
AY.UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRIDFACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

53265
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

Estudio del efecto del aislamiento social sobre
centros cerebrales implicados en el control de la
secreción adrenocortical de la rata.

María del Mar Sánchez Sánchez
Madrid, 1994



LI. FERNANDO SANCHEZ-TOSCANO VIDAL y D~ CARMEN RUA
RODRíGUEZ, Profesores Titulares del Departamento de Biología
Celular de la Facultad de Biología de la Universidad Complutense de
Madrid, junto con D. DAVID SAPHIER, Assistant Professor (De—
partment of Pharmacology and Therapeutics, Louisiana State Univer—
sity Medical Center, U.S.A.),

CERTIFICAN: que D~ M. MAR SANCHEZ SANCHEZ, Licenciada en
Ciencias Biológicas, ha realizado bajo su dirección y en ambos
departamentos, el trabajo titulado: “Estudio del efecto del aislamiento
social sobre centras cerebrales implicados en el control de la secreción
adrenocortical de la rata”, considerando que reúne las condiciones
necesarias para optar al Grado de Doctor.

Madrid, 1~ de Diciembre de 1993

V060 DE LOS DIRECTORES

~1’
Fernando Sánch z—Toscano Vidal

¡/ a’-

- i~
)

LA INTERESADA

M.Mar Sánchez Sánchez

6/

Carmen Rúa Rodriguez

<1=! ¡it &i¿ -¿

>/‘

¿t<

David Saphier



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS HIOLÓGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGíA CELULAR

ESTUDIO DEL EFECTO DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE CENTROS
CEREBRALES IMPLICADOS EN EL CONTROL DE LA SECRECIÓN
ADRENOCORTICAL DE LA RATA -

Memoria presentadapor:
Maria del Mar SánchezSánchez
paraoptar al grado de Doctor.

Madrid, 1994



A mis pates, con amor y
agradecimiento.



INDICE

1.- INTRODUCCIÓN

:

1.1.- EL AISLAMIENTO SOCIAL COMOPROBLEMABIOLÓGICO.-

1.2.- PAPEL DEL EJE LIMBICO-HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-ADRENAL EN LA
RESPUESTADEL ORGANISMOAL ESTRES.-

1.2.1.- El sistema hipotálano—hipótisis. Histofisiología y
regulación. -

1.2.2.- Control aferente del núcleo paraventricular (NPV):
Regulación del eje liliA.-

l.2.2.a.- Proyecciones amigdalinas al NPV hipotalá-
mico.-
l.2.2.b.- Núcleo de la estría terminal (NESTY-
l.2.2.c.— Area preóptica (APO).-

1.3.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOBRE EL EJE LERA. ANTECEDENTES,
PLANTEAMIENTOY OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO.

1.3.1.- Efectos del aislamiento sobre la actividad
adrenocortical . -

1.3.2.- Alteraciones del sistema hipotálamo-hipófisis en
aislamiento. -

1.3.3.- Efectos de la situación de aislamiento sobre la
fisiología del sistema de control nervioso aferente del NPV
(sistema límbico-hipotalámico)
1.3.4.- Conectividad sináptica en el eje LERA. Alteraciones
producidas por el aislamiento.-

2. MATERIAL Y NETODOS

:

2.1.- ANIMALES Y CONDICIONES EXPERIMENTALES
2.1.1.- Modelo de aislamiento social.—
2.L2.- Estudio del peso corporal, y de la ingesta y consumo
de agua.-

2.2.- ACTIVIDAD DEL EJE HIPOTALAIdO-HIPOFISIS-ADRENAL (EHA).
2.2.1.- Diseño experimental.-
2.2.2.- Valoración de la actividad adrenocortical.-

2.2.2.a.- Determinación de los niveles plasmáticos de
corticosterona. -

2.2.2.b.- Medición de los pesos de las glándulas
adrenales, timo y testículos.-
2.2.2.c.- Análisis estadístico de los datos.-

2.2.3.- Estudio inmunohistoquimico de la ACTH hipofisaria,
y de sus secretagogos hipotalámicos: CRE, AVP y OT.-

