proyec-
ciones glutamatérgicas que hacen sinapsis sobre otras neuronas de proyeccion estimula-
dora hacia el mpdPVN que se localizan en dreas como la subdivision anteroventral del
BNST (avBNST), la amigdala central (CeA) o el NTS (Herman et al, 2005; Jankord y Her-
man, 2008; Ulrich-Lai y Herman; 2009).

Al contrario que la HF y la corteza PrL, la amigdala ejerce un papel claramente activador
de la respuesta del eje HPA. Esta estructura estd compuesta por numerosos nucleos con
funciones en parte diferenciadas, algunos de los cudles pueden participar en la estimula-
cién del eje HPA. Mientras que la amigdala medial (MeA) estaria implicada en las res-
puestas anticipatorias frente a estimulos emocionales, la CeA se relaciona con la respuesta
a estimulos sistémicos (Dayas et al, 1999; 2001; Sawchenko et al. 2000). La estimulacién
del eje HPA se conseguiria mediante eferencias GABAérgicas que harfan sinapsis sobre
estructuras de proyeccion también GABAérgica hacia el mpdPVN (Figura 2). Asi, la MeA
envia sinapsis inhibidoras a estructuras de proyecciéon GABAérgica hacia el mpdPVN
como el pBNST, el mPOA o la zona peri-PVN, provocando una desinhibicién transinap-
tica. De forma similar, la CeA envia proyecciones GABAérgicas al avBNST y, en menor
medida, al IDMH. Neuronas GABAérgicas de la CeA también proyectan sobre interneu-
ronas GABAérgicas del NTS, permitiendo que la CeA pueda desinhibir las aferencias
desde este nucleo al mpdPVN (Herman et al, 2005; Jankord y Herman, 2008; Ulrich-Lai
y Herman; 2009). Por dltimo, el complejo BLA estaria relacionado con la respuesta a es-
timulos emocionales, aunque no estan claro ni las vias precisas ni su papel sobre la res-
puesta del eje HPA en situaciones de estrés agudo. En cambio, parece que el complejo

26



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).
Una gran proporcion de eferencias de este complejo se dirigen hacia la CeA y la MeA; sin
embargo, también salen axones hacia el BNST y otros nucleos de proyeccién al mpdPVN,
sugiriendo que puede interaccionar con el mpdPVN independientemente de los otros nu-
cleos amigdalinos (Jankord y Herman, 2008).

Respecto al LS, aunque hasta recientemente se habia asumido que participaba de la inhi-
bicion del eje HPA en respuesta a estimulos estresantes emocionales (Herman et al, 1996;
Singewald et al, 2011), en la actualidad existe datos que le atribuyen también un papel
estimulador (Anthony et al, 2014). Por un lado, se ha sugerido que proyecciones seroto-
ninérgicas desde el rafe participarian en la regulacion del eje HPA por el LS, involucrando
receptores 5-HT1A de serotonina, dado que la administracion local de un agonista de este
receptor serotoninérgico reduce la respuesta del eje HPA mientras que la administracion
de un antagonista la incrementa. Es probable que el LS ejerza un efecto predominante-
mente inhibidor sobre el eje HPA actuando como mediador del rafe (Singewald et al,
2011). Por otro lado, recientemente se ha propuesto que la activacién de un subgrupo de
neuronas CRFR2 del LS estaria mediando el incremento en ansiedad inducido por el es-
trés y la activacion del eje HPA (Anthony et al, 2014). Puesto que las eferencias del LS son
fundamentalmente GABAérgicas, en base a estudios con trazadores anterégrados y retré-
grados, se han propuesto dos vias alternativas por las que el LS podria inhibir la actividad
del eje HPA: i) las eferencias GABAérgicas del LS harian relevo en neuronas excitadoras
(glutamatérgicas) del hipotalamo posterior, que proyectarian sobre el mpdPVN, y ii) me-
diante la consecucion tres sinapsis GABAérgicas consecutivas; interneuronas del LS inhi-
birian la actividad de las neuronas eferentes del LS hacia estructuras de proyeccion GA-
BAérgica hacia el PVN, como el DMH, el mPOA vy el avBNST (Myers et al, 2014; 2015;
Singewald et al, 2011). No obstante, a través de las eferencias directas a estas estructuras
de proyeccion GABAérgica al PVN, asi como a dreas peri-PVN, el LS también podria
ejercer un rol importante en la activacion del mpdPVN. De hecho, existe un claro parale-
lismo entre la activacion 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, 2006).

Por ultimo, diversos ntcleos del tdlamo muestran una induccidn 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 ntcleo paraventricular
del talamo (PVTh) jugaria un rol importante en la integracion de la respuesta del eje HPA,
ya que animales expuestos a un estimulo estresante crénico presentan un fendmeno 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
PVTh recibe numerosas proyecciones desde areas sensibles al estrés como el vSUB, la
mPFC, el BNST, el NTS, el Rafe y el nucleo parabraquial y, a su vez, inerva regiones como
la mPFC, la CeA y la BLA, capaces de modular la actividad del eje HPA (Herman et al,
2003).
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2.2 Nucleo Paraventricular del Hipotalamo y eje HPA

EIPVN consiste en un complejo de estructuras involucradas en la regulacion de la funcién
endocrina y auténoma (Swanson y Sawchenko, 1983). En base a criterios funcionales y
morfoldgicos, este se puede dividir en diferentes regiones (Figura 3): lateral magnocelular
(mPVN), dorsal parvocelular (dcPVN), medial dorsal parvocelular (mpdPVN), medial
ventral parvocelular (mpvPVN) y submagnocelular (smPVN) (revision en Armario,
2006b). La region mPVN esta constituida por neuronas que producen vasopresina (argi-
nina-vasopresina, AVP, en la mayoria de los mamiferos) y oxitocina (OXT), las cuales
envian sus proyecciones axénicas hacia la neurohipofisis a través de la eminencia media
interna, participando del control de varias respuestas fisioldgicas como el control de la
diuresis (AVP) o la contraccion del musculo liso (OXT). Las regiones dcPVN, mpvPVN
y smPVN contienen neuronas que sintetizan hormona liberadora de corticotropina
(CRH) y otros neuropéptidos, y estan implicadas en el control de la respuesta autonoma
al estrés mediante sus proyecciones al tronco encefalico. Por dltimo y como se ha men-
cionado anteriormente, las neuronas parvocelulares de la region mpdPVN estan implica-
das en la activacion del eje HPA (Figura 1).

Fig. 3. Esquema de las subdivisiones
del nucleo paraventricular del hipo-
talamo (PVN).

Segtin criterios funcionales y morfoldgicos,
las principales regiones del PVN son: region

lateral magnocelular (m), regién dorsal par-
vocelular (dc), regién medial dorsal parvoce-

PVN m pd lular (mpd), region medial parvocelular

ventral (mpv) y regién submagnocelular
(sm). (Adaptado de Armario, 2006b).

dc

m mpd

sm
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Estas neuronas sintetizan CRH que, mediante sus proyecciones axdnicas hacia la zona
externa de la eminencia media, sera liberada por exocitosis al sistema portal-hipofisario
y, a través de éste, alcanzara la adenohipdfisis. En todas las especies estudias, incluyendo
rata, raton y humanos, existe una proporcion de las neuronas de CRH de la subdivision
mpdPVN que también expresan AVP. Ademas de la AVP, estas neuronas pueden co-
expresar otros péptidos, como angiotensina II, péptidos opidceos y neurotensina, todos
ellos capaces de modular la respuesta del eje HPA al estrés (Swanson, 1987; Watts, 1996).

CRH y receptores de CRH

El CRH es el principal miembro de una familia de neuropéptidos que también incluye a
las urocortinas 1, 2 y 3 (Ucnl, Ucn2 y Ucn3; Bale y Vale, 2004). Aunque el PVN consti-
tuye el principal lugar de produccion del CRH, neuronas de CRH se encuentran en otras
zonas del SNC (Sawchenko y Swanson, 1985). La accién del CRH a nivel del SNC se ha
implicado con multiples acciones, como regulaciéon del grado de actividad del SNC
(“arousal”), funciones cognitivas y ejecutivas, refuerzo, miedo, ansiedad y depresion, ade-
mas de efectos sobre la funcién metabolica y cardiorespiratoria, entre otras (v.g. Koob y
Heinrichs, 1999; Arlt at al, 2003; Bale y Vale, 2004; Binder y Nemeroft, 2010; Koob, 2010).
Las urocortinas, que pertenecen a la misma familia que el CRH, también se expresan en
el SNC. Las Ucnl y 2 median efectos conductuales, en muchos casos contrarrestando los
efectos del estrés y el CRH (Bale y Vale, 2004), en tanto que la Ucn3 media efectos rela-
cionados con el metabolismo, como la inhibicién de las conductas de alimentacion y el
incremento de los niveles plasmaticos de glucosa (Kuperman y Chen, 2008).

Dejando de lado el PVN, las areas donde el CRH juega un papel mas relevante son pro-
bablemente la CeA y el BNST. La expresion de CRH en estas areas estd relacionada con
un gran nimero de respuestas adaptativas al estrés, incluyendo efectos sobre la conducta,
la actividad del sistema autéonomo y la funcién inmune. Ademas, se localizan neuronas
que expresan CRH en otros nucleos hipotalamicos (v.g. LH y nucleo supraodptico (SO)),
en la corteza cerebral y en la HF, asi como en estructuras del tronco encefélico (v.g. nicleo
de Barrington y NTS). También en algunas de estas ultimas areas el CRH estaria impli-
cado en la respuesta al estrés. Por ejemplo, las interneuronas de CRH de la HF ejercen
una gran influencia sobre los efectos del estrés en los procesos de memoria y aprendizaje
(Schwabe, 2012; Maras y Baram, 2012) y se ha implicado al CRH de mPFC en conductas
inducidas por estrés (Jaferi y Bhatnagar, 2007; Bijlsma et al, 2011; Miguel et al, 2014).

El CRH ejerce sus efectos sus efectos sobre las células corticotropas de la adenohipofisis y
otras células diana mediante su union a receptores de membrana acoplados a proteinas G
(Bale y Vale, 2004). Existen dos tipos principales de receptores de CRH: los CRHRI y los
CRHR2. E1 CRHRI1 se localiza en el SNC, en las células corticotropas de la adenohipéfisis,
asi como en tejidos periféricos (v.g. drganos reproductores y células del sistema inmune),
y es el receptor por el que el CRH y la Ucnl tienen una mayor afinidad. Dentro del SNC
se localiza principalmente en el sistema limbico, ciertos nticleos hipotalamicos y la corteza
cerebral y cerebelar (Aguilera, 2012). El CRHR1 es el mds importante en las respuestas
de estrés, siendo esencial para la secrecion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH)

29



por la adenohipofisis y para las respuestas conductuales de estrés. El receptor CRHR2
tiene una elevada afinidad por las tres urocortinas (no por el CRH) y se localiza mayori-
tariamente en la periferia. En el SNC, el CRHR2 esta restringido a basicamente a zonas
limbicas, como el hipotdlamo, la HF y el LS (Aguilera, 2012). En relacién al eje HPA,
mientras que los CRHRI se han relacionado con una funcién activadora durante la fase
aguda de la respuesta al estrés, los CRHR2 parecen implicados en la reduccién de la acti-
vidad del eje HPA durante la fase de recuperacion post-estrés (Korosi y Baram, 2008),
aunque su papel es probablemente limitado.

AVP y receptores de AVP

El nonapéptido AVP se sintetiza principalmente en neuronas del SO y en la region mPVN
(revision en Engelmann et al, 2004). Estas neuronas proyectan axones hacia la neurohi-
pofisis y liberan la AVP a la circulacion periférica, a través de la cual participa de la regu-
lacién osmdtica. La AVP también se sintetiza en neuronas de CRH del mpdPVN, co-li-
berandose ambos péptidos al sistema portal hipofisario en respuesta a estrés. La AVP
ejerce sus efectos mediante tres tipos de receptores acoplados a proteinas G: Vl1a, V1b
(también denominado V3) y V2, siendo el V1b el responsable de las acciones de la AVP
sobre las células corticotropas de la hipofisis y el V2 el que media las acciones de la AVP
en el SNC. Aunque la actividad de la AVP como secretagogo de la ACTH es débil, es capaz
de potenciar los efectos del CRH sobre la liberacion de ACTH. Es importante destacar
que en condiciones normales tan solo una fraccion de neuronas CRHérgicas del mpdPVN
co-expresan AVP, mientras que en condiciones de activacion continuada del eje HPA
(v.g. situaciones de estrés crénico) hay un incremento notable de la co-expresion (De
Goeij et al, 1992). Teniendo en cuenta que la estimulacion sostenida del eje HPA induce
una regulacion a la baja de los receptores de CRH en la adenohipoéfisis (Hauger et al, 1988;
1990), el incremento de AVP podria estar participando en el mantenimiento de la libera-
cién de ACTH en respuesta al estrés. Por otra parte, se ha relacionado la activacion de
neuronas de AVP de la MeA y el BNST que proyectan hacia el LS y la HF con la modula-
cién de la memoria y la conducta durante el estrés (Alescio-Lautier et al, 2000).

2.3 Hormonas periféricas: ACTH y Corticosterona

A través del sistema portal-hipofisario, el CRH y la AVP accederan a sus receptores de las
células corticotropas de la adenohipéfisis, donde estimularan la sintesis (CRH) y libera-
ciéon (CRH y AVP) de la ACTH al torrente circulatorio (revision en Armario et al, 2006b;
Figura 1). La ACTH es un péptido de 39 aminodcidos derivado de una proteina precur-
sora mayor, la propiomelanocrtina (POMC). El curso temporal de la liberacion de ACTH
es rapido, alcanzando su maximo a los 10-15 min del inicio del estimulo estresante. Una
vez liberada, la ACTH alcanzara la zona fasciculada de la corteza adrenal donde sera re-
conocida por los receptores de membrana MC2-R (receptor de la melanocortina 2) (Adan
y Gispen, 2000). La interaccion de la ACTH con su receptor induce, entre otras acciones,
un incremento del transporte de colesterol libre hacia la membrana mitocondrial interna
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y la conversion del colesterol a pregnenolona, paso limitante de la sintesis de glucocorti-
coides. Una vez en la membrana interna, se finalizara la sintesis de glucocorticoides gra-
cias a la acciéon de varias esteroide-hidroxilasas de la familia P450, incluyendo la 11p-hi-
droxilasa, paso final de la sintesis de glucocorticoides (Sewer y Waterman, 2003). Como
consecuencia, el principal efecto fisioldgico de la liberacion de ACTH es la sintesis y libe-
racion de glucocorticoides (corticosterona en rata y raton; predominantemente cortisol
en humanos y otros mamiferos). Ademas, la ACTH, via PKA, ejerce un efecto tréfico en
la glandula adrenal, dando lugar a modificaciones transcripcionales en las células adrena-
les que conducen a cambios mas complejos y sostenidos en el tiempo (Sewer y Waterman,
2003).

Aunque la ACTH es el principal mecanismo responsable de la sintesis y liberacion de
glucocorticoides, diferentes estudios demuestran una disociacion entre la liberaciéon de
ambos. En este sentido, existen muchos factores que poseen la capacidad de modular la
corteza adrenal con cierta independencia de los niveles de ACTH circulantes (Bornstein
et al, 2008). La corteza adrenal esta en contacto con células cromafinas, terminaciones
nerviosas y células endoteliales e inmunitarias que sintetizan y liberan factores que afectan
a la estereoidogénesis y pueden modificar la respuesta de la corteza adrenal. En condicio-
nes fisioldgicas, uno de los elementos que se ha implicado en la regulacion de los gluco-
corticoides es la inervacion directa de la adrenal por el nervio esplacnico, cuya estimula-
cion favoreceria la liberacion de corticosterona, actuando sinérgicamente con la ACTH.
Asi, se ha demostrado que la actividad del nervio esplacnico, mediante su influencia sobre
la sensibilidad de la adrenal a la ACTH, es necesaria para el mantenimiento del ritmo
circadiano de la corticosterona (Urich-Lai et al, 2006a). Existen otros ejemplos de diso-
ciacién de ACTH vy corticosterona, aunque el papel de la inervacion de la adrenal no esta
claro o no se ha investigado. Lesiones del avBNST inducen cambios en la liberacion de la
corticosterona sin ninguna alteraciéon de la ACTH en respuesta a un estrés agudo (Choi
et al, 2007). El estrés cronico también puede dar lugar a una disociacién de las respuestas
de ACTH vy corticosterona, que en este caso parece ligada a la hipertrofia e hiperplasia
adrenal resultado de la exposicidn crdnica al estrés; cambios que contribuirian a incre-
mentar la respuesta maxima de la adrenal ala ACTH sin afectar a la sensibilidad (Armario
et al, 1985; 1988; Ulrich-Lai et al, 2006b). Dada la buena correlaciéon entre esta capacidad
maxima de secrecion de corticosterona y el peso de la adrenal (Marquez et al, 2004), es
posible que la primera sea consecuencia de la segunda, pero no es descartable la partici-
pacion de otros mecanismos.

La secrecidn de glucocorticoides por la adrenal sigue un ritmo circadiano, observandose
niveles mas elevados alrededor de la hora de inicio de actividad (dia en humanos y noche
en rata y ratén), manteniéndose elevados durante un cierto tiempo, para luego descender
progresivamente Complementariamente, la secrecion de glucocorticoides presenta rit-
mos ultradianos dando lugar a una secrecion pulsatil. La preservacion tanto del ritmo
circadiano como del ultradiano es esencial para la funcién normal celular y la transcrip-
cién genética dependiente de glucocorticoides (Lightman y Conway-Campbell, 2010).
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Los glucocorticoides ejercen multitud de funciones en el organismo, que pueden agru-
parse en dos categorias principales: moduladoras y preparatorias (revisiéon en Sapolsky,
2000). Las funciones moduladoras afectan directamente la respuesta del organismo frente
al estrés, pudiéndose distinguir tres subtipos segtin las acciones que lleven a cabo: permi-
sivas, supresoras o estimuladoras. Por acciones permisivas se entienden aquellas que fa-
cilitan la accion de otros sistemas que participan en la fase inicial de la respuesta de estrés.
Estas acciones requieren de niveles minimos de glucocorticoides previos a la situacion,
que prepararian los mecanismos de defensa frente al estrés. Se relacionan con las respues-
tas fisiologicas inmediatas (v.g. incremento en el ritmo cardiaco). Las acciones supresoras,
en cambio, si dependen de la magnitud del incremento en los niveles de glucocorticoides
en respuesta a estrés y aparecen tras una hora o mas después del inicio del estimulo. Su
funcién es prevenir los efectos negativos de una respuesta sostenida del organismo al es-
trés, inhibiendo las respuestas inmune e inflamatoria y la actividad del propio eje HPA
(mediante mecanismos de retroinhibicidn). Las acciones estimuladoras siguen el mismo
patrén temporal que las supresoras y también dependen de la magnitud de respuesta de
los glucocorticoides, pero, a diferencia de las acciones supresoras, estas tltimas potencian
los efectos de otras hormonas liberadas durante el estrés sobre funciones como la lipolisis
o la glucogénesis. Respecto a las funciones preparatorias, son aquellas que no afectan la
respuesta inmediata al estimulo estresante sino que modulan la respuesta del organismo
frente a una futura situacion de estrés. Las consecuencias pueden ser tanto estimuladoras
como inhibidoras, por lo que estos efectos preparatorios de los glucocorticoides pueden
ser especialmente relevantes en el estudio de los efectos a largo plazo de la exposicién a
situaciones estresantes (tanto agudas como cronicas).

Receptores de glucocorticoides

Los glucocorticoides ejercen sus acciones a través de mecanismos genémicos y no gend-
micos (de Kloet et al, 1998; 2009; Haller et al, 2008). Los efectos genémicos de los gluco-
corticoides se realizan mediante su unién a dos tipos de receptores citoplasmaticos: el tipo
I (o mineralocorticoide, MR) y el tipo II (glucocorticoide, GR). Existen varias observacio-
nes importantes respecto a la funcién de los receptores MR y GR:

i) Estos receptores muestran una distribucion diferencial en el SNC (Reul y De Kloet,
1985). Los GR, ademas de encontrarse en las células corticotropas de la adenohipofisis,
estan ampliamente distribuidos por todo el SNC, incluyendo zonas claves para el control
de la actividad del eje como el mPFC, HF, amigdala, LS, BNST, tronco encefalico y el
propio PVN. Los MR tienen una localizacién mas restringida en el SNC, concentrandose
basicamente en el mPFC, HF y amigdala.

ii) Los MR tienen 10 veces mas afinidad por los glucocorticoides naturales (cortisol y cor-
ticosterona) que los GR, por lo que en condiciones basales estan ocupados fundamental-
mente los MR (hasta un 80% en rata) (De Kloet et al., 1998; Reul y de Kloet, 1985). Los
MR también presentan afinidad por la aldosterona, metabolitos del cortisol y corticoste-
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rona, y progesterona. Los GR muestran una ocupacién progresiva dependiente del incre-
mento de los niveles plasmaticos de glucocorticoides, ya sean debidos a los cambios en la
concentracion producidos por el ritmo circadiano o como respuesta a una situacion es-
tresante. Ademas, los GR poseen gran afinidad por los glucocorticoides sintéticos, como
la dexametasona.

iii) Los receptores gendmicos son factores de transcripcion ligando dependientes que, tras
su union al ligando, se translocaran al nucleo e interactuaran con elementos de respuesta
a glucocorticoides (GRE) o GRE negativos (nGRE), localizados en las regiones promoto-
ras de ciertos genes (Morsink et al., 2006; Cain y Cidlowski, 2015). La interaccidn con los
GREs se ha asociado tradicionalmente con una activacion de la transcripcion, mientras
que la unién a nGREs da lugar a una inhibicion de la transcripcion. De forma comple-
mentaria, los GR son capaces de interactuar con otros factores de transcripcion, como
AP-1y NFkB, dando lugar a efectos rapidos sobre la transcripcién de genes; en este caso
por transrepresion que podrian estar encaminadas a disminuir la reaccién inicial de es-
trés. Posteriormente prevalecerian mecanismos de transactivacion (accidon sobre GREs),
aunque también de transrepresion (accion sobre nGREs), que actuarian sobre procesos
mas lentos, relacionados con la recuperacion frente a la situacion y posibles mecanismos
adaptativos.

Adicionalmente a estas acciones gendmicas, existen claras evidencias acerca de acciones
no gendmicas de los glucocorticoides. Algunos efectos biologicos de los glucocorticoides
son demasiado rapidos para ser mediados por acciones gendmicas (que requieren de la
sintesis proteica) y se asume que dependen de receptores de membrana celular (Evanson
et al, 2010; Groeneweg et al, 2012). Aparte de la observacidon de una accion de los gluco-
corticoides a nivel de membrana mediada por los receptores MR y GR, también se sospe-
cha que debe existir otros receptores ain no identificados que ejercerian su accion a través
de su interaccion con proteinas G). Los receptores GR y MR de membrana tienen menor
afinidad por la corticosterona. Los MR promueven la neurotransmision excitadora me-
diante el incremento de la liberacion pre-sindptica de glutamato y el aumento de la exci-
tabilidad post-sinaptica. Por el contrario, los GR tendrian fundamentalmente un papel
inhibidor via neurotransmisiéon GABAérgica y endocannabinoides (Tasker et al, 2006).
Estas acciones rapidas no genémicas anaden una nueva dimension a la plasticidad de las
neuronas clave en los circuitos de estrés, al disminuir drasticamente el tiempo necesario
para que se produzcan cambios en la plasticidad sinaptica. Por ejemplo, se ha observado
que la corticosterona, a través de una accién no genémica mediada por receptores MR,
incrementa la frecuencia de potenciales post-sinapticos excitadores en miniatura y reduce
la facilitacion por pulsos apareados en neuronas piramidales de la HF (Karst et al, 2005).

En conjunto y en referencia al control del eje HPA, las diferentes propiedades de estos
receptores refuerzan la idea de que, mientras que los MR estarian relacionados con los
efectos tonicos de los glucocorticoides, los GR estarian implicados en el retorno a las con-
diciones basales tras la activacion producida en respuesta a estrés (Ratka et al, 1989). Ade-
mads, MR y GR operarian de manera complementaria en el control de la plasticidad, la
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resiliencia y la adaptacion al estrés. Asi, mientras que los MR modularian los procesos de
evaluacion implicados en el inicio de las reacciones psicolédgicas de estrés, los GR estarian
mads involucrados en la gestion de las adaptaciones posteriores. Segun la hipétesis del ba-
lance MR:GR, la alteracion del balance en las acciones mediadas por los MR y GR da lugar
a que el individuo pierda la capacidad de mantener la homeostasis si ésta se ve compro-
metida. Tales alteraciones en el balance pueden llevar a una condicién de desregulacion
neuroendocrina y una deficiente adaptacion conductual que potencialmente podrian pro-
mover la susceptibilidad a trastornos mentales y neurodegenerativos asociados al estrés
(De Kloet, 2013).

Mecanismos de retroinhibicion de los glucocorticoides

Una de las funciones mas importante de los glucocorticoides, encaminada a evitar las
consecuencias negativas del estrés sobre el organismo, es la de regular la propia actividad
del eje HPA mediante mecanismos de retroinhibicién. Esta retroinhibicién tiene efectos
a diferentes niveles anatomicos, entre los que se incluye la adenohipéfisis, el PVN y algu-
nas regiones suprahipotalamicas como el mPFC o la HF (revisién en Armario, 2006b;
Figura 4).

Desde un punto de vista temporal, se pueden diferenciar tres tipos mecanismos de retro-
inhibicion: rapidos, intermedios y lentos (Keller-Wood y Dallman, 1984). Sin embargo,
estos autores denominan intermedio a lo que otros autores consideran lento, siendo para
ellos este ultimo, el correspondiente a situaciones de elevacion cronica patologica o ad-
ministraciéon muy prolongada (dias) de glucocorticoides. Nosotros adoptaremos la termi-
nologia mas cldasica que distingue entre rapido y lento. La retroinhibicidn rapida se inicia
inmediatamente después de la liberacion de glucocorticoides y depende solo de la tasa de
incremento de éstos en sangre, dejando de actuar cuando los niveles se estabilizan. Dada
la velocidad con la que se produce, es incompatible con la accion de los glucocorticoides
mediada por receptores gendmicos. Pese a que los receptores implicados en los mecanis-
mos de retroinhibicién rapida aun no se han identificado, se apunta tanto a un papel de
los endocannabinoides en el bloqueo de sefiales glutamatérgicas aferentes al mpdPVN (Di
etal, 2003;2009; Evanson et al, 2010), como a un papel del 6xido nitrico en la potenciacion
de las senales GABAérgicas aferentes (Di et al, 2009). A diferencia del anterior, los meca-
nismos lentos dependen del drea bajo de la curva de los niveles plasmaticos de glucocor-
ticoides durante la exposicion a estrés. Los efectos pueden aparecer algo antes de los 60
min pero su acciéon dptima se sitia alrededor de las 2 h y puede durar varias horas. Los
mecanismos lentos vienen mediados fundamentalmente por los receptores MR y GR e
implican mecanismos gendmicos. Entre estos mecanismos se incluyen el bloqueo de los
genes de CRH, AVP y POMC, tanto en condiciones basales como en respuesta al estrés
(Watts, 2005). Igualmente, se considera que la accién de los glucocorticoides sobre es-
tructuras limbicas que controlan la actividad del eje, como la mPFC y la HF, forma parte
de los mecanismos gendmicos (lentos) de retroinhibicion (Herman et al, 2012). En la ac-
tualidad también se sugiere que algunos mecanismos de retroinhibicion lenta podrian ser
debidos a una accién no genémica de los glucocorticoides que afectaria a la estabilidad

34



del mRNA (Zhang et al, 2006; Uchoa et al, 2014). Por ejemplo, se ha observado que la
exposicion a estrés o glucocorticoides dan lugar a una reducciéon del mRNA de prepro-
glucagon, el cual codifica el un neuropéptido estimulador del eje HPA denominado GLP1
(glucagon-like peptide 1), en neuronas del NTS que proyectan al PVN (Figura 4). Este
efecto es dependiente de glucocorticoides y no afecta al incremento del transcrito
primario (RNA heteronuclear) de preproglucagén inducido por estrés (Zhang et al, 2006).
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Fig. 4. Vias de retroinhibicién de los glucocorticoides (GC) que regulan la actividad de las
neuronas CRHérgicas del nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN).

La retroinhibicién de los GC se puede dividir en varios dominios que interactiian entre si: i) Retroinhibicion rdpida
no gendémica; tanto por la inhibicion mediada por endocannabinoides (EC) de las sefiales glutamatérgicas, como
por la potenciacion mediante 6xido nitrico (NO) de las sefiales GABAérgicas. ii) Retroinhibicion lenta no genémica;
mediante desestabilizacién del mRNA que codifica el péptido estimulador GLP1 (glucagon-like peptide 1). iii) Re-
troinhibicion lenta gendmica; mediante accién directa sobre las neuronas CRHérgicas del PVN o a través de estruc-
turas telencefdlicas, como la corteza prefrontal medial (mPFC) y la formacion hipocampal (HF). Tanto la mPFC
como la HF envian sinapsis glutamatérgicas a niicleos de relevo de proyeccion GABAérgica al PVN, como el niicleo
del lecho de la estria terminal (BNST) y la zona peri-PVN. iv) Finalmente, los GC actiian en la periferia (v.g. sobre
los adipocitos) para generar mensajeros inhibidores, como los dcidos grasos libres (FFAs), que pueden inhibir las
neuronas del PVN. (adaptado de Myers et al, 2012, y Uchoa et al, 2014).

Un hecho muy importante es la posibilidad que los glucocorticoides puedan regular la
actividad del eje HPA mediante la modulacion de sefiales metabolicas periféricas. En este
sentido, el laboratorio de Dallman ha aportado datos que sugieren una accion periférica
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de los glucocorticoides sobre la liberacion de glucosa que daria como resultado la inhibi-
cién del PVN. Por ejemplo, permitir beber sacarosa a ratas adrenalectomizadas (ADX)
revierte la marcada activacion del eje HPA observada tras adrenalectomia (Laugero et al,
2001). El mecanismo de accién de la sacarosa es periférico, ya que la administracion cen-
tral de glucosa no es capaz de reducir la activacion central del eje HPA inducida por la
adrenalectomia (Dallman et al, 2003). También se ha observado que el incremento de los
depositos de grasa mediante la ingesta voluntaria de dietas grasas reduce la respuesta del
eje HPA al estrés (la Fleur et al, 2005). Recientemente, se ha involucrado al papel lipolitico
de los glucocorticoides y la subsiguiente liberacidon de acidos grasos libres a la circulacion
como un posible mecanismo de retroinhibiciéon (Uchoa et al, 2014). El papel inhibidor de
los 4cidos grasos libres sobre el eje HPA se produciria mediante su unién a receptores
especificos localizados en las neuronas del PVN. Asi, se ha observado que el tratamiento
con un agonista de estos receptores inhibe tanto el grado de actividad del PVN como la
liberacion de corticosterona (Ryan et al, 2012), mientras que la infusién directa de un
antagonista en el PVN incrementa la liberacién de ACTH.

Moduladores de la accion de los glucocorticoides

Como se deriva de los multiples efectos que tienen los glucocorticoides, tanto a nivel fi-
siolégico como psicoldgico, una accion inadecuada de los mismos sobre el organismo, es
fundamental que su accion esté altamente regulada. Por este motivo, las acciones de los
glucocorticoides no solo estan determinadas por sus niveles en sangre y por la densidad y
tipo de receptores en las células diana, sino que también existen un conjunto de elementos
que modulan su capacidad de accion. Entre los principales moduladores de la accién de
los glucocorticoides se encuentran: la transcortina (o globulina de unidn a corticosteroi-
des, CBG), la glicoproteina P (Pgp) y las enzimas 11-p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(11B3-HSD).

La CBG es la proteina circulante a la cual se unen los glucocorticoides con alta afinidad.
Se considera que los glucocorticoides unidos a estas proteinas son biolégicamente inacti-
vos y constituyen un reservorio de hormona inactiva. La CBG esta presente en la vida
joven y adulta, pero parece estar ausente durante las primeras semanas de vida, lo que
podria explicar el alto grado de retroinhibicion de los glucocorticoides en el periodo post-
natal temprano (Enthoven et al, 2008; Schmidt et al, 2005). Ante ciertos estimulos estre-
santes y durante estrés cronico, la expresion de la CBG puede disminuir al mismo tiempo
que se produce un incremento de los glucocorticoides (Armario et al, 1994, Marti et al
1997); en consecuencia, hay mayores niveles de glucocorticoides biolégicamente activos
capaces de unirse a sus receptores y ejercer su funcion bioldgica. Actualmente se postula
que la CBG también podria ejercer acciones moduladoras mas especificas mediante su
union a receptores en la membrana celular o de localizacion intracelular (incluyendo den-
tro del SNC) (Henley y Lightman, 2011).

La glucoproteina P (Pgp, también conocida como MDR1 o ABCB1) pertenece a una fa-
milia de proteinas transportadoras de membrana con amplia especificidad de sustrato. La

36



Pgp actia como una bomba de exclusion en contra de gradiente, transportando el sustrato
desde el lado citoplasmatico al exterior de la célula. Se considera que este transportador
limita el acceso de los glucocorticoides al SNC gracias a su afinidad por éstos y su locali-
zacion en la membrana externa de las células endoteliales de la barrera hematoencefalica
(de Kloet et al, 1998). Sin embargo, la Pgp no muestra la misma afinidad por todos los
glucocorticoides. Estudios con ratones deficientes en Pgp han mostrado que estos anima-
les no presentan diferencias en la entrada neta de corticosterona al SNC, mientras que el
acceso de cortisol estd incrementado (Mason et al, 2008). Igualmente, estudios post-mor-
tem en humanos han demostrado que la corticosterona esta relativamente mas concen-
trada en el SNC que el cortisol, observandose una proporcion de corticosterona en el SNC
del 30 % mientras que periféricamente representa el 5-10 % (Karssen et al, 2001). Por otra
parte, se ha demostrado que el acceso real del glucocorticoide sintético dexametasona al
SNC es muy pobre debido a la accién de la Pgp (Mason et al, 2008; Meijer et al, 1998).
Este transportador también se ha observado en neuronas corticales y en el giro dentado
del hipocampo (Karsen et al, 2004; Lazarowski et al, 2007; Volk et al, 2004), aunque se
desconoce hasta la fecha si tiene algiin papel en el control de la accién de los glucocorti-
coides en estas estructuras. En conjunto, las Pgp representan un mecanismo de regulacién
de la accesibilidad de los glucocorticoides a las células diana del SNC (limitandola), por
lo que podria representar un mecanismo de proteccion en situaciones prolongadas de
elevada liberacion de glucocorticoides.

Por ultimo, las 113-HSD son enzimas que metabolizan los glucocorticoides y, por tanto,
regulan los niveles intracelulares de glucocorticoides disponibles para que puedan unirse
a sus receptores (revision en Holmes y Seckl, 2006). Existen dos isoformas, la 113-HSD
tipo 1 (113-HSD1) y la tipo 2 (11B-HSD2), que en la mayoria de tejidos y condiciones
realizan reacciones enzimaticas opuestas. La 11p-HSD2 actta exclusivamente como des-
hidrogenasa, inactivando tanto a la corticosterona como al cortisol mediante su conver-
sién a 11-dehidrocorticosterona o cortisona, respectivamente. Por el contrario, la 11f-
HSD1 puede actuar en los dos sentidos, aunque generalmente actiia como reductasa, re-
generando corticosterona o cortisol desde sus formas inactivas 11-ceto. Esta isoforma se
localiza en areas muy relevantes para el control de la actividad del eje HPA como el mPFC,
la HF y el PVN, proponiéndosele un papel facilitador de los mecanismos de retroinhibi-
cién. En este sentido, ratones carentes de esta isoforma presentan hipertrofia adrenal y
niveles de ACTH y corticosterona elevados en condiciones basales, asi como un pico exa-
gerado de corticosterona en respuesta estrés. Por otro lado, se ha observado que el estrés
también regula la expresion de la 113-HSD1, produciéndose un incremento de su expre-
sion frente a estimulos estresantes puntuales o tratamientos cortos con glucocorticoides
y un descenso de su expresion en condiciones de estrés cronico. Esto sugiere que la 11p-
HSD1, mediante cambios en su expresion, podria ejercer tanto un papel facilitador de los
mecanismos retroinhibicién como un papel protector frente a los efectos adversos del
exceso de glucocorticoides. Respecto a la 11B-HSD2, su papel mas importante se da en la
periferia permitiendo que los receptores MR del rifién se unan a la aldosterona sin la in-
terferencia de los glucocorticoides. A nivel del SNC, la 113-HSD2 se expresa en multiples
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areas durante el desarrollo, seguramente para proteger al feto del efecto inhibidor de los
glucocorticoides sobre de la proliferacion y diferenciacién celular. En el cerebro adulto,
la expresion de 113-HSD2 queda confinada a nucleos de control del balance homeostatico
y presion sanguinea (v.g. NTS, LH y 6rganos circunventriculares).