2.2.3.a. Fijación y preparación de los tejidos.-
2.2.3.b. Antisueros utilizados.-
2.2.3.c. Inmunodetección: método de la peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP}

2.3.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD UNITARIA EXTRACELULAR EN NUCLEOS
CEREBRALESIMPLICADOS EN EL CONTROLDE LA ACTIVIDAD ERA.-

2.3.1.- Animales y condiciones experimentales.-
2.3.2.- Metodología para el estudio electrofisiológico.-

2.3.2.a.- Preparado experimental.-
2.3.2.b.- Método de registro de la actividad unitaria



2.3.2.b.- Método de registro de la actividad unitaria
y estimulación eléctrica.-
2.3.2.c.— Selección y análisis de los resultados.-
2,3.2.d,- Estudio histológico de control.-

2.4.- ESTUDIO CUANTITATIVO DEL CAMPO DENDRITICO EN NEURONASDEL
AREA PREOPTICA.-

2.4.1.- Animales de experimentación.-
2.4.2.- Perfusión y método histológico.-
2.4.3.- Obtención de las muestras y procesamiento de los
datos. -

2.4.3.a.- Estudio en el área preóptica medial estrial
(APM-ST) --

- Delimitación de la población neuronal
estudiada.
- Cuantificación y comparación estadistica de la
densidad de espinas dendríticas en neuronas del
APM-ST.

2.4.3.b.- Estudio en el área preóptica lateral (APL).-
- Delimitación anatómica del tipo neuronal
estudiado.
- Estudio cuantitativo del campo dendrítico de
las neuronas multipolares rostrales del APL.

a) Cociente: número de espinas/mm de
tronco dendrítico.
It Cuantificación del campo dendrítico.

2.4.4.- Tratamiento estadístico de los datos.-

3.- RESULTADOS

:

3.1.- OBSERVACIONESGENERALES.-
3.1.1.- Peso corporal.-
3.1.2.- Ingesta y consumo de agua.-

3.2.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE LA ACTIVIDAD
ADRENOCORTICAL. -

3.2.1.- Concentración de corticosterona en plasma.-
3.2.2.- Peso de glándulas adrenales, timo y testículos.-

3.3.- ESTUDIO INMUNOEISTOQUIMICODE LA ACTE RIPOFISARIA, Y DE SUS
SECRETAGOGOSHIPOTALMdICOS: CRE, AVP y OT.-

3.3.1.- Inmunomarcaje de la ACTE.-
3.3.2.- Inmunomarcaje de la CRE.-
3.3.3.- Inmunomarcaje de la AVP y la OT.-

3.4.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE LA ACTIVIDAD UNITARIA
EXTRACELIJLAR DE NUCLEOS CEREBRALESIMPLICADOS EN LA REGULACIÓNDE
LA ACTIVIDAD HEA.-

3.4.1.- Núcleo de la estría terminal (NEST).-
3.4.2.- Area preóptica (ARO).-

3.4.2.a.- Area preóptica lateral (APL).-
3.4.2.b.- Area preóptica medial (APlI).-

3.4.3.- Núcleo paraventricular hipotalámico (NPV).-

3.5.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE EL CAMPODENDRITICO DE
NEURONASDEL APEA PREOPTICA. -

3.5.1.- Area preóptica medial. Densidad de espinas
dendríticas de neuronas del APPI-ST.-



3.5.2.- Area preáptica lateral. Cuantificación del campo
dendrítico de una población homogénea de neuronas.-

3.5.2.a.- Estudio descriptivo del tipo neuronal
estudiado: neuronas multipolares rostrales.-
3.5.2.b.- Efectos del aislamiento social sobre el
campo dendrítico de las neuronas multipolares
rostrales del APL.-

- Número de espinas dendríticas¡mrn de tronco
dendritico.-
- Características cuantitativas del campo
dendrítico.-

a) Variables métricas.
b) Grado de ramificación dendrítica.
c) Densidad dendrítica en torno al soma
neuronal . -

4.- DISCUSION

.