2.4 Eje HPA y otros marcadores de estrés

Ademas de la importancia obvia de la naturaleza de los estimulos estresantes y de los me-
canismos que intervienen en las respuestas de estrés, uno de los aspectos basicos que se
debe tener en cuenta respecto al posible impacto negativo del estrés sobre el organismo
es el grado de intensidad o la severidad del estimulo. Por este motivo, es necesario encon-
trar marcadores bioldgicos fiables que relacionen directamente la magnitud de respuesta
de estas variables bioldgicas con la intensidad del estimulo. Aunque existen un gran na-
mero de variables fisiologicas que se modifican en situaciones de estrés, solo unas pocas
presentan una respuesta proporcional a la intensidad del estimulo estresante. Estas ulti-
mas son las que podemos considerar marcadores de la intensidad del estrés; debiéndose
diferenciar de aquellas que son solo marcadores de estrés, es decir que nos indican sim-
plemente que podemos estar frente a una situacion de estrés sin relacion alguna con la
intensidad de la situacion (Armario et al, 2012). Entre los marcadores bioldgicos de in-
tensidad de estrés se encuentran los niveles plasmaticos de catecolaminas (especialmente
la adrenalina), la prolactina, las hormonas del eje HPA (ACTH y corticosterona/cortisol)
y la glucosa, asi como la reduccion del peso o la ingesta en los dias posteriores al estrés
(Marti y Armario, 1998; Marquez et al, 2002).

Sin embargo, es muy importante tener en cuenta que todos los marcadores bioldgicos de
intensidad de estrés poseen peculiaridades particulares referentes al grado de reactividad,
dinamica temporal, saturacidn, capacidad de mantener la respuesta frente a estimulos
sostenidos o dinamica de recuperacion post-estrés, que deben tenerse en cuenta, tanto a
la hora de escoger el marcador adecuado como a la hora de interpretar los datos. Por
ejemplo, la adrenalina, la ACTH y la prolactina, son variables muy reactivas que presentan
grandes variaciones en sus niveles plasmaticos frente a perturbaciones minimas. Por el
contrario, se requiere un umbral minimo de intensidad de estrés para que comiencen a
observarse cambios en la glucosa (Armario, 2006b; Figura 5). El ejemplo opuesto es la
corticosterona, la cual alcanza su maximo de respuesta con intensidades intermedias de
estrés, debido a que la esteroidogénesis de la adrenal se satura con niveles medios-bajos
de ACTH. Asi, en situaciones de intensidad intermedia-alta, la respuesta de corticoste-
rona esta saturada y no refleja adecuadamente los niveles de ACTH circulantes (Kant et
al, 1983). Este problema podria resolverse parcialmente si se midiesen tanto ACTH como
corticosterona; aunque el problema puede persistir si intentamos distinguir entre varios
estimulos, todos ellos de alta intensidad.

Una forma de solventar el problema de la saturacién de las hormonas del eje HPA frente
a estimulos de elevada intensidad es medir no solo la respuesta frente al estimulo, sino
también durante el periodo post-estrés. La velocidad de recuperacion de la respuesta de
ACTH vy corticosterona es capaz de discriminar la intensidad del estrés (Garcia et al,
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2000), e incluso permite diferenciar entre estimulos de elevada intensidad que causan una
saturacion de la respuesta de ACTH mientras los animales estan expuestos, como es el
caso de los choques eléctricos de elevada intensidad y la IMO (Marquez et al, 2002). De
igual manera, aunque los niveles de corticosterona durante la exposicion a estimulos es-
tresantes de intensidad intermedia-alta pueden no representar una medida adecuada, el
seguimiento de esta variable durante la fase de recuperacion si puede ser un buen
marcador de intensidad de estrés.

max.

ud del cambio

Intensidad del agente estresante

Fig. 5. Representacidon de la magnitud de cambio de diferentes variables fisiolégicas segun la
intensidad del estimulo estresante.

Los niveles de intensidad incrementan progresivamente de izquierda a derecha. Las curvas que representan cada
variable tienen un patrén determinado que indica diferentes niveles de reactividad y de saturacién de respuesta
dependiendo de la intensidad del estimulo. Particularmente destacable es la saturacién de la respuesta de corticos-
terona con relativamente bajos niveles de intensidad de estrés (Adaptado de Armario, 2012).

Como hemos comentado anteriormente, otro factor importante a tener en cuenta es la
capacidad de cada variable de mantener su nivel de respuesta frente a estimulos sosteni-
dos. La ACTH es de liberacion rapida, pudiéndose determinar su respuesta frente a un
estimulo estresante a partir de los 5 min de inicio del mismo. Si el estimulo no cesa, se
observara un pico maximo a los 15 min, que se podria mantener aproximadamente hasta
pasados 60 min del inicio. Una vez pasado este tiempo y aunque el estimulo persista, los
niveles de ACTH disminuiran hasta alcanzar niveles proximos a los basales (Hauger et al,
1988). Debido a esta dinamica, la ACTH no es una medida apropiada para valorar esti-
mulos de larga duracion (superiores a 1 h). Por su parte, la liberacion de corticosterona
sigue una dinamica mas lenta, observandose un maximo de respuesta a los 15-20 min del
inicio del estrés cuando éste es muy breve. Si el tiempo de exposicion es mas prolongado,
la respuesta de corticosterona puede alcanzar su maximo entre los 30-60 min del inicio
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(Dal-Zotto et al, 2004), manteniéndose en estos niveles elevados hasta que no cesa el esti-
mulo estresante (Belda y Armario, datos no publicados).

En conjunto, podemos afirmar que las hormonas del eje HPA son buenos marcadores de
la intensidad, aunque para obtener unos datos fiables debemos tener en cuenta sus dina-
micas de liberacion, de saturacion y de recuperacion. Por ejemplo, frente a estimulos es-
tresantes de corta duracién (10-15 min), los valores de ACTH justo al acabar el estimulo
pueden aportar una informacién mas precisa de su intensidad que no la corticosterona.
Esto se debe a que es probable que la corticosterona atin no haya alcanzado su maximo
de respuesta, y que éste se produzca durante el periodo de recuperacion.

3. Consecuencias del estrés: tolerancia y
sensibilizacion

Las consecuencias fisioldgicas y conductuales derivadas de la exposicion a situaciones es-
tresantes han sido extensamente estudiadas durante décadas. Gracias a estos estudios, hoy
en dia esta ampliamente aceptado que la exposicion previa al estrés puede inducir cam-
bios en el SNC que den lugar a respuestas fisiologicas y conductuales alteradas frente a
una nueva exposicion a estimulos estresantes (Armario, 2006b; Armario et al, 2008). Mu-
chos de estos cambios pueden ser apreciados tan solo durante los minutos u horas poste-

riores a la exposicion previa al estrés, pero algunos pueden permanecer durante dias o
meses (efectos a corto y a largo plazo, respectivamente).

Una historia previa de estrés puede inducir tanto una menor respuesta fisiologica y/o con-
ductual a situaciones estresantes posteriores, como un incremento de estas respuestas
(Marti y Armario, 1998; Armario et al, 2008; Belda et al; 2008; Grissom y Bhatnagar,
2009). Expresado brevemente, mientras la exposicion previa a situaciones de estrés, agu-
das o crénicas, generalmente da lugar a respuestas normales o acentuadas frente a esti-
mulos estresantes diferentes (heterotipicos), suele producirse una reduccion de las res-
puestas frente al mismo estimulo (homotipico). No obstante, en algunas ocasiones se ha
constatado que la re-exposicion al estimulo homotipico también da lugar a un incremento
de respuesta. Algunos de los parametros involucrados en estas discrepancias todavia estan
por determinar, aunque emerge cierta coherencia si tenemos en cuenta tanto la intensidad
como la naturaleza de los estimulos estresantes utilizados para inducir los efectos.

Aunque este trabajo se centra en el estudio de la sensibilizacion a largo plazo de las res-
puestas de estrés inducida por la exposicion aguda a estimulos estresantes predominan-
temente emocionales, creemos conveniente aportar también informacion acerca de la
sensibilizacion cruzada inducida por la exposicion previa a estrés cronico, asi como de las
posibles razones de la disminucion de las respuestas a situaciones estresantes agudas por
la exposicion previa (tanto aguda como cronica) al estrés. La comparacion de estos pro-
cesos nos puede facilitar una vision mas completa de los efectos de la exposicion previa al
estrés.
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3.1 Exposicion previa al estrés y tolerancia
Efectos sobre marcadores bioldgicos de estrés

Actualmente existen muchos datos en la bibliografia que demuestran que la exposicién
repetida durante varios dias o semanas a un mismo estimulo estresante puede dar lugar a
una disminucién progresiva de la respuesta del eje HPA y otras variables fisioldgicas (ni-
veles plasmaticos de adrenalina e hiperglucemia), frente al estimulo homotipico (Martiy
Armario, 1998; Grissom y Bhatnagar, 2009; Armario, 2006b). A este fenémeno se le de-
nomind inicialmente adaptacion, aunque posteriormente fue imponiéndose el término
habituacion, asumiendo que la adaptacion a la exposicidn diaria al estimulo homotipico
seguia las leyes de la habituacion (Natelson et al, 1988; De Boer et al, 1990; Ma y Lightman,
1998). No obstante, la hipotesis de que la adaptacion al estrés repetido es un fenémeno
similar a la habituaciéon nunca habia sido especialmente elaborada desde un punto de vista
tedrico ni se habia comprobado experimentalmente de forma sistematica, hasta muy re-
cientemente en nuestro laboratorio (Rabasa et al, 2015). El interés por reanalizar la adap-
tacion al estrés cronico fue en parte debido al hecho de demostrarse consistentemente que
una Unica exposicion al estrés también era capaz de reducir la respuesta de diferentes va-
riables fisioldgicas cuando los animales eran expuestos dias mas tarde al mismo estimulo
(Armario et al, 2004; 2008). El efecto se observaba con estimulos emocionales e incluso
con algunos estimulos sistémicos como la endotoxina bacteriana. Inicialmente denomi-
namos a este proceso desensibilizaciéon homotipica a largo plazo para diferenciarlo del
proceso de adaptacion producido por la exposicion crénica al mismo estimulo estresante
(Armario et al, 2004).

Aunque no es el objetivo de la presente tesis discutir la base tedrica de los diferentes con-
ceptos, si es importante destacar que los datos recientes de nuestro laboratorio demues-
tran que el proceso de adaptacion al estrés cronico repetido no sigue las leyes de la habi-
tuacion, y que en realidad adaptacion y desensibilizacion son el mismo fendmeno, de tal
manera que, bajo ciertas circunstancias, una nica exposicion a estrés es suficiente para
inducir maxima adaptacion del eje HPA (Rabasa et al, 2015). En base a estas evidencias y
otros datos de la literatura, proponemos cambiar la denominacién de habituacién para
referirse al proceso de adaptacion al estrés cronico repetido y ofrecemos como alternativa
denominarlo tolerancia. Este concepto es neutro en cuanto a los mecanismos subyacentes
y es aplicable independientemente del niimero previo de exposiciones y de la naturaleza
particular del estimulo estresante (emocional o sistémico).

También es importante comentar, en relacion a la tolerancia al estrés, que ésta no se ex-
plica por una pérdida generalizada de capacidad de respuesta neuroendocrina ya que la
exposicion a estimulos heterotipicos acostumbra a generar respuestas normales o incre-
mentadas (Dallman et al, 1992; Marti y Armario, 1998; Grissom y Bhatnagar, 2009; Kve-
tnansky et al, 2009). Por lo tanto, la tolerancia al estimulo homotipico no es debida a
cambios bioquimicos desencadenados por la exposicion a la situacién estresante (v.g.
agotamiento de la capacidad de secrecion de las glandulas endocrinas), sino que parece
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mas adecuado atribuirla a una menor activacion emocional, consecuencia de la familiari-
zacién con la situacion (Marti y Armario, 1998). En consonancia con esta idea, los para-
metros que muestran una mayor capacidad de tolerancia son principalmente aquellos que
hemos descrito anteriormente como marcadores de intensidad de estrés (ACTH, corti-
costerona/cortisol, adrenalina, prolactina, glucosa, reduccion del peso o ingesta), aunque
en el caso de la prolactina, por razones que se desconocen, solo se produce tolerancia con
estimulos de baja intensidad.

No siempre se observa tolerancia de la respuesta neuroendocrina a la exposicion diaria al
estimulo homotipico, y en ello parece tener especial relevancia la naturaleza del estimulo
estresante estudiado. Asi, mientras que la exposicion (aguda o crénica) a estimulos de
naturaleza predominantemente emocional suelen originar tolerancia de la respuesta del
eje HPA al mismo estimulo, ésta no se produce generalmente en respuesta a estimulos
sistémicos repetidos, como hemorragia o hipoglucemia inducida por insulina (Aguilera,
1994; Marti y Armario, 1998; Grissom y Bhatnagar, 2009). Sin embargo, en nuestro labo-
ratorio hemos observado que una tnica administracion de endotoxina (LPS) a altas dosis,
da lugar a una menor respuesta del eje HPA tras re-exponer a los animales al mismo esti-
mulo 1 o0 4 semanas mas tarde, mostrandose el efecto fundamentalmente en fases tardias
de la respuesta aguda a la endotoxina (Vallés et al, 2002). Por el contrario, la exposicion a
un estimulo estresante sistémico que puede poner en mayor peligro real al animal, como
una hipoglucemia profunda inducida por insulina, no modifica a largo plazo la respuesta
del eje HPA al estimulo homotipico (Armario et al, 2004). Estas discrepancias pueden
explicarse por el hecho de que la activacion del eje HPA estd encaminada a mantener la
homeostasis y, por lo tanto, parece razonable asumir que una reduccidon progresiva de su
respuesta solo se producirad si el organismo es capaz de desarrollar procesos adaptativos
compensatorios. Si no es asi, tal y como sucede con gran nimero de estimulos sistémicos,
la respuesta del eje HPA se mantendra a pesar de la repeticion del estimulo o incluso se
incrementara si la homeostasis se ve gravemente comprometida por la re-exposicion al
estimulo, como parece ser el caso de la hemorragia (Smith et al, 1988; Thrivikraman and
Plotsky, 1993).

Centrandonos en los estimulos de naturaleza esencialmente emocional, es muy consis-
tente en la literatura la observacion de tolerancia de la respuesta de la ACTH tras la expo-
sicién repetida diariamente al mismo estimulo (Marti y Armario, 1998; Marti et al, 2001;
Armario et al, 2004; Armario, 2006b; Grissom y Bhatnagar, 2009). En cambio, en muchos
casos, los datos referentes a la respuesta de la corticosterona justo al finalizar la situacién
de estrés no indican tolerancia homotipica (v.g. Natelson et al, 1988; Orr et al, 1990). De
hecho, nuestro laboratorio ha observado de forma reiterada que la exposicién repetida a
un estimulo estresante intenso como la IMO induce al mismo tiempo una disminucién
marcada de los niveles de ACTH y un incremento de los niveles de corticosterona en
plasma cuando estos parametros son medidos inmediatamente después de acabar el esti-
mulo estresante (v.g. Armario et al, 1988a; Mdarquez et al, 2004). Esta paradoja puede ex-
plicarse facilmente debido a que la exposicion crénica al estrés puede producir un incre-
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mento de la capacidad maxima de la glandula adrenal para secretar corticosterona (Ar-
mario et al, 1988a; Ulrich-Lai et al, 2006). Ademas, como ya se ha comentado anterior-
mente, un factor importante a tener en cuenta es que la sintesis de glucocorticoides se
satura con niveles relativamente bajos de ACTH (Keller-Wood et al., 1983), de tal forma
que los niveles de corticosterona ya no reflejan los de ACTH. En ambos casos el problema
puede solventarse midiendo los niveles de corticosterona en los periodos de recuperacion
post-estrés. En estas condiciones, se puede apreciar que la exposicion crénica a la IMO
también induce de forma consistente tolerancia en la respuesta de la corticosterona (v.g.
Garcia et al, 2000; Marti et al, 2001; Belda et al, 2004; Marquez et al, 2004; Daviu et al,
2014; Rabasa et al, 2015a). Es importante recalcar la importancia de estas dos observacio-
nes (capacidad maxima de respuesta y saturacion) para poder entender gran parte de las
discrepancias en la bibliografia acerca de la tolerancia de la respuesta del eje HPA. Estas
discrepancias surgen porque en algunos estudios se ha interpretado el efecto sobre el eje
HPA valorando tnicamente la respuesta de corticosterona y solo al acabar el estimulo.
Teniendo en cuenta estos argumentos, podemos concluir que la respuesta periférica glo-
bal del eje HPA se ve claramente reducida por la re-exposicién a un gran rango de esti-
mulos estresantes predominantemente emocionales (Marti y Armario, 1998; Marti et al,
2001; Armario et al, 2004; Belda et al, 2004; Armario, 2006b; Grissom y Bhatnagar, 2009).

Si atendemos a las caracteristicas de los estimulos estresantes emocionales que permiten
una mayor tolerancia de la respuesta del eje HPA tras una sola experiencia previa, se ob-
serva, en contraposicion a lo que podria pensarse, que ésta es directamente proporcional
ala intensidad del estimulo estresante. Asi, Marti et al (2001) mostraron que la reduccién
de la respuesta era mas intensa con la IMO (intensidad muy alta) que con el restraint
(intensidad moderada) y con éste mds que con la incision en la cola (intensidad baja).
Comparando dos cepas de rata (Sprague-Dawley y Wistar), la IMO también produjo una
mayor tolerancia al estimulo homotipico que el choque eléctrico en las patas de 0,5 mA
(menos intenso que la IMO), independientemente de la cepa (Belda et al, 2004). En algu-
nos de estos casos los efectos a largo plazo fueron mas evidentes con los niveles plasmati-
cos de corticosterona que con los de ACTH, lo que sugiere algtn tipo de influencia de la
exposicion previa al estrés sobre la regulacion de la respuesta adrenocortical indepen-
diente de la ACTH (Armario et al, 2006b). La relacion entre intensidad del estimulo y la
tolerancia al estrés cronico también se ha demostrado fehacientemente en uno de nues-
tros trabajos recientes (Rabasa et al, 2015). En él, al comparar la respuesta del eje HPA a
la exposicion diaria a restraint o a IMO, se demostré que la IMO producia una mayor
tolerancia maxima de la respuesta de ACTH que el restraint. Ademas, esta tolerancia ma-
xima apareci6 ya al segundo dia en el caso de la IMO, mientras que en el caso del restraint
no fue evidente hasta la sexta exposicion. Resultados similares se observaron al comparar
la exposicion diaria a la IMO con otro estimulo de menor intensidad, consistente en ex-
poner a los animales a un cilindro conteniendo una pequefa cantidad de agua.

Aparte de la intensidad del estimulo, existen otros factores que afectan al proceso de to-
lerancia. Si bien la exposicion aguda a la IMO en un rango de 20 min a 2 h produce un
grado similar de tolerancia a una segunda exposicion llevada a cabo una semana después
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(Marti et al, 2001; Dal-Zotto et al, 2003; 2004). La reduccion es mucho mas discreta con
una exposicion muy breve (1 min) que con una exposiciéon de 20 min (Dal-Zotto et al,
2004). En el mismo sentido, la exposicion diaria a 3h de IMO también muestra un mayor
grado de tolerancia a la re-exposicion al estimulo que la exposicion diaria a 1 h de IMO
(Rabasa et al; 2015), observandose ademas que la exposicion repetida a 3 h de IMO da
lugar a una marcada reduccion de la respuesta inicial de la ACTH ya al segundo dia de
exposicion, que apenas se ve afectada por experiencias adicionales con la situacion. Estos
resultados no solo confirman que una tnica exposicion a laIMO es suficiente para inducir
una tolerancia similar a la de la exposicidn repetida respecto a la respuesta del eje HPA,
sino que apoyan la hipétesis de que la adquisicion de la tolerancia al estrés dependeria de
la duracidn de la sesion de exposicion al estimulo estresante.

El intervalo de tiempo transcurrido entre exposiciones también es importante en el pro-
ceso de tolerancia. La comparacion de la respuesta del eje HPA ala IMO en ratas expues-
tas 1,7 o 13 dias antes a 1 h de IMO muestra que la reduccion de las respuestas de ACTH
y corticosterona es mayor en el grupo re-expuesto 13 dias después, aunque este efecto es
mucho mas evidente para la corticosterona y especialmente en los tiempos post-estrés
(Marti et al, 2001). En concordancia, la exposicion repetida a la IMO con dos intervalos
de tiempo diferentes entre cada exposicion (1 o 3 dias) también muestra que la adquisi-
cién de tolerancia de la respuesta de la ACTH es mas acentuada a lo largo de las sesiones
cuanto mayor es el intervalo de tiempo transcurrido entre éstas (Rabasa et al; 2015). Lo
mismo se observa con un estimulo de menor intensidad (exposicion a un recipiente cilin-
drico con un poco de agua). Estos datos sugieren que tras una primera exposicion a la
IMO vya se producen cambios que pueden desarrollarse en periodos de tiempo largos
(dias, semanas) y van a reflejarse en reducciéon de la respuesta al estimulo homotipico.
Una posible explicacion para el efecto de la intensidad y duracién del estimulo estresante
es que el tipo de memoria acerca de la situacién que determina la reduccién de la respuesta
del eje HPA pueda requerir de algunos dias para consolidarse completamente después de
exposiciones relativamente cortas a los estimulos estresantes, y que esta consolidacion se
produciria mds rapidamente con estimulos estresantes mas intensos.

La tolerancia del eje HPA al estrés ha sido caracterizada a nivel del PVN. Asi, mediante el
estudio de la expresion del gen de expresion temprana c-fos (considerado un buen mar-
cador de activacion neuronal; Hoffman y Lio, 2002) se ha descrito una reduccion de la
activacion del PVN en animales expuestos cronicamente al ruido (Campeau et al, 2002),
al restraint o a la IMO (Unemoto et al, 1994a; 1994b; 1997; Bonaz y Rivest, 1998; Girotti
et al, 2006; Ons et al, 2010; Rabasa et al, 2015a), al olor al depredador (Weinberg et al,
2009) y a la derrota social (Kollack-Walker et al, 1999). Una sola exposicién previa a la
IMO también da lugar a una marcada reduccién de la expresion de c-fos en el PVN en
respuesta al mismo estimulo una semana después de la primera exposicidn, siendo el
efecto menor, aunque significativo, tras cuatro semanas (Valles et al, 2003; 2006). Este
efecto sobre la expresion de c-fos no concuerda con lo que se observa generalmente en la
respuesta periférica del eje HPA, que alcanza una reduccién maxima (o casi maxima) con
una sola exposicion previa, indicando que hay factores que afectan a la liberacion de
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ACTH independientemente de la activacion del PVN valorada mediante la inducciéon de
c-fos. Sin embargo, esta disociacion no es sorprendente puesto que las sefiales electrofi-
siolégicas son cruciales para la liberacion de CRH y otros secretagogos al sistema portal
hipofisario, en tanto que la induccidon de c-fos es dependiente de la activacion de vias
bioquimicas intracelulares, y la experiencia previa puede impactar de forma diferente so-
bre estos dos procesos.

La disociacién entre activacion electrofisioldgica de la neurona y la induccién de c-fos
también es extensible a la expresion el gen de CRH. Una reduccion de la expresion del
gen de CRH en respuesta al estimulo homotipico también se ha observado tras exposicion
crénica a restraint (May Lightman, 1998; Ma et al, 1999; Girotti et al, 2006). Con una sola
exposicion previa al estimulo estresante, hemos observado que el incremento en la expre-
sién del CRH desencadenado por una segunda exposicion al estimulo homotipico solo se
ve reducido al cabo de cuatro semanas y no de una semana, tanto en el caso de la IMO
(Marti et al, 2001; Vallés et al, 2003) como en el del LPS (Vallés et al, 2002). Los cambios
que controlan la actividad transcripcional del gen del CRH y aquellos que afectan a la
liberaciéon de ACTH y corticosterona parecen no coincidir temporalmente: la maxima
reduccion de la respuesta periférica del eje del HPA se observa ya durante la primera se-
mana posterior a la exposicion al estimulo estresante, mientras que a nivel central (mMRNA
y hnRNA de CRH en el PVN) es necesario un periodo de incubacién de al menos cuatro
semanas para observar una disminucion (Marti et al, 2001; Valles et al, 2002; 2003; 2006).
No se conocen los procesos implicados en esta disociacion.

Algunas caracteristicas especificas de los estimulos estresantes utilizados en el laboratorio
pueden interferir en el proceso de tolerancia, obteniéndose una respuesta neuroendocrina
inalterada o, incluso, aumentada (sensibilizada) tras la repeticion del estimulo. En nuestro
laboratorio hemos demostrado que la temperatura del agua es un parametro critico para
que se produzca tolerancia del eje HPA en respuesta a la natacion forzada. Asi, una tem-
peratura del agua relativamente baja (24-25° C), que provoca hipotermia, interfiere con
la tolerancia de la respuesta del eje HPA tipicamente observada cuando la temperatura
del agua es mas elevada (36° C), en cuyo caso no se produce hipotermia (Dal-Zotto et al,
2000; Rabasa et al, 2013). Estas observaciones apoyan datos previos describiendo que la
exposicion repetida a la natacion forzada a 34° C causaba tolerancia de las respuestas tanto
de adrenalina como de noradrenalina, en tanto que la exposicién diaria a la natacion a 18
0 24° C no inducia tolerancia de la adrenalina y la respuesta de noradrenalina incluso se
incrementaba (Konarska et al., 1990). En conjunto, los datos sugieren que la componente
sistémica (hipotermia) de la situacion estresante puede ser la responsable de la interferen-
cia con los procesos adaptativos que permiten una reduccion de la respuesta al estrés. Esta
interpretacion viene apoyada por un estudio en el que se observa un descenso de la res-
puesta de catecolaminas en plasma tras la exposicion diaria a la IMO, mientras que la
respuesta a la exposicidn diaria a un estimulo estresante que puede conllevar lesiones o
procesos inflamatorios (rotacion en el tambor de Noble-Collip) estd incrementada (Kve-
tnansky et al, 1984).
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Resultados similares se han observado en animales expuestos repetidamente al choque
eléctrico, otro estimulo que puede tener una componente sistémica importante (v.g. dolor
e inflamacion local). Por ejemplo, Orr et al (1990) observaron un incremento de la res-
puesta de la ACTH vy la corticosterona tras la exposicion diaria a choques en la cola. Mas
recientemente, nuestro laboratorio ha comparado la tolerancia de la respuesta de la
ACTH a la exposicién diaria a la IMO y a dos intensidades diferentes (baja y alta) de
choque eléctrico en las patas (Rabasa et al, 2011). A pesar de que la IMO parece ser un
estimulo estresante mas intenso que el choque eléctrico en las patas de alta intensidad
teniendo en cuenta los marcadores bioldgicos de estrés, se observo tolerancia de la ACTH
tanto a la exposicion repetida a la IMO como al choque eléctrico de baja intensidad, pero
no al choque eléctrico de alta intensidad. Por lo tanto, las discrepancias no parecen estar
relacionadas con una mayor intensidad del choque como estimulo estresante respecto a
la IMO, sino con la posibilidad de que a partir de ciertas intensidades de choque eléctrico
se pueda producir dano tisular o se puedan activar vias nociceptivas que interfieran con
la tolerancia.

Aunque se ha descrito una sensibilizacion de la respuesta de la corticosterona a la exposi-
cién diaria de ratas a un gato (potencial depredador de la rata), los resultados son dificiles
de interpretar dado que no se aportaron los datos de ACTH (Figueiredo et al., 2003a).
Ademas, en otros estudios la exposicion repetida tanto a olor a gato como a olor a hurén
(otro potencial depredador de la rata) ha mostrado inducir tolerancia, y no sensibiliza-
cidn, tanto a nivel del eje HPA como a nivel central (File et al, 1993; Campeau et al, 2008;
Weinberg et al, 2009). Por consiguiente, parece improbable que un estimulo puramente
emocional como la exposicion al depredador cause sensibilizacion.

La tolerancia no esta restringida al eje HPA, habiéndose observado también con otras
variables fisioldgicas tras la re-exposicion a estimulos estresantes emocionales. En refe-
rencia al eje SMAA, aunque se observa tolerancia tras la exposicion cronica al estrés homo-
tipico, tanto en la respuesta de adrenalina como en la de noradrenalina (McCarty et al,
1988; Konarska et al, 1989a; De Boer et al, 1990), la reduccién de la respuesta es siempre
mas evidente en el caso de la primera (De Boer et al, 1989), en consonancia con el hecho
de que la adrenalina es mas sensible a la intensidad del estimulo estresante (Natelson et
al, 1987). Puesto que la hiperglucemia inducida por estrés esta ligada a la liberacion de
catecolaminas (Armario, 1998), es congruente que ésta también se vea reducida tras la
exposicion repetida a estimulos estresantes emocionales (v.g. Armario et al, 1990; Lachuer
et al, 1994; Marquez et al, 2004). Al igual que el eje HPA, el eje SMA se adapta de forma
especifica al estimulo homotipico, ya que tras un periodo de estrés crénico suele obser-
varse una respuesta incrementada ante un estimulo heterotipico (McCarty et al, 1988;
Konarska et al, 1989b; Rusnak et al, 2001).

Una historia previa de estrés cronico ha mostrado tener un efecto protector sobre otros
parametros, como la pérdida de peso y de ingesta cuando los animales son re-expuestos
al estimulo homotipico (Pastor-Ciurana et al, 2014). El efecto protector no parece reque-
rir de una exposicion repetida al estimulo. Una sola sesiéon de 1 o 20 min de IMO ofrece
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un efecto protector sobre el descenso de la ingesta inducido por una segunda exposicién
a la IMO una semana mas tarde (Dal-Zotto et al, 2004). Es interesante hacer notar que,
mientras que el grado de desensibilizacion del eje HPA parece estar relacionado con el
tiempo de exposicion a la IMO (mayor con 20 min que con 1), la proteccion frente a la
disminucién de la ingesta fue igual con ambos tiempos, lo que sugiere una sensibilidad
diferente de las distintas variables al grado de experiencia previa con la situacion estre-
sante.

Efectos sobre la conducta

A nivel conductual, la re-exposicidn a estimulos estresantes emocionales también es capaz
de inducir tolerancia en determinadas respuestas al estimulo. Asi, se ha observado con-
sistentemente que la exposicion repetida a la natacion forzada, al restraint o la IMO da
lugar a un progresivo descenso de las conductas activas de escape frente al estimulo ho-
motipico (v.g. kitada et al, 1981; Dal-Zotto et al, 2000; Grissom et al, 2008, Tynan et al,
2010; Kearns et al, 2013; Rabasa et al, 2013; Pastor-Ciurana et al, 2014). Estos estimulos
tienen en comun la imposibilidad de escapar de la situacion, por lo que el descenso de las
conductas de escape estaria relacionado con la adopcidn de estrategias de afrontamiento
pasivo frente a situaciones reconocidas como inescapables.

También se observa tolerancia en los efectos conductuales del estrés evaluados inmedia-
tamente después o al cabo de varias horas de la exposicion, siendo la conducta en ambien-
tes nuevos el parametro mas estudiado. Asi, la exposicion repetida a la misma situacién
estresante tiene un menor impacto inhibidor sobre la actividad motora y exploratoria en
el campo abierto (v.g. Kennet et al, 1985a; 1986; Pol et al, 1992; Daviu et al, 2014b; Pastor-
Ciurana et al, 2014) o sobre la induccién de conductas ansiosas en el EPM o en la prueba
de luz-oscuridad (v.g. Cancela et al, 1995; Netto et al, 2002). La inhibicién de las conductas
activas inducidas por la exposicidn a estimulos estresantes intensos parece estar relacio-
nada con la imposibilidad de mantener unos niveles apropiados de noradrenalina en cier-
tas areas del SNC (Glazer et al, 1975; Weiss et al 1975a; 1975b), por lo que la recuperacion
de la actividad tras la exposicion repetida a un mismo estimulo estresante podria expli-
carse por el incremento potencial de la capacidad de sintesis de noradrenalina tras una
historia previa de estrés cronico, lo que evitaria la reducciéon de los niveles de noradrena-
lina tras la exposicion aguda a estimulos de elevada intensidad (Weiss et al 1975b; Kvet-
nansky et al, 2009). Es importante destacar que al menos con algunas variables conduc-
tuales, el efecto protector aparece también frente a estimulos heterotipicos. Este hecho es
compatible con la posibilidad de que algunos cambios conductuales sean consecuencias
del descenso en los niveles de noradrenalina, dado que una historia previa de estrés puede
incrementar notablemente la capacidad para sintetizar noradrenalina, impidiendo asi su
descenso incluso en nuevas situaciones de estrés de elevada intensidad.

El papel relevante de la noradrenalina no descarta que otros sistemas de neurotransmision
puedan ser importantes. Por ejemplo, los opioides endégenos podrian mediar en el efecto
protector que tiene la exposicidn diaria a restraint sobre los efectos ansiogénicos produ-
cidos tanto por la exposicidon aguda al mismo estimulo como por la exposicion aguda a
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choques eléctricos en las patas (Cancela et al, 1995), volviendo de nuevo a ponerse de
manifiesto tolerancia cruzada. Es importante puntualizar que la reducciéon del impacto
del estrés sobre la conducta en ambientes nuevos no es tan evidente cuando el protocolo
de estrés cronico incluye el uso de choques eléctricos (v.g. Pastor-Ciurana et al, 2014), por
las caracteristicas particulares del choque, que mencionaremos mas adelante.

Una historia previa de estrés crénico ha mostrado tener un efecto protector sobre la dis-
minucién del consumo de sacarina, usualmente relacionada con un estado de anhedonia
(v.g. Pucilowski, 1993), cuando los animales son re-expuestos al estimulo homotipico
(Plaznik et al, 1989; Pastor-Ciurana et al, 2014). En este caso, la proteccion parece especi-
fica para el estimulo homotipico.

Areas del SNC y mecanismos implicados

Puesto que la tolerancia observada en los sistemas fisioldgicos periféricos es considerada
como una consecuencia de cambios a nivel del SNC, no es de extraiar que, aparte del
PVN, también aparezca tolerancia al estrés crénico en areas implicadas en el procesa-
miento de los estimulos estresantes emocionales. Asi, se ha encontrado una menor induc-
cién de c-fos tras estrés cronico en areas de procesamiento emocional (como la mPFC,
amigdala, BNST, LS o LC), en los nucleos talamicos implicados en el procesamiento sen-
sorial de los estimulos estresantes y en las areas corticales sensoriales primarias especifi-
camente relacionadas con el tipo de estimulo estresante utilizado (v.g. Melia et al, 1994;
Campeau et al, 2002; Girotti et al, 2006; Day et al, 2009; Weinberg et al, 2009; Ons et al,
2010; Rabasa et al, 2015a). Esto indicaria que a nivel del SNC, la tolerancia al estrés cro-
nico implicaria una inhibicion generalizada que afectaria a todas las dreas telencefalicas y
diencefdlicas implicadas en el procesamiento de los estimulos estresantes. También se ha
estudiado mediante la expresion de c-fos el efecto de una tinica exposicion a la IMO sobre
el grado de activacidon de areas del SNC que podrian participar de la reduccion a largo
plazo de la respuesta ala IMO (Vallés et al, 2006). Los resultados de este estudio muestran
una reduccion del mRNA de c-fos en el LS en respuesta a la IMO, tanto 7 como 28 dias
después de la primera exposicion. La MeA y el LC también mostraron una menor res-
puesta, aunque esta reduccion solo se observo a los 7 dias post-IMO. Por el contrario, en
la subdivision anterior-ventral de BNST (avBNST) se observé un incremento de la induc-
cién de c-fos a los 7 dias post-estrés. En el resto de areas estudiadas no se encontraron
diferencias en funcion de la experiencia previa con la IMO, sugiriendo que los cambios
en el PVN podrian ser secundarios a las modificaciones en la MeA y el LS. Comparando
los efectos de una experiencia previa y de la experiencia repetida con la IMO, parece evi-
dente que el impacto de la exposicion repetida a la IMO sobre la expresion de c-fos es en
general mayor que la producida por una tnica exposicion previa.

En base a lo observado con la expresion de c-fos, es muy posible que sean multiples las
estructuras del SNC que participan en el proceso de tolerancia al estrés. Es de suponer
que las seiales inhibidoras que conducirian a una menor respuesta al estimulo homoti-
pico se originen en estructuras que procesan algun tipo de memoria respecto a las carac-
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teristicas especificas del estimulo estresante puesto que, al igual que sucede a nivel perifé-
rico, la expresion de c-fos ante un estimulo heterotipico no se encuentra alterada o, in-
cluso en algunos casos, se observa un incremento de la misma (v.g. Melia et al, 1994; Bhat-
nagar y Dallman, 1998; Weinberg et al, 2009). Recientemente se ha propuesto que la in-
sula podria estar involucrada en la elaboracion de sefiales de seguridad que participarian
en la tolerancia al estrés repetido (Rabasa et al, 2015a), ya que existen evidencias que re-
lacionan a esta estructura con la influencia beneficiosa de las sefiales de seguridad para
reducir las consecuencias negativas de los choques eléctricos en el paradigma de indefen-
sién aprendida por choques en la cola (Christianson et al, 2008; 2011). En este sentido,
también se ha sugerido que aquellas areas que estan involucradas en la formacién y con-
solidacion de las memorias relacionadas con las situaciones estresantes podrian tener un
papel relevante en la tolerancia al estrés (Grissom y Bhatnagar, 2011). Estos ultimos au-
tores han mostrado que la administracion diaria de un bloqueante de los receptores p-
adrenérgicos (propranolol) directamente en la BLA bloquea la reduccion de la respuesta
de la ACTH tras la exposicion repetida al restraint, implicando a este nucleo en la induc-
cién del fenémeno de tolerancia. Este papel de la BLA es compatible con los datos que
muestran una disminucién de la expresion de c-fos, tanto tras una sola exposicion previa
a la IMO como tras la exposicion repetida a este estimulo (Rabasa et al, 2015a), y con el
papel ampliamente aceptado de la BLA en la consolidacion de diferentes tipos de apren-
dizajes asociativos con componente emocional (McGaugh, 2004).

Por el contrario, la zona posterior del nicleo paraventricular del talamo (pPVTh) se ha
implicado especificamente en la tolerancia al estrés crénico, dado que lesiones de este
nucleo bloquean la induccién de la tolerancia del eje HPA al restraint sin afectar a la res-
puesta aguda al estrés (Bhatnagar et al, 2002). En el mismo sentido, lesiones de este nucleo
dan lugar a un incremento de la liberaciéon de ACTH ante un estimulo estresante hetero-
tipico solo si ha habido una historia previa de estrés cronico (Bhatnagar y Dallman, 1998;
Bhatnagar et al, 2000), lo que sugiere que su papel facilitador se desarrollaria durante el
periodo de estrés cronico. La participacion de este nicleo en los procesos de tolerancia
podria estar relacionada, al menos parcialmente, con cambios en la retroinhibicion del eje
HPA ejercida por los glucocorticoides. Aunque no esta claro como ejerceria este efecto
sobre el eje HPA, el pPVTh envia proyecciones a distintos nucleos de la amigdala (central,
basomedial y basolateral), BNST, nucleo accumbens y mPFC (Jaferi y Bhatnagar, 2006),
y probablemente, podria también afectar a la actividad del PVN mediante proyecciones
indirectas. Aunque se han implicado otras areas como el mPFC en la tolerancia al estrés
crénico (Weinberg et al, 2010b), los resultados son complejos de interpretar.

Existen pocos datos acerca del efecto del estrés sobre los nticleos de proyeccion catecola-
minérgica del tronco encefalico y el papel que pueden tener éstos en los procesos de tole-
rancia al estrés. En los estudios en los que se ha valorado el efecto sobre la transcripcion
de las enzimas implicadas en la sintesis de catecolaminas (como la tirosina hidroxilasa;
TH), no siempre se han aportado los niveles basales previos a la tltima exposicién, dando
lugar a confusiones en la interpretacion de los resultados (v.g. Makino et al, 2002). Sin
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embargo, cuando se han aportado los niveles basales, se ha podido observar que la expo-
sicion diaria a la IMO promueve una reduccion de la respuesta aguda de TH al estimulo
homotipico, a pesar de causar un incremento en los niveles basales de mRNA (Rusnak et
al, 2001). En el mismo sentido, la exposicion diaria a rafagas de aire en la cara (un estimulo
estresante relativamente suave) también reduce la expresion de TH en respuesta al esti-
mulo homotipico en dos cepas de ratas (McDougall et al, 2005).

A pesar de la inhibicién generalizada de la activacién de areas telencefélicas y diencefali-
cas, los procesos neurobioldgicos subyacentes a la tolerancia a la re-exposicion a estimulos
emocionales son poco conocidos y se restringen al eje HPA. Algunos autores se han cen-
trado en el estudio del papel de los glucocorticoides en dicha tolerancia debido a su im-
plicacion en los procesos de aprendizaje (De Quervain et al, 2009; Bentz et al, 2010) y en
la retroinhibicién del eje HPA. A este respecto, no parece que la liberacion de glucocorti-
coides sea un requisito imprescindible para la induccion de la tolerancia ya que ésta se
observa tanto en animales ADX como ADX+B tras la exposicion repetida a IMO o a res-
traint (Dal-Zotto et al, 2002; Jaferi y Bhatnagar, 2006). Aunque después de una sola ex-
posiciéon aguda a la IMO no se ha observado reducciéon de la respuesta de la ACTH al
mismo estimulo en animales ADX+B, a diferencia de lo observado en animales intactos
(Dal-Zotto et al, 2002; 2003), otras manipulaciones, como la administracion de metira-
pona (inhibidor de la sintesis de glucocorticoides) o de un antagonista de los GR antes de
la primera IMO solo bloquean parcialmente la reduccion de la respuesta periférica del eje
HPA a una segunda exposicion 7 dias mas tarde (Dal-Zotto et al, 2003). Estos resultados
indican que el incremento en los niveles de glucocorticoides en la primera exposicion al
estrés no son determinantes para inducir el proceso de tolerancia y quizas la ausencia de
glucocorticoides en los animales ADX+B estaria en realidad impidiendo la expresién de
la tolerancia durante la segunda exposicion al estimulo. En este sentido, se ha descrito que
la administracion periférica de antagonistas de los receptores MR, y no de los receptores
GR, bloquea la expresion de la tolerancia al restraint (Cole te al, 2000). Ademas, se ha
observado que la inyeccidon conjunta de antagonistas de GR+MR directamente en el
pPVTh bloquea parcialmente la tolerancia si se administra crénicamente durante el estrés
repetido, incluso evaluando la tolerancia en condiciones libres de firmaco (24 h después
de la ultima administracién), apuntando por tanto, a un papel de los glucocorticoides en
este nucleo en la inducciéon mas que en la expresion del proceso de tolerancia (Jaferi y
Bhatnagar, 2006). Igualmente, lesiones del pPVTh atenudan ligeramente la reduccion de
la respuesta inducida por la dexametasona sélo en animales estresados cronicamente (Ja-
feri et al, 2003; Jaferi y Bhatnagar, 2006). Resumiendo, aunque los glucocorticoides pare-
cen tener un papel parcial en el proceso de tolerancia por mediacién de MR y GR, otros
mecanismos no asociados a la liberacion diaria de glucocorticoides parecen ser importan-
tes para que se produzca la tolerancia del eje HPA.

Recientemente se ha sugerido un papel de la vasopresina del SNC en la induccién de la
tolerancia del eje HPA (Gray et al, 2012), al mostrar que el bloqueo durante la exposicion
al estrés de los receptores V1a del SNC da lugar a un empeoramiento de la tolerancia del
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eje HPA ala exposicion repetida a restraint, sin afectar a la respuesta a la primera exposi-
cién. No obstante, el lugar preciso donde la vasopresina ejerceria esta accion aun esta por
determinar. Por dltimo, también se ha propuesto que los endocannabinoides podrian te-
ner un papel en la reduccidn de la respuesta del eje HPA en situaciones de estrés cronico,
ya que la administracion periférica de un antagonista de los receptores CB1 justo antes de
la ultima exposicion al estrés fue capaz de bloquear la tolerancia de la corticosterona tras
8 dias de restraint (Hill et al, 2010), Sin embargo, en nuestro laboratorio hemos obtenido
evidencias negativas a este respecto, tanto en ratas como en ratones (Rabasa et al, 2015b).

En resumen, podemos concluir que existen diferencias minimas entre los efectos de una
sola exposicion y los de la exposicion repetida a un mismo estimulo estresante en la res-
puesta al estimulo homotipico, por lo que proponemos que el término tolerancia se ajusta
mejor a estas observaciones que los términos utilizados hasta el momento (habituacion,
o desensibilizacion). El efecto de la re-exposicion al estimulo homotipico sobre las res-
puestas de estrés dependera en gran medida de la naturaleza del mismo, dado que la ex-
posicidn repetida a algunos estimulos estresantes sistémicos puede dar lugar a sensibili-
zacion de la respuesta del eje HPA (y de otras variables). La exposicion repetida a estimu-
los estresantes pura o predominantemente emocionales dara lugar a tolerancia, siendo
mas pronunciada cuanto mayor sea la intensidad del estimulo. Sin embargo, en lo que
respecta a los estimulos estresantes mixtos, el efecto de la exposicion repetida sobre las
respuestas de estrés dependerad, en gran medida, del grado de interferencia que produzca
la componente sistémica sobre los procesos adaptativos. Aunque los glucocorticoides pa-
recen tener un papel parcial en el proceso de tolerancia, otros mecanismos estarian im-
plicados. Es muy posible que multiples areas del SNC participen en el proceso de toleran-
cia al estrés cronico y muchas de ellas podrian actuar de forma redundante.

3.2 Exposicion previa al estrés y sensibilizacidon
Concepto de sensibilizacion

En un sentido amplio, el fendmeno por el cual la exposicion previa a un estimulo induce
un estado caracterizado por una mayor intensidad de respuesta frente al estimulo homo-
tipico y frente a estimulos heterotipicos se conoce como sensibilizacion. Esta sensibiliza-
cién puede afectar tanto a variables fisiologicas como a la conducta. A este respecto, la
sensibilizacion conductual se considera como una forma primitiva de aprendizaje no aso-
ciativo caracterizado por un incremento progresivo de la respuesta a estimulos adversos
0 nocivos como consecuencia de la exposicion repetida a los mismos (Rahn et al, 2013).
En las ultimas décadas ha habido un nimero creciente de estudios encaminados a la des-
cripcion de las caracteristicas de los estimulos que originan los procesos de sensibilizacion
y los mecanismos subyacentes implicados. Este interés es debido a que se postula que los
procesos de sensibilizacion estan en gran medida implicados en la aparicién de un na-
mero considerable de alteraciones fisioldgicas y psicopatologias, incluyendo desordenes
gastrointestinales, dolor crénico, trastorno por estrés post-traumatico (PTSD), psicosis o
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adiccion, entre otras (Overmier et al, 2006; Robinson y Berrige, 2008; Van Winkel et al,
2008; Rahn et al, 2013; Ursin et al, 2014).

El término sensibilizacion ha sido ampliamente utilizado en estudios relacionados con las
consecuencias a largo plazo de la experiencia repetida con drogas, basandose en la obser-
vacion de que la administracion repetida pero intermitente de una amplia gama de drogas
da lugar a un incremento progresivo de las respuestas motoras a las mismas, sobre todo
después de un periodo de abstinencia (Steketee y Kalivas, 2011). Algunos autores consi-
deran que este proceso de sensibilizacion progresiva constituye uno de los fundamentos
de la adiccion (Robinson y Berridge, 2008). Uno de los temas mads relevantes cuando se
estudia cualquier proceso de sensibilizacion es la especificidad del fenémeno, es decir, si
se observa o no sensibilizacion en respuesta al mismo estimulo/droga o entre diferentes
estimulos/drogas. En el campo de la adiccion a drogas, hay evidencia de sensibilizacién
cruzada entre diferentes drogas, y también entre drogas y estrés (Kalivas y Stewart, 1991).
Esta sensibilizacion cruzada no es de extrafar, teniendo en cuenta que los mecanismos
implicados dependen de circuitos compartidos por ambos tipos de estimulos (v.g. el sis-
tema dopaminérgico en la interaccidon entre estrés y drogas) (Saal et al., 2003).

En el campo del estrés y del eje HPA, la sensibilizacién también ha sido un tema relevante
desde el trabajo pionero de Dallman y Jones (1973). Mostraron que la respuesta de corti-
costerona a un estrés de intensidad suave, como la inyeccion intraperitoneal, no se veia
afectada por la exposicion varias horas antes al restraint, mientras que la administracion
previa de dosis de ACTH o corticosterona que simulaban la respuesta de corticosterona
al restraint si inhibian la respuesta adrenocortical al estrés de la inyeccidn. En base a estos
datos, concluyeron que el estrés induciria una facilitacion a corto plazo (horas) de la res-
puesta del eje HPA que compensaria la retroinhibicion ejercida por los glucocorticoides.
Una prediccion derivada de esta hipdtesis es que dado que la retroinhibicién de los glu-
cocorticoides contrarrestaria el proceso de facilitacion, el bloqueo de la liberacién de glu-
cocorticoides durante la primera exposicion al estrés deberia dar lugar a una mayor res-
puesta al segundo estrés (sensibilizacion), al no quedar la facilitacién contrarrestada por
la retro-inhibicion. Esta idea ha sido corroborada en ratas mediante el bloqueo farmaco-
légico de la sintesis de glucocorticoides antes de la exposicidn a una inmovilizacién en un
bolsa cénica de plastico (Wong et al, 2000). Tras comprobar que la exposicion a este tipo
de inmovilizaciéon (que no es de elevada intensidad) no afectaba, al dia siguiente, a la res-
puesta de ACTH y corticosterona a una inyeccion intraperitoneal, mostraron que la inhi-
bicion de la respuesta de corticosterona a la inmovilizacién mediante aminoglutetimida
(inhibidor de la conversion de colesterol a pregnenolona, primer paso de la sintesis de
glucocorticoides) si daba lugar a una sensibilizacién de la respuesta de las hormonas del
eje HPA al estrés de la inyeccion.

El concepto de facilitacion ha sido utilizado fundamentalmente para explicar los cambios
en larespuesta del eje HPA frente a estimulos heterotipicos, pero podria también aplicarse
a estimulos homotipicos. Asi, en nuestro laboratorio hemos demostrado que, si bien la
exposicion en un mismo dia de ratas intactas a cuatro sesiones breves (1 min) de IMO no
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altera la respuesta de la ACTH a dicho estimulo, si se observa una facilitacion de esta
respuesta en ratas ADX suplementadas con unos niveles bajos de corticosterona en el agua
de bebida (ADX + B), procedimiento que permite simular los niveles basales de corticos-
terona en plasma pero obviamente impide la respuesta de corticosterona al estrés (Andrés
et al, 1999). Por el contrario, tras exposiciones mas prolongadas a la IMO (1 hora) no se
observa facilitacién en los animales ADX+B 2 h mas tarde (Marti et al., 1999). El balance
entre la facilitacion inducida por el estrés y la retroinhibicion ejercida por los glucocorti-
coides podria explicar por qué se han encontrado resultados controvertidos en animales
intactos utilizando diferentes combinaciones de estimulos estresantes (Graessler et al.,
1989; Le Mevel et al., 1979) y muy en particular, en aquellas condiciones en las que atn
existen niveles elevados de corticosterona justo antes del segundo estimulo (Graessler et
al., 1989;. Marti et al, 1999).

Mientras que el uso del término facilitacion se emplea frecuentemente en relacién a los
efectos del estrés previo sobre la reactividad del eje HPA, el concepto de sensibilizaciéon
se ha utilizado mas ampliamente para hacer referencia a otros sistemas fisiolgicos y a la
conducta. Dado que es dificil saber si sensibilizacion y facilitacion son o no términos si-
milares, en la presente tesis utilizaremos el término mas general de sensibilizacién. Ade-
mas, diferenciaremos entre sensibilizacion y sensibilizacion cruzada para referirnos al in-
cremento de las respuestas de estrés frente al estimulo homotipico o frente a estimulos
heterotipicos, respectivamente.

Estrés crénico y sensibilizacion

En general, para estudiar la sensibilizacion heterotipica, la exposicion al nuevo estimulo
se ha llevado a cabo al dia siguiente o0 muy poco después de la historia de estrés crénico.
Los resultados indican que una historia previa de estrés cronico puede inducir sensibili-
zacion cruzada de la respuesta del eje HPA a un nuevo estimulo estresante, aunque tam-
bién existen resultados controvertidos (Dallman, 1993; Marti y Armario, 1998). Pese a
que las razones de estas discrepancias no estan del todo claras, cuando tenemos en cuenta
algunas de las consideraciones ya comentadas previamente (v.g. naturaleza de los estimu-
los estresantes o capacidad maxima de respuesta, intensidad de los estimulos y saturacién
de las hormonas del eje HPA, entre otras) aparecen algunos patrones generales.

Uno de los factores de especial relevancia es la naturaleza (sistémica vs emocional) del
estimulo crénico. Asi, cuando se han valorado los niveles plasmaticos de ACTH en lugar
de los de corticosterona, se ha observado que la exposicion crénica continuada o intermi-
tente al frio suele inducir una sensibilizacidon cruzada de la respuesta del eje HPA a dife-
rentes estimulos, como a la inyeccion de salino, al restraint o al éter (Sakellaris y Vernikos-
Danellis, 1975; Hauger y Aguilera, 1992; Bhatnagar y Meaney, 1995; Bhatnagar y Dall-
man, 1998; Pardon et al, 2003; Ma & Morilak, 2005), aunque hay algunas excepciones
(Bhatnagar et al, 1995; Akana et al, 1996). Andlogamente, la administracion crénica de
solucion salina hiperténica también da lugar a sensibilizacion cruzada del eje HPA en
respuesta a éter (Kiss & Aguilera, 1993). Por lo tanto, la exposicion cronica a estimulos
sistémicos parece inducir sensibilizacién cruzada del eje HPA.
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En cambio, el efecto de la exposicion repetida a estimulos de naturaleza predominante-
mente emocional (como el ruido, el olor al depredador, el restraint o la IMO) sobre la
respuesta del eje HPA a un estimulo heterotipico no es tan consistente. De hecho, se ha
descrito tanto una sensibilizacion cruzada (v.g. Hauger et al, 1990; Lachuer et al, 1994; Ma
et al, 1999; Bhatnagar y Vining, 2003; Heydendael et al, 2011; Daviu et al, 2014b), como
una respuesta normal (v.g. Armario et al, 1986; 1988a; Spiga et al, 2009; Weinberg et al,
2009; Babb et al, 2014; Ferland et al, 2014), e incluso una reduccién de la respuesta (v.g.
Marti et al, 1994a; Mansiy Drolet, 1997; Chen et al, 2008). Curiosamente, algunos trabajos
en los que se han utilizado ratas ADX o ratas ADX con implantes (pellets) de corticoste-
rona que permiten simular los niveles basales de corticosterona en plasma (ADX+B) han
descrito que la exposicion previa de estos animales a estrés cronico daba lugar a una sen-
sibilizacion cruzada de la respuesta plasmatica de ACTH que no se observaba en ratas
intactas (Marti et al, 1994a; Akana et al, 1996). Esto sugiere que, al menos por lo que se
refiere a los estimulos estresantes predominantemente emocionales, el efecto del estrés
crénico sobre la respuesta del eje HPA a un nuevo estimulo podria depender de dos pro-
cesos opuestos: la sensibilizacion inducida por la historia de estrés previa y la inhibicién
de la respuesta debida a los mecanismos de retroinhibicion de los glucocorticoides.

Otros aspectos que podrian tener especial relevancia a la hora de observar sensibilizacion
cruzada inducida por la exposicion cronica a estimulos estresantes emocionales son ca-
racteristicas como la intensidad o duracion de los mismos. Como veremos posterior-
mente, la sensibilizacién del eje HPA tras la exposicion aguda al estrés se ha observado
siempre tras una exposicion corta a estimulos estresantes heterotipicos de baja intensidad,
como exposicion a ambientes nuevos o a bajas dosis de endotoxina. En este sentido, en
nuestro laboratorio hemos observado que la exposicion crénica a la IMO da lugar a una
sensibilizacidon cruzada del eje HPA en respuesta a 5 min de exposicidn al laberinto ele-
vado en cruz (EPM; Daviu et al, 2014b), mientras que produce una disminucion de la
respuesta a 30 min de choques eléctricos en la cola (Marti et al, 1994).

En conclusion, la sensibilizacion cruzada del eje HPA parece ser mas probable tras la ex-
posicidn crénica a ciertos estimulos estresantes sistémicos y, posiblemente también, a es-
timulos emocionales de elevada intensidad. Ademas, parece que la sensibilizaciéon indu-
cida por estrés cronico se hace mas evidente con la exposicion posterior a estimulos hete-
rotipicos de corta duracién y baja intensidad. No obstante, no existen hasta la fecha estu-
dios que hayan comprobado sistematicamente estas ideas. Por otra parte, no se puede
excluir que otros factores, como las diferencias individuales o las diferencias entre cepas,
puedan explicar el por qué se puede observar o no sensibilizacién del eje HPA bajo con-
diciones aparentemente similares.

La sensibilizacion cruzada inducida por la exposicidn previa a estrés cronico también
afecta al eje SMA. Asi, se ha demostrado consistentemente que la exposicion cronica a
estimulos estresantes predominantemente emocionales como la IMO, el restraint o los
choques eléctricos en las patas, induce sensibilizacién cruzada de las respuestas plasmati-
cas de adrenalina y noradrenalina (Kvetnansky et al, 1984; Konarska et al, 1989b). De
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igual manera, también se ha observado que la exposicion cronica a estimulos sistémicos
como la administracion de lipopolisacarido (endotoxina; un estimulo estresante inmune)
o la exposicion crdnica a frio son capaces de incrementar las respuestas de estas hormonas
a la exposicion aguda a la IMO (Moncek et al, 2003; Kvetnansky, 2004) o al restraint
(Konarska et al, 1989b). En referencia a otros parametros, se ha descrito una sensibiliza-
cion cruzada de la liberacion de prolactina utilizando el cambio diario de jaula o la mani-
pulaciéon como estimulos estresantes cronicos, para valorar posteriormente, la respuesta
al estimulo opuesto (Dobrakova y Jurcovicova, 1984). Por el contrario, estudios en los que
se han utilizado estimulos crénicos mas prolongados o mas severos (v.g. IMO, choque
eléctricos, restraint o ruido) han observado una respuesta normal o reducida de la prolac-
tina al estimulo heterotipico (Kant et al, 1985; Armario et al, 1986; 1988b; van Raaij et al,
1997). Puesto que los glucocorticoides ejercen un efecto inhibidor sobre la liberacion de
prolactina inducida por el estrés (Marti y Armario, 1998), es posible que la liberacién
diaria de niveles moderados o elevados de glucocorticoides impida la expresion de cual-
quier tipo de sensibilizacién inducida por estrés.

Aunque, como hemos visto, la exposicion previa a estrés cronico da lugar a una sensibili-
zacidn cruzada de las respuestas de los ejes HPA y SMA, también se ha observado un
papel protector sobre otras respuestas. En este sentido, en nuestro laboratorio hemos
comprobado que la exposicidn previa a un protocolo de estrés crénico variable (chronic
unpredictable stress, CUS; consistente en la exposicion diaria a alguno de tres estimulos
como el restraint, los choques eléctricos en las patas o la natacion forzada, con una dura-
cién del estimulo y momento de exposicion durante el dia variables a lo largo del proce-
dimiento) protege totalmente del descenso de peso y parcialmente del descenso en la in-
gesta producidos por la exposicion aguda a un nuevo estimulo estresante, representado
por la IMO (Pastor-Ciurana et al, 2014). Es por consiguiente importante considerar que
diferentes tipos de variables pueden responder diferente tras una historia de estrés cro-
nico, afectando la proteccidn cruzada o la sensibilizacion solo a variables particulares.

Areas del SNC y mecanismos implicados

Como hemos comentado previamente, la exposicion crdnica al estrés induce cambios a
largo plazo en areas de procesamiento del estrés en el SNC, incluyendo el PVN, aunque
los cambios observados pueden mostrar en ocasiones una disociacion respecto a los cam-
bios en los niveles ACTH y corticosterona. A pesar de la aparicion de tolerancia homoti-
pica, la exposicion crénica a estimulos de naturaleza predominantemente emocional in-
duce sensibilizacion cruzada de la respuesta del eje HPA.

Una de las areas del SNC propuestas para mediar la sensibilizacion frente a un estimulo
estresante heterotipico es el LC. No obstante, su papel depende de la naturaleza del esti-
mulo estresante crénico al que se ha expuesto al animal previamente. Por ejemplo, mien-
tras que la exposicion crénica continuada al frio parece inducir un pequefio incremento
o no tener efecto sobre la actividad espontanea de las neuronas del LC el dia siguiente de
la ultima exposicion (Mana & Grace, 1997; Jedema et al, 2001), se observa un incremento
de la respuesta de estas neuronas a un estimulo estresante fisico sobreimpuesto (Mana &
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Grace, 1997). Estos efectos estarian asociados a una respuesta estimuladora potenciada a
el CRH (Jedema et al., 2001) y a una reduccion de la sensibilidad a la retroinhibicion me-
diada por los receptores a2 (Jedema et al., 2008). La exposicidn repetida a derrota social,
estimulo emocional, reduce la actividad de las neuronas del LC en condiciones basales,
probablemente gracias a una acciéon moduladora de los opioides enddgenos sobre estas
neuronas (Chaijale et al, 2013), pero desafortunadamente se desconoce su efecto sobre la
respuesta a un nuevo estimulo estresante.

Diferentes neurotransmisores podrian participar en el proceso de sensibilizacion cruzada.
Por ejemplo, se ha observado que la exposicion cronica a restraint induce una sensibiliza-
cién cruzada de las respuestas de la serotonina y la noradrenalina a una exposiciéon aguda
ala IMO (Adell et al, 1988). Igualmente, la exposicion a estrés cronico da lugar a un in-
cremento de la liberacién de dopamina en la mPFCy en el nicleo accumbens en respuesta
a un nuevo estimulo estresante (Cuadra et al, 2001; Di Chiara et al, 1999). Mediante mi-
crodialisis, Nisenbaum et al (1991) demostraron que la exposicion crénica continuada al
frio (4° C) incrementaba la sintesis y liberacién de noradrenalina en el hipocampo en res-
puesta a choques en la cola. Utilizando el mismo estimulo crdénico, Gresch et al (1994)
también observaron un incremento de las respuestas de dopamina y noradrenalina en la
mPFC al choque en la cola. Sin embargo, en este estudio la respuesta de dopamina en el
nucleo accumbens y en el estriado no se vio afectada, indicando que el fendmeno de sen-
sibilizacion cruzada de la dopamina es especifico de areas particulares. Otros estudios en
los que se ha utilizado la exposicion al frio han mostrado resultados contradictorios. Asi,
el mismo laboratorio, no observé induccién de la liberacién de noradrenalina en el mPFC
en respuesta al choque en la cola cuando la exposicion cronica al frio no fue continuada
sino intermitente o cuando el estimulo crénico fue la exposicion intermitente al choque
eléctrico (Jedema et al, 1999). Asimismo, la exposicidn crénica al frio intermitente indujo
una sensibilizacion cruzada de la respuesta de noradrenalina a laIMO en el BNST en ratas
de la cepa Wistar-Kyoto pero no de la cepa Sprague-Dawley (Pardon et al, 2003), lo que
sugiere que hay animales especialmente susceptible a la sensibilizacion.

Estos ultimos datos sugieren una contribucién importante de la elevada componente sis-
témica que tiene la exposicion al frio, indicando que la exposicion cronica al estrés tiene
un impacto diferencial sobre los organismos en funcion de las caracteristicas especificas
del tratamiento crénico (v.g. numero de exposiciones, tiempo de exposicion, intervalo de
tiempo entre sesiones) y la capacidad de tolerancia a este estimulo por parte de los indi-
viduos expuestos.

Estrés agudo y sensibilizacion

En las ultimas décadas, ha habido un creciente interés por los fendmenos de sensibiliza-
cidén a largo plazo de las respuestas fisioldgicas y conductuales inducidas por una unica
exposicion a estimulos estresantes. Este interés aparecio a raiz de varias publicaciones a
finales de los afios 80 y principios de los 90 en los que se mostraba que una tnica exposi-
cién breve a estrés podia provocar cambios a muy largo plazo sobre la respuesta a deter-
minadas drogas (Antelman et al, 1988; 1989; 1991), o que la exposicidn a un paradigma
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de derrota social podia inducir a largo plazo conductas interpretables como ansiosas o
depresivas (koolhaas et al, 1990). El hecho de que una sola exposicion a un estimulo es-
tresante pudiera dar lugar a un gran niimero de efectos a largo plazo promovié un incre-
mento considerable de su estudio, con especial interés en la busqueda de modelos anima-
les de psicopatologias humanas, como el trastorno de estrés postraumatico (PTSD) u
otros trastornos de ansiedad, con la finalidad ultima de identificar los procesos bioldgicos
subyacentes (Armario et al, 2008). Por lo que respecta a los modelos animales de PTSD,
los procesos de sensibilizaciéon parecen constituir un fenémeno esencial para explicar la
respuesta exacerbada tanto a los estimulos asociados con el trauma como a otros tipos de
estimulos estresantes tipico de estos pacientes.

Es importante comentar que, de igual manera que sucede con los efectos a largo plazo del
estrés cronico (Marti y Armario, 1998), existen importantes discrepancias respecto a los
efectos a largo plazo de la exposicion aguda al estrés sobre las respuestas fisiologicas y
conductuales frente a otras situaciones de estrés, como producir a largo plazo un incre-
mento, e incluso un descenso, de las mismas (Armario et al, 2008; Belda et al; 2008; Gris-
som y Bhatnagar, 2009). Aunque algunas de estas discrepancias se explican por la natu-
raleza y la intensidad de los estimulos estresantes, las causas de algunos datos contradic-
torios no se conocen.

Efectos a largo plazo de una sola exposicion a un estimulo estresante sobre la
respuesta bioldgica a nuevas situaciones de estrés

Caggiula et al. (1989) y van Dijken et al. (1993) fueron los primeros en demostrar que una
sola exposicién a un estimulo estresante predominantemente emocional, como los cho-
ques eléctricos en las patas, era capaz de inducir a largo plazo (10-14 dias) un incremento
de las respuestas plasmaticas de ACTH o corticosterona tanto a otra sesion breve de cho-
ques eléctricos (estimulo homotipico) como a un estimulo heterotipico (un ambiente
nuevo). Paralelamente, aparecieron varios trabajos en los que observaban que una unica
exposicion a diferentes estimulos sistémicos también era capaz de incrementar la res-
puesta a largo plazo del eje HPA al estrés. Por ejemplo, el laboratorio de Tilders constatd
que una unica administracion de citoquinas (I1-1P) era capaz de inducir sensibilizacion a
largo plazo de la respuesta del eje HPA a un considerable niimero de estimulos estresan-
tes, que incluian la re-administracion de II-1p (Schmidt et al, 1995), la administracion de
anfetaminas (Schmidt et al, 1999; 2001), y la exposiciéon a ambientes nuevos o choques en
las patas (Schmidt et al, 1995; 2001; 2003). Cuando se estudid la evolucion temporal de
esta sensibilizacidn cruzada en respuesta a un ambiente nuevo, se observé que el maximo
de respuesta del eje HPA se alcanzaba entre los 11-22 dias después de la administracién
de II-1pB, desvaneciéndose pasados 42 dias (Schmidt et al, 2003).

Posteriormente, el laboratorio de Anisman estudi6 los efectos a largo plazo (entre 24 h'y
28 dias) de una unica administracion de estimulos inmunitarios como endotoxinas o la
citoquina TNF-a (factor de necrosis tumoral a). Estudiaron no solo la respuesta del eje
HPA sino también la neuroquimica (Anisman et al, 2003; Hayley et al, 2003). Respecto a
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la sensibilizacion del eje HPA, el curso temporal de los efectos parecia mostrar un nivel
relativamente alto de complejidad, dependiendo tanto de las caracteristicas especificas de
los estimulos inmunes iniciales como de la naturaleza de los estimulos sistémicos sobre-
impuestos. No obstante, se encontraron evidencias de sensibilizacion a largo plazo en res-
puesta tanto a los estimulos homotipicos como a heterotipicos que, en algunos casos, se
incrementaba conforme mayor era el tiempo transcurrido entre exposiciones.

Tomados en conjunto, los datos apuntan a que una unica exposicion a algunos estimulos
estresantes sistémicos puede inducir una sensibilizacién a largo plazo de la respuesta del
eje HPA tanto a estimulos homotipicos como a heterotipicos. En contraposicion, y tal
como veremos posteriormente, una inica exposicion a estimulos estresantes emocionales
es capaz, bajo ciertas circunstancias, de inducir sensibilizacion cruzada a largo plazo del
eje HPA en respuesta a estimulos heterotipicos, mientras que suele inducir una disminu-
cidén de la respuesta frente al estimulo homotipico (Armario et al, 2004). A este respecto,
se hace necesario comentar los resultados obtenidos por Caggiula et al. (1989) en los que
observaron que el choque eléctrico en las patas indujo una sensibilizacién a largo plazo
del eje HPA en respuesta al estimulo homotipico. Estos autores utilizaron choques eléc-
tricos de alta intensidad que, como argumentamos previamente en relacion a los procesos
de tolerancia, podrian activar vias nociceptivas o generar dafo tisular, convirtiéndose en
un estimulo estresante con una importante componente sistémica.

Centrandonos en los estimulos predominantemente emocionales, los datos obtenidos
hasta el momento indican que éstos son capaces de inducir una sensibilizacion cruzada a
largo plazo del eje HPA en respuesta a estimulos estresantes heterotipicos. Posteriormente
a los resultados obtenidos por van Dijken et al (1993), nuestro laboratorio demostrd por
primera vez en la literatura que una sola exposicidn a un estimulo predominantemente
emocional intenso como la IMO era capaz de inducir a largo plazo un descenso de la
respuesta del eje HPA al estimulo homotipico, pero también una mayor respuesta a uno
heterotipico (natacion forzada) (Marti et al, 2001). Mas tarde, el laboratorio de Maier des-
cribid, que una tnica sesion de choques eléctricos inescapables en la cola (tipico del pa-
radigma de indefension aprendida), causaba sensibilizacion cruzada del eje HPA tanto
frente a un estimulo estresante emocional (pedestal elevado) como sistémico (endotoxina,
10 pg/kg) (Johnson et al, 2002a; 2003; O’Connor et al, 2004). Aunque el efecto sobre la
exposicion al pedestal solo se estudi6 transcurridas 24 h (Johnson et al, 2002a; O'Connor
et al, 2004), la sensibilizacion cruzada a la endotoxina se observo no solo en el dia poste-
rior al choque eléctrico sino al menos 10 dias después, no observandose ya efecto pasados
21 dias (Johnson et al, 2002a). Tener control sobre la experiencia aversiva (comparando
los efectos sobre los animales que podian evitar los choques en la cola con los de aquellos
que no) no modifica la sensibilizacion cruzada a largo plazo de la respuesta de la corticos-
terona a otro estimulo estresante emocional como el restraint (Weinberg et al, 2010a).
Ademas, el grupo de Maier mostrdé que, la experiencia previa con una tnica sesién de
choques eléctricos en la cola no solo inducia sensibilizacién cruzada a largo plazo de la
respuesta del eje HPA sino también de la respuesta inmune a la administracién de endo-
toxina, y mds interesante aiin, que ésta sensibilizacion de la respuesta inmunitaria podria
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ser mediada por la liberacion de glucocorticoides producida durante la exposicion previa
al choque eléctrico (Johnson et al, 2002b; 2003; Frank et al, 2010; 2012).

En nuestro laboratorio hemos comprobado que, ademas de la natacion forzada (Marti et
al, 2001), una unica exposicion a la IMO es capaz de inducir consistentemente sensibili-
zacion cruzada de la respuesta del eje HPA a ambientes nuevos como la tabla de agujeros
(Hole board; HB) o el EPM (Gagliano et al, 2008; Mufnoz-Abellan et al, 2008), sensibili-
zacion que puede mantenerse durante aproximadamente una semana. La exposicion a un
estimulo de menor intensidad que la IMO, como la exposicion a olor a gato, no induce
sensibilizacidon cruzada de la respuesta del eje HPA al EPM transcurrida una semana
desde el primer estimulo (Mufioz-Abellan et al, 2008). Este dato sugiere que, de forma
similar a lo que sucede con la exposicion cronica al estrés, la induccion de la sensibiliza-
cién cruzada a largo plazo del eje HPA podria depender en gran medida de la intensidad
y duracion del estimulo estresante. De hecho, los estimulos que han mostrado inducir
sensibilizacion a largo plazo (IMO y choques eléctricos en la cola) se caracterizan por ser
de elevada intensidad. Alternativamente, pero no incompatible con lo anterior, algunas
cualidades especificas del estimulo estresante, independientes de la intensidad o duracion,
también podrian ser relevantes a la hora de poder observar sensibilizacion cruzada. Una
observacion detallada de la bibliografia sugiere que la duracion y la intensidad del esti-
mulo estresante heterotipico también podrian ser variables criticas a la hora de que se
produzca esta sensibilizacion, pero hasta el momento ningun estudio ha comprobado sis-
tematicamente la veracidad de esta hipotesis.

Aparte de estos interrogantes, tampoco se conocen en la actualidad cuéles son los meca-
nismos subyacentes a la sensibilizacion a largo plazo del eje HPA inducida por el estrés
agudo. El laboratorio de Maier, utilizando su modelo de choques eléctricos en la cola,
observé que la sensibilizacion del eje HPA estaba asociada a una reduccién de la eficacia
de los mecanismos de retroinhibicion de los glucocorticoides (O’Connor et al, 2003). Pos-
teriormente, utilizando el mismo paradigma de estrés, demostraron (O’Connor et al,
2004) que la sensibilizacidon cruzada de las respuestas plasmaticas de ACTH y corticoste-
rona a un nuevo estimulo estresante (al dia siguiente) iba acompafnada de una mayor ac-
tivacion de la adenohipdéfisis (incremento de la expresion de c-fos y del gen de la POMC)
y del PVN (incremento de la expresion de c-fos y del mRNA de el CRH). Estos datos
claramente sugieren que la sensibilizacion tiene lugar a nivel del SNC mas que a nivel
periférico. En este mismo estudio, observaron que la sensibilizacion cruzada también apa-
recia en animales ADX, lo que indicaba que los glucocorticoides no eran necesarios para
inducir o expresar la sensibilizacion cruzada del eje HPA.

Desafortunadamente, no existen apenas estudios de posible sensibilizacion a largo plazo
de la respuesta de otros sistemas neuroendocrinos diferentes al eje HPA. Si que se ha ob-
servado consistentemente que la exposicion durante dos dias consecutivos a un estimulo
estresante que compromete la homeostasis del animal, como la hemorragia, origina una
sensibilizacion de la respuesta tanto del eje HPA como de la adrenalina (Lilly et al, 1982;
1983; 1986). Por lo que respecta al efecto a largo plazo de una sola exposicion a estimulos

59



estresantes emocionales, nuestro laboratorio ha analizado el efecto de la exposicion previa
ala IMO sobre la respuesta plasmatica de prolactina a un campo abierto (Open field; OF)
sin obtener datos concluyentes (datos no publicados). En estos experimentos, a pesar de
que la sensibilizacion cruzada del eje HPA era evidente, la respuesta de prolactina estaba
sensiblemente incrementada en algun caso mientras que en otros no se vefa modificada.
Podemos afirmar que, a diferencia del eje HPA, una unica exposicion a estimulos estre-
santes intensos no induce de manera consistente sensibilizacion cruzada a largo plazo de
la respuesta de prolactina. Esta inconsistencia es similar a la observada en esta hormona
tras la exposicion crénica a estrés.