5.- CONCLUSIONES

.

5.- REFERENCIAS

.



1- IrItOOLTCCIOI4



1. Introducción

1.1.- EL AISLAMIENTO SOCIAL COMOPROBLEMABIOLÓGICO.-ET
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El cerebro adulto desarrolla a lo largo de la vida del

individuo todo un conjunto de circuitos nerviosos capaces de

procesar y dar respuesta adecuada a la ingente cantidad de

información que le llega tanto del medio externo como

interno. En función de ella se elaboran patrones coherentes

de actividad que forman la base de nuestra sensación,

percepción y pensamientos, así como de nuestro comportamiento
y regulación funcional. Esta circuitería precisa no está

completamente desarrollada en el momento del nacimiento, sino

sólo esbozada en mayor o menor medida según el

correspondiente patrón genético. Este patrón básico de

conexiones se concreta posteriormente, siendo modulado

mediante las experiencias sensoriales tempranas, mediante

complejos procesos de plasticidad neural.

Por lo tanto, en etapas críticas del desarrollo

postnatal el establecimiento de los circuitos concretos de

los centros nerviosos depende de interacciones específicas

entre el organismo y el ambiente que determinan, a nivel

celular, características específicas de sus componentes. Esta
influencia del ambiente sobre el encéfalo y, por tanto, sobre

el comportamiento y fisiologia del individuo, cambia con la

edad, de modo que las experiencias anómalas suelen tener

efectos más profundos durante etapas tempranas del desarrollo

postnatal que durante La fase adulta.

La idea de que ciertos aspectos del ambiente, en fases

tempranas de la vida, pueden tener consecuencias importantes

para las características funcionales de los individuos

adultos, es básica en muchas teorías de desarrollo social y

comportamental en humanos. Así, existe un buen número de

investigadores básicos y clínicos que, desde diferentes

puntos de vista, han buscado nexos causales entre las

experiencias sociales o perceptuales tempranas y las

características comportamentales, emocionales y fisiológicas

del individuo adulto.

Una de las primeras evidencias de que la interacción

social temprana con otras personas es esencial para el normal
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1. Introducción

desarrollo, en el hombre deriva de los estudios, en los años
40, del psicoanalista René Spitz. Spitz siguió el desarrollo

de niños criados en un orfanato, en una situación de

deprivación social y sensorial relativa. Al año de edad,

estos niños mostraban un desarrollo motor e intelectual por

debajo de lo normal y muchos de ellos desarrollaban un

síndrome denominado “depresión anaclítica” (Spítz, 1945;

Spitz y Wolf, 1946), caracterizado por introversión,

manifestación de síntomas de tristeza, una escasa curiosidad

por el ambiente y una marcada propensión a adquirir infeccio-

nes.

El gran interés de este tipo de estudios planteó, desde

el principio, la necesidad de profundizar en el conocimiento

de las alteraciones neurobiológicas que tienen lugar en este

tipo de situaciones. Esto ha determinado el desarrollo de un
gran número de estudios en modelos animales que reproducen,

en mayor o menor medida, las diferentes situaciones

patológicas. Así, en los años 60 Harry y Margaret Earlow,

junto con Stephen Suomi, entre otros equipos de

investigadores, iniciaron la utilización de modelos de

aislamiento social en primates no humanos como los macacos

rhesus (Macaca mulatta). Según sus estudios, los monos

mantenidos en aislamiento social, es decir, sin contacto con

la madre ni con sus compañeros durante los primeros 6 meses

de vida, exhibían alteraciones comportamentales en edades

adultas: patrones de actividad motora alterada -

caracterizados por los movimientos estereotipados-, así como

inhibición social, autoagresión, comportamiento sexual

inapropiado, procesamientos cognitivos atípicos y síntomas de

desánimo o depresión (Harlow y col.., 1965; Griffin y Harlow,

1966-63; Harlow y Harlow, 1969—319; Sackett, 1972;