Efectos sobre la conducta

Como ya ha sido comentado, numerosos estudios han observado un menor impacto del
estimulo estresante homotipico sobre la conducta en animales con una historia previa de
estrés cronico durante la etapa adulta. En algunos casos, esta historia previa de estrés cro-
nico parece conferir también una proteccion frente a algunos de los efectos negativos de
nuevas situaciones de estrés (proteccion o tolerancia cruzada), en tanto otros efectos no
quedan protegidos.

En la mayoria de los estudios acerca de los efectos conductuales de una sola exposicion al
estrés se ha analizado la conducta en condiciones presumiblemente basales. Sin embargo,
es éste un aspecto discutible, dado que no es descabellado considerar que la propia prueba
conductual, que requiere de la exposicién a ambientes nuevos, pueda constituir una nueva
situacion estresante. El problema es que es practicamente imposible distinguir si la expo-
sicion previa al estrés ha alterado los rasgos conductuales relativamente estables del ani-
mal o ha alterado mas especificamente su susceptibilidad al estrés. Por esta razén nos
centraremos fundamentalmente en aquellos estudios en los que se ha sobreimpuesto una
nueva situacion de estrés antes de evaluar la conducta. Los mas relevantes han estudiado
como la exposicion previa a una sola sesion de choques eléctricos (en la cola o en las patas)
o al modelo del single prolonged stress (SPS) modifica el impacto de nuevas situaciones de
estrés, fundamentalmente, el establecimiento de miedo condicionado (utilizando el cho-
que en las patas como estimulo aversivo). Antes de comentar los resultados concretos,
explicaremos brevemente el condicionamiento del miedo y sus implicaciones.

El miedo condicionado es un tipo de aprendizaje que permite asociar determinados am-
bientes (contexto) o estimulos especificos presentes en el ambiente (claves explicitas; v.g.
un tono, una luz o un olor) con la aparicién de un estimulo nocivo para el organismo. Los
animales expuestos a choques eléctricos desarrollan rdpidamente miedo condicionado a
sefnales especificas (luz, sonido), pero también al contexto donde reciben los choques (v.g.
Fendt y Fanselow, 1999; LeDoux, 2003; Maren, 2008). La asociacién de otros estimulos
aversivos como la natacion forzada o el restraint a una clave olfativa origina un condicio-
namiento aversivo a dicho olor cuando éste es presentado en otros contextos (Land et al,
2008; Murua y Molina, 1990). El olor al depredador también induce por si mismo un
condicionamiento al contexto donde se ha presentado (Dielenberg et al, 2001). Existe
siempre una cierta generalizacion del miedo a sefiales que guardan cierta similitud con la
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sefal especifica original o a claves contextuales que guardan cierta relacién con el con-
texto original donde se establecid el condicionamiento. El miedo al contexto es depen-
diente de la funcién hipocampal y el grado de generalizacion, que es un concepto opuesto
a la capacidad de discriminacién contextual (Frankland et al, 1998), se incrementa con la
intensidad del estimulo inductor del condicionamiento (Fanselow, 1981; Laxmi et al,
2003; Baldi et al, 2004), el grado de parentesco entre contextos (Gonzalez et al, 2003) y el
tiempo transcurrido entre la induccion del condicionamiento y la exposiciéon al nuevo
contexto (Houston et al, 1999; Wiltgen y Silva, 2007).

Al principio de los 90, varios estudios demostraron que una consecuencia tipica de la ex-
posicidn previa de ratas a choques eléctricos en las patas era una reduccion a largo plazo
(de dias a semanas) de la actividad/exploracion (que denominamos en este trabajo hipo-
actividad) en ambientes nuevos (v.g. van Dijken et al, 1992a; 1992b; 1992¢; van den Berg
et al, 1998; Bruiijnzeel et al, 2001a; 2001b). Mas recientemente, se ha observado que in-
cluso un unico choque es capaz de inducir hipo-actividad muy a largo plazo (28 dias) en
ratones (Siegmund y Wotjak, 2007). Aunque inicialmente se interpret6 la hipo-actividad
en ambientes nuevos como un incremento incondicionado de la ansiedad inducido por
la exposicion previa al choque eléctrico (v.g. van Dijken et al, 1992a; 1992b; Bruijnzeel et
al, 2001a; 2001b), las evidencias experimentales que apoyan esta hipdtesis son escasas
(Bruijnzeel et al, 2001a; Pijlman y van Ree, 2002; Pijlman et al, 2003). Por ejemplo, ratones
previamente expuestos a choques eléctricos en las patas muestran hipo-actividad en el
EPM, pero de forma paradojica, el tiempo de permanencia en los brazos se incrementa
(Radulovic et al, 1998), aportando pruebas en contra de la interpretacion de los efectos a
largo plazo de los choques eléctricos en términos de ansiedad incrementada. Por otro
lado, también se ha observado que una sola exposicién a sesiones cortas de choques eléc-
tricos en las patas es capaz de inducir un incremento de las conductas activas de escape
en la prueba de natacion forzada (Dijken et al, 1992a), favoreciendo aparentemente las
estrategias de afrontamiento activas. Por otra parte, los animales expuestos a choque eléc-
trico en las patas o en la cola también muestran un incremento de las conductas pasivas
(freezing) frente a estimulos estresantes sobreimpuestos, como la interrupcion repentina
de un ruido de fondo o la aparicion repentina de un ruido (Van Dijken et al, 1992a; 1992b;
1992¢; 1993; Siegmund y Wotjak, 2007) y un incremento de la respuesta de sobresalto
acustico (Servatius et al, 1995).

La hipo-actividad en ambientes nuevos inducida por la exposicion previa a choques eléc-
tricos en las patas parece ser un tipo muy especial de generalizacién que se observa aunque
no exista ningun parecido entre el ambiente nuevo y la camara de los choques y es depen-
diente del establecimiento de un aprendizaje del miedo al contexto y no de la mera expo-
sicion a los choques eléctricos (Radulovic et al, 1998; Daviu et al, 2010; Sauerhofer, 2012),
descartando por lo tanto una sensibilizacion no especifica inducida por el choque eléc-
trico. Por esta razon hemos denominado a este fendmeno generalizacion cognitiva (Daviu
et al, 2014a), para indicar que el animal probablemente aprende que cualquier ambiente
nuevo desconocido es potencialmente peligrosos. Para distinguir si los cambios conduc-
tuales observados en las pruebas que implican exposicion de los animales a ambientes
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nuevos son debidos a un proceso de sensibilizacion al estrés representado por el ambiente
nuevo (sensibilizacién) o bien el resultado de la generalizacion cognitiva, necesitamos
manipulaciones experimentales (incluyendo las farmacolégicas) que bloqueen el apren-
dizaje del condicionamiento.

La exposicion directa a un gato o a su olor también han mostrado desencadenar una res-
puesta tanto de miedo al contexto como, en determinadas ocasiones, un incremento apa-
rente de la ansiedad en el EPM (v.g. Adamec y Shallow, 1993; Adamec et al, 1997; 1998;
Muiioz-Abellan et al, 2008), aunque estos efectos no suelen ir acompafados de una hipo-
actividad en otros ambientes nuevos (v.g. Adamec y Shallow, 1993; Adamec et al, 1997;
1998). En cambio, una tnica exposicién a derrota social da lugar a largo plazo a hipo-
actividad tanto en ambientes nuevos como en la prueba de natacion forzada (Koolhaas et
al, 1990). Como ultimo ejemplo, mencionar que animales expuestos a inmersion forzada
bajo el agua durante 30-60 segundos también han mostrado tener un incremento de la
ansiedad valorada en el EPM (Richter-Levin, 1998) y un aumento de la respuesta de so-
bresalto acustico (Cohen et al, 2004). Respecto a la IMO, nuestro laboratorio no ha en-
contrado efectos significativos sobre la conducta en el EPM cuando ésta se valoraba 2
semanas después de la IMO (Belda et al, 2004), o en otros ambientes nuevos, al cabo de 5
o 14 dias (Belda et al, 2004; Gagliano et al, 2008). Estos datos resultan sorprendentes te-
niendo en cuenta que, en base a los diferentes marcadores bioldgicos de intensidad de
estrés, la IMO es probablemente uno de los estimulos predominantemente emocionales
mas intensos (Marquez et al, 2002).

De la discusion precedente surge la cuestion de la posible relacion entre los cambios con-
ductuales observados a largo plazo tras una sola exposicion a situaciones de estrés y la
posibilidad de que se establezca algin tipo de condicionamiento al contexto. Es éste un
tema que requiere una mayor elaboracion teérica y sobre todo mas resultados experimen-
tales.

Cuando se ha estudiado de forma explicita si una exposicion previa a choques eléctricos
es capaz de sensibilizar la respuesta conductual a situaciones posteriores de estrés, los re-
sultados son mas consistentes, dado que la exposicidn a choques eléctricos inescapables
(tanto en las patas como en la cola) incrementa a largo plazo el miedo condicionado in-
ducido por el choque eléctrico en las patas, manteniéndose este efecto potenciador del
condicionamiento durante bastantes dias (Rau et al, 2005; Baratta et al, 2007). También
la exposicion al SPS, modelo desarrollado por Liberzon et al (1997) y consistente en la
aplicacion el mismo dia de tres estimulos estresante de forma consecutiva (restraint, na-
tacion forzada y anestesia, usualmente por éter), parece inducir un estado de sensibiliza-
cidén a largo plazo, que se refleja no solo en incremento de la ansiedad (EPM, sobresalto
acustico) sino también en una potenciacion del condicionamiento del miedo al choque,
aunque a veces el efecto se observa directamente sobre el condicionamiento y otras veces
en un déficit de extincion (Imanaka et al, 2006; Takahashi et al, 2006; Kohda et al, 2007;
Yamamoto et al, 2008; Harada et al, 2008; Takei et al, 2011; Knox et al, 2012a; 2012b). En
algunos de los estudios parece observarse un proceso de incubacion de la sensibilizacion,
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no observandose efecto alguno sobre el condicionamiento del miedo cuando éste tiene
lugar al dia siguiente al choque en la cola o al SPS, pero si cuando el condicionamiento se
lleva a cabo una semana después del SPS (Servatius et al, 1995; Takahashi et al, 2006; Knox
et al, 2012a). El fenomeno de la incubacion es de gran interés, pero no siempre es obser-
vable.

Mecanismos implicados

Existen varias razones para considerar que el neuropéptido CRH podria tener un papel
relevante en la induccidn de la sensibilizacidn cruzada a largo plazo, especialmente a tra-
vés de los receptores CRHR1. En primer lugar, existen evidencias de que el CRH esta in-
volucrado en la induccién y/o la expresion de la sensibilizacién motora a la anfetamina
inducida por estrés, y que este papel es ejercido a nivel central (Cole et al, 1990; Cador et
al, 1993). En segundo lugar, se ha observado una potenciacion de la reduccion de la inter-
accion social inducida por la abstinencia al etanol por la exposicion previa a dos sesiones
de restraint (separadas entre ellas por una semana de diferencia), un efecto que fue pre-
venido por la administracion previa al restraint de un antagonista de los receptores
CRHRI1 (Breese et al, 2004). En tercer lugar, los receptores CRHR1 estan involucrados en
el desarrollo de hiperalgesia visceral relacionada con el estrés (Larauche et al, 2012). Fi-
nalmente, la administracion repetida de urocortina en la BLA causa un incremento a largo
plazo de las conductas ansiosas, probablemente a través de los receptores CRHRI1 ya que
no se han detectado receptores CRHR2 en esta area (Rainnie et al, 2004). A pesar de estas
evidencias, hasta la fecha no tenemos constancia de que ningtin trabajo haya abordado su
papel en la sensibilizacion fisioldgica y conductual a largo plazo inducida por una tnica
exposicion a estimulos estresantes emocionales.

Observaciones mas recientes también implican a los sistemas noradrenérgicos y al LC en
los efectos inducidos por una sola exposicion a estrés. La exposicion de ratones a un tinico
choque eléctrico seguido de recordatorios de la situaciéon mediante re-exposiciones cortas
al contexto a lo largo de varios dias (6 exposiciones de 1 min al cabo de 25 dias) induce
cambios a largo plazo sobre determinadas conductas ansiosas y sociales en un porcentaje
de los animales (susceptibles) pero no en otros (resistentes) (Olson et al, 2011). Estos cam-
bios conductuales se asociaron a un incremento de la actividad del LC valorado en térmi-
nos de expresion de c-Fos y fueron prevenidos mediante el bloqueo farmacolégico del
sistema noradrenérgico justo antes de las pruebas de respuesta de sobresalto acustico e
interaccion social. En el mismo sentido, George et al (2013) observaron que la exposicion
al SPS induce una reduccion a largo plazo de la actividad electrofisioldgica espontanea del
LC, pero en cambio incrementa la respuesta a estimulos nocivos. Pese a estos datos, aun
se necesitan estudios adicionales con otros modelos animales para comprender mejor el
impacto de una unica exposicion a estrés sobre el LC y sus consecuencias funcionales.

Gracias a los estudios realizados en el laboratorio de Maier sobre los procesos involucra-
dos en los efectos a largo plazo del paradigma de indefensiéon aprendida, se ha podido
relacionar al nucleo dorsal del rafe (DRN) y a la mPFC con el efecto diferencial de la ex-
posicion a choques eléctricos escapables e inescapables en la cola. Concretamente, se ha
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observado que la exposicion a choques eléctricos inescapables produce una mayor activa-
cién de las neuronas serotoninérgicas del DRN que la exposicion a choques eléctricos
escapables (Maswood et al, 1998). La inactivacion farmacoldgica del DRN en el momento
del estrés bloquea los efectos negativos sobre la conducta derivados de la exposicion a los
choques inescapables (Maier et al, 1994). El papel de la mPFC en estos efectos vendria
dado por la capacidad de influir sobre el DRN (a través de vias directas o indirectas)
cuando la situacidn estresante permite el control, consecuencia de la posibilidad de esca-
par de los choques (Amat et al, 2005; 2006). El control sobre el estrés permitiria que la
mPFC (en concreto la parte ventral; IL) inhibiera la actividad del DRN, mediante su ac-
cién sobre interneuronas GABAérgicas, eliminando asi el impacto negativo de los cho-
ques sobre la tarea de escape posterior en la shuttle-box. Esto se comprobado mediante la
inactivacion con muscimol de la IL antes de la ejecucion de la tares de escape, observando
que se revertia el efecto protector de la exposicion previa a los choques escapables. Del
mismo modo, la inactivacién de la IL antes de la exposicion al condicionamiento del
miedo, también impedia el efecto protector de la exposicidon a choques escapables, obte-
niendo niveles similares de freezing en los animales expuestos a choques escapables con
la IL inactivada que en los animales sometidos a choques inescapables.

Finalmente, algunos estudios con el SPS han puesto de manifiesto que los glucocorticoi-
des podrian jugar un papel en la potenciacién del condicionamiento del miedo, siendo
esta potenciacion bloqueada por la administracidn, previa al SPS, de un antagonista GR
(Kohda et al, 2007). Por otro lado, el empeoramiento de la extincién causado por la expo-
sicion al SPS se amortigua por la administracion durante varios dias de d-cicloserina, un
agonista parcial de la glicina en el lugar de union de la misma al receptor de glutamato
NMDA (Yamamoto et al, 2008), implicando al receptor NMDA en el déficit de extincién
causado por el SPS.
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Hipotesis y Objetivos






Hipotesis
1. La exposicion aguda a estimulos estresantes de elevada intensidad dara lugar a una
alteracion en la actividad basal del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) y a

una sensibilizacion de su respuesta a nuevas situaciones de estrés (sensibilizacion
cruzada).

2. Esta sensibilizacion endocrina iria acompanada de alteraciones en los niveles basales
de ansiedad y en la ansiedad generada por nuevas situaciones de estrés. Sin em-
bargo, la sensibilizacién endocrina y la conductual podrian seguir cursos tempora-
les diferentes.

3. Tanto los glucocorticoides (restringiendo) como el CRH (promoviendo) podrian
estar implicados en los procesos de sensibilizaciéon causados por la exposicion pre-
via al estrés.

4. La magnitud y duracion de la sensibilizacién cruzada del eje HPA causada por un
estrés agudo estaria positivamente relacionada con la intensidad del estimulo estre-
sante inductor y la duracion de la exposiciéon al mismo.

5. La sensibilizacion cruzada del eje HPA seria mucho més evidente cuando los ani-
males sean expuestos de forma breve a los nuevos estimulos estresantes y cuando la
intensidad de los mismos sea menor.
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Objetivos

1. Demostrar que una sola exposicién a un estimulo estresante de elevada intensidad
como la inmovilizacion en plancha (IMO) es capaz de incrementar la respuesta del
eje HPA a nuevos estimulos estresantes (heterotipicos), dias después de la exposi-
cién a la IMO.

2. Demostrar que una exposicion aguda a la IMO es capaz de inducir cambios en la
conducta (actividad/exploracién y ansiedad) que persisten dias después de la expo-
sicion y que la sensibilizacion conductual a nuevas situaciones de estrés sobreim-
puestas persistiria mas alla de la aparente normalizaciéon en condiciones menos es-
tresantes.

3. Demostrar que una activaciéon farmacolégica intensa del eje HPA no es capaz de
inducir sensibilizacién cruzada del mismo, dado que ésta sensibilizacion estaria
fundamentalmente asociada a la componente emocional de la situacidn estresante
inductora.

4, Establecer el papel de los glucocorticoides liberados durante la exposicion a la IMO
ola presumible activacion de las neuronas CRHérgicas del SNC en la sensibilizacion
cruzada del eje HPA y los cambios conductuales observados tras la IMO.

5. Demostrar que la intensidad del estimulo estresante inductor y la duracién de la
exposicion al mismo estd positivamente relacionada con la magnitud de la sensibi-
lizacién cruzada del eje HPA y la persistencia de tal sensibilizacién. Para ello se
compararan los efectos de tres situaciones de estrés que difieren en intensidad (na-
tacion forzada, choques eléctricos en las patas e IMO) y los efectos de diferentes
tiempos de exposicién a la IMO.

6. Demostrar que la sensibilizacién cruzada del eje HPA inducida porla IMO es menos
evidente cuanto mas prolongada es la exposicion al estimulo estresante heterotipico
y cuanto mayor es su intensidad.
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Materiales y Métodos






Animales de experimentacion y procedimientos generales

Se utilizaron ratas machos adultas (2-3 meses de edad en el momento de inicio de los
experimentos) de la cepa Sprague-Dawley procedentes del Servicio de Estabulario de la
Universidad Auténoma de Barcelona. Desde su llegada y hasta el final del procedimiento
experimental, los animales se estabularon de a dos en cajas opacas de polipropileno de
1000 cm2 de base (46,5 x 21,5 x 14,5 cm, Panlab SLU, Espafia) con viruta absorbente (ar-
ticulos 1y 2, Lignocel 3/4, Harland Interfauna Ibérica, Barcelona, Espaia; articulo 3, Ul-
trasorb, Panlab SLU, Espaiia). Se mantuvieron 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 (SAFE-diet A04, Panlab SLU, Espafia)
y agua ad libitum.

Todos los procedimientos experimentales fueron previamente aprobados por el Comité
de Etica para la Experimentacién Animal y Humana de la Universidad Auténoma de Bar-
celona y de la Generalitat de Catalunya en acuerdo con las Directivas de la Comunidad
Econdmica Europea (articulos 1y 2, 86/609/EEC; articulo 3, 2010/63/EU) y de Espaiia
(RD53/2013).

Todos los procedimientos experimentales se realizaron por la mafiana excepto cuando
especificamente se indica lo contrario. Tras su llegada y habituacién a las instalaciones,
todos los animales fueron habituados a la manipulacion al menos en 2-3 sesiones de apro-
ximadamente 2 min de duracion en dias diferentes antes de iniciar los experimentos. Los
animales fueron asignados aleatoriamente a los diferentes grupos experimentales; sin em-
bargo, se tuvieron en cuenta el peso, la madre y el dia de nacimiento. Todos los animales
de cada experimento fueron tratados en el mismo dia y los animales de la misma caja
tenian el mismo tratamiento experimental. Cuando se tenia que administrar firmacos,
los animales fueron pesados un dia antes de cada experimento para determinar los vold-
menes de inyeccion.

Obtencion 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) y en otros
(v.g. Vahl et al, 2005) ya que 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. Consiste en envolver suavemente con un trapo a los animales y hacer
una pequeiia 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 reco-
lecta por capilaridad un volumen méaximo de 300 pl en un tiempo no superior de 2 min.
Se utilizaron capilares con EDTA (Sarsdtet Microvette CB300, Granollers). Se extrajo san-
gre a los dos animales de cada caja al mismo tiempo con la ayuda de un tercer experimen-
tador en una habitacion diferente a la de estabulacion. Las muestras se mantuvieron a 4°C
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hasta centrifugarse durante 25 min, 4°C a 7100 rpm/min (Heraeus-Biofuge Primo Cen-
trifuge-Thermo Scientifie). El plasma obtenido se dividié en dos alicuotas y se congelé a
-20°C hasta el momento de los analisis pertinentes.

Administracion de farmacos

Metirapona

(2-Methyl-1,2-di-3-pyridyl-1-propanone; SIGMA-ALDRICH, ref. 856525). Inhibidor de
la 11B-hidroxilasa, enzima critica para la sintesis de glucocorticoides. Las dosis utilizadas
fueron de 40, 75y 150 mg/kg. El volumen de inyeccién utilizado fue de 0.4 ml/kg y la via
de administracion fue sc. Como vehiculo se utiliz6 1,2-propilenglicol al 40% en solucidon
salina (NaCl, 0,9%).

Mifepristona

(RU486; RU38486; SIGMA-ALDRICH, ref. M8046). Antagonista de los receptores de
glucocorticoides GR. La dosis utilizada fue de 50 mg/kg. El volumen de inyeccion utili-
zado fue de 0.4 ml/kg y la via de administracién fue sc. Como vehiculo se utilizé 1,2-
propilenglicol al 40% en solucidn salina (NaCl, 0,9%).

R121919

(NBI 30775; Janssen Pharmaceuticals, ref 2000001605). Antagonista de los receptores de
CRH CRHRI. La dosis utilizada fue de 30 mg/kg. El volumen de inyeccién utilizado fue
de 1,0 ml/kg y la via de administracién fue sc. Como vehiculo se utilizé acido tartarico 0,1
M en solucion salina (NaCl, 0,9%).

Corticosterona

(FLUKA, ref 27840). La dosis utilizada fue de 5 mg/kg. El volumen de inyeccién utilizado
fue de 0,4 ml/kg y la via de administracion fue sc. Como vehiculo se utilizé aceite de sé-
samo absoluto.

Procedimientos de estrés

Inmovilizacion en tabla (IMO)

Se utilizaron dos procedimientos diferentes de IMO. Hasta el segundo experimento del
segundo articulo la IMO consisti6é inmovilizar a las ratas en posicién prona mediante la
sujecion de sus cuatro extremidades a soportes metalicos fijados en una tabla. Los movi-
mientos de la cabeza se restringieron mediante dos argollas metalicas alrededor de la nuca
(Kvetnansky y Mikulaj, 1970; Garcia y Armario, 2001). A partir del tercer experimento
del segundo articulo el procedimiento de IMO fue sustituido reemplazando las argollas
metalicas por dos piezas de plastico (7 x 6 cm) colocados en cada lado de la cabeza. Adi-
cionalmente, el cuerpo se sujeto a la tabla mediante una pieza de tela plastica (10 cm de
ancho) unido con Velcro que rodeaba todo el tronco del animal (Mufoz-Abellan et al,
2011; Rabasa et al, 2011b). Estas modificaciones se llevaron a cabo porque, con el segundo
procedimiento, disminuye la posibilidad de que los animales sufran algtn tipo de dafo
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sin cambiar sustancialmente la respuesta endocrina (Belda y Armario, datos no publica-
dos).

Choques eléctricos en las patas

En los experimentos 4 y 5 del primer articulo se utilizaron unas camaras de choque eléc-
trico hechas de plexiglds transparente (19,7 x 11,8 x 20 cm) y que contenian una base
desmontable formada por 15 varillas de acero inoxidable de 0,4 cm de diametro y espa-
ciadas por 0,9 cm de distancia de centro a centro de varilla (Cibertec, Madrid). En el ex-
perimento 1 del tercer articulo se utilizaron camaras de choques eléctricos de plexiglas
transparentes (57 x 41 x 70 cm) con un suelo de rejilla de metal extraible formado por 44
varillas de acero inoxidable de 0,4 cm de didmetro y espaciadas por 1,5 cm de distancia de
centro a centro de varilla (Panlab SLU, Barcelona). El protocolo de descarga en las patas
se detalla en los articulos correspondientes.

Natacion forzada

Se utilizé un cilindro de plastico (plexiglas) transparente de 40 cm de altura y 20 cm de
diametro 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.

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

Adaptado de Pellow et al (1986) consiste en cuatro brazos de madera (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), mientras que los
otros dos tienen un pequefio reborde de 0,7 cm de ancho x 0,3 cm de alto (brazos abier-
tos). Cada brazo esta subdividido en tres secciones iguales. E1 EPM se coloc6 a 50 cm del
suelo, con luz blanca artificial de 40 W de potencia colocada a 1,2 m de altura. Los dos
animales de la misma caja se testaron simultdneamente y se limpid entre ensayo con eta-
nol al 5%. La conducta se gravo con camaras digitales (SCC-M383 CE, BW, Sony, Espaiia)
en posicion cenital. Aparte de sus cualidades como estimulo estresante de baja intensidad,
el EPM es una de la pruebas conductuales mas utilizadas para el estudio de la ansiedad
incondicionada en roedores y una de las mejor caracterizadas. Las variables analizadas a
ciegas fueron tiempo de permanencia en brazos abiertos y cerrados, latencia en entrar por
primera vez a un brazo abierto y nimero de entradas y ambulaciones en cada tipo de
brazo (es decir, numero de secciones cruzadas con las cuatro patas dentro de cada brazo).

Prueba de campo abierto rectangular (OF: “open field”)

Consiste en una caja de plastico duro de color gris con unas dimensiones de 56 x 36,5 x
31 cm abierta por la parte superior e iluminadas con luz artificial mediante una bombilla
de color blanco de 25 W de potencia colocada a 1,5 m de distancia. Los dos animales de
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la misma caja se testaron simultdneamente y se limpié entre ensayo con etanol al 5%.
Cuando se estudi6 la conducta, la prueba se gravé con camaras digitales (SCC-M383 CE,
BW, Sony, Espafia) en posicion cenital. Aparte de sus cualidades como estimulo estre-
sante de baja intensidad, el OF nos permite valorar la actividad locomotora y exploratoria
de los roedores. Mediante el uso de una plantilla, la base de la caja se dividié en 12 areas
iguales (correspondientes a 14 x 9 cm), 10 periféricas en contacto con las paredes y 2 cen-
trales, para la evaluacion a ciegas del nimero de ambulaciones periféricas y centrales, res-
pectivamente. Se considera que el animal ha realizado una ambulacién cuando ha atrave-
sado un drea con las cuatro patas.

Analisis bioquimicos (Radioinmunoanalisis, RIA)

Los niveles de ACTH en plasma se analizaron mediante un RIA de doble anticuerpo en
no-equilibrio siguiendo el protocolo descrito por el Dr. W.C. Engeland (Comunicacion
personal; Departamento de Surgery, University of Minesota, USA) modificado en nuestro
laboratorio (Garcia et al, 2000). Se utilizé un tampén de fosfato disédico 50 mM, ph 7.4,
conteniendo EDTA disédico 25 mM, Tritén X-100 al 0.1% y Albuimina 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. Como estandar se utilizo ACTH1-39 de rata (Sigma). Como
marcador se utilizé 3-[125I] iodotirosil23-ACTH1-39 de Amersham (primer articulo) o
de PerkinElmer (segundo y tercer articulo). Como anticuerpo contra ACTH de rata
(rb7) se utilizé en el primer articulo el donado por el Dr. G.B. Makara y en el segundo y
tercer articulo el donado por el Dr. W.C. Engeland. La fraccion libre se separ6 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 del 4-6 %. To-
das las muestras que tenian que ser comparadas estadisticamente se procesaron en el
mismo analisis para evitar la variacion inter-ensayo. La sensibilidad del método fue de 30
pg/ml con el método utilizado en el primer articulo y de 12,5 pg/ml con el método de los
articulos 2y 3.

Los niveles de corticosterona en plasma se determinaron por un RIA de doble anticuerpo
en equilibrio segun el protocolo del Dr. G.B. Makara (Institute of Experimental Medicine,
Budapest, Hungria). Se utilizé un tampén fosfato sédico 0.2M disuelto en agua MilliQ.
Las muestras fueron incubadas previamente durante 2 h en acido citrico 0.1 M para libe-
rar a la corticosterona de su proteina transportadora (CBG). Se utiliz6 corticosterona sin-
tética (Sigma, Barcelona) como estandar (rango de calibracion: 0.15 - 80 ng/ml), 1251-
corticosteronecarboxi-methyloxime-tyrosine-methyl éster con una actividad especifica
de 1500-2000 uCi/ug (ICN-Biolink 2000, Barcelona) como marcador y un anticuerpo
contra corticosterona donado amablemente por el Dr. G. B. Makara en tampdn de ensayo
con 0.15% de NSR. La fraccion libre se separd con un segundo anticuerpo (donkey anti-
rabbit IgG, Serotec) diluido 1:48 en tampdn 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 variacion intra-ensayo fue de un 5-8 %. Todas las
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muestras que tenian que ser comparadas estadisticamente se procesaron en el mismo ana-
lisis para evitar la variacion inter-ensayo. La sensibilidad del método fue de 1-2 ng/ml.

Analisis estadistico

Se realizo mediante el programa SPSS (Statistical Program for Social Science) version 15,
18 y 19 para Windows. En los primeros experimentos (1 a 3 del primer articulo) se utilizé
la prueba de la t de Student o un analisis paramétrico de la varianza (ANOVA), depen-
diendo del nimero de grupos a comparar. En caso de encontrar efecto significativo en la
ANOVA, se realiz6é un analisis posterior de contraste simple respecto al grupo control.
Cuando los datos no seguian una distribucién normal, se utilizo la prueba de Mann-Whit-
ney (dos colas) o la de Kruskal-Wallis, dependiendo del nimero de grupos a comparar.
En el caso de encontrar efecto significativo en la prueba de Kruskal-Wallis, se utilizé la
prueba de Mann-Whitney (dos colas) para comparar con el grupo control. El criterio de
significacion en todos los casos se establecié en p<0.05.

En el resto de experimentos se utilizé el modelo lineal generalizado (GzLM, McCulloch y
Searle, 2001) para analizar una tnica variable dependiente. En caso de medidas repetidas
se utilizo6 el modelo de ecuaciones estructurales generalizadas (GEE) (Hardin y Hilbe,
2003). La significacion de los efectos estadisticos encontrados mediante estos procedi-
mientos se determind mediante la prueba de chi-cuadrado de Wald usando el método de
estimacion de la casi-verosimillitud restringida. El criterio de significacién en todos los
casos se estableci6 en p<0.05. Estas pruebas pueden realizarse aun si no hay homogenei-
dad de varianza en las variables analizadas y también son validas cuando hay resultados
missing.
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Abstract

We have previously reported that a single exposure to immobilization (IMO) in rats
causes a long-term desensitization of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) response
to the same (homotypic) stressor. Since there are reports showing that a single exposure
to other stressors causes sensitization of the HPA response to heterotypic stressors and
increases anxiety-like behavior, we studied in the present work the long-term effects of
IMO on behavioral and HPA response to mild superimposed stressors. In Experiments 1
and 2, adult male Sprague-Dawley rats were subjected to 2 h of IMO and then exposed
for 5 min to the elevated plus-maze (EPM) at 1, 3 or 7 days after IMO. Blood samples
were taken at 15 min after initial exposure to the EPM. Increases in anxiety-like behavior
and HPA responsiveness to the EPM were found at all times post-IMO. Changes in the
resting levels of HPA hormones did not explain the enhanced HPA responsiveness to the
EPM (Experiment 3). In Experiments 4 and 5, we studied the effects of a single exposure
to a shorter session of IMO (1 h) on behavioral and HPA responses to a brief and mild
session of foot-shocks done 10 days after IMO. Neither previous IMO nor exposure to
shocks in control rats modified behavior in the EPM. However, a brief session of shocks
in previously IMO-exposed rats dramatically increased anxiety in the EPM. HPA and
freezing responses to shocks were similar in control and previous IMO groups. Therefore,
asingle exposure to IMO appears to induce long-lasting HPA and behavioral sensitization
to mild superimposed stressors, although the two responses are likely to be at least par-
tially independent. Long-term effects of IMO on the susceptibility to stress-induced en-
docrine and emotional disturbances may be relevant to the characterization of animal
models of post-traumatic stress.

Introduction

Long-term effects of a single exposure to stress were first described some decades ago in
studies on the consequences of exposure to unpredictable and uncontrollable electric
shock (the so called learned helplesness phenomenon, see Maier, 1984) and the interac-
tion between drugs and stress (i.e. Antelman et al., 1988; Caggiula et al., 1989). However,
the long-term physiological and behavioral con-sequences of a single exposure to stress
have attracted attention in the last decade, particularly since Tilders' lab reported that a
single session of shock was able to induce long-lasting sensitization of the ACTH respon-
siveness to a novel environment (Van Dijken et al., 1993), as well as altered behavior in
those situations (Van Dijken et al., 1992a, b,c, 1993). These results led to focus consider-
able attention in long-lasting effects of single rather than chronic exposure to stress.

Regarding the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, it has been found that expo-
sure to systemic stressors such as amphetamine and cytokines (i.e. interleukin-1f, tumor
necrosis factor a) induces long-lasting sensitization of the HPA response both to the same
(homotypic) and to novel (heterotypic) stressors (see Armario et al., 2004 for review).
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Exposure to mixed (emotional and systemic) stressors such as electric shock also en-
hanced HPA response to different novel environments (Johnson et al., 2002; O'Connor et
al., 2003, 2004; Van Dijken et al., 1993). Therefore, it was assumed that a single exposure
to stress would result in sensitization of the HPA response to additional sumperimposed
stressful situations, either homotypic or heterotypic. However, we have repeatedly found
that a single exposure to immobilization (IMO) causes a long-term desensitization of the
HPA response to the same (homotypic) stressor, which affected both peripheral and cen-
tral (paraventricular nucleus of the hypothalamus, PVN) components of the HPA axis
(Dal-Zotto et al., 2002, 2003; Marti et al., 2001; Valles et al., 2003). Interestingly, this ho-
motypic desensitization progressively developed over time, affecting first the release of
HPA hormones and later transcriptional activity of PVN neurons (Marti et al., 2001; Val-
les et al., 2003). In addition, this homotypic desensitization has also been observed after a
single exposure to restraint or foot-shock (Armario et al., 2004), the magnitude of desen-
sitization being stronger with the more severe stressors. Therefore, it appears that long-
term sensitization induced by stressors having both emotional and systemic components
may be restricted to heterotypic stressors, in contrast to the effects of some immune or
pharmacological stressors.

In addition to the changes in the HPA axis, a single exposure to some stressors has been
described to induce long-term behavioral con-sequences. Unfortunately, the pattern of
results obtained is not always clear. Thus, a single, relatively brief, session of foot-shocks
has been reported to induce long-lasting inhibition of activity in some novel environ-
ments (Stam et al., 2002; Van den Berg et al., 1998; Van Dijken et al., 1992a, 1992b, 1992c,
1993), accompanied by more active behavior in a forced swimming task (Van Dijken et
al., 1992a). In contrast, a single exposure to social defeat caused long-lasting immobility
both in novel environments and in the forced swimming test (Koolhaas et al., 1990). More
recently, exposure of rats to cat, cat odor or underwater trauma stress-induced long-last-
ing anxiety-like behavior in the elevated plus-maze (EPM) (Adamec and Shallow, 1993;
Adamec et al.,, 1997, 1999; Cohen et al., 1999, 2003, 2004; Richter-Levin, 1998), but no
change in another novel environment such as the hole-board (e.g. Adamec and Shallow,
1993; Adamec et al., 1997; 1999).

Interest for the long-lasting consequences of a single exposure to stress is in great part
related to the search for putative animal models of post-traumatic stress disorder (PTSD).
The best animal models of PTSD are likely to be those involving emotional stressors that
the animals can interpret as life-threatening. In this regard, exposure to IMO may be of
interest because this stressor is probably one of the most severe as evaluated by all physi-
ological marker of stress (e.g. Marquez et al., 2002). However, a single exposure to IMO
did not result in altered behavior of the rats in novel environments, including the EPM,
when assessed 14 days after IMO (Belda et al., 2004). For this reason, we hypothesize that
long-term effects of a single exposure to severe stressors could result in relatively transient
(few days) behavioral and physiological alterations when the animals are tested under
resting conditions, but could render them, in the long-term, more vulnerable to addi-
tional superimposed stressors, a characteristic of some PTSD patients (see Stam, 2007 for

82



a review). To test such hypothesis, rats were exposed in different experiments to a single
session of IMO. Some days later, we studied behavioral and HPA responses to the EPM
or to a brief session of shocks applied immediately before the exposure to the EPM.

Materials and Methods

Animals

We used male Sprague-Dawley rats, which were obtained from the breeding center of the
Universitat Autonoma de Barcelona and were 52-64 days old upon their arrival at the
laboratory. They were housed in pairs for 1 week before starting the experiment, in stand-
ard conditions of temperature (21 + 1°C) and a 12-h light/12-h dark schedule (lights on
at 08:00h). Food and water were available ad libitum. The experimental protocol was ap-
proved by the Committee of Ethics of the Universitat Autonoma de Barcelona, followed
the “Principles of laboratory animal care” and was carried out in accordance the European
Communities Council Directive (86/609/EEC).

General procedure

The experimental procedures were always done in the morning, between 9:00 and 12:00h.
Starting 1day after their arrival, all animals were handled at least twice in different days
for approximately 2 min a day. Seven days after their arrival, IMO rats were stressed (for
1 or 2 h depending on the experiment) by taping their four limbs to metal mounts at-
tached to a wooden board (Garcia and Armario, 2001; Garcia et al., 2000). Control rats
were maintained undisturbed in the vivarium. The two cage-mates always received the
same treatment. After each IMO exposure, rats were carefully inspected to assure that
they were in good health. Two rats were excluded from statistical analysis due to limb
damage.

Between 1 and 10 days after IMO, animals were tested in the EPM. The EPM (Pellow and
File, 1986) consisted of 4 white wooden arms (Formica) at right angles to each other, con-
nected to a central square. The apparatus was elevated 50 cm above the floor. Two of the
opposite arms had high walls (enclosed arms, 43 cm high), whereas the other two were
the open arms that had a 0.7 cm ridge to provide an additional grip. Each arm was divided
into 3 equal sections. The rat was placed facing a closed arm and the subject was consid-
ered to be in a given arm when all paws were inside. A black curtain surrounded the EPM
to minimize external influences and a 40 w white bulb was placed 1.20m above the centre
of the apparatus. The procedure lasted 5 min. For behavioral analysis, a video camera was
suspended from the ceiling and the session was videotaped for subsequent analysis by an
experimenter blind to the treatment (S. F.). We measured time spent in open and closed
arms, latency to the first open arm entry, number of entries and ambulations in each type
of arm (number of sections entered within a given arm). The two cage-mates were tested
simultaneously in separate adjacent rooms, different from those used to immobilize the
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animals. The EPM was cleaned carefully between animals with a water solution contain-
ing ethanol (5% v/v).

In Experiments 1 and 2, 10 min after the end of the EPM, blood samples were taken by
tail nick. During these 10 min, the animals were returned to the vivarium. The tail nick
consisted of gently wrapping the animals with a cloth, making a 2mm incision at the end
of one of the tail arteries and then massaging the tail while collecting, within 2 min, 300pl
of blood into ice-cold EDTA capillary tubes (Sarsted, Granollers, Spain). This method is
extensively used in our lab because in our conditions elevations in HPA hormones due to
the procedure are of low magnitude (Belda et al., 2004; Garcia et al., 2000; Marquez et al.,
2002, 2005, 2006). The cage-mates were sampled simultaneously (two experimenters were
sampling at the same time and a third was gently holding the two rats). Basal levels prior
to exposure to the EPM were not obtained because this can affect animal behavior.

Data were analyzed by means of the ‘statistical package for social science' (SPSS) (version
15 for Windows). The statistical analysis performed in each experiment is described be-
low.

Biochemical analysis

Plasma ACTH and corticosterone levels were determined by double-antibody radioim-
munoassay (RIA), as previously described (Marquez et al., 2006). In brief, ACTH RIA
used 125I-ACTH (Amersham, Spain) as the tracer, rat synthetic ACTH 1-39 (Sigma,
Spain) as the standard and an antibody raised against rat ACTH kindly provided by Dr.
G. B. Makara (Inst. Exp. Med., Budapest, Hungary). Corticosterone RIA used 125I-car-
boximethyloxime-tyrosine-methyl ester (ICN-Biolink 2000, Spain), synthetic corti-
costerone (Sigma, Spain) as the standard, and an antibody raised in rabbits against corti-
costerone—carbox-imethyloxime-BSA kindly provided by Dr. G. B. Makara. Plasma cor-
ticosteroid-binding globulin was inactivated by low pH. All samples to be compared were
run in the same assay to avoid inter-assay variability. The intra-assay coefficient of varia-
tion was 6.0% for ACTH and 5.8% for corticosterone. The sensitivity of the assay was
30pg/ml for ACTH and 0.2mg/dl for corticosterone.

Experiments 1-3

In Experiment 1, 20 rats were immobilized for 2 h and then tested in the EPM 1 or 3 days
later (n=10 in each group). Control rats (n=22) were only exposed to the EPM. Blood
samples were collected in the two groups to evaluate the HPA response to the EPM. To
analyze non-normal data (EPM behavior and plasma ACTH), we used Kruskal-Wallis
followed by Mann-Whitney tests (two-tailed), if needed. Corticosterone response to the
EPM was normal and it was analyzed by means of a parametric analysis of variance fol-
lowed by further “contrast simple” analysis versus control group.

In Experiment 1, we found that exposure to IMO was able to increase anxiety-like behav-
ior in the EPM and to sensitize HPA response to this mild stressor. To study a longer time
interval, in Experiment 2 rats were immobilized for 2 h (n=10) and tested, 7 days later, in
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the EPM. Blood samples were taken afterwards. Control rats (n=12) were only exposed to
the EPM and then sampled. Mann-Whitney test (two-tailed) was used to analyze non-
normal behavioral and ACTH data. The Student's t-test was used for corticosterone be-
cause it followed a normal distribution.

In Experiments 1 and 2, resting levels of HPA hormones after IMO were not obtained to
avoid interference with behavior in the EPM. Thus, in Experiment 3, rats were exposed
to 2 h of IMO (n=8 for each of the three times post-IMO) or left undisturbed (n=24). One,
4 or 7 days later, they were sampled under non-stressful conditions. Later, ACTH and
corticosterone levels were analyzed. ACTH data was log-transformed to achieve homo-
geneity of variances. As log-ACTH followed a normal distribution, a parametric analysis
of variance was performed followed by “contrast simple” comparisons versus control
group. Corticosterone did not follow a normal distribution and a non-parametric Krus-
kal-Wallis analysis of variance was performed, followed by Mann-Whitney U tests (two-
tailed). The between-subject factor was “IMO” in all cases (four levels: control, IMO-1day,
IMO-4 days and IMO-7 days).

Experiments 4-5

Data from our laboratory suggest that the increase in anxiety-like behavior induced by
IMO is a transient feature (Belda et al., 2004). However, it is possible that after the effects
of IMO on basal anxiety have vanished, a future stressor could reinstate anxiety-like be-
havior. To test this hypothesis, in Experiment 4 rats were immobilized for 1 h (n=20) or
remained undisturbed into the vivarium (n=20). Only 1 h instead of 2 h of IMO was cho-
sen assuming that the effects of 1 h of IMO should be less intense and lasting than those
of 2 h. Ten days later, half of the subjects in each group were directly exposed to the EPM
or firstly foot-shocked (see below) and immediately afterwards tested in the EPM. The
shock chambers were made of clear Plexigas (19.7 cm x 11.8 cm x 20.0 cm) and contained
a removable floor of 15 stainless-steel rods, 0.4 cm diameter and spaced 0.9 cm center to
center (Cibertec, Spain). One hundred and eighty seconds after entering the chamber,
shocked-rats were exposed to only 3 scrambled shocks (0.5mA, 3s of duration each one,
AC current, one shock every 60s) and removed from the chamber immediately after the
last shock (5 min inside the shock chamber in total). Cage-mates were simultaneously
processed in separate chambers and were unable to see each other. The shock chambers
were placed in a room different from the ones used to immobilize the animals and to
perform the EPM. The chambers were cleaned carefully between animals with a water
solution containing ethanol (5% v/v).

To analyze data in Experiment 4, behavioral measures were log-transformed to improve
homogeneity of variances and a generalized linear model was used (McCulloch and
Searle, 2001). “IMO” and “shock” were the two between-subjects factors. As a method of
estimation, the maximum likelihood (ML) was used in all cases. The significance of the
effects was determined by the Wald chi-square statistic. Pairwise comparisons were done
for the decomposition of the interaction “shock x IMO” when it was statistically
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significant. The generalized linear model is a more flexible statistical tool than the stand-
ard general lineal model (GLM) because several types of distribution of the data could be
chosen. Goodness of fit values (Akaike's information criterion, AIC) were used to com-
pare different types of distribution. Normality distribution and identity as a link function
was chosen for the present results to be the one that better fit the data.

In Experiment 4, blood samples were not taken before exposure to the EPM to avoid in-
terference of the sampling procedure with the subsequent EPM behavior. In Experiment
5, control (n=12) and IMO 1 h (n=12) rats were initially treated following the same pro-
tocol described in Experiment 4, but on day 8 post-IMO both groups were sampled by
tail nick under basal conditions, returned to the vivarium and sampled again 12 min later.
On day 10 post-IMO, both groups were exposed to the shock chamber and shocked as
described for the Experiment 4 (5 min inside the shock chamber in total), but now all the
rats were left in the shock chambers for 3 min after the last shock (8 min in total). Imme-
diately after that, they were sampled, returned to the vivarium and sampled again 12 min
later. This particular protocol was introduced for three main reasons. First, it can allow
us to obtain a more appropriate time for the evaluation of the corticosterone response to
the shock on day 10 post-IMO (8 and 20 min after initial exposure to the chambers). Sec-
ond, we can measure freezing behavior during the 3 min preceding shocks and during the
3 min after the shocks, thus allowing us to characterize sensitivity to shock. Freezing be-
havior (time spent completely immobile) was recorded by a video camera placed in a
frontal position and measured by a stop-watch by an experimenter blind to the treatment
(S. F.). Third, we can study the response to nail-nick by itself, sampling the animals 12
min after an initial sampling under basal conditions (day 8 post-IMO).

To analyze freezing in Experiment 5, a generalized linear model repeated measures anal-
ysis (generalized estimating equations model or GEE, Hardin and Hilbe, 2003) was used,
with time as the within-subject factor (two levels: pre and post-shock) and IMO as the
between-subject factor (two levels: control and IMO). To analyze corticosterone, a GEE
was also used with day (two levels: day 8 and day 10 post-IMO) and sampling time (two
levels: time 8 and 12 min after initial exposure to the shock chamber and the correspond-
ing times for the non-stress condition) as the within-subject factors, and IMO as the be-
tween-subject factor (two levels: control and IMO). As a method of estimation, the max-
imum likelihood (ML) was used in all cases. Normality distribution and identity as a link
function was chosen to be the one that better fit the data. The significance of the effects
was determined by the Wald chi-square statistic.
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Results

Experiment 1

One rat from the “IMO-3 days group” was excluded due to limb damage. As Fig. 1A
shows, Kruskal-Wallis test showed that groups differed in time spent in open arms (x2
(2)=8.12, P b 0.05), open arm entries (x2 (2)=7.70, P b 0.05) and ambulations in open
arms (X2 (2)=9.03, P b 0.05). Groups did not show differences in closed arm entries, as a
measure of general activity (Fig. 1A, x2 (2)=5.20, NS). Additional Mann-Whitney com-
parisons showed that animals exposed to IMO, both 1 and 3 days before the EPM, pre-
sented an anxiogenic profile in the test in comparison to control animals, as measured by
time spent in open arms (1day: U=49.0, P b 0.05; 3 days: U=52.0, P b 0.05), open arm
entries (1day: U=52.5, P b 0.05; 3days: U=51.5, P b 0.05) and ambulations in open arms
(1day: U=50.0, P b 0.05; 3days: U=45.0, P b 0.05). The percent of time spent in open arms
with regard to time spent in open + closed arms (Fig. 1A) only approached significance
(Kruskal-Wallis, x2 (2)=5.53, P=0.063). Rats exposed 1day after IMO to the EPM also
presented a decrease in the percent of time spent in open arms (U=57.0, P b 0.05). Krus-
kal-Wallis of the percent of entries into open arms with regard to total entries (Fig. 1A)
was also statistically not significant and 1day after IMO the percent of entries into open
arms was only marginally decreased in comparison to control group (U=62.5, P=0.053).

With regard to pituitary-adrenal activation (Fig. 2A), IMO was able to induce an increase
in ACTH response to the EPM, both 1 and 3days after the stressor (Kruskal-Wallis: x2
(2)=26.78, Pb0.001; 1day vs control, Mann-Whitney U=0, Pb0.001; 3days vs control,
Mann-Whitney U=15.0, Pb0.001). The same pattern of response was observed for corti-
costerone (Fig. 2A, F (2, 38)=13.53, Pb0.001, “contrast simple” 1day vs control: Pb0.01,
3days vs control: Pb0.001). Although basal levels were not obtained in Experiment 1 to
avoid any effect of sampling on behavior, the changes are unlikely to be totally explained
by changes in basal levels on the basis of the results obtained in Experiment 3 (see below).

Experiment 2

One rat from the control group fell from the EPM and one IMO rat was excluded due to
limb damage. As Fig. 1B shows, 7 days after the exposure to IMO, still an anxiogenic
profile was detected in the EPM, as measured by time spent in the open arms (U=20.0,
Pb0.05), open arm entries (U=19.5, Pb0.05) and ambulations in open arms (U=23.0,
Pb0.05). The percent of time spent in open arms was also statistically significant (U=21.0,
Pb0.05), but not the percent of entries into open arms or the number of closed arm entries.

With regard to pituitary-adrenal axis activation (Fig. 2B), IMO exposure 7 days before
did not result in increased ACTH response to the EPM, although sensitization was de-
tected with corticosterone (t(18)=3.77, P=0.001).
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Fig. 1. Effects of a single
previous exposure to
IMO (2 h) on behavior in
the elevated plus-maze,
1 day, 3 days (panel A;
IMO+ 1D, and IMO + 3D,
respectively) or 7 days
(panel B; IMO + 7D) after
the stressor.

Means and S.E.M. are repre-
sented. The number of animals
per group was as follows: n=22
for controls, n=9-10 for IMO
groups in panel A; n=11 for
controls and n=9 for IMO in
panel B. #P=0.053 *P<0.05 vs
respective control group.
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Fig. 2. Effect of a single previous exposure to IMO (2 h) on ACTH and corticosterone responses
to the elevated plus-maze, 1 day, 3 days (panel A; IMO + 1D, and IMO + 3D, respectively)
or 7 days (panel B; IMO + 7D) after the stressor.
Means and S.E.M. are represented. The number of animals per group was as follows: n=22 for controls, n=9-
10 for IMO groups in panel A; n=11 for controls and n=9 for IMO in panel B. Samples were taken 10 min after the
termination of the 5 min exposure to the test. **p<0.01 and ***p<0.001 vs respective control group.
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Experiment 3

Exposure to IMO changed ACTH basal levels as can be seen in Table 1 (F (3, 44)=8.47,
Pb0.001). Contrast analysis showed that in comparison to control group, IMO increased
plasma ACTH on the day after IMO (Pb0.001), still 4 days later (Pb0.05), but not 7 days
later. Basal plasma corticosterone levels (Table 1) were also changed by IMO (Kruskal-
Wallis: x2 (3)=19.28, pb0.001). Mann-Whitney U tests showed that IMO increased basal
levels of corticosterone, 1 (U=11.0, Pb0.001), 4 (U=39.0, Pb0.05), and 7 (U=46.0, Pb0.05)
days after IMO.

Control IMO+1D IMO+4D IMO+7D

(n=24) (n=8) (n=8) (n=8)
ACTH (pg/ml) 49+3 87 + ¥k 64 +7* 58+5
Corticosterone (pg/dl) 0.7+0.2 4247 7%¥F* 22+0.8% 1.2+0.3*

Table 1. Plasma ACTH and corticosterone levels in resting conditions 1 day, 4 days or 7 days
after a single exposure to IMO (IMO + 1D, IMO +4D or IMO+ 7D, respectively).

Samples were taken between 9 and 12 A.M. Mean and S.E.M. are represented.
*P<0.05 and ***P<0.001 vs. control.
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Experiment 4

Two animals were excluded from the experiment because they fell off from the EPM. With
regard to time spent in open arms (Fig. 3A), the statistical analysis showed that the
“shock” factor was statistically significant (Wald x2 (1)=4.62, P b 0.05), but not the “IMO”
factor, being “shockxIMO” also statistically significant (Wald x2 (1)=5.78, Pb0.05). Ad-
ditional analysis of the interaction “shockxIMO” showed that in previously IMO-exposed
rats, the shocks were able to decrease time spent in open arms in comparison to non-
shocked animals (Pb0.001), whereas shock had no effect in non-IMO-exposed animals.
Also, within the rats that received shocks before the EPM, those previously exposed to
IMO showed decreased time spent in open arms in comparison to non-IMO-exposed rats
(Pb0.01). No differences between IMO and non-IMO rats were found in the non-shocked
groups. Thus, shock or IMO exposures by themselves were ineffective to produce an anxi-
ogenic-like behavior, but when combined were able to induce an anxiogenic effect.

Similar results were obtained with open arm entries and ambulations in open arms. With
regard to open arm entries (Fig. 3B), neither “shock” nor “IMO” by themselves were sta-
tistically significant, but the interaction “shockxIMO” was statistically significant (Wald
X2 (1)=3.92, Pb0.05). Additional analysis of the interaction “shock x IMO” showed that
only in previously IMO-exposed subjects, the shocks were able to decrease open arm en-
tries (Pb0.01). Also, within the rats that received shocks before the EPM, previous IMO
rats showed lower open arm entries than non-IMO rats (Pb0.05). Again, shock or IMO
by themselves did not modify open arm entries.

With regard to ambulations in open arms (Fig. 3C), although “shock” and “IMO” factors
were statistically non-significant, “shock x IMO” was statistically significant (Wald x2
(1)=3.94, Pb0.05). Additional analysis of the interaction “shock x IMO” showed again
that only in previously IMO-exposed rats, the shocks were able to decrease ambulations
in open arms (Pb0.01). Again, within the rats that received shocks before the EPM, IMO
rats showed reduced ambulations in open arms as compared to non-IMO rats (Pb0.01).
The decrease in open arm ambulation was then not observed when IMO or shock treat-
ments were given alone.

Groups did not differ in closed arm entries (Fig. 3D, all NS) or in closed arms ambulations
(not shown, all NS). Finally, as it can be seen in Figs. 3E and F, the percent of time spent
in open arms (“shock”™ Wald x2 (1)=4.09, Pb0.05, “IMO”: NS, “shockxIMO”: Wald x2
(1)=5.39, Pb0.05) and the percent of open arm entries with regard to total entries
(“shock™ NS, “IMO”: NS, “shockxIMO”: Wald x2 (1)= 4.26, Pb0.05) followed the same
general pattern of results as the absolute values. With regard to the percent of time spent
in open arms, additional comparisons to analyze the interaction “shockxIMO” showed
that in IMO-exposed rats, shock administration increased the percent of time spent in
open arms (Pb0.01), and that in shocked-rats, IMO stress increased also this measure
(Pb0.05). Regarding the percent of entries in open arms, also in IMO-exposed rats, shock
administration increased the percent of entries in open arms (Pb0.05), but in shocked-
rats, IMO stress only marginally in-creased this measure (P=0.052).
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Fig. 3. Effects of a single previous exposure to IMO (1 h), 10 days after the stressor,
on the impact of a brief session of shock given immediately before the elevated plus-maze.
Means and S.E.M. (n=9-10) are represented. The different behaviors evaluated were time in open arms (panel A),
open arm entries (panel B), open arm ambulations (panel C), closed arm entries (panel D),
percent of time in open arms (panel E) and percent of entries in the open arms (panel F).
*P<0.05 **P<0.01 and ***P<0.001 vs IMO rats without shock; and P = 0.052 +P b 0.05 and
++P b 0.01 vs shocked-rats without IMO.
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Experiment 5

Corticosterone levels (Fig. 4A), measured on day 8 post-IMO (under basal conditions
and after tail nick) and on day 10 post-IMO after the shocks, were not affected by previous
IMO exposure (“IMO”: NS, “dayxIMO”: NS, “sampling time xIMO”: NS, “sampling
timexdayxIMO”: NS). The within-subjects factors were all significant (“day”: Wald x2 (1)
= 81.45, P b 0.001, “sampling time”: Wald x2 (1) = 103.62, P b 0.001, “sampling time X
day”: Wald x2 (1) = 6.26, P b 0.05). Globally, these results indicated that: (i) corti-
costerone-one levels were higher on day 10 (when animals were exposed to the shock
chamber, and later shocked) than on day 8 (when animals were only sampled); and (ii)
corticosterone levels were higher after the second than the first sampling. However, the
existence of the interaction indicated that the increase in corticosterone levels induced by
the shock was higher than the one induced by the tail-nick itself. More importantly, pre-
vious IMO exposure did not modify corticosterone response.

Freezing behavior (Fig. 4B) was not affected by previous IMO exposure (“IMO”: NS,
“time xIMO”: NS) and, as expected, freezing post-shock was higher than freezing pre-
shock, regardless of IMO exposure (“time”: Wald x2 (1) = 440.56, P b 0.001).
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Fig. 4. Effects of a single previous exposure to IMO (1 h) on the corticosterone response to
blood sampling and exposure to a brief session of shocks (panel A), and the freezing response
elicited by shocks (panel B).

Means and S.E.M. (n = 12 for each group) are represented. On day 8 after IMO exposure, control and IMO rats were
sampled under resting conditions (T1) and again 12 min later (T2). On day 10 after IMO, the same animals were ex-
posed to shocks and sampled 8 min after the initial exposure to the chamber (T1) and 12 min after the first sampling
(T2). Between T1 and T2 animals remained in their home cages in the animal room. Time spent freezing was meas-
ured in the shock chamber for 3 min before and 3 min after the 3 shocks. No differences between control and IMO
groups were observed.
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Discussion

The present results demonstrate that a single exposure of adult rats to 2 h of IMO was
able to induce a sensitization of the HPA response to a novel environment (EPM) that
was accompanied by signs of anxiety-like behavior. This altered response was still present
7 days after IMO. A single exposure to 1 h of IMO, 10 days before, did not result in altered
EPM behavior, but a brief superimposed stressor (mild shocks) elicited anxiety-like be-
havior in previously immobilized, while not affecting control rats. In contrast, HPA and
freezing responses to shocks were similar in control and IMO rats at that time. Thus, be-
havioral sensitization to further superimposed stressors outlasts both normalization of
anxiety-like behavior under basal conditions and HPA sensitization.

In two experiments, rats were subjected to 2 h of IMO and 1, 3 or 7 days later, behavioral
and physiological responsiveness to a novel environment (EPM) was evaluated. Exposure
to IMO resulted in lower number of entries and less time spent in the open arms of the
EPM when the animals were tested 1 or 3 days after IMO. Similar effects were still ob-
served 7 days after IMO. The decrease in time spent in open arms was accompanied by a
slight non-significant trend to reduce closed arm entries, which suggests that in addition
to enhanced anxiety-like behavior, IMO may cause a small and transient reduction of
activity in novel environments. This is a phenomenon currently observed with severe
stressors that is likely to disappear after 3 days (e.g. Woodmansee et al., 1993). For in-
stance, exposure to 2 h of IMO did not modify neither activity nor exploration in the hole-
board when assessed 5 days after the stressor (Gagliano et al., 2008), suggesting that, at
this time, IMO-induced inhibition of activity has gone. Thus, the EPM appears to be more
sensitive than the hole-board to specifically evaluate anxiety-like behavior. In our experi-
mental conditions, the percent of time spent in open arms appears to be a more sensitive
index of the anxiogenic effects of IMO than percent of entries into open arms. Percent of
time spent in open arms was decreased in previously IMO-exposed rats, 1 and 7 days
post-stress, although in rats exposed to IMO 3 days before this measure was not statisti-
cally significant. In Experiment 4, in IMO-exposed rats, the administration of mild shocks
before the EPM was able again to decrease percent of time spent in open arms. However,
the fact that the results are more clear with the absolute time spent in open arms than
with the percent of time spent in those arms (excluding the time spent in the center) sug-
gests that IMO can induce changes in both activity and anxiety that are likely to have
different mechanisms and time-course, thus complicating the interpretation of the re-
sults.

Sensitization of the ACTH and corticosterone responses to the EPM followed approxi-
mately the same time-course as changes in anxiety-like behavior. Sensitization of both
ACTH and corticosterone responses were observed during the first 3 days after IMO, but
it was still significant only for corticosterone on day 7 post-IMO. This apparent dissocia-
tion between ACTH and corticosterone may be explained by the fact that samples were
taken 10 min after the termination of exposure of the rats to the EPM in order to obtain
an optimum time point for plasma corticosterone, which reaches the optimum not before
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15 min after initial exposure to the situation (Le Mevel et al., 1979). It is quite possible
that an enhanced ACTH response could have been observed if samples were taken imme-
diately after the EPM. IMO transiently increased basal levels of ACTH and corticosterone,
an effect repeatedly observed, after exposure to severe stressors, particularly with corti-
costerone (e.g. Fleshner et al., 1995; Marti et al., 1996; Ottenweller et al., 1994). However,
the magnitude of the changes observed in the present work cannot explain the higher
levels of ACTH and corticosterone of IMO as compared to control rats after the exposure
to the EPM.

Long-lasting IMO-induced sensitization of the HPA response to a novel environment is
in accordance with previous reports using a relatively brief session of electric foot-shock
(Van Dijken et al,, 1993), IMO (Gagliano et al., 2008) or a long session of electric tail-
shock typical of the learned-helplessness paradigm (Johnson et al., 2002; O'Connor et al.,
2003; 2004). In the latter case, sensitization was mainly reflected in a faster response to
the acute superimposed stressors and persisted for at least 10 days (Johnson et al., 2002).
Sensitization of the HPA response after a single exposure to IMO is restricted to novel
(heterotypic) stressors, as we have repeatedly found that a single exposure to IMO caused
along-term desensitization of the HPA response to the same (homotypic) stressor, which
affected both peripheral and central (PVN) components of the HPA axis (see Armario et
al., 2004 for a review).

IMO-induced corticosterone release may be involved in the induction and/or expression
of long-lasting changes in anxiety-like behavior as the stressor caused a marked and pro-
longed release of corticosterone and resting levels of corticosterone were elevated for
some days. The role of acute glucocorticoid (including corticosterone) administration on
anxiety-like behavior is controversial in the literature, with direct experimental evidence
for both anxiolytic (Andreatini and Leite,1994; File et al.,1979) and anxiogenic (Calfa et
al., 2006; Calvo et al., 1998) effects. However, most experimental data favor the view that
the induction of stress-induced changes in anxiety are mediated by the release of gluco-
corticoids a (e.g. Calfa et al., 2006; Calvo et al., 1998). Therefore, the induction of corti-
costerone release during exposure to IMO rather than the elevated levels during testing
may play an important role in anxiety-like behavior in the EPM.

Other labs have reported longer lasting increases in basal anxiety-like behavior in rats
after a single exposure to some stressors such as short sessions of electric shock (Pijlman
and Van Ree, 2002; Pijlman et al., 2003; Stam et al., 2002; Van Dijken et al., 1992a, 1992b,
1992c¢, 1993), social defeat (Koolhaas et al., 1990; Meerlo et al., 1996), cat (predator) or cat
odor (e.g. Adamec and Shallow, 1993; Adamec et al., 1997; Cohen et al., 1999, 2000) and
forced underwater exposure (Richter-Levin, 1998). However, results are not always easily
to reconcile. For instance, exposure to a cat elicited consistent increases in anxiety-like
behavior in the EPM, but activity/exploration in the hole-board was rarely affected (e.g.
Adamec and Shallow, 1993; Adamec et al., 1997; 1999). It may be argued that the EPM is
more appropriate than the hole-board to evaluate anxiety-like behavior. However, long-
lasting reduction of activity in different types of open-field tests has been described after
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electric foot-shock or social defeat (e.g. Meerlo et al., 1996; Stam et al., 2002; Van Dijken
et al., 1992a, 1992b, 1992¢, 1993). In addition, Maier's lab has not been able to find con-
sistent effects of longer-lasting and more severe sessions of inescapable/uncontrollable
electric tail-shock typical of the learned-helplessness paradigm on anxiety-like behavior
in the EPM even within the first 24 h post-shock (Grahn et al., 1995). These inconsistent
behavioral data occur despite very consistent results regarding HPA sensitization (John-
son et al., 2002; O'Connor et al., 2003, 2004). The authors argued that perhaps EPM be-
havior is measuring a type of anxiety poorly sensitive to shock and its controllability
(Grahn et al., 1995), in contrast to another test such as social interaction, which appears
specifically sensitive to shock controllability (Short and Maier, 1993).

At present, there is no clear explanation for controversial results regarding long-lasting
effects of different stressors on anxiety-like behavior, but there are at least three possibil-
ities (see Armario et al., 2008 for further discussion). First, individual differences in sus-
ceptibility to stress may be important (e.g. Cohen et al., 2003; Milde et al., 2003), some
strains of rats being more resistant than others. Second, the influence of exposure to stress
on behavior in novel environments may depend on qualitative aspects of stressors. For
instance, long-lasting stress-induced increases in fear/anxiety elicited by novel environ-
ments may appear with stressors for which the animals have a strong biological predispo-
sition to establish associations with the exposure to novel environments. This may be the
case of cat (or cat odor) presence and foot-shock (that can be interpreted as a painful
arena). In contrast, with IMO, the main danger signal, likely to be associated with IMO,
is the IMO procedure itself. Finally, behavior of animals in novel environments is quite
sensitive to procedures associated to such exposure. It is therefore difficult to rule out an
interaction between previous treatment of animals (e.g. stress several days before) and
their response to procedures preceding exposure to the EPM such as transport of animals,
handling and so on.

To demonstrate that previous exposure to IMO could have induced sensitization of ani-
mals to further mild stressors and that long-term behavioral effects of a single exposure
to IMO in the EPM could be better observed after superimposing a mild stressor, control
and previously immobilized rats were tested in the EPM 10 days after exposure to 1 h of
IMO, either under basal conditions or after being exposed to 3 mild shocks (0.5 mA). We
chose 1 h of IMO assuming that the length of exposure to the stressor would be related to
the duration of its long-lasting effects. Previous exposure to 1 h of IMO did not modify
the behavior of the rats in the EPM when evaluated 10 days later. In addition, a brief ex-
posure to shock did not alter EPM behavior in control animals. In contrast, in previous
IMO rats, such brief shock exposure drastically altered behavior in the EPM, resulting in
clearly enhanced signs of anxiety. Therefore, a single exposure to IMO is able to induce
long-lasting changes in behavior that are not observed under non-stressful conditions,
but are unmasked by pre-exposure to a brief stressor. The present results support the idea
that acute-stress-induced changes in the EPM are more appropriate to reveal anxiety than
the evaluation under non-stressful conditions (Korte and De Boer, 2003). In addition,
they are consistent with: (i) the long-lasting sensitization of some physiological responses
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to superimposed stressors after previous exposure to relatively brief sessions of shocks
(Bruijnzeel et al., 2001; Stam et al., 1996); and (ii) the enhanced fear-conditioning caused
by previous single exposure to certain stressors (Baratta et al., 2007; Cordero et al., 2003;
Iwamoto et al., 2007; Kohda et al., 2007; Rau et al., 2005). Our results are also consistent
with the well-accepted fact that PTSD patients are characterized by a higher responsive-
ness to stressors not directly related to the traumatic situation (see Stam, 2007 for a re-
view).

Taken the two last experiments together we found that corticosterone response to a brief
session of shocks was similar in control and IMO rats despite an enhancement of anxiety-
like behavior elicited by shocks only in IMO rats. These data suggest that sensitization of
the HPA axis and the anxiety-like behavior elicited by IMO is likely to be the result of
two, at least partially, independent processes. To our knowledge, only two previous re-
ports have simultaneously studied behavioral and HPA response to novel environments
after a previous single exposure to stress (Gagliano et al., 2008, Van Dijken et al., 1993).
Van Dijken et al. (1993) reported reduced locomotion, increased immobility and a higher
ACTH response after exposure to a novel environment in rats previously exposed to a
brief session of foot-shocks 14 days before. However, corticosterone response did not dif-
fer between control and shocked-rats. In our lab, previous exposure to IMO resulted in a
sensitization of the ACTH response to a hole-board 5-7 days after the stressor, which was
not reflected in changes in activity/exploration in the apparatus (Gagliano et al., 2008). In
addition, in our hands, a single exposure to fur cat odor resulted in long-lasting changes
in anxiety-like behavior in the EPM with no evidence of HPA sensitization (Mufnoz-Abel-
lan et al., 2008). This independence is also corroborated by the lack of statistically
significant correlations between hormonal and behavioral data in the present study (data
not shown).

At present, there is no direct experimental evidence about the role of specific brain areas
in the long-lasting effects of IMO on both homotypic desensitization and heterotypic sen-
sitization. However, the changes are unlikely to be located in the PVN or the anterior
pituitary and they may be the result of the processing of the stressors in higher level brain
areas such as the medial preofrontal cortex, the amygdala or the septum. In fact, we have
found that a single exposure to IMO lead to a reduced neuronal activation, as evaluated
by c-fos expression, in the medial amygdala and the lateral ventral septum (Valles et al.,
2006), suggesting that these areas may play an important role in long-lasting homotypic
desensitization. On the basis of long-lasting changes in anxiety caused by exposure to cat
and the results of Adamec's lab, we have suggested that ventral hippocampus and its con-
nections with the right basolateral amygdala may play an important role in stress-induced
sensitization (Armario et al., 2008).

In conclusion, the present results indicate that a single exposure to IMO-induced transi-
ent enhancement of HPA responsiveness to a novel environment (EPM) and anxiety-like
behavior in the same situation. However, a normalization of such responses are not in-
dicative of a dissipation of the effects of IMO, since a brief exposure to an additional
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stressor, which did not alter behavior of non-previously stressed rats, greatly enhanced
anxiety-like behavior in those rats previously exposed to IMO 10 days before. Since IMO
is a severe stressor, the present results support the possibility that a single exposure to
IMO may be a putative animal model of PTSD.
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Abstract

A single exposure to some severe stressors causes sensitization of the hypothalamic-
pituitary—adrenal (HPA) response to novel stressors. However, the putative factors
involved in stress-induced sensitization are not known. In the present work we studied in
adult male rats the possible role of glucocorticoids and CRH typel receptor (CRH-R1),
using an inhibitor of glucocorticoid synthesis (metyrapone, MET), the glucocorticoid
receptor (GR) antagonist RU38486 (mifepristone) and the non-peptide CRH-R1
antagonist R121919. In a first experiment we demonstrated with different doses of MET
(40-150 mg/kg) that the highest dose acted as a pharmacological stressor greatly
increasing ACTH release and altering the normal circadian pattern of HPA hormones,
but no dose affected ACTH responsiveness to a novel environment as assessed 3 days after
drug administration. In a second experiment, we found that MET, at a dose (75 mg/kg)
that blocked the corticosterone response to immobilization (IMO), did not alter IMO-
induced ACTH sensitization. Finally, neither the GR nor the CRH-R1 antagonists
blocked IMO-induced ACTH sensitization on the day after IMO. Thus, a high dose of
MET, in contrast to IMO, was unable to sensitize the HPA response to a novel
environment despite the huge activation of the HPA axis caused by the drug. Neither a
moderate dose of MET that markedly reduced corticosterone response to IMO, nor the
blockade of GR or CRH-R1 receptors was able to alter stress-induced HPA sensitization.
Therefore, stress-induced sensitization is not the mere consequence of a marked HPA
activation and does not involve activation of glucocorticoid or CRH-R1 receptors.

Introduction

Exposure to stress causes a transient activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis that results in the release of ACTH and glucocorticoid (corticosterone in rats)
to the bloodstream. It is well established that stress-induced glucocorticoid release plays
an important role in several physiological and behavioral consequences of stress,
including the constraint of the activation of the HPA axis through negative feedback
mechanisms (De Kloet et al., 1998; Keller-Wood and Dallman, 1984).

Several decades ago, Dallman and Jones (1973) observed in rats that whereas
administration of corticosterone several hours before exposure to stressors blocked, as
expected, corticosterone response to the stressors, endogenous release of corticosterone
induced by a stressor was unable to block the response to a subsequent stressor. They
proposed that stress can induce some kind of facilitation of the HPA axis that may
compensate negative glucocorticoid feedback so that the response to a novel stressor is
maintained essentially intact. Evidence that prior stress can maintain intact or even
enhance ACTH response to a subsequent stressor has been further reported by numerous
studies (i.e. De Souza and Van Loon, 1982; Le Mevel et al., 1979; Lilly et al., 1989),
although inhibition of the HPA axis by a previous stress has also been sometimes reported
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(Graessler et al., 1989; Keller-Wood et al., 1983; Marti et al., 1999). It appears that the type
of stressor and the length of exposure are important in deter-mining the final outcome.
If, under certain conditions, negative glucocorticoid feedback on the HPA axis is
counteracted by stress-induced facilitation, blockade of glucocorticoid synthesis would
unmask stress-induced facilitation. This has been demonstrated to be the case after
chronic exposure to several stressors (Akana et al., 1996; Marti et al., 1994) and directly
demonstrated using brief and repeated exposures to immobilization on boards (IMO) in
adrenalectomized rats maintained with low corticosterone levels in the drinking water
(ADX+B) to normalize resting HPA activity (Andrés et al., 1999).

Acute exposure to severe stressors such as foot-shock, tail-shock and immobilization on
boards (IMO) has been consistently found to enhance for several days or even weeks the
HPA response to different (heterotypic) mild stressors (Belda et al., 2008; Gagliano et al.,
2008; Johnson et al., 2002; Marti et al., 2001; Mufioz-Abelldn et al., 2008; Van Dijken et
al., 1993; Weinberg et al., 2010). The mechanisms involved have been scarcely studied.
Pioneer work by Maier's lab suggests that long-lasting tail-shock induced HPA
sensitization is paralleled by reduced efficacy of negative glucocorticoid feedback
(O'Connor et al., 2003) and observed at the level of the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN) (O'Connor et al., 2004), thus suggesting a major central rather than
peripheral component. However, the factors involved in the induction of long-lasting
stress-induced HPA sensitization are not known. Vasopressin (AVP) may be involved in
the expression of acute stress-induced sensitization as blockade of AVP type 1b receptors
blunted the slight sensitization of the ACTH response to noise observed on the day after
a single exposure to restraint (Spiga et al., 2009).

Stress-induced release of glucocorticoids may be an important modulator of HPA
sensitization, although the direction of the predicted effects of glucocorticoids on the
induction of heterotypic sensitization may be opposite depending on which aspects of the
literature we focus. On one hand, glucocorticoids appear to be important for the
induction of some sensitizing effects of stress. For instance, glucocorticoids, acting
through both glucocorticoid and mineralocorticoid receptors (GR and MR, respectively)
appear to be critical for restraint to increase anxiety-like behavior in the elevated plus
maze (i.e. Calvo and Volosin, 2001). Moreover, chronic cold-induced facilitation of the
ACTH response to acute restraint has been observed to be positively related to the level
of plasma corticosterone in ADX+B rats (Akana and Dallman, 1997). However, other
lines of research indicate that stress-induced glucocorticoid release can block stress-
induced facilitation of the HPA response (Andrés et al., 1999; Wong et al., 2000).

The induction of acute stress-induced sensitization of the HPA response appears to be
related to the intensity and/or duration of expo-sure to the stressors and constrained by
glucocorticoids released during stress (Andrés et al., 1999; Cassano and D'Mello, 2001;
Wong et al., 2000). However, it is unknown whether glucocorticoids are also able to
constrain HPA sensitization caused by severe stressors and whether strong activation of
the HPA axis by non-classical stressors can also induce sensitization. We then decided to
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tests both hypotheses using IMO as a typical severe stressor and metyrapone (MET) as a
non-classical stressor. MET combines two critical properties for the purposes of the
present work: first, it is an inhibitor of 11-p hydroxylase (Jenkins et al., 1958), an enzyme
critical for the synthesis of glucocorticoids, and consequently would reduce stress-
induced corticosterone release; second, at high doses, MET can act as a pharmacological
stressor causing activation of several peripheral markers of stress, including ACTH, and
also widespread induction of c-fos all over the brain (Rotllant et al., 2002). As a second
approach, we studied the effect of blockade of GR with the antagonist mifepristone.

Another potential candidate for the induction of sensitization is CRH. CRH neurons
present in the parvocellular subdivision of PVN are critically involved in the control of
stress-induced ACTH release in the anterior pituitary. Nevertheless, the role of CRH in
stress is far beyond this hypophysiotropic action. Other populations of CRH neurons are
present in particular brain regions (e.g. central amygdala, bed nucleus of stria terminalis,
cerebral cortex and hippocampal formation) that are important for a number of
physiological and behavioral responses to stress and drugs of abuse (Dunn and Berridge,
1990; Sarnyai et al., 2001). More particularly, brain CRH, through its interaction with the
CRH type 1 receptors (CRH-R1), appears to be important for locomotor sensitization to
drugs of abuse (Sarnyai et al., 2001). Furthermore, prolonged acute i.c.v. administration
of CRH or repeated administration of urocortin in the basolateral amygdala, acting
through CRH-R1, can induce long-lasting sensitization of some responses to stress
(Rainnie et al., 2004; Servatius et al., 2005). Hence, it is plausible that activation of CRH-
R1 may be involved in the induction of long-lasting stress-induced sensitization of the
HPA axis.

Thus, in the present work we studied the role of stress-induced glucocorticoid release and
stress-induced activation of brain GR and CRH-R1 on IMO-induced sensitization of the
HPA response to a heterotypic stressor (exposure to a novel environment) in adult male
rats.

Materials and Methods

Animals

Male Sprague-Dawley rats obtained from the breeding center of the Universitat
Autonoma de Barcelona were used. They were 2-3months old at the beginning of the
experiments. The animals were housed in pairs in polypropylene opaque wire-topped
cages with solid-bottom (21.5x46.5x14.5 cm; Type “1000 cm2”, Panlab S.L.U., Barcelona,
Spain) containing wood shavings bedding (Lignocel 3/4, Harlan Interfauna Ibérica,
Barcelona, Spain) under standard conditions of temperature (21+1 °C) and in a 12:12 h
light/dark schedule (lights on at 08:00 h). Food (SAFE-diet A04, Panlab S.L.U., Barcelona,
Spain) and water were available ad libitum. The experimental protocol was approved by
the Committee of Ethics of the Universitat Autonoma de Barcelona, following the
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“Principles of laboratory animal care” and was carried out in accordance to the European
Communities Council Directive (86/609/EEC).

General procedure

The experimental treatments were always carried out in the morning except when
otherwise stated. Starting at least two days after their arrival, all animals were handled at
least three times on different days for approximately 2 min a day. In addition, one blood
sample was taken under basal conditions to habituate animals to the procedure. Blood
samples were taken by tail-nick, consisting in gently wrapping the animals with a cloth,
making a 2 mm incision at the end of one of the tail veins and then massaging the tail
while collecting (within 2min) 300 ul of blood into ice-cold EDTA capillary tubes
(Sarsted, Granollers, Spain). This procedure is extensively used in our lab and by others
because very low resting levels of hormones are obtained under appropriate conditions
(Belda et al., 2004; Vahl et al., 2005). Cage-mates were sampled simultaneously (two
experimenters were sampling at the same time and a third was gently holding the two
rats). Blood was centrifuged at 4930 xg (15 min, 4 °C), and plasma was frozen (-20 °C)
until assay. Animals were assigned at random to the different experimental groups in
function of their date of birth and body weight.

In experiment 1, the time-course of the acute effects of various doses of MET (Sigma-
Aldrich, Barcelona, Spain) on the activity of the HPA axis and its response to a novel
environment, was studied 3 days later. On day 1, animals were assigned to four groups,
receiving vehicle (40%propyleneglycol in saline) or 40, 75 or 150 mg/kg MET (Vehicle,
MET 40, MET 75 and MET 150 groups, respectively; 7-8 rats per group). Injections were
administered subcutaneously (s.c.) at 0.4 ml/kg. Doses of MET were chosen on basis of
our previous data (Rotllant et al.,, 2002; Belda and Armario, unpublished data). Blood
samples were collected 1, 3, 5 and 12 h after injection (at 09:30, 11:30, 13:30 and 20:30 h
of the day, respectively). One additional blood sample was taken under resting conditions
on day 2 (between 09:30 and 10:30 h in the morning). On day 4, all the animals were
individually introduced into an open field (OF) for 15 min and one blood sample was
obtained immediately after the test.

In experiment 2, the effect of MET on IMO-induced activation of the HPA axis and its
response to a novel environment, was studied 3 days later. On day 1, animals were divided
into three groups (7 rats per group): Vehicle-Control (rats given vehicle), Vehicle-IMO
(rats given vehicle and 1 h later exposed to 2 h of IMO) and MET 75-IMO (rats given 75
mg/kg of MET and 1 h later exposed to 2 h of IMO). The group MET 75-Control was not
included on the basis of results from experiment 1 showing no effect per se of the drug.
IMO rats were immobilized on boards as previously described (Garcia and Armario,
2001; Kvetnansky and Mikulaj, 1970). Briefly, rats were restrained in a prone position by
attaching their four limbs to metal mounts with adhesive tape. Head movements were
restricted by means of two metal loops around the neck. Control rats were maintained
undisturbed in the vivarium. Blood samples were taken in all groups following the same
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schedule: 1 h after injection (just before IMO), immediately after IMO, and 2 and 9 h after
the termination of exposure to IMO (at 09:30, 11:30, 13:30 and 20:30 h of the day,
respectively). One additional blood sample was taken under resting conditions on day 2
(between 09:30 and 10:30 h in the morning). On day 4, all the animals were individually
introduced into an OF for 15 min and one blood sample was obtained immediately after
the test.

To rule out a role of GR, we studied in experiment 3 the effect of the GR receptor
antagonist RU38486 (mifepristone; Sigma-Aldrich, Barcelona, Spain) on IMO-induced
activation of the HPA axis and its effect on HPA response to a novel environment on the
day after instead of 3 days later. This modification was introduced because we wanted to
study whether or not GR blockade affected inhibition of activity in novel environments
typically observed on the day after exposure to severe stressors. This inhibition vanishes
after 3 days (Gagliano et al., 2008). Moreover, we have observed that the degree of HPA
sensitization is similar 1 and 3 days after this stressor (unpublished). On day 1, animals
were divided into four groups (10-12 rats per group): Vehicle-Control (rats given 40%
propyleneglycol in saline 0.4 ml/kg, s.c.), Mifepristone-Control (rats given 50 mg/kg of
mifepristone), Vehicle-IMO (rats given vehicle and 1 h later exposed to 2 h of IMO) and
mifepristone-IMO (rats given 50 mg/kg of mifepristone and 1 h later exposed to 2 h of
IMO). The dose of mifepristone was chosen based on previous studies (Moldow et al.,
2005; Saal et al., 2003). In this experiment we modified the IMO procedure used in
experiment 2 by replacing the metal loops by two plastic pieces (7x6 cm) placed on each
side of the head. In addition, the body was subjected to the board by means of a piece of
plastic cloth (10 cm wide) attached with a velcro® that surrounded the entire trunk
(Munoz-Abellan et al., 2011; Rabasa et al., 2011). These modifications were carried out
because, with the latter procedure, the possibility that animals suffer some type of injury
is minor without substantially changing the endocrine response (Belda and Armario,
unpublished data). Control rats were maintained undisturbed in the vivarium except for
blood sampling. Blood samples were taken in all groups following the same schedule: 1 h
after injection (just before IMO), immediately after IMO, and 45 min after the
termination of exposure to IMO. On day 2, all the animals were individually introduced
into an OF for 5 min and one blood sample was obtained immediately after the test.

In experiment 4 we studied the effect of R121919 (a CRH-R1 receptor antagonist; Janssen
Pharmaceuticals, Beerse, Belgium) on IMO-induced activation of the HPA axis and its
effect on HPA response to a novel environment, on the day after. On day 1, animals were
divided into four groups (8-11 rats per group): Vehicle-Control (rats given tartaric acid
0,1 M in saline 1.0 ml/kg, s.c.), R121919-Control (rats given 30 mg/kg of R121919),
Vehicle-IMO (rats given vehicle and 1 h later exposed to 2 h of IMO) and R121919-IMO
(rats given 30 mg/kg of R121919 and 1 h later exposed to 2 h of IMO). A higher dose of
R121219 than in previous studies (Heinrichs et al., 2002; Keck et al., 2001) was used to
assure that CRH-R1 was completely blocked. IMO procedure was the same as that used
in experiment 3. Blood samples were taken in all groups at 30 min of IMO, immediately
after IMO and 45 min after the termination of exposure to IMO. On day 2, all animals
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were individually introduced into an OF for 5 min and one blood sample was obtained
immediately after the test.

Open field

The OF consisted in a plastic gray rectangular box (56x36.5x31 cm) opened at the top
and illuminated by a white 25 W bulb placed 150 cm above the center of the surface of
the box. Each animal was placed initially in the periphery of the apparatus facing to the
wall. The cage-mates were tested simultaneously in the same room in two similar boxes.
The room used to carry out the OF was different from that used for IMO. The apparatus
was cleaned carefully between animals with a tap water solution containing ethanol (5%
v/v). In experiments 3 and 4, behavior was videotaped from the top by a video camera
(Sony SSC-M388 CE, BW) situated 150 cm above the center of the cage. A blind
experimenter to the treatment manually estimated the number of areas crossed (i.e.
ambulation) as a measure of activity. The box was divided into 12 areas (10 of them in
contact with the walls and 2 in the center of the box; for peripheral and central
ambulation, respectively) and ambulation was considered when the animal crossed an
area with the 4 paws.

Biochemical analysis

Plasma ACTH and corticosterone levels were determined by double-antibody
radioimmunoassay (RIA). In brief, ACTH RIA used 125I-ACTH (PerkinElmer Life
Science, Boston, USA) as the tracer, rat synthetic ACTH 1-39 (Sigma, Barcelona, Spain)
as the standard and an antibody raised against rat ACTH (rb7) kindly provided by Dr.
W.C. Engeland (Department of Surgery, University of Minnesota, Minneapolis, USA).
The characteristics of the antibody have been described previously (Engeland et al., 1989)
and we followed a non-equilibrium procedure. First antibody was added on day 1 and
125I-ACTH on day 2. After one additional 18 h incubation period, the second antibody
was added. Corticosterone RIA used 125I-corticosterone-carboximethyloxime-
tyrosine-methylester (ICN-Biolink 2000, Barcelona, Spain), and synthetic corticosterone
(Sigma, Barcelona, Spain) as the standard and an antibody raised in rabbits against
corticosterone-carboximethyloxime-BSA kindly provided by Dr. G. Makara (Inst. Exp.
Med., Budapest, Hungary). The characteristics of the antibody and the basic RIA
procedure have been described previously (Zelena et al., 2003). All samples to be
statistically compared were run in the same assay to avoid inter-assay variability. The
intra-assay coefficient of variation was 3.8%for ACTH and 7.8% for corticosterone. The
sensitivity of the assays was 12.5 pg/ml for ACTH and 0.1 pg/dl for corticosterone.

Statistical analysis

The statistical package for social science (SPSS) program was used (version 19 for
Windows). To analyze data, hormone measures were log-transformed. For the hormone
dynamics on day 1, generalized linear models with repeated measures analysis
(generalized estimating equations model, GEE; Hardin and Hilbe, 2003) were used.
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Sampling time was the within-subjects factor (four levels for experiments 1 and 2 and
three levels for experiments 3 and 4). Regarding the between-subjects factors, in function
of the experiment, they were as follows: experiment 1 MET dose (four levels), experiment
2 treatment (three levels), experiment 3 mifepristone and stress (each factor with two
levels), and in experiment 4 R121919 and stress (each factor with two levels). Endocrine
data in resting conditions, as well as endocrine and behavioral data in the OF were
analyzed with a generalized linear model (GENLIN; McCulloch and Searle, 2001), with
the same between-subjects factors than previously described. The generalized linear
model is a more flexible statistical tool than the standard general lineal model (GLM)
because several types of distribution and different covariance structures of the repeated
measures data could be chosen. In addition, the generalized linear model does not require
homogeneity of variances and admit missing values without removing all data subject.
The maximum likelihood (ML) as a method of estimation and normality distribution and
identity as a link function were always used. The significance of the effects was determined
by the Wald chi-square statistic followed by pairwise comparisons. Additional sequential
Bonferroni adjustments were made when the number of comparisons exceeded the
degrees of freedom (experiment 2). The criterion for significance was set at p b 0.05.
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Results

Experiment 1

Fig. 1 shows the dose-response effects of MET on plasma ACTH and corticosterone levels
at 1, 3, 5 and 12 h post-injection (IN]J-1h, INJ-3h, INJ-5h and INJ-12h, respectively). The
GEE analysis of ACTH revealed significant effects of sampling time (Wald x2 (3)= 55.3;
pb0.001), dose (Wald x2 (3)=108.9; pb 0.001) and the interaction sampling time by dose
(Wald x2 (9)= 106.7; pb 0.001). The decom-position of the interaction showed that the
highest dose of MET in-creased plasma ACTH levels at all times studied (atleast p b 0.01);
in contrast, the effect of the other two doses was less pronounced, showing increases at 1,
3 and 12 h post-injection (at least p b 0.05 in all cases). Regarding corticosterone, the GEE
analysis revealed significant effects of sampling time (Wald x2 (3)=135.3; pb 0.001), dose
(Wald 2 (3)= 64.8; pb 0.001) and the interaction sampling time by dose (Wald x2 (9)=
87.2; pb 0.001). The decomposition of the inter-action showed that the dose of 150 mg/kg
increased plasma corticosterone levels at 1, 3 and 5 h post-injection (pb 0.001 at all times)
while decreasing them at 12 h post-injection (in the dark phase; p b 0.01). The dose of 75
mg/kg only increased corticosterone levels at 1 and 5 h post-injection (at least pb 0.05).
The dose of 40 mg/kg of MET had no effect at any of the times studied.
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Fig. 1. Time course of the effects of various doses of MET on resting levels of plasma ACTH and
corticosterone. Means+SEM (n=7-8 per group) are represented.
Rats were given either vehicle or 40, 75 or 150 mg/kg of MET (MET 40, MET 75 or MET 150, respectively). Then, they
were sampled at 1, 3, 5 and 12 h after injection (INJ-1h, INJ-3h, INJ-5h and IN]-12h, respectively; specific times of day
are shown in parentheses). Shadows represent a nocturnal blood sample; *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 vs vehicle
within the same sampling period.
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Statistical analysis of plasma ACTH on the day after the injection (Fig. 2A) showed no
effect of any dose of MET. However, a significant dose effect was found on plasma
corticosterone (Wald x2 (3)=13.4; p b 0.01). Further comparisons revealed that only the
dose of 150 mg/kg of MET raised basal corticosterone levels the day after the injection
(p<0.001).

The analysis of the HPA response to the OF three days after injection (Fig. 2B) showed
no effect of MET on plasma ACTH levels. Although a statistically significant dose effect
was observed on corticosterone levels (Wald x2 (3)=9.2; pb 0.05), further analysis revealed
that none of the doses of MET resulted in a response to the OF different from vehicle
control group.
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Fig. 2. Effects of various doses of MET on plasma ACTH and corticosterone levels.
Samples were taken under resting conditions (day 2; panel A) and after a 15 min open-field expo-sure on day 4 (panel
B). Means+SEM (n=7-8 per group) are represented. Rats were given either vehicle or 40, 75 or 150 mg/kg of MET
(MET 40, MET 75 or MET 150, respectively) on day 1; ***p<0.001 vs vehicle.
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Experiment 2

Fig. 3 shows the effect of a single dose of 75 mg/kg of MET on ACTH and corticosterone
responses to IMO. The GEE analysis of plasma ACTH revealed significant effects of
sampling time (Wald x2 (3)=674.2; pb 0.001), treatment (Wald x2 (2)=407.1; pb 0.001)
and the interaction sampling time by treatment (Wald x2 (6)=593.1; pb 0.001). The
decomposition of the interaction showed that: (i) the dose of 75 mg/kg of MET increased
ACTH levels with respect to vehicle groups 1 h after injection (IN]J-1h; prior to IMO); (ii)
Vehicle-IMO rats showed increased ACTH levels both immediately after stress exposure
(IMO-2h) and at 2 h post-IMO (R-2h) when compared to Vehicle-Controls; (iii) ACTH
levels in the group with MET+IMO were higher than in the other two groups at all times
studied. The GEE analysis of plasma corticosterone revealed significant effects of
sampling time (Wald x2 (3)=298.6; pb 0.001), treatment (Wald x2 (2)=51.2; pb 0.001) and
the interaction sampling time by treatment (Wald x2 (6)=345.7; pb 0.001). The
decomposition of the interaction showed that: (i) MET increased corticosterone levels
with respect to vehicle groups 1 h after injection (IN]-1h; prior to IMO); (ii) Vehicle-IMO
rats showed increased corticosterone levels both immediately after stress exposure (IMO-
2h) and at 2 h post-IMO (R-2h) when compared to Vehicle-Controls; (iii) MET reduced
the corticosterone response to IMO both after the stressor (IMO-2h) and at 2 h post-IMO
(R-2h).
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Fig. 3. Effects of MET administration on plasma ACTH and corticosterone levels in response to IMO.
Means+SEM (n=7 per group) are represented. Rats were treated either with vehicle and non-stressed (Vehicle-Control),
with vehicle and immobilized (Vehicle-IMO), or with 75 mg/kg of MET and immobilized (MET 75-IMO). Samples were

taken 1 h after injection (INJ-1h; just before IMO), immediately after IMO (IMO-2h) and 2 and 9 h after IMO (R-2h and

R-9h; specific times of day are shown in parentheses). Control rats were sampled following the same time schedule as IMO

rats. Shadows represent a nocturnal blood sample; a indicates p at least <0.05 vs Vehicle-Control and b indicates
p at least <0.05 vs Vehicle-IMO within the same sampling period.
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Statistical analysis of resting levels on day 2 (Fig. 4A) showed an effect of previous
treatment on plasma ACTH (Wald x2 (2)= 37.2; pb 0.001) and corticosterone (Wald x2
(2)=56.5; p b 0.001). Post-hoc comparisons revealed that the two groups with previous
IMO had higher resting levels of ACTH and corticosterone than the control group. There
was no additional effect of MET in IMO rats.

The analysis of the HPA response to the OF three days after treatment (Fig. 4B) showed
significant effects of previous treatment on plasma ACTH (Wald 2 (2)= 24.6; pb 0.001)
and corticosterone (Wald x2 (2)= 39.4; p b 0.001). Further analysis revealed that the two
groups previously exposed to IMO had higher levels of ACTH and corticosterone than
the control group in response to the OF with no effect of MET.
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Fig. 4. Effects of prior MET administration and IMO exposure on plasma ACTH and
corticosterone levels.

Samples were under resting conditions (day 2; panel A) and after a 15 min open-field exposure on day 4 (panel B).
Means+SEM (n=7 per group) are represented. Rats were treated either with vehicle and non-stressed (Vehicle-
Control), with vehicle and immobilized (Vehicle-IMO), or with 75 mg/kg of MET and immobilized (MET 75-IMO)
on day I; a indicates p at least <0.05 vs Vehicle-Control.
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Experiment 3

The GEE analysis of plasma levels of ACTH in response to IMO (Fig. 5) revealed
significant effects for sampling time (Wald x2 (2)= 458.6; pb 0.001), stress (Wald x2
(1)=516.2; pb 0.001) and the inter-action sampling time by stress (Wald x2 (2)=576.3; pb
0.001). Similarly, the GEE analysis of plasma levels of corticosterone (Fig. 5) revealed
significant effects for sampling time (Wald x2 (2)=311.2; pb 0.001), stress (Wald x2
(1)=330.4; pb 0.001) and the interaction sampling time by stress (Wald x2 (2)=350.3; pb
0.001). There was no effect for mifepristone either on the ACTH or corticosterone
response to IMO.
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Fig. 5. Effects of mifepristone administration on plasma ACTH and corticosterone levels
in response to IMO.
Means+SEM (n=10-12 per group) are represented. Samples were taken 1 h after injection (IN]-1h; just before
IMO), immediately after IMO (IMO-2h) and 45 min after IMO (R-45min). Control rats were sampled following
the same time schedule as IMO rats; ***p<0.001 vs Control groups, regardless of drug treatment.

Statistical analysis of ACTH and behavioral responses to 5 min of exposure to the OF on
day 2 showed significant effects for stress on plasma ACTH levels (Fig. 6A; Wald 2
(1)=100.2; pb 0.001) and both central (Fig. 6B; Wald x2 (1)=6.6; p=0.01) and peripheral
(Fig. 6C; Wald 2 (1)=20.0; pb 0.001) ambulation. No effect for mifepristone was found
in any case. Thus, prior exposure to IMO increased the ACTH response and reduced the
activity in a novel environment, regardless of drug administration. Corticosterone was
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not analyzed because a 5 min stress exposure is clearly insufficient for corticosterone to
reflect corresponding ACTH release (Gagliano et al., 2008).

500 - 20 - 125 -
c
c L2
= £ 154 T 1004
£ S 3T T
D 22 E 8 75
= £ 35 %
5 BZ g2 50° %
< T 5 - 5 /
o = 25 /
9 a
0 = 0 /
[ vehicle - Control 7] Mifepristone - Control = vehicle - IMO Mifepristone - IMO

Fig. 6. Effects of prior mifepristone administration and IMO exposure on plasma ACTH levels (A)
and central (B) and peripheral (C) ambulation after 5 min open-field exposure.
Control and prior IMO rats were exposed to the open-field the day after IMO. The number of areas crossed was the
measure of ambulation. Blood samples were taken immediately after the test. Means+SEM (n=10-12 per group) are
represented; **p=0.01 and ***p<0.001 vs Control groups, regardless of drug treatment.
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Experiment 4

The GEE analysis of plasma levels of ACTH in response to IMO (Fig. 7) revealed
significant effects for sampling time (Wald x2 (2)= 247.1; pb 0.001), R121919 (Wald x2
(1)=41.6; pb 0.001), stress (Wald x2 (1)=502.2; pb 0.001) and the interactions sampling
time by R121919 (Wald x2 (2)=10.0; pb 0.01), sampling time by stress (Wald x2 (2)=162.8;
pb 0.001), R121919 by stress (Wald x2 (1)=14.6; pb 0.001) and sampling time by R121919
by stress (Wald x2 (2)= 8.2; pb 0.05). The decomposition of the triple interaction showed
that:(i) IMO induced an increase in ACTH levels respect to control groups at all times
studied (pb 0.001 in all cases); (ii) R121919 partially blocked the ACTH response to stress
after 30 min and 2 h of IMO (IMO-30min and MO-2h; pb 0,001 in both cases); (iii)
R121919 reduced ACTH levels in control animals 3 h after injection (corresponding to
sample time IMO-2h; pb 0.001). Regarding corticosterone (Fig. 7), the GEE analysis
revealed significant effects for sampling time (Wald x2 (2)=63.6; pb 0.001), R121919
(Wald x2 (1) = 68.6; pb 0.001), stress (Wald x2 (1) =1920.0; p b 0.001) and the interaction
R121919 by stress (Wald x2 (1) = 57.9; p b 0.01). The decomposition of the interaction
indicated that, in contrast to ACTH, IMO-induced increases in plasma corticosterone
were not modified by the CRH-R1 antagonist. Nevertheless, R121919 administration
significantly reduced plasma corticosterone levels in control rats at all times studied (pb
0.001).
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Fig. 7. Effects of R121919 administration on plasma ACTH and corticosterone levels in
response to IMO.

Means+SEM (n=8-11 per group) are represented. IMO started 1 h after injection. Samples were taken at 30
min of IMO (IMO-30min), immediately after IMO (IMO-2h) and 45 min after IMO (R-45min). Control rats
were sampled following the same time schedule as IMO rats; **p<0.001 vs respective Control group and
@@@p<0.001 vs respective Vehicle group within the same sampling period
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These results are easily explained taking into account that ACTH levels in R121919-
treated IMO rats were considerable reduced but still maintained above those saturating
adrenal secretion. In contrast, in control rats the ACTH levels were far above saturation
and any reduction in ACTH after R121919 was noted in corticosterone.

Statistical analysis of ACTH and behavioral responses to 5 min of exposure to the OF on
day 2 showed significant effects for stress on plasma ACTH levels (Fig. 8A; Wald x2
(1)=25.5; pb 0.001) and both central (Fig. 8B; Wald x2 (1) = 5.1; p b 0.05) and peripheral
(Fig. 8C; Wald x2 (1) = 16.9; p b 0.001) ambulation. No effect of R121919 was found in
any case. Thus, prior exposure to IMO increased the ACTH response and reduced the

activity in a novel environment, regardless of drug administration.
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Fig. 8. Effects of prior R121919 administration and IMO exposure on plasma ACTH levels (A) and
central (B) and peripheral (C) ambulation after 5 min open-field exposure.
Control and prior IMO rats were exposed to the open-field the day after IMO. The number of areas crossed was the
measure of ambulation. Blood samples were taken immediately after the test. Means+SEM (n=8-11 per group) are
represented; *p<0.05, **p<0.001 vs Control groups, regardless of drug treatment.
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Discussion

We have demonstrated in four experiments that neither high levels of stress-induced
glucocorticoid release nor GR and CRH-RI activation is involved in IMO-induced
sensitization of the peripheral HPA response to a heterotypic stressor (exposure to a novel
environment). In addition, pharmacological activation of the HPA axis with a high dose
of MET, which caused marked dysregulation of the HPA axis, had no effect on HPA
responsiveness to the heterotypic stressor. Therefore the biological mechanisms involved
in the induction of long-lasting sensitization of the HPA axis caused by a single exposure
to a severe stressor remain to be characterized.

Exposure of rats to severe stressors such as tail-shock and IMO has been repeatedly
reported to induce long-lasting (days to a few weeks) sensitization of the HPA response
to other (heterotypic) stressors (see Introduction). Long-lasting HPA sensitization after
acute exposure appears to be a characteristic of severe stressors. For instance, restraint,
which is clearly less severe than IMO (Campmany et al., 1996; Marti et al., 2001; Rabasa
et al., 2011), did not cause sensitization of the HPA response to an additional stressor on
the day after in non-treated rats (Wong et al., 2000) or the effects are small (Spiga et al.,
2009). However, Wong et al. (2000) demonstrated that blockade of restraint-induced
corticosterone release with aminoglutethimide, an inhibitor of glucocorticoid synthesis,
did result in sensitization of the HPA response to a further stressor. Therefore, it appears
that release of glucocorticoid during stress may act to constrain stress-induced
sensitization of the HPA axis.

The idea of stress-induced sensitization is very close to that of facilitation proposed by
Dallman and Jones (1973). Long-lasting sensitization may represent in fact a very strong
degree of facilitation associated to exposure to severe stressors. The factors other than the
intensity of stressors that are involved in stress-induced sensitization are poorly known.
Sensitization may be consequence of a strong activation of the HPA axis regardless of the
particular factor triggering such activation or may be linked to particular characteristics
of the stressors. In addition, on the basis of the apparently constraining role of
glucocorticoids, we hypothesized that pharmacological blockade of corticosterone release
during exposure to IMO may lead to a greater sensitization of the HPA axis than that
observed in non-treated rats. To work with these two hypotheses we used MET.

In a first experiment we tested three different doses of MET. The results confirmed
previous data demonstrating that the two lowest doses caused small effects on plasma
levels of ACTH and corticosterone over the 24 h after the injection, whereas the highest
dose caused a marked dysregulation of the HPA axis (Rotllant and Armario, 2005). Thus,
plasma corticosterone levels were maintained higher than in vehicle-treated rats during
the light period, but lower during the dark period (11.5 h after injection), in agreement
with previous data (Rotllant and Armario, 2005). Despite higher levels of corticosterone
in rats treated with 150 mg/kg of MET, plasma ACTH levels greatly increased for 5 h and
were still maintained elevated during the dark period. Therefore, the lower corticosterone
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levels during the dark period cannot be attributed to lower ACTH levels and are likely to
reflect a persistent inhibition of glucocorticoid synthesis at this time. Despite huge
activation of the HPA axis caused by the highest dose of MET, resting activity of the HPA
axis was normal on the day after, and the response to a novel stressor (exposure to a novel
environment) was not altered three days after by any dose of MET. The lack of effect of
the highest dose regarding HPA sensitization suggests that a huge activation of the HPA
axis is not necessarily followed by long-lasting sensitization to mild stressors. Therefore,
the stressful properties of MET are likely to differ from those of IMO and tail-shock that
consistently induce HPA sensitization to mild stressors.

In a second experiment, we exposed animals to 2 h of IMO after previous administration
of vehicle or a dose of MET that only slightly affect per se the HPA axis on the basis of the
preceding experiment. MET administration greatly reduced corticosterone response and
enhanced ACTH response to IMO, also delaying the return of ACTH to pre-stress levels.
These results were expected on the basis of previous reports (i.e. Akana et al., 1992;
Andrés et al., 1999; Dal-Zotto et al., 2003). However, this dysregulation of the HPA
response to IMO in MET-treated rats did not result in the increase in resting levels of
corticosterone typically observed in the morning of the day after expo-sure to IMO and
other severe stressors (i.e. Fleshner et al., 1995; Marti et al., 1996; Servatius et al., 1995).
The mechanisms involved in these increased levels of HPA hormones for some few days
after exposure to severe stressors are enigmatic. First, increased plasma levels of
corticosterone are often not associated to increased ACTH levels (Marti et al., 1996;
Servatius et al., 2001), suggesting either an ACTH-independent regulation or an enhanced
sensitivity to circulating ACTH. Second, these changes are unlikely to be a residual effect
of prior stress as both plasma ACTH and corticosterone levels were normal in the dark
period of the day of stress in the present experiment and others previous experiments
(Marti et al., 1996). Third, these stress effects on resting levels of HPA hormones on the
day after were not observed after a high dose of MET despite a stronger alteration of the
HPA axis than that caused by IMO. The latter results are in accordance with a previous
report showing no effect of MET ad-ministration prior tail-shocks on resting levels of
corticosterone on the day after (Moldow et al., 2001).

When rats previously subjected to IMO were exposed to an OF 3 days after, they showed
increased HPA response to the novel environment as compared to stress-naive rats,
supporting previous reports on IMO-induced HPA sensitization to heterotypic stressors
(i.e. Belda et al., 2008; Gagliano et al., 2008). However, blockade of IMO-induced
corticosterone release with MET did not alter the degree of sensitization, suggesting that
glucocorticoids released during stress are not critically involved in constraining
heterotypic sensitization of the HPA axis. Although the lack of effect of MET suggest that
stress-induced activation of GR was unlikely to be involved in IMO-induced sensitization,
it should be taken into account that MET reduced IMO-induced corticosterone release,
but remaining plasma levels of corticosterone were still enough to bind to MR and
probably in part to GR. Therefore, the previous results do not preclude that glucocorticoid
could play a permissive role on IMO-induced HPA sensitization as low levels of
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corticosterone have been found to be important in adrenalectomized rats for proper
responsiveness of the HPA axis to stressors (Tanimura and Watts, 1998). To rule out a
role of GR we did another experiment using a high dose of the typical GR antagonist
mifepristone prior to IMO. Blockade of GR were unable to affect either the peripheral
HPA response to IMO or IMO-induced HPA sensitization as evaluated on the day after
the stressor. Thus the results regarding stress-induced HPA sensitization support those
observed after MET. Moreover, exposure to IMO resulted in hypoactivity in the OF, in
accordance with previous reports using severe stressors (i.e. Kennett et al.,, 1985). As
reduced activity was observed in both peripheral and central areas of the OF, there was
no evidence for a specific anxiogenic effect of IMO. Importantly, the effects of IMO were
not altered by blockade of GR receptors prior to the stressor, suggesting that IMO-
induced hypoactivity does not involve GR.

There is some evidence that prior exposure to acute and chronic stress can induce
heterotypic sensitization of the HPA axis in intact animals, but results are not always
consistent (see Dallman et al., 1992; Marti and Armario, 1998). Inconsistencies can be in
great part explained by the possible constraining effect of glucocorticoids released during
stress. Thus, heterotypic sensitization has been observed in adrenalectomized but not
intact rats after chronic exposure to IMO (Marti et al., 1994). Also, acute exposure to
several short periods of IMO within a day has been found to induce sensitization of the
response to the same stressor in adrenalectomized rats maintained with low
corticosterone in water (ADX+B) to simulate resting levels, but not in intact rats (Andrés
et al., 1999). More important for the present results, exposure to restraint, a stressor of
lower intensity than IMO, has been found to induce sensitization to an additional mild
stressor on the day after in rats whose glucocorticoid synthesis was inhibited by
aminoglutethimide prior to exposure to restraint, but not in rats treated with vehicle
(Wong et al., 2000). Taken together, the most plausible interpretation of available data is
that stressor-induced sensitization of the HPA axis is related to the intensity and length
of exposure to the stressor. Stress-induced glucocorticoid release may be enough to
prevent sensitization caused by intermediate intensity stressors, but not that induced by
severe stressors such as IMO. Nothing is known about the putative anatomical substrate
of acute stress-induced heterotypic sensitization in brain areas other than the PVN where
prior tail-shock caused sensitization of c-fos response to a superimposed mild stressor
(O'Connor et al., 2004). Nevertheless, chronic stress studies strongly suggest an important
role for the posterior paraventricular nucleus of the thalamus (Bhatnagar and Dallman,
1998). In this region, it appears that orexin receptors in this region are important for the
induction, but not expression, of stress-induced sensitization (Heydendael et al., 2011),
whereas cholecystokinin release may play a role to dampen the expression of stress-
induced sensitization (Bhatnagar et al., 2000).

Given the negative evidence for a role of stress-induced glucocorticoid release in the long-
lasting sensitization of the HPA axis, we then focused on CRH-R1. Activation of central
CRH system appears to play an important role in most of the behavioral and physiological
consequences of exposure to stress and addictive drugs. However, the role of CRH-R1 in
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stress-induced sensitization has not been explored. In the present work, administration
of the non-peptide CRH-R1 antagonist R121919 prior to IMO reduced the ACTH
response to the stressor, in accordance with previous reports using this drug (Heinrichs
et al., 2002; Keck et al., 2001). In contrast to the efficacy of R121919 to reduce the HPA
response to IMO, the drug did not modify IMO-induced sensitization of the ACTH
response to a novel environment observed on the day after IMO. In addition, R121919
administration did not alter the inhibition of activity in the OF caused by the stressor.
Thus, CRH, through the activation of CRH-R1 is unlikely to play an important role in
stress-induced sensitization of the HPA axis and hypoactivity in novel environments.

In conclusion, the present data confirm previous results in that prior exposure to IMO is
able to induce sensitization of the HPA response to further mild stressors on the days
after. In addition, our results indicate that a strong activation of the HPA as that caused
by a high dose of MET was unable to induce sensitization, suggesting that the nature of
the stimuli is an important factor. IMO-induced endocrine sensitization and hypoactivity
were not modified by blunting the corticosterone response to the stressor with a moderate
dose of MET or by the blockade of CRH-R1. Therefore, factors other than components of
the HPA axis may be involved.
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Abstract

It is well-established that under certain conditions prior exposure to acute and chronic
stressors results in enhanced hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) response (i.e.
plasma levels of ACTH and corticosterone) to novel (heterotypic) challenging stressors
when assessed on the days following such an exposure. However, the results are very
often controversial and the factors determining results are unclear. The present work
focuses on the identification of the characteristics of both triggering and challenging
stressors that affect acute stress-induced HPA cross-sensitization in adult male rats. Our
results indicate that HPA cross-sensitization depends on the intensity of the triggering
stressor, whereas the length of exposure mainly affects the perdurability of the effect.
For instance, a brief (5 min) exposure to immobilization (IMO), a severe stressor, was
enough to induce nearly maximum heterotypic sensitization on the day after, but how
long sensitization lasted was depended of the length of exposure to IMO. Importantly,
the expression of HPA sensitization was partially dependent on the intensity of the chal-
lenging stressor (better observed with mild stressors), but more strongly dependent on
the duration of the challenging stressor (better detected with short exposures). Hetero-
typic HPA sensitization might have developed to optimize biologically adaptive process-
es when further encountering brief stressors.

Introduction

Exposure to acute stress elicits immediate behavioral and physiological alterations. Typ-
ical behavioral changes are reduced activity and enhanced anxiety, particularly with rel-
atively severe stressors (Armario et al., 2008; Wiedenmayer, 2004). The prototypical
physiological changes are the activation of the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA)
axis and certain components of the autonomous nervous system (Herman et al., 2003).
The activation of the latter mainly affects its sympathetic branch with important cardio-
vascular changes and the release of noradrenaline and adrenaline to the bloodstream.

Stress-induced activation of the HPA axis is the result of the convergence of brain pro-
cessing into the medial parvocellular subdivision of the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (mpdPVN) where neurons synthesizing the corticotropin-releasing hor-
mone (CRH) and other ACTH secretagogues (v.g. vasopressin) are located (Armario,
2006). CRH is considered the main hypothalamic stimulatory factor controlling both
the synthesis and release of ACTH by corticotrope cells of the anterior pituitary. In turn,
ACTH controls the synthesis and secretion of glucocorticoids (cortisol in humans and
most mammals, corticosterone in rats and mice) from the adrenal cortex. Stress-
induced glucocorticoid release exerts a wide range of central and peripheral action, in-
cluding mobilization of resources, modulation of immune function and negative feed-
back (Frank et al., 2013; Sapolsky et al., 2000).
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Although all the above changes, when present, are likely to be transient after mild
stressors, exposure to severe stressors can leave a trace that last for several days or weeks
(Armario et al., 2008; Belda et al., 2015). The long-lasting behavioral effects of severe
stressors are reminiscent of behavioral alterations observed in humans exposed to trau-
matic experiences. There are initially prominent behavioral perturbations that vanish
over days or weeks in most subjects, whereas in particularly susceptible people those
perturbations persist for a long-time and can lead to post-traumatic stress disorders
and/or depression (Davidson et al., 2004). Long-lasting stress-induced neurobiological
alterations have been described in humans, although the results are still inconclusive
(Bonne et al., 2004; Olf et al., 2005; Stam, 2007). In animals, it is well-known that a prior
history of acute stress can induce sensitization of certain behavioral and physiological
responses to novel (heterotypic) stressors applied on the following days and this has
been particularly well-characterized regarding the HPA axis (Belda et al., 2015). Unfor-
tunately the characteristics of the triggering stressors determining the magnitude and
duration of stress-induced heterotypic HPA sensitization have not been studied and
several other critical questions remain to be answered.

A major contribution of the severity of the triggering stressor is likely as HPA sensitiza-
tion has been mainly reported after exposure to immobilization on boards (IMO) or
electric tail-shock protocols typical of the classical learned helplessness procedure (Belda
et al., 2008, 2012; Johnson et al., 2002; O’Connor et al., 2003, 2004). However, there are
no studies directly demonstrating such hypothesis. In addition, careful inspection of
published data strongly suggest that acute stress-induced HPA sensitization could not
only be dependent on the intensity and/or length of the triggering stressor, but also on
the duration of the heterotypic stressor in that it appears to be better observed with a
short-exposure to the stressor (Johnson et al., 2002; O’Connor et al., 2003).

Therefore, the experiments discussed in the present work were designed to specifically
demonstrate that: (i) acute stress-induced HPA sensitization is only observed with se-
vere triggering stressors; (ii) more prolonged exposure to the acute triggering stressor
might potentiate HPA sensitization; and (iii) that duration of exposure to the challeng-
ing stressor might be critical to detect HPA sensitization.

Materials and Methods

Animals and procedures

Male Sprague-Dawley rats from the Animal Facility of the Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB) were used. They were 2-3 months old at the beginning of the experi-
ments. They were housed in pairs under standard conditions of temperature (21 £ 1 °C),
lighting cycle (lights on 07:00-19:00 h), and food and water ad libitum. All animals were
habituated to handling (at least three times) and blood-sampling (one time) by the tail-
nick procedure (Belda et al., 2012) prior to the experiments, which were always carried
out in the morning. The cage-mates were always tested simultaneously. The experi-
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mental protocol was approved by the Committee of Ethics of the Universitat Autonoma
de Barcelona and the Generalitat de Catalunya and was carried out in accordance to the
European Communities Council Directive (2010-63-UE) and Spanish legislation (RD
53/2013).

Experimental designs

Experiment 1

Triggering Challenging
Stressor(s) Stressor(s)
Exp. 1 Forced Swim (30 min)
Foot-shocks (30 min) Open Field (15 min)
IMO (30 min)
Exp. 2 Open Field (5 min)
IMO (2 h) Forced Swim (5 min)
Forced Swim (30 min)

Exp. 3 IMO (5 min)

:mg :zoh;nm) Open Field (5 min)
Corticosterone

Exp. 4 IMO (15 min) Forced Swim (10 min)
IMO (2h) 2 or 7 days later

Table 1. Scheme of triggering and challenging stressors used in the experimental procedures.

The aim was to demonstrate that the intensity of the initial TRIGGERING STRESSOR
could be critical to observe cross-sensitization of the HPA axis to superimposed novel
stressors. On day 1, animals were assigned to four groups (10 rats per group): CON-
TROL, maintained in their home cages; SWIM, rats were subjected to forced swim for
30 min, allocating them individually in transparent cylindrical plastic tanks (height = 40
cm, internal diameter = 19 cm) containing water (36°C) to a level of 24 cm (Dal-Zotto et
al., 2000); SHOCK, rats were placed in shock chambers consisting of clear Plexiglas box-
es (57 x 41 x 70 cm) with a metal removable grid floor of 44 stainless steel rods (0.4 cm
diameter) spaced 1.5 cm center to center (Daviu et al., 2012), where they received one 3
s, 1.0 mA, foot-shock each min for 30 min; and IMO for 30 min, consisting of taping the
four rat limbs to metal mounts attached to a board, as described previously (Belda et al.,
2012). These stressors were chosen on the basis of prior data suggesting that they differ
in intensity as evaluated by various stress markers (Marquez et al., 2002; Rabasa et al.,
2015). Body weight changes on the next 24 h were measured to confirm differences be-
tween the stressors (Marti et al., 1994). On day 2, all the animals were individually in-
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troduced into an open field (OF) for 15 min and blood sampled immediately after the
test. The OF was a plastic gray rectangular box (56 x 36.5 x 31 cm) opened at the top,
where each animal was initially placed facing a corner. The apparatus was cleaned care-
fully between animals with tap water containing ethanol (5% v/v). OF behavior was vid-
eotaped from the top by a video camera (Sony SSC-M388 CE, BW) situated 150 cm
above the center of the cage. The box was divided into 12 areas (10 of them in contact
with the walls and 2 in the center of the box) and the number of areas crossed (peripher-
al and central) was manually estimated (Belda et al., 2012).

Experiment 2

We tested how the characteristics of the novel CHALLENGING STRESSOR (intensity
and duration) could affect HPA cross-sensitization. On day 1, animals were assigned to
two groups: CONTROL (n=26) and IMO for 2 h (n=26). On day 2, rats from each group
were exposed to either an OF for 5 min (n=9), or SWIM for 5 min (n=9), or SWIM for
30 min (n=8). Blood samples were taken immediately after the stressor (END) and again
30 min later (R30). The latter time point was added because sampling immediately after
5 min stress cannot assess actual corticosterone response.

Experiment 3

In addition to its severity, the LENGTH of exposure to the TRIGGERING STRESSOR
might be important to determine HPA cross-sensitization. Thus, we studied the influ-
ence of the duration of the initial triggering stressor, and compared the effects of prior
prolonged exposure to IMO with an exogenous corticosterone administration schedule
mimicking release of corticosterone during prolonged IMO. On day 1, rats were not
stressed (CONTROL, n=10) or subjected to 5 min, 30 min or 4 h of IMO (n=8 per
group); an additional group was administered 5 mg/kg corticosterone (Sigma-Aldrich,
Barcelona, Spain) at time 0 and 2 h later (B[5+5]; n=8). The dose and times of injection
were chosen on the basis of previous pilot studies (Belda and Armario, unpublished).
Blood samples were taken in all groups to compare plasma levels of ACTH and corti-
costerone. On day 2, all animals were exposed to the optimum conditions to detect
cross-sensitization (5 min OF) and blood samples were obtained immediately after
stressor (END) and at R30. OF behavior was videotaped. Only the first 4 minutes of be-
havior were analyzed because for 4 rats the video camera inadvertently stopped before 5
min. An additional cohort of rats was studied (excluding the 30 min IMO group) to
know how the day 1 treatments affect to resting levels of ACTH and corticosterone on
day 2 (n=6 per group).

Experiment 4

Although previous data suggest that length of the triggering stressor could be relevant
for the magnitude of HPA cross-sensitization of the HPA axis, we wanted to demon-
strate that it could be also relevant for the DURATION of the phenomenon. Twenty
four rats were subjected to IMO for 15 min or 2 h, either 2 or 7 days (n=6 per group)
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before being subjected, together with an additional control group (n=6) to 10 min
SWIM. One blood sample was obtained immediately after SWIM. Note that sub-
optimal conditions of the heterotypic stressor were chosen (SWIM instead of OF, and
10 min instead of 5 min) to better detect group differences

Radioimmunoassays

Plasma ACTH and corticosterone levels were analyzed by radioimmunoassay as previ-
ously described (Rabasa et al., 2011). All samples to be statistically compared were pro-
cessed in the same assay to avoid inter-assay variability.

Statistical analysis

The statistical package for social science (SPSS) program was used (version 18 for Win-
dows). Statistical analysis was made using the generalized linear model (GzLM; McCul-
loch and Searle, 2001). The between-subjects factor was either day 1 or day 2 treatments.
When more than one blood sample was included in the analysis, TIME was the within-
subjects factor and we used the generalized estimating equations (GEE) model (Hardin
and Hilbe, 2003). These models are a more flexible statistical tool than the standard gen-
eral lineal model (GLM) because several types of distribution and different covariance
structures of the repeated measures data could be chosen. In addition, the generalized
linear model does not require homogeneity of variances and admit missing values with-
out removing all data subject. The significance of the effects was determined by the
Wald chi-square statistic (X2). After the main analysis, appropriate pair-wise compari-
sons were done using the sequential Bonferroni corrections. The criterion for signifi-
cance was set at p < 0.05.
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Results

Experiment 1

The GzLM analysis of changes in body weight from day 1 to day 2 (Fig. 1A) showed
significant TRIGGERING STRESSOR effect (X2(3)=33.6; p<0.001) in that SHOCK and
IMO significantly reduced body weight, the strongest effect observed after IMO. To
evaluate cross-sensitization of the HPA axis, we measured plasma ACTH (Fig. 1B) and
corticosterone (Fig. 1C) levels immediately after 15 min OF on day 2. Statistical analysis
of day 2 data showed effect of TRIGGERING STRESSOR on ACTH (X2(3)=17.4;
p=0.001) and corticosterone (X2(3)=14.9; p=0.002). Post-hoc comparisons of ACTH
levels revealed that prior foot-shock tended to increase the response to the OF, but the
effect was only significant after prior IMO. Post-hoc comparisons of corticosterone lev-
els revealed that both prior foot-shock and IMO increased to the same extent the re-
sponse to the OF.

Statistical analysis of OF behavior showed significant effects of TRIGGERING STRESS-
OR on peripheral ambulation (Fig. 1D; X2(3)=63.1; p<0.001), central ambulation (Fig.
1E; X2(3)=27.0; p<0.001) and rearings (Fig. 1F; X2(3)=57.0; p<0.001). Whereas prior
SWIM had no effect, prior IMO reduced both peripheral and central ambulation, but
not rearing, and SHOCK had the highest impact, markedly decreasing all behaviors.
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Fig. 1. Influence of prior exposure to various stressors for 30 min on HPA and behavioral
response to a 15 min open-field on the day after.

Means and SEM (n= 10 per group) are represented. Groups labelled with different letters differ statistical-
ly. The intensity of the triggering stressors was evaluated by body weight changes (A). The magnitude of

ACTH and corticosterone cross-sensitization (B, C) paralleled body weight changes. Inhibition of OF

activity followed a different pattern (D, E, F)

in that prior SHOCK profoundly decreased activity due to

cognitive generalization, a phenomenon associated to contextual fear conditioning rather than to the

intensity of the stressor (see text).
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Experiment 2

Statistical analysis of the different CHALLENGING STRESSOR conditions on day 2 was
done separately because differences in stress exposure time did not allow appropriate
comparisons between the three conditions.

The GEE analysis of ACTH response to the 5 min OF (Fig. 2A) showed significant effect
of PRIOR IMO (X2(1)=87.6; p<0.001), TIME (X2(1)=53.2; p<0.001) and their interac-
tion (X2 (1)=9.6; p=0.002). Prior exposure to IMO increased the ACTH response at the
two times (p<0.001 in both cases). Regarding corticosterone response (Fig. 2B), the GEE
analysis showed only significant effect of PRIOR IMO (X2(1)=21.7; p<0.001), with an
overall higher response in rats previously exposed to IMO.

The analysis of the ACTH response to 5 min SWIM (Fig. 2A), showed significant effect
of PRIOR IMO (X2(1)=15.5; p<0.001), TIME (X2(1)=212.6; p<0.001) and their interac-
tion (X2(1)=14.2; p<0.001). Prior exposure to IMO increased the ACTH response only
immediately after SWIM (END; p<0.001). Regarding corticosterone (Fig. 2B), the GEE
analysis showed only significant effect of TIME (Wald X2(1)=21.7; p<0.001), with no
evidence for cross-sensitization.

Finally, the GEE analysis of ACTH response to 30 min SWIM (Fig. 2A) showed only
significant effect of TIME (X2(1)=250.6; p<0.001), but not PRIOR IMO. Regarding cor-
ticosterone response (Fig. 2B), the analysis showed significant effect of PRIOR IMO
(X2(1)=4.7; p=0.031) and TIME (Wald X2(1)=7.5; p=0.006), indicating mild cross-
sensitization.
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Fig. 2. IMO-induced HPA cross-sensitization is dependent on the characteristics of the

challenging stressors.

Means and SEM (n=8-9 per group) of plasma levels of ACTH (A) and corticosterone (B) are represented.
Rats exposed to 2 h IMO were exposed the day after to 5 min open-field (OF) or to 5 or 30 min forced

swim (SWIM) and blood sampled just after the stressors (END) and again 30 min later (R30).

*p< 0.05, *** p< 0.001 versus respective control times.
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Experiment 3

The statistical analysis of resting hormone levels on day 2 showed effect of LENGTH of
prior IMO exposure on plasma ACTH (Fig. 3A; X2(3)=43.6; p<0.001) and corti-
costerone (Fig. 3B; X2(3)=30.5; p<0.001). The 4 h IMO group had higher resting levels
of both hormones than the other groups. Exposure to 5 min IMO increased resting lev-
els of corticosterone but not ACTH. Administration of exogenous corticosterone had no
effect on resting hormonal levels.

The GEE analysis of ACTH response to 5 min OF on day 2 (Fig. 3C) showed significant
effect of LENGTH of prior IMO (X2(4)=298.5; p<0.001), TIME (X2(1)=45.3; p<0.001)
and their interaction (X2(4)=54.1; p<0.001). The various lengths of prior IMO quite
similarly increased the ACTH response to the OF at both END and R30; in contrast,
prior corticosterone administration deeply inhibited the OF ACTH response. The anal-
ysis of corticosterone response (Fig. 3D), showed significant effect of LENGTH of prior
IMO (X2(4)=316.7; p<0.001), TIME (X2(1)=15.1; p<0.001) and their interaction
(X2(4)=38.0; p<0.001). All prior IMO groups had higher levels of corticosterone at
END, the effect being greater in the 4 h IMO group; at R30, prior exposure to 30 and 4 h
IMO significantly increased corticosterone response, but the 5 min IMO group did not.
Prior corticosterone administration did not affect corticosterone response to the OF at
END, but profoundly inhibited it at R30.

The statistical analysis of the impact of LENGTH of IMO on OF behavior only showed
significant effect of peripheral ambulation (Fig. 3E; X2(3)=15.9; p=0.003) in that previ-
ous exposure to 4 h of IMO markedly decreased it. No significant effect was found on
central ambulation or rearing activity (Figs. 3F and 3G, respectively).
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Fig. 3. Prior exposure to different IMO periods or to corticosterone [B(5+5)]
administration influences HPA and behavioral responses to a 5 min open-field (OF)
on the day after.
Means and SEM are represented. Groups labelled with different letters differ statistically. Panels A and B

showed resting ACTH and corticosterone levels (n=6 per group; ND, no data for this group) and Panels C
and D the hormonal response to the OF (n=8-10 per group). Blood samples were taken just after the
stressor (END) and again 30 min later (R30). Only 4 h IMO resulted in reduced activity in the next day
OF activity (Panels E-G).
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Experiment 4

To evaluate whether prior IMO exposure actually caused HPA cross-sensitization, we
analyzed the data including only the factor prior IMO, which was significant for both
ACTH (X2(4)=27.7; p=0.001) and corticosterone (X2(4)=22.0; p<0.001). Post-hoc anal-
ysis showed that prior IMO exposure always induced cross-sensitization of the response
of both hormones, except 15 min IMO exposure when tested 7 days later (Figs. 4A and
4B). These results indicate that longer prior IMO exposure translates into longer dura-
tion of cross-sensitization. This conclusion was further supported by the analysis that
excluded controls to focus on the effects of factors IMO LENGTH and DAYS elapsed
between stressors. The GEE analysis of ACTH and corticosterone showed significant
effect of IMO LENGTH (X2(1)=9.4; p=0.002; X2(1)=6.8; p=0.009; respectively) and
DAYS (X2(1)=7.8; p=0.005; X2(1)=5.0; p=0.026; respectively), but not of their interac-
tion, indicating that duration of prior IMO affected both the magnitude and the dura-
tion of cross-sensitization.

Previous treatment: Fig. 4. Duration of HPA cross-sensitization

D Control D 15 min IMO . 2 h IMO is dependent on the length of exposure to
the triggering (IMO) stressor.
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Discussion

The present studies delineate the main parametric factors involved in acute stress-
induced sensitization of the HPA response to heterotypic stressors in adult male rats.
The major findings are that: (i) a brief exposure to severe stressors is enough to induce
sensitization, but longer lasting exposure resulted in longer lasting effects; (ii) sensitiza-
tion is optimally observed with short exposure to the challenging stressor (i.e. 5 min),
and masked by much longer exposure (i.e. 30 min); and (iii) lover intensity of challeng-
ing stressors favor detection of sensitization.

Although severe stressors such as tail-shock (typical of the learned-helplessness para-
digm) and IMO appear to consistently induce HPA sensitization (Belda et al., 2008;
2012; Gagliano et al., 2008; Johnson et al., 2002; O’Connor et al., 2003; 2004), the specif-
ic contribution of the severity of the stressors has not been previously studied. In a first
experiment we studied whether HPA sensitization was dependent on the intensity of the
triggering (inductive) stressor. To this end, rats were exposed for 30 min to three stress-
ors putatively differing in intensity on the basis of prior work (Mérquez et al.,2002; Ra-
basa et al., 2015): SWIM, SHOCK and IMO. Changes in body weight gain confirmed the
expected results in that IMO was the strongest stressor, followed by SHOCK and then
SWIM.

When exposed for 15 min to an OF on the next day, the results showed no sensitization
of the ACTH or corticosterone response to the OF in SWIM animals, whereas those
exposed to SHOCK or IMO did show sensitization. A gradual effect was apparent in
that SHOCK rats did not differ in terms of ACTH but did in corticosterone with respect
to control animals, whereas IMO rats differed from control and SWIM rats regarding
the two hormones. Lack of significant ACTH sensitization after SHOCK despite clear
corticosterone sensitization can be explained in two ways. First, sensitization might af-
fect not only ACTH release but also enhance adrenal responsiveness to circulating
ACTH. Second, sensitization of ACTH release could be transient (see below), mainly
affecting the initial response to the stressor (i.e. first 5 min). As a consequence after 15
min exposure ACTH levels are already declining but sensitization is clearly observed in
plasma corticosterone due to the lag of about 15 min between peaks of ACTH and corti-
costerone.

Behavior in the OF reveals a marked dissociation from the HPA response. Exposure to
SWIM did not alter either ambulatory activity in the central and peripheral part of the
OF or rearing. IMO reduced horizontal activity but not rearing, suggesting that vertical
activity is more resistant to the negative impact of stress. Changes after IMO are typical
of exposure to severe stressors (Belda et al., 2012; Berridge and Dunn, 1989; Kennett et
al., 1985; Lehnert et al.,, 1984). In contrast to the relatively modest effect of IMO,
SHOCK strongly inhibited both horizontal activity and rearing. The observed dissocia-
tion between HPA indexes and behavior regarding IMO and SHOCK are likely to be
due to the particular properties of SHOCK to develop cognitive generalization of fear to
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environments completely different from that where they were shocked (Daviu et al,
2010, 2014a; Radulovic et al., 1998; van Dijken et al., 1992), which is associated to the
acquisition of context fear conditioning (Daviu et al., 2010; Radulovic et al., 1998), a
property not shared by IMO (Daviu et al., 2012).

The possibility discussed above that HPA cross-sensitization would be dependent on the
length of exposure to the challenging stressor would be tentatively supported by results
obtained after tail-shock in that sensitization was clearly observed during the initial pe-
riod of exposure to the novel stressor, but not later on (i.e. Johnson et al., 2002). Howev-
er, the importance of the intensity of the heterotypic stressor to detect sensitization has
not been specifically addressed. To test this, rats immobilized for 2 h the day before were
exposed to 5 min OF or 5 min SWIM to study the contribution of the intensity of the
heterotypic stressor, or to 30 min SWIM to know the contribution of the duration of the
heterotypic stressor. Marked IMO-induced sensitization of the ACTH response was
observed immediately after 5 min exposure to either OF or SWIM, but only after the OF
in the post-stress period. In contrast, not significant ACTH sensitization was observed
after 30 min SWIM. The pattern of corticosterone response partially differed from that
of ACTH. A clear sensitization was observed after the 5 min OF, no sensitization after 5
min SWIM and modest sensitization after 30 min SWIM. The lack of changes in the 5
min SWIM group during the post-stress period is puzzling as ACTH sensitization was
observed at 5 min, but it is possible that the effect was too transient to be reflected later
on corticosterone.

The above results strongly indicate that expression of HPA sensitization is dependent on
the intensity of the challenging stressor, but also of the period of exposure to such a
stressor. The critical contribution of the duration of exposure to the heterotypic stressor
might be relevant to explain the inconsistent results regarding the influence of prior
chronic stress exposure to emotional stressors on heterotypic sensitization of the HPA
axis. When the response to the heterotypic stressor is assessed after 30-60 min exposure,
the results are not consistent (i.e. Babb et al., 2014; Bhatnagar and Vining, 2003; Chung
et al., 2000; Mansi and Drolet, 1997; Spiga et al., 2009; Weinberg et al., 2009). However,
consistent cross-sensitization has been observed when exposure to the challenging
stressor was of about 5 min (Daviu et al., 2014b; Hauger et al., 1990; Lachuer et al,,
1994). For instance, daily repeated exposure to IMO causes marked cross-sensitization
of the ACTH response to a 5 min OF exposure (Daviu et al., 2014b) in contrast to other
results using the same chronic stressor but a longer exposure to the challenging stressor
(Armario et al., 1988).

The finding that sensitization is particularly evident after short exposure to the hetero-
typic stressors is of great interest and can be explained in some different ways. First, in
nature, exposure to non-social stressors is likely to be of short duration and, therefore,
the adaptive biological consequences of HPA sensitization evolved to respond to those
conditions. After this initial period, sensitization could be counteracted by other pro-
cesses, likely to be related to the lack of signs of actual danger. Alternatively, sensitiza-
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tion could actually represent a process of accelerating rather than increasing HPA re-
sponse to novel stressors, this acceleration offering advantages when confronted with
short duration stressors. For instance, faster glucocorticoid release could contribute to
improve consolidation of memory related to short-lasting stressful situations.

While acute severe stressors consistently induce HPA sensitization, how long has to be
exposure to those stressors to induce sensitization is unknown. We then immobilized
rats for 5 min, 30 min or 4 h of IMO and the next day sensitization of the HPA response
to a short OF exposure was studied. Surprisingly, HPA sensitization was of similar mag-
nitude after 5 and 30 min IMO, with an additional small effect after 4 h IMO. These
results not only demonstrate that HPA sensitization can be observed with brief exposure
to traumatic stressors, but also indicate that it is unlikely that negative glucocorticoid
feedback is operative under stress as prolonged activation of the HPA axis caused by 4 h
IMO did not result in impaired HPA response to additional stressors on the next day.
The lack of effect of stress-induced glucocorticoid release on negative feedback is con-
sistent with the hypothesis of Dallman and Jones (1973) that exposure to stress causes a
facilitation of the HPA responsiveness that overcomes negative glucocorticoid feedback.
To confirm such a hypothesis, we introduced a group of rats given exogenous corti-
costerone simulating the release caused by 4 h IMO. Next day HPA response to the OF
was completely blocked in these corticosterone-injected animals, indicating that a
strong negative feedback was still present at this time. Although negative glucocorticoid
feedback is not usually tested on the day after a single administration of natural gluco-
corticoids, there is some evidence for similar long-lasting effects of cortisol administra-
tion (Filaretov and Balashov, 1988). Therefore, it appears that IMO-induced facilitation
of the HPA axis was enough to overcome negative glucocorticoid feedback.

Although a brief exposure to IMO is enough to induce HPA cross-sensitization, the du-
ration of such sensitized stated could be dependent on the length of initial exposure to
IMO. To test this possibility, rats were exposed to 15 min or 2 h IMO and HPA response
to 10 min SWIM was studied two or seven days later. We chose suboptimal conditions
of the challenging stressor (10 min instead of 5 min exposure, and SWIM instead of OF)
to better discriminate between the effects of the two IMO lengths. Two days after, both
IMO periods elicited ACTH and corticosterone cross-sensitization, but the effect was
greater after 2 h IMO. Seven days after IMO, significant sensitization was restricted to
the 2 h IMO group and was of lower magnitude than that observed on the day after.
This confirms that HPA cross-sensitization is longer lasting after a more prolonged ex-
posure to the inductive stressor.

The precise mechanisms involved in acute-stress induced cross-sensitization of the HPA
axis remains largely unknown (Belda et al., 2015), although pharmacological activation
of the HPA axis is not enough to induce this process. Moreover, it does not require ei-
ther glucocorticoid receptors or activation of CRH-1 receptors (Belda et al., 2012) and
appears to be located at the level of the PVN or above rather than at the anterior pitui-
tary (O’Connor et al., 2004).
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In conclusion, the present results delineate the main characteristics of heterotypic HPA
sensitization, demonstrating that HPA sensitization is critically dependent on the char-
acteristic of both the triggering (inductive) and the challenging stressor. More particu-
larly, the intensity of the inductive stressor is a more critical factor than its duration,
although longer exposures to the stressor can maintain sensitization for more days.
Length of exposure to the triggering stressor rather than its intensity is of major im-
portance to detect sensitization, and this can explain controversial results in the litera-
ture, particularly regarding chronic stress-induced HPA sensitization.
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El propésito principal de este trabajo ha sido determinar algunas de las caracteristicas de
los estimulos estresantes emocionales que estan implicadas en la sensibilizacion a largo
plazo de la respuesta del eje HPA y la respuesta conductual a nuevas situaciones de es-
trés (sensibilizaciéon cruzada), asi como estudiar posibles mecanismos subyacentes.
Ademas de la implicacion tedrica, una finalidad importante ha sido dar luz respecto a
las discrepancias que existen en la literatura en referencia a estos procesos de sensibiliza-
cién.

La literatura respecto a la sensibilizacion cruzada a largo plazo del eje HPA es relativa-
mente extensa tras la exposicion a situaciones de estrés crénico y, en cambio, mucho
mads escasa tras la exposicion aguda. En nuestra revision sobre el tema, incluida en la
presente tesis (Belda et al, 2015), ya hemos indicado algunas de las razones de los resul-
tados controvertidos observados tras una historia de estrés cronico, en las que se han
acumulado mas datos experimentales. Son fundamentalmente las siguientes:

(1) Considerar que una mayor respuesta de la corticosterona al estimulo heteroti-
pico es siempre un reflejo de una mayor liberacion de ACTH, asuncién que, como
se ha discutido en el articulo de revision, es en muchos casos errénea.

(2) En funcion de los resultados obtenidos en el ultimo estudio experimental de la
presente tesis utilizando exposicidon aguda, no cronica, a estrés, para inducir sensi-
bilizacion, se hace patente que la duracion y, en menor medida, la intensidad del
estimulo heterotipico puede ser un factor critico para que aparezca la sensibiliza-
cién cruzada tras una historia previa de estrés (sea ésta aguda o crénica).

(3) Cuando los animales son expuestos a una nueva situacion de estrés al dia si-
guiente a una historia de estrés crénico, los mecanismos de retro-inhibicién de los
glucocorticoides podrian jugar un papel suficientemente importante como para
reducir moderadamente la activacion del eje causada por la nueva situacion estre-
sante.

Si las consecuencias del estrés cronico sobre la respuesta del eje HPA a nuevos estimulos
estresantes han generado resultados controvertidos, existe mas consistencia respecto a la
influencia de un estrés agudo previo, como pondremos de manifiesto a lo largo de la
presente discusion de nuestros principales resultados.

Mas complejo es caracterizar las consecuencias a corto y largo plazo de la exposicion a
situaciones de estrés agudo sobre la conducta. Para situar la discusién en un marco ge-
neral que nos permita una mas correcta interpretacion de los resultados, hemos de con-
siderar varios aspectos criticos que a lo largo de la discusién se comentaran en mas deta-
lle, y que ahora sdlo exponemos brevemente:

(1) El tiempo transcurrido entre la exposicién al estrés y la valoracién de la con-
ducta es muy relevante, dado que muchos de los cambios pueden ser transitorios
(minutos u horas posteriores). En general, cuando hablamos de efectos a largo
plazo nos referimos a efectos que se observan mas alla de las 24 h iniciales.
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(2) La intensidad del estimulo pueda jugar un papel muy importante, pero tam-
bién es critica la cualidad del mismo. En este sentido, es importante distinguir en-
tre cambios conductuales que se denominan asociativos y estarian relacionados
con algun tipo de aprendizaje, y cambios no asociativos, que son independientes
de cualquier tipo de aprendizaje. La sensibilizacién se incluiria dentro de los pro-
cesos no asociativos. Esta distincion es de gran importancia dado que aspectos
cualitativos de los estimulos estresantes pueden diferir respecto al establecimiento
de procesos asociativos. Este es el caso de la IMO respecto a la exposicién a cho-
ques eléctricos, como hemos puesto de manifiesto en nuestro laboratorio (Daviu
et al, 2012). El establecimiento del condicionamiento del miedo al contexto tipi-
camente observado tras la exposicion a choques eléctricos puede tener consecuen-
cias a largo plazo sobre la conducta muy distintas de las observadas con un esti-
mulo como la IMO, que no permite establecer este tipo de asociacion.

(3) La mera exposicién de los animales a un ambiente nuevo, que es tipica de mu-
chas pruebas conductuales clasicas (incluyendo el EPM), puede constituir un es-
trés moderado, pero hemos de distinguir entre esta situacion, basicamente inevi-
table, y aquella en la que estudiamos como un estimulo sobreimpuesto va a modi-
ficar la conducta de los animales en funcion de su historia previa de estrés. En el
segundo caso intentamos evaluar cémo el estrés previo ha modificado la respuesta
del animal a nuevas situaciones de estrés (para estudiar por ejemplo sensibiliza-
cién cruzada), pero es evidente que la interpretacion de los resultados del primer
caso es mucho mas ambigua.

(4) Las consecuencias conductuales (o endocrinas) de una historia previa de estrés
sobre el estado “basal” o la respuesta a nuevas situaciones de estrés dependeran de
qué valora la prueba conductual concreta (o la respuesta endocrina concreta). Se
ha de ser muy cauto en extrapolar los resultados obtenidos con unas variables par-
ticulares a otras variables distintas.

Dinamica temporal de los efectos conductuales y endocrinos
de una sola exposicién a la IMO

Diversos estudios han mostrado que, una sesién breve de choques eléctricos (tanto en
las patas como en la cola) es capaz de inducir sensibilizacién cruzada a largo plazo del
eje HPA en respuesta a ambientes nuevos, efecto que suele manifestarse a lo largo de las
2-3 semanas posteriores a la exposicion a los choques (v.g. van Dijken et al, 1993; John-
son et al, 2002a; 2003; O’Connor et al, 2004). En el primero de los estudios citados, la
mayor respuesta de ACTH a un ambiente nuevo se observo 2 semanas después de la
exposicion a choques eléctricos de moderada intensidad y duracidn, lo que sugeriria que
los animales utilizados (ratas Wistar) eran especialmente sensibles a los efectos del es-
trés. En nuestro laboratorio hemos observado repetidamente que una sola exposicion a
la IMO, también es capaz de inducir sensibilizacién cruzada de la respuesta del eje HPA
a un ambiente nuevo, aunque el efecto no suele manifestarse mas alld de una semana
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(Gagliano et al, 2008; Mufioz-Abellan et al, 2008). Las posibles razones de las discrepan-
cias en la duracion de la sensibilizacion cruzada del eje HPA en animales expuestos a
IMO respecto a los expuestos al choque no son claras, dado que la intensidad de la IMO
es superior a la del choque en funcién de todos los marcadores biologicos clasicos de
intensidad de estrés (v.g. Marquez et al, 2002).

Es interesante destacar que también hay discrepancias respecto a la duracion de los efec-
tos conductuales. La exposicidon a choques eléctricos en las patas, incluso la exposicién a
un solo choque, es capaz de generar hipo-actividad en ambientes nuevos, que puede ser
observada desde dias hasta semanas después de la administracion del choque (v.g. Van
Dijken et al, 1992a; 1992b; 1992¢; 1993; Van den Berg et al, 1998; Stam et al, 2002; Sieg-
mund y Wotjak, 2007). Sin embargo, la exposicion a otras situaciones de estrés de igual
o superior intensidad (derrota social, exposicion a un depredador, olor de depredador)
no da lugar a cambios conductuales tan consistentes respecto al comportamiento en
ambientes nuevos, sean estos adecuados para valorar actividad/exploracion o para valo-
rar mas especificamente ansiedad (ver Armario et al, 2008). Utilizando la IMO, que es
de gran intensidad, puede observarse hipo-actividad en el OF pasados 1 o 2 dias (Daviu
et al, 2014b; Gagliano et al, 2014), pero no se observan efectos sobre la conducta en tér-
minos de actividad mas alla de los 5 o 14 dias post-IMO, dependiendo de la prueba
(Belda et al, 2004; Gagliano et al, 2008).

A partir de estas observaciones decidimos estudiar con mayor profundidad la dinamica
temporal de los efectos de una sola exposicion a la IMO, prestando especial atencion a la
comparacion de los efectos endocrinos (eje HPA) y conductuales. Asumimos como hi-
potesis que los efectos a largo plazo de una tnica exposicidon a un estimulo estresante
intenso sobre la respuesta endocrina y conductual a ambientes nuevos podrian ser rela-
tivamente transitorios (pocos dias). Por otro lado, teniendo en cuenta que la actividad
basal del eje HPA se normaliza a partir de las 48 h de la exposicion a situaciones estre-
santes de elevada intensidad (v.g. Fleshner et al, 1995; Servatius et al, 1995; Marti et al,
1996; Gagliano et al, 2008) en tanto que la respuesta a una nueva situacion de estrés dura
mucho mas tiempo, también asumimos que los efectos conductuales podian desvane-
cerse mas rapidamente en condiciones de bajo estrés (exposicion directa a los ambientes
nuevos) que si se les sobre-imponia una nueva situacion estresante, incluso si ésta era
breve. Es decir, la normalizacion de la conducta del animal podria ser solo aparente,
detectandose efectos del estrés previo solo cuando el animal estuviera sometido a una
nueva situacion de estrés.

Observamos que la exposicion previa a 2h de IMO fue capaz de inducir una sensibiliza-
cién cruzada de la respuesta del eje HPA al EPM, que iba acompafada por signos de
conductas ansiosas. Estas respuestas alteradas se mantuvieron hasta 7 dias después de la
IMO, aunque la dindmica de recuperacion hacia una respuesta normal fue mas pronun-
ciada en el caso de las hormonas del eje HPA (Articulo 1, experimentos 1-3). También
mostramos que, una unica exposicion a 1 h de IMO ya no daba lugar a una respuesta
conductual alterada en el EPM pasados 10 dias (Articulo 1, experimento 4).
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La sensibilizacion cruzada a largo plazo del eje HPA inducida por la IMO en respuesta a
la exposicion a ambientes nuevos va en la misma direccién que datos previos en los que
se ha utilizado una sesion relativamente breve de choques eléctricos en las patas (Van
Dijken et al, 1993), IMO (Gagliano et al, 2008; Mufioz-Abellan et al, 2008), o una sesién
larga de choques eléctricos en la cola, tipico del paradigma de indefensién aprendida
(Johnson et al, 2002a; O’Connor et al, 2003; 2004). La sensibilizacién del eje HPA indu-
cida por la IMO, es especifica de la exposicion a estimulos estresantes heterotipicos, ya
que en nuestro laboratorio hemos encontrado consistentemente que una unica exposi-
cién a la IMO da lugar a largo plazo a una desensibilizacion de la respuesta de este eje al
estimulo homotipico (Armario et al, 2004).

Nuestros resultados indican que una sola exposicion a la IMO es capaz de inducir cam-
bios en ansiedad en los dias siguientes, pero los efectos son relativamente transitorios.
Ya hemos comentado que existen marcadas discrepancias en la literatura al respecto
(Armario et al, 2008), probablemente relacionadas con diferencias entre animales y ce-
pas en la susceptibilidad al estrés (Armario & Nadal, 2013), pero también con el tipo de
estimulo estresante utilizado. Utilizando el choque eléctrico como modelo, varios labo-
ratorios han mostrado efectos sobre la conducta en ambientes nuevos mas a largo plazo
que los observados por nosotros con la IMO (Armario et al, 2008). No obstante, el cho-
que eléctrico posee unas caracteristicas muy especificas que deben tenerse en cuenta a la
hora de extraer conclusiones. Los animales expuestos a choques eléctricos desarrollan
rapidamente condicionamiento del miedo al contexto (la cimara donde tienen lugar los
choques), pero también a otros ambientes parcialmente diferentes de donde recibieron
los choques, un fenémeno denominado generalizacion contextual (Frankland et al,
1998; Gonzalez et al, 2003). Sin embargo, el efecto del choque eléctrico sobre la conduc-
ta en ambientes nuevos (van Dijken et al, 1992; Radulovic et al, 1998; Daviu et al, 2010;
2012; 2014a) parece ser un tipo muy especial de generalizacion, que no depende de nin-
gun tipo de clave contextual y persiste aunque se eliminen claves no contextuales aso-
ciadas al procedimiento como por ejemplo el experimentador o la ruta de transporte
(Daviu et al, 2010; 2012; 2014a). Ademas, estos efectos dependen del desarrollo de con-
dicionamiento del miedo y no de la exposicion al estimulo estresante per se, ya que
cuando se imposibilita la formacién del condicionamiento deja de observarse efecto
sobre la conducta (Radulovic et al, 1998; Daviu et al, 2010; Sauerhofer, 2012). Por todo
ello, se ha sugerido que la exposicidon a choques eléctricos en las patas desarrolla algun
tipo de generalizacidon cognitiva del miedo a cualquier ambiente desconocido, indepen-
dientemente de su configuracion particular (Daviu et al, 2014a). Esta alta capacidad de
condicionamiento del choque eléctrico contrasta totalmente con la IMO, cuya capacidad
de crear cualquier tipo de condicionamiento se ha mostrado nula hasta la fecha (Daviu
etal, 2012).

La liberacién de corticosterona inducida por la exposicién a la IMO podria estar involu-
crada en la induccién y/o expresidn de los cambios a largo plazo en las conductas ansio-
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sas, puesto que este estimulo provoca una elevada y prolongada liberacion de corticoste-
rona, pudiéndose observar niveles basales mas elevados de esta hormona durante varios
dias posteriores a la IMO. Desafortunadamente, el papel de la administraciéon aguda de
glucocorticoides (incluyendo la corticosterona) sobre las conductas ansiosas es contro-
vertido, habiéndose observado tanto efectos ansioliticos (File et al, 1979; Andreatini y
Leite, 1994) como ansiogénicos (Calvo et al, 1998; Calfa et al, 2006). También se ha ob-
servado efecto ansiogénico a largo plazo (12 dias) tras la administraciéon de una dosis de
corticosterona (Mitra & Sapolsky, 2008). Consistente con un efecto ansiogénico, la inhi-
bicion de la sintesis o el bloqueo de la accion de la corticosterona mediante antagonistas
GR o MR eliminan los efectos ansiogénicos del estrés por inmovilizaciéon en tubo (res-
traint) (Calvo et al, 1998; Calvo & Volosin, 2001). Aunque MR and GR pueden partici-
par en la induccidn de la ansiedad, es posible que lo hagan actuando en diferentes areas
del SNC. Asi, la ansiedad inducida por la exposicion a derrota social es mimetizada por
la administracion de corticosterona en el septum lateral y es bloqueada por la adminis-
tracion de un antagonista GR pero no uno MR (Calfa et al, 2006). Sin embargo, algunos
estudios con modelos animales de PTSD sugieren que los efectos ansiogénicos a largo
plazo causados por la exposicion al estrés por orina de gato (posible depredador de la
rata) se reducen por la administracion, previa o inmediatamente posterior al estrés, de
corticosterona (Cohen et al, 2006; 2008).

Una exposicion previa al estrés puede incrementar transitoriamente la ansiedad o indu-
cir cambios conductuales, que vuelven progresivamente a la normalidad. Sin embargo,
esta normalidad puede ser mas aparente que real si no se exponen a condiciones en las
cuales los cambios latentes puedan manifestarse. Es decir, estos animales podrian que-
dar en un estado de mayor vulnerabilidad frente a estimulos estresantes sobreimpuestos.
Para comprobar esta hipdtesis, escogimos 1h de IMO y 10 dias de intervalo entre esti-
mulos, asumiendo que tras este intervalo de tiempo seria poco probable observar efectos
directos de la IMO sobre la respuesta al EPM (Articulo 1, experimentos 4 y 5). Pudi-
mos observar que una unica exposicion a 1 h de IMO no daba lugar a una conducta alte-
rada en el EPM pasados 10 dias; pero la sobreimposicién de un estimulo estresante
(choques eléctricos suaves) indujo la aparicion de conductas ansiosas en el EPM en los
animales previamente expuestos a IMO, sin afectar a las ratas control. Estos datos indi-
can que, los animales previamente expuestos a IMO, mantienen latente durante largo
plazo una mayor vulnerabilidad a determinados estimulos, aunque el efecto previo del
estrés no es evidente a no ser que se les exponga a un nuevo estimulo estresante.

Ademas, encontramos que la respuesta de corticosterona a la sesion breve de choques
fue similar en los controles y en las ratas previamente expuestas a IMO a pesar de que,
solo en estas ultimas, se observd un incremento de las conductas ansiosas en el EPM
inducidas por el estrés sobreimpuesto. La respuesta de freezing tras los choques eléctri-
cos fue similar en el grupo control y en el grupo IMO, indicando que la respuesta inme-
diata de freezing y la ansiedad generada posteriormente son fendmenos disociados. Por
lo tanto, la sensibilizaciéon conductual a un estimulo estresante sobreimpuesto es mas
duradera que los efectos sobre la conducta, valorados en condiciones basales, y la sensi-
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bilizacién cruzada del eje HPA. No obstante, esto no imposibilita que algunos compo-
nentes del eje HPA u otros sistemas bioldgicos activados durante la respuesta al estimu-
lo estresante original, puedan intervenir en cambios a largo plazo sobre la expresién
génica y, por consiguiente, sobre la conducta. Estos datos sugieren que la sensibilizaciéon
cruzada del eje HPA y las conductas ansiosas inducidas por la IMO son presumiblemen-
te el resultado, al menos parcialmente, de procesos independientes.

Los datos obtenidos apoyan la idea de que los cambios inducidos en el EPM por el estrés
agudo sobreimpuesto son mas apropiados para evocar ansiedad y estudiar el efecto de
farmacos ansioliticos que la evaluaciéon en condiciones libres de estrés (Korte y De Boer,
2003). Ademas, esto es consistente con: i) la sensibilizacion a largo plazo de algunas res-
puestas fisioldgicas a estimulos estresantes sobreimpuestos, tras la exposicion previa a
sesiones relativamente cortas de choques eléctricos (Stam et al, 1996; Bruijnzeel et al,
2001); y ii) el incremento del miedo condicionado causado por una tnica exposicion
previa a determinados estimulos estresantes (Cordero et al, 2003; Rau et al, 2005; Baratta
et al, 2007; Iwamoto et la, 2007; Kohda et al, 2007). Nuestros resultados también son
consistentes con el hecho ampliamente aceptado de que los pacientes con PTSD se ca-
racterizan por una mayor respuesta a estimulos estresantes no directamente relaciona-
dos a la situacidn traumatica (Stam et al, 2007).

Papel de los glucocorticoides en la sensibilizaciéon cruzada de
la respuesta del eje HPA

La sensibilizacion cruzada de la respuesta del eje HPA inducida por la exposicién aguda
al estrés parece estar directamente relacionada con la intensidad y/o duraciéon de los
estimulos estresantes. Por ejemplo, el restraint, claramente menos severo que la IMO
(Campmany et al, 1996; Marti et al, 2001; Rabasa et al, 2011a), no ha mostrado inducir
sensibilizacion cruzada de la respuesta del eje HPA a un nuevo estimulo aplicado al dia
siguiente (Wong et al, 2000) o este efecto ha sido muy modesto (Spiga et al, 2009). Sin
embargo, Wong et al (2000) demostraron que el bloqueo de la liberaciéon de corticoste-
rona inducida por la exposicion al restraint si permitia encontrar una sensibilizacion
cruzada de la respuesta del eje HPA a estimulos estresantes posteriores. Estos datos pa-
recen indicar que la liberacién de glucocorticoides durante el estrés puede actuar fre-
nando la sensibilizacion cruzada del eje HPA inducida por estrés, de acuerdo con la teo-
ria de la facilitacién propuesta por Dallman y Jones (1973). El papel de otros factores,
aparte de la severidad del estimulo estresante, en el proceso de sensibilizacion cruzada es
muy poco conocido.

La sensibilizacion de la respuesta del eje HPA a nuevas situaciones de estrés podria apa-
recer en todas aquellas condiciones en las que se dé una marcada activacion del eje
HPA, cualquiera que sea la naturaleza del estimulo (farmacoldgico, sistémico o emocio-
nal). Para estudiar si la sensibilizacion cruzada podria ser consecuencia exclusivamente
de una intensa activacion del eje HPA, independientemente de las caracteristicas del
estimulo, o estar ligada a las caracteristicas especificas del estimulo estresante concreto,
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realizamos una aproximacion mediante la administracién de metirapona (Articulo 2,
experimento 1). La metirapona, que es un inhibidor de la 11p-hidroxilasa (Jenkins et al,
1958), enzima critica para la sintesis de glucocorticoides, ha mostrado a altas dosis ac-
tuar por si misma como un estimulo estresante farmacolégico (Rotllant et al, 2002). Por
esta razon estudiamos el efecto de distintas dosis de metirapona sobre los niveles de
ACTH vy el ritmo circadiano de liberacion de las hormonas del eje HPA. Pudimos con-
firmar, de acuerdo con resultados previos (Rotllant et al, 2002; Rotllant y Armario,
2005), una activacion dosis-dependiente de la liberacion de ACTH en el periodo inme-
diatamente posterior al firmaco y que la administraciéon de dosis bajas cursaba con po-
cos efectos sobre el ritmo circadiano de ACTH y corticosterona, mientras que una dosis
alta causaba una profunda desregulacion del eje HPA. Sin embargo, a pesar de la elevada
activacion del eje HPA causada por la dosis mas alta de metirapona, ésta dejo apenas un
leve efecto residual sobre la actividad basal del eje HPA al dia siguiente, y no afect6 a la
respuesta endocrina a un ambiente nuevo tres dias después. Esta ausencia de efecto so-
bre la respuesta al ambiente nuevo sugiere que una elevada activacion del eje HPA no
conlleva necesariamente sensibilizacion cruzada a largo plazo de la respuesta endocrina
a estimulos estresantes suaves. Es decir, la sensibilizacion cruzada del eje HPA no es una
consecuencia universal de todos los estimulos que dan lugar a una activaciéon del eje
HPA (u otras respuestas de estrés), aunque esta activacion sea de gran intensidad.

A pesar de estos resultados, seguia siendo necesaria la comprobacion directa de que los
glucocorticoides liberados durante la exposicion a estrés no estuviesen limitando la in-
duccién de la sensibilizacion cruzada. En base a los datos previos del Articulo 1, en los
que se observaba que la IMO inducia sensibilizacién a largo plazo de la respuesta del eje
HPA a un estimulo heterotipico, elegimos de nuevo este estimulo para el estudio. Ade-
mads, en base a los datos del experimento anterior escogimos una dosis de metirapona
que fuese capaz de inhibir de forma sustancial la respuesta de los glucocorticoides a la
IMO, sin afectar apenas a la actividad basal del eje HPA. Los resultados de este estudio
(Articulo 2, experimento 2) mostraron que la administracion de metirapona reducia
considerablemente la respuesta de corticosterona a la IMO, al mismo tiempo que in-
crementaba la respuesta de ACTH. Estos resultados eran los esperados en base a obser-
vaciones previas (Akana et al, 1992; Andrés et al, 1999; Dal-Zotto et al, 2003). Sin em-
bargo, esta desregulacion de la respuesta del eje HPA a la IMO en los animales tratados
con metirapona no se tradujo en cambio alguno en el incremento en los niveles basales
de corticosterona observados al dia siguiente a la exposicion a la IMO (Articulo 1, expe-
rimento 3). Un incremento en los niveles basales de corticosterona suele observarse al
dia siguiente a la exposicion a situaciones estresantes de elevada intensidad como la
IMO o la exposiciéon a choques eléctricos (Fleshner et al, 1995; Servatius et al, 1995;
Marti et al, 1996). Mas relevante es el hecho de que el bloqueo mediante metirapona de
la liberacién de glucocorticoides inducida por la IMO no alteré el grado de sensibiliza-
cién cruzada de la respuesta del eje HPA a la exposicion a un ambiente nuevo, tres dias
después de la IMO.
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Estos datos sugerian que la liberacion de glucocorticoides durante el estrés no juega un
papel critico en la sensibilizacion heterotipica a largo plazo del eje HPA. No obstante,
dado que la inhibiciéon de la liberacion de glucocorticoides en respuesta a la IMO no fue
total tras la administracion previa de metirapona, no podiamos descartar que los niveles
de corticosterona alcanzados por estos animales fuesen atn suficientes para unirse a los
receptores MR y probablemente, en parte, a los GR. Ademas, se ha observado que dosis
bajas de corticosterona son importantes en ratas ADX para poder dar una respuesta
adecuada del eje HPA frente a estimulos estresantes (Tanimura y Watts, 1998). Por con-
siguiente, seguia siendo posible que los glucocorticoides pudieran tener un papel permi-
sivo respecto a la sensibilizacion cruzada del eje HPA inducida por la IMO. Para descar-
tar un posible papel de los GR, realizamos otro experimento administrando altas dosis
de mifepristona, antagonista de los GR, antes de la exposiciéon a la IMO (Articulo 2,
experimento 3). El bloqueo de los GR no afecté ni a la respuesta del eje HPA a la IMO,
ni a los efectos a largo plazo de la exposicion previa a la IMO sobre la respuesta endocri-
na y conductual a un ambiente nuevo. Parece por lo tanto improbable que los glucocor-
ticoides jueguen un papel relevante en la sensibilizacion cruzada del eje HPA causada
por la exposicidn a situaciones estresantes de elevada intensidad.

Los mecanismos subyacentes a la sensibilizacion cruzada del eje HPA se desconocen.
Trabajos previos, utilizando los choques eléctricos en la cola como estimulo estresante
inductor, han demostrado que la sensibilizacién cruzada del eje HPA esta asociada a una
reduccion de la eficacia de los mecanismos de retroinhibiciéon de los glucocorticoides
(O’Connor et al, 2003). Posteriormente, utilizando el mismo paradigma de estrés, los
autores (O’Connor et al, 2004) demostraron que la sensibilizacién cruzada de la res-
puesta de ACTH vy corticosterona a la exposicion a un nuevo estimulo estresante, valo-
rada al dia siguiente, iba acompafadas de una mayor activacion de la adenohipofisis
(incremento de la expresion de c-fos y del gen de la POMC) y del PVN (incremento de
la expresiéon de c-fos y del mRNA de la CRH). Estos datos sugieren claramente que la
sensibilizacion tiene lugar a nivel del SNC mas que a nivel periférico. Curiosamente, en
este mismo estudio, encontraron también sensibilizacién cruzada en animales ADX, lo
que indica que los glucocorticoides no son necesarios para inducir o expresar la sensibi-
lizacién cruzada del eje HPA. Esta observacion avalaria la vision de que la sensibiliza-
cién observada a nivel periférico es probablemente el resultado de un proceso de sensi-
bilizacién a nivel del SNC independiente de los glucocorticoides.

Implicacion de los receptores CRHR1 en la sensibilizacién cru-
zada de la respuesta del eje HPA

Considerando que la sensibilizacion cruzada del eje HPA parece localizarse a nivel de
SNC, existian varias razones para considerar que el CRH podria tener un papel relevante
en la induccidn de la sensibilizacion, actuando sobre todo a través de los receptores
CRHRI. En primer lugar, hay evidencias de que el CRH esta involucrado en la induc-
cioén y/o la expresion de la sensibilizacién motora a la anfetamina inducida por estrés, y
que este papel es ejercido a nivel central (Cole et al, 1990; Cador et al, 1993). En segundo
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lugar, durante la abstinencia de alcohol se ha observado una inhibicién de la interacciéon
social, que esta potenciada por la exposicion previa a dos sesiones de restraint (separa-
das entre ellas por una semana de diferencia); este efecto potenciador del estrés es pre-
venido por la administracion previa al restraint de un antagonista de los receptores
CRHRI1 (Breese et al, 2004). En tercer lugar, los receptores CRHR1 estan involucrados
en el desarrollo de la hiperalgesia visceral asociada a la exposicion al estrés (Larauche et
al, 2012). Finalmente, tanto una administracion icv prolongada de CRH, como la admi-
nistracion repetida de urocortina en la BLA, causan un incremento a largo plazo de
conductas ansiosas, probablemente a través de los receptores CRHRI1 (Rainnie et al,
2004; Servatius et al, 2005).

A pesar de estas evidencias, hasta la fecha ningtin trabajo habia considerado un posible
papel del CRH en la sensibilizacion fisioldgica y conductual a largo plazo inducida por
una unica exposicion a estimulos estresantes emocionales. Por este motivo, decidimos
realizar un experimento administrando el antagonista de los CRHR1, R121919, antes de
la exposicion a la IMO (Articulo 2, experimento 4). El bloqueo de los CRHR1 redujo la
respuesta de ACTH a la IMO, en concordancia con estudios previos con este firmaco
(Keck et al, 2001; Heinrichs et al, 2002). Sin embargo, el firmaco no modifico los efectos
de la IMO sobre la induccidn a largo plazo de la respuesta conductual y de ACTH a un
ambiente nuevo. Por lo tanto, nuestros datos indican que es improbable que los CRHR1
participen en el proceso de sensibilizacion del eje HPA inducido por el estrés, pero seria
interesante determinar el papel de estos receptores en la expresion de la sensibilizacion,
asi como la posible participacion de los receptores CRHR2 en este proceso.

Intensidad y duracién del estimulo estresante inductor y sen-
sibilizacién cruzada a largo plazo

Si se lleva a cabo un analisis detallado de la bibliografia, emerge claramente la posibili-
dad de que la induccién de la sensibilizacion cruzada a largo plazo pudiera estar direc-
tamente relacionada con la intensidad del estimulo estresante. Mientras que la exposi-
cién a estimulos estresantes intensos, como choques eléctricos o IMO son capaces de
inducir sensibilizacion a largo plazo del eje HPA (v.g. van Dijken et al, 1993; Marti et al,
2001; Johnson et al, 2002; O’Connor et al, 2003; 2004; Gagliano et al, 2008; Mufoz-
Abellan et al, 2008; Articulos 1 y 2), ésta no aparece o es débil tras la exposicion a esti-
mulos de menor intensidad, como el restraint o el olor a gato (v.g. Wong et al, 2000;
Muioz-Abellan et al, 2008; Spiga et al, 2009). No obstante, ningun trabajo previo habia
estudiado previamente la contribucidn especifica de la intensidad del estimulo en la in-
duccion de la sensibilizacién. Para comprobar directamente esta hipdtesis utilizamos
tres estimulos estresantes que, en base a datos previos (Marquez et al, 2002; Rabasa et al,
2015a), consideramos que divergian en intensidad: natacion forzada, choque eléctrico
en las patas e IMO (Articulo 3, experimento 1). El estudio de los cambios en la ganan-
cia de peso tras la exposicion a estos estimulos nos confirmé que estos estimulos tenian
un impacto diferente sobre los animales, siendo la IMO el mas intenso, seguido del cho-
que y posteriormente de la natacién forzada.
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Cuando estudiamos al dia siguiente la respuesta del eje HPA a un ambiente nuevo se
observaron diferencias dependiendo del tratamiento previo de estrés. Mientras que la
natacion forzada no tuvo ningun efecto sobre la respuesta de ACTH y corticosterona al
ambiente nuevo, la IMO y el choque si indujeron sensibilizaciéon cruzada. Aunque a
nivel estadistico la respuesta endocrina al ambiente nuevo no diferia entre los animales
previamente expuestos a choque o IMO, la comparacion con el grupo control de la res-
puesta de ACTH mostrd que la sensibilizacion cruzada fue mas marcada en el grupo
IMO. Otros datos de nuestro laboratorio apoyan la importancia de la intensidad del
estimulo inicial en la sensibilizacion cruzada de la respuesta del eje HPA al ambiente
nuevo. Asi, en un experimento en el que comparamos el efecto de la IMO con el de dos
tipos diferentes de choques eléctricos observamos sensibilizacion cruzada de la respuesta
de ACTH después de una exposicion previa a la IMO o de una sesidn larga de choques
intensos, pero no después de una sesion corta de choques eléctricos suaves (Articulo 4,
Figura 2). Sin embargo, en este caso no podiamos descartar que las diferencias en el
tiempo de exposicion también tuviesen un papel relevante.

El estudio de la conducta en el ambiente nuevo también puso de manifiesto importantes
diferencias dependiendo del tratamiento previo. Mientras que el nado no tuvo efecto
sobre ninguna de las conductas estudiadas, la IMO redujo la actividad horizontal pero
no la vertical, sugiriendo que ésta ultima es mas resistente al impacto negativo del estrés.
Estos cambios producidos por la IMO son tipicamente observados tras la exposicion a
estimulos intensos (Lehnert et al, 1984; Kennett et al, 1984; Berridge y Dunn, 1989; Ar-
ticulo 2). Por otro lado, el choque indujo una importante inhibiciéon de todas las con-
ductas analizadas, mostrando un impacto superior al de la IMO en todos los casos y, por
lo tanto, revelando la existencia de una disociacion entre la respuesta del eje HPA y la
conducta. No obstante, tal y como hemos comentado en el Articulo 1, esta disociacion
entre la IMO y los choques eléctricos es probablemente debida a las propiedades parti-
culares del choque eléctrico de desarrollar generalizacidon cognitiva del miedo a ambien-
tes completamente diferentes a los del choque (van Dijken et al, 1992; Radulovic et al,
1998; Daviu et al, 2010; 2012; 2014a).

Habiendo demostrado que la intensidad del estimulo inicial era un factor importante en
la sensibilizacion cruzada, faltaba por comprobar cuan duradero tenia que ser la exposi-
cién al estimulo inductor para inducir sensibilizacion. Para ello, expusimos a ratas a
diferentes tiempos de IMO (5 min, 30 min y 4 h) y valoramos su efecto sobre la respues-
ta endocrina y conductual al ambiente nuevo al dia siguiente (Articulo 3, experimento
3). Sorprendentemente, la sensibilizacion cruzada del eje HPA fue de similar magnitud
en los grupos expuestos a 5 0 30 min de IMO, con un pequeno efecto adicional en el
grupo de 4h. Estos resultados demuestran que la sensibilizacion cruzada del eje HPA se
puede observar con exposiciones muy cortas a estimulos traumaticos. No obstante, ca-
bia la posibilidad que la duracién del efecto fuese dependiente de la duracion del esti-
mulo inicial. Para comprobar esta hipdtesis realizamos un estudio complementario en el
que determinamos el efecto de la exposicion a dos tiempos diferentes de IMO (15 min o
2 h) sobre la sensibilizacion heterotipica, incluyendo dos intervalos de tiempo diferentes
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entre exposiciones: 2 o 7 dias (Articulo 4, experimento 4). Los datos confirmaron que
el grado de sensibilizacion cruzada era mayor y mas duradero cuanto mas prolongada
era la exposicidn al estimulo estresante inductor.

Por otra parte, el hecho de que una activacién muy prolongada del eje HPA como la que
se observa tras 4 h de exposicion a la IMO no diera lugar a una inhibicién de la respues-
ta al ambiente nuevo al dia siguiente indicaba que era poco probable que la retroinhibi-
ci6on de los glucocorticoides fuera operativa bajo condiciones de estrés. La constatacion
de que la liberaciéon de glucocorticoides que tiene lugar como consecuencia de una ex-
posicidn previa a estrés no es eficaz, a través de la retro-inhibicion, para inhibir la res-
puesta del eje HPA a un estrés posterior se ha explicado sugiriendo que el estrés provoca
una facilitacion del eje HPA que compensaria los mecanismos de retro-inhibicién (Da-
llman y Jones, 1973). Para confirmar esta hipoétesis, introducimos un grupo de animales
a los que se les administré corticosterona a una dosis y condiciones que simularan la
dindmica de liberacién de glucocorticoides del grupo expuesto a 4 h de IMO. Curiosa-
mente, la respuesta de ACTH y corticosterona al ambiente nuevo de este grupo no solo
estaba reducida respecto al grupo previamente expuesto a 4 h de IMO sino que estaba
totalmente inhibida, indicando que existia todavia a las 24 h de la administracion de
corticosterona una fuerte retro-inhibicion. Aunque el efecto de la retroinhibicién de los
glucocorticoides sobre la respuesta a un estrés subsiguiente no suele estudiarse al dia
siguiente de una administracion de glucocorticoides, hay alguna evidencia de efectos
similares a los del presente estudio tras la administracion de cortisol (Filaretov y Ba-
lashov, 1988). Estos resultados indican que la sensibilizacion cruzada del eje HPA indu-
cida por la IMO es suficiente para contrarrestar completamente la retroinhibicién de los
glucocorticoides. Pueden existir explicaciones alternativas a este hecho que han sido
muy poco exploradas. Una de ellas seria que la exposicion a una situacion de estrés deja-
ra en suspenso los mecanismos de retro-inhibicién, en cuyo caso no haria falta recurrir a
una facilitacion de la respuesta a un estrés posterior para explicar la falta de eficacia de
los glucocorticoides liberados durante la exposicion a la primera situacion estresante.

Papel de la intensidad y duracion del estimulo heterotipico en
la expresion de la sensibilizaciéon cruzada

Ya hemos mencionado previamente en la discusion la posibilidad de que la deteccidon de
la sensibilizacion cruzada del eje HPA pudiera depender de la duracién de la exposicion
al estimulo heterotipico. Esta posibilidad esta respaldada por los resultados obtenidos
tras la exposicion a choques en la cola, en los que se observa claramente la sensibiliza-
cién cruzada durante el periodo inicial (5 min) de exposicion al nuevo estimulo, pero no
mas tarde (Johnson et al, 2002a). Ademas, una revision detallada de la literatura también
sugiere que la intensidad del estimulo heterotipico pudiera ser relevante a la hora de
observar sensibilizacion cruzada. Asi, mientras que es muy frecuente encontrar una ma-
yor respuesta al estimulo heterotipico cuando éste es de baja intensidad, como por
ejemplo ambientes nuevos (v.g. van Dijken et al, 1993; Johnson et al, 2002a; 2003;
O’Connor et al, 2004; Gagliano et al, 2008; Mufioz-Abellan et al, 2008; Articulos 1, 2y
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3), los cambios son mas sutiles cuando el estimulo heterotipico es de mayor intensidad,
como la natacién forzada (Marti et al, 2001). Sin embargo, no se han realizado estudios
especificamente destinados a valorar la importancia de la intensidad del estimulo hete-
rotipico y su duracidn en la deteccion de la sensibilizacion.

Con esta doble finalidad, se estudio el efecto de la exposicidon previa a la IMO sobre la
respuesta del eje HPA a 5 min de ambiente nuevo o de natacion forzada, para determi-
nar la contribucion de la intensidad del estimulo heterotipico, y a 30 min de natacién
forzada, para comprobar la contribucién de la duracién del estimulo heterotipico. Los
resultados obtenidos sugieren claramente que la expresion de la sensibilizacion cruzada
del eje HPA es dependiente de la intensidad del estimulo heterotipico, siendo mas facil
de detectar con estimulos estresante débiles. Pero aun es mas critico el periodo de expo-
sicion a dicho estimulo, pudiendo pasar inadvertida la sensibilizacion con exposiciones
superiores a 10-15 min. La contribucién critica de la duracién de la exposicidn al esti-
mulo heterotipico puede ser relevante para explicar la inconsistencia observada en refe-
rencia a la influencia de un estrés cronico previo a estimulos estresantes emocionales
sobre la sensibilizacion cruzada del eje HPA. Cuando la respuesta al estimulo heterotipi-
co es valorada tras 30-60 min de exposicion, los resultados no son consistentes (v.g.
Mansi y Drolet, 1997; Chung et al, 2000; Bhatnagar y Vining, 2003; Spiga et al, 2009;
Weinberg et al, 2009; Babb et al 2014). Sin embargo, se observa mayor consistencia en la
sensibilizacidon cruzada cuando la exposicidn es de unos 5 min (Hauger et al, 1990; La-
chuer et al, 1994; Daviu et al, 2014b). A titulo de ejemplo, la exposicion diaria a la IMO
causa una profunda sensibilizacion cruzada de la ACTH en respuesta a 5 min de am-
biente nuevo (Daviu et al, 2014b), en contraste a otros resultados usando el mismo esti-
mulo crénico pero exposiciones mas largas al estimulo heterotipico (Armario et al,
1988a).

El hecho de que la sensibilizacién cruzada sea particularmente evidente tras exposicio-
nes cortas a estimulos heterotipicos es de gran interés y puede ser explicada de diferen-
tes maneras. En primer lugar, en la naturaleza, la exposicion a estimulos estresantes (ex-
cepto algunos de naturaleza social) acostumbra a ser de corta duracién y, por consi-
guiente, cabe considerar en este contexto, las posibles ventajas adaptativas de una sensi-
bilizacién del eje HPA frente a estas nuevas situaciones. Después de un periodo inicial
de hiper-reactividad, la sensibilizacidon podria ser compensada por otros procesos, pro-
bablemente relacionados con la pérdida de sefales de dafio real. Seria lo opuesto a lo
que sucede tras la re-exposicion al estimulo homotipico, donde la disminucién de la
respuesta del eje HPA vendria favorecida por la activacion de sefiales de seguridad aso-
ciadas a la experiencia previa de que la exposicion anterior al mismo estimulo no dio
lugar a un dafio real al organismo (Rabasa et al, 2015). Como explicacién alternativa, la
sensibilizacion cruzada podria en realidad representar un proceso de aceleraciéon mas
que de incremento de la respuesta del eje HPA a nuevos estimulos estresantes, ofrecien-
do ventajas cuando el individuo se enfrenta a estimulos estresantes de corta duracion.
Por ejemplo, una liberacién mas rapida de glucocorticoides podria contribuir a mejorar
la consolidaciéon de la memoria relacionada con nuevas situaciones estresantes de corta
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duracidn, lo que tendria valor adaptativo si en el futuro aparecen de nuevo senales aso-
ciadas a estas situaciones.

Como conclusion general, los resultados aqui presentados, junto con el articulo de revi-
sién, delinean las caracteristicas de la sensibilizacion cruzada del eje HPA inducida por
la exposicion al estrés y su relacion con la sensibilizaciéon conductual. La exposicién a
situaciones estresantes de elevada intensidad es absolutamente relevante para inducir
sensibilizacion del eje HPA, en tanto que la duracion de la exposicién al estimulo induc-
tor es mas relevante para la duracion (dias) de la sensibilizacion que para que ésta se
ponga de manifiesto. La sensibilizacion cruzada del eje HPA se pone mas claramente de
manifiesto cuando el estimulo utilizado para detectarla es de menor intensidad, pero
sobre todo cuando la exposicion al mismo es de corta duracion (v.g. 5-10 min). No pa-
rece que la sensibilizacion cruzada afecte de forma generalizada a los distintos sistemas
endocrinos o fisioldgicos, aunque seria muy importante estudiar el fendmeno respecto a
la liberacion de adrenalina y noradrenalina. La sensibilizacion cruzada es también exten-
sible a ciertos rasgos conductuales como la ansiedad, pero la dindmica temporal es dife-
rente de la del eje HPA, siendo probable que esta sensibilizacion conductual frente a
nuevas situaciones de estrés sea mas duradera que la endocrina. Finalmente, los meca-
nismos implicados en la sensibilizacion cruzada del eje HPA o la sensibilizaciéon conduc-
tual estan por establecer. Nuestros datos indican que ni los glucocorticoides ni el CRH, a
través de los receptores CRHR1, jugarian un papel relevante respecto al eje HPA.
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1.

e

5.

La exposicion aguda a 2 h de IMO incrementd la respuesta de ACTH y de corticos-
terona a un ambiente nuevo (laberinto elevado en cruz, EPM) en los tres dias pos-
teriores a la exposicion, manteniéndose elevada la respuesta de la corticosterona,
pero no la de ACTH alos siete dias. Por consiguiente, la exposicion a la IMO causa
una sensibilizacion cruzada a largo plazo del eje HPA.

La exposicion aguda a 2 h de IMO incrementé los niveles de ansiedad (reducciéon
del tiempo en los brazos abiertos del EPM) durante la semana siguiente a la exposi-
cion, en paralelo con la sensibilizacion del eje HPA.

A los diez dias de una exposicion aguda a 1 h de IMO no se observaron cambios en
el nivel basal de ansiedad, pero la sobreimposicion de breves choques eléctricos
caus6 un incremento notable de la ansiedad en los animales previamente expuestos
a la IMO pero no en los controles. Esta sensibilizacion conductual a nuevas situa-
ciones de estrés no se reflejo en una mayor respuesta del eje HPA. Los resultados
indican que la sensibilizacién conductual es mas persistente que la endocrina y que
la valoracidon de la conducta en el EPM en condiciones basales puede no reflejar
ciertos efectos a largo plazo de la exposicion al estrés.

. De acuerdo con datos previos de nuestro laboratorio, la administracion de metira-

pona (MET, inhibidor de la 11-B-hidroxilasa, enzima critica para la sintesis de los
glucocorticoides) redujo la respuesta de la corticosterona al estrés pero causé una
marcada activacion del eje HPA (reflejada en los niveles de ACTH), confirmando
que actia como un estimulo estresante de tipo farmacoldgico. Sin embargo, ésta
marcada activacion del eje HPA no dio lugar a sensibilizacién cruzada de la res-
puesta a nuevos estimulos, indicando que una activacion del eje HPA no es sufi-
ciente para inducir la sensibilizacion tipicamente observada tras la exposicion a es-
timulos emocionales intensos como la IMO.

Ni la reduccién de la respuesta de la corticosterona a la IMO (con dosis adecuadas
de MET) ni el bloqueo de la actividad de la corticosterona mediante el antagonista
de los receptores de glucocorticoides mifepristona fue capaz de alterar la sensibili-
zacion cruzada del eje HPA, lo que sugiere que los glucocorticoides no estan res-
tringiendo el proceso de sensibilizacién, al menos cuando es desencadenado por
estimulos de elevada intensidad.

El bloqueo de los receptores tipo 1 de CRH con al antagonista no peptidico
(R121919) redujo la respuesta de la ACTH a la IMO, pero no ejercié efecto alguno
sobre los cambios conductuales asociados a la IMO o la sensibilizacion cruzada del
eje HPA, lo que sugiere que la activacion central del CRH no juega un papel impor-
tante en estos efectos.
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7.

La comparacion de los efectos de tres situaciones estresantes que diferian en inten-
sidad (natacion forzada, choques eléctricos e IMO) sobre la sensibilizacion cruzada
del eje HPA puso de manifiesto que la magnitud de la sensibilizacién estaba direc-
tamente relacionada con la intensidad de los estimulos estresantes utilizados (in-
tensidad valorada con varios marcadores clasicos de estrés).

8. La deteccion de la sensibilizacion cruzada inducida por la IMO vino influida por las

caracteristicas de los estimulos heterotipicos. Esta sensibilizacion fue muy evidente
cuando la exposicion al estimulo heterotipico fue de corta duracién (5 min), con
una moderada influencia de la intensidad del estimulo heterotipico (menor con la
natacion forzada que con un ambiente nuevo). Sin embargo, no se observé sensibi-
lizacion cuando la exposicion al estimulo heterotipico (natacion forzada) fue de 30
min. Por consiguiente la deteccion de la sensibilizacion es 6ptima tras la exposicion
a estimulos heterotipicos de intensidad baja y corta duracion.

Una breve exposicion a la IMO (5 min) fue suficiente para inducir sensibilizacién
cruzada del eje HPA, pero la magnitud del efecto se incremento6 en funcién de la
duracién de la exposicién a la IMO (5 min, 30 min y 4 h). La administracién de
dosis de corticosterona que simulaban la activacion causada por 4 h de IMO causé
un bloqueo total de la respuesta del eje HPA al estimulo heterotipico, en claro con-
traste con lo observado en el grupo expuesto a IMO. Estos datos apoyan la hipotesis
de que la exposicion al estrés interfiere con la retro-inhibicién de los glucocorticoi-

des.

10. Aunque basta una breve exposicion a la IMO para inducir sensibilizacién cruzada,

el tiempo de exposicion al estimulo (15 min versus 2 h) fue importante sobre todo
para determinar la duracion (dias) de la sensibilizacion cruzada del eje HPA.
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