Beauchamp y Gluck, 1988-3 de papereicisol). Estas anomalías,

que aparecían incluso cuando las crías tenían un extenso

contacto visual, auditivo y olfativo con otros individuos de

la misma especie, iban acompañadas de cambios fisiológicos,

entre los que cabe resaltar las alteraciones de tipo

neuroendocrino. Así, por ejemplo, su separación materna y su

aislamiento de las demás crías en el mono provoca un

activación persistente del sistema hipófisis-adrenal (Coe y

col., 1985-302), que parece ser debido al fuerte componente

estresante de la separación materna y social en estos
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1. Introducción

animales (Wiener, Bayart, Faulí, Levine, 1990; ver revisión
de Wiener, Coe y Levine, 1988:en Wiener y col., 1990).

Como en tantos otros campos de las ciencias biológicas,
la mayor información sobre el tema proviene de la

investigación realizada en roedores. En este sentido, hay que

hacer notar la importancia que tiene el hecho de que las
crías, tanto de rata como de ratón, tengan un alto nivel de

actividad social durante el periodo de lactancia y, en
general, durante todo el desarrollo postnatal, existiendo una

importante relación con la madre e interacción con los demás

compañeros de la camada. Igualmente, es importante el

incipiente estado de desarrollo sinaptológico de los cerebros

de estos animales en el momento del nacimiento, lo cual
determina que el empobrecimiento social y ambiental tenga

profundos efectos sobre la configuración de los circuitos y

sobre las respuestas comportamentales y fisiológicas del

animal adulto. Así, se ha podido constatar que el aislamiento

social a lo largo del proceso del desarrollo (antes del

destete, o desde el momento del destete) y durante largos

períodos de tiempo, provoca importantes alteraciones
comportamentales y neuroendocrinas de carácter duradero e

irreversible. Entre la primeras, se ha encontrado de forma

consistente una excesiva reactividad y agresividad de los

animales aislados ante el manejo por parte del

experimentador, así como un síndrome de hiperactividad

locomotora en ambiente novel (Hatch y col., 1965; Weinstock

y Speiser, 1973; Thoa y col., 1977—51; Einon y t4organ, 1978;

Garzón y col., 1979-21; Garzón y del Rio, 1981-23; Gentsch y

col., 1988-54). Por otra parte, se han constatado importantes

alteraciones neuroendocrinas en los animales criados en

aislamiento social, concretamente en relación con la

actividad adrenocortical (Eatch y col., 1963-18; Hatch y

col., 1965-17; Gentsch y col., 1981-303; Gamallo y col.,

1986-13; Holson y col., 1991-2). El conjunto de anomalías que

se desarrollan en la rata en esta situación experimental se

denominó en un principio como “síndrome de estrés por

aislamiento (Barnes, 1959—308; Weltman y col., 1962-309;

Hatch y col., 1963—18; Baer, 1971-305). Sin embargo, hay que

destacar que este concepto aparentemente homogéneo, a medida

que se han ido completando los estudios con una mayor
diversidad de situaciones experimentales y parámetros
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1. Introducción

estudiados, ha sido revisado y matizado en muchos aspectos,
llegándose a la idea de que existe una tremenda dificultad a

la hora de caracterizar las alteraciones provocadas por la

situación de cría en aislamiento social. En gran medida, el

trabajo de esta Tesis intenta ser una aportación en este

sentido.

Una de las causas de la complejidad biológica que

encierra la situación de aislamiento es su carácter

estresante. El t’-n-mú re ‘estrés” no tiene fácil definición. Se

puede considerar como una reacción que tiene lugar cuando las

expectativas —tanto genéticamente programadas, como

adquiridas- no son confirmadas por las percepciones actuales

o anticipadas del medio interno o externo, de modo que esta

discrepancia provoca patrones de respuestas compensatorias

(Goldstein, 1987:”stress inducedactivation enBailliére’s

Clin Endocrin. . . ). Ateniéndonos a esta definición, el

aislamiento seria una situación claramente estresante, pero

el elemento “percepción del medio” encierra una gran cantidad

de factores variables de carácter biológico tanto en su

aspecto externo (variación en los estímulos) como interno
(recepción e integración de esos estímulos). Dejando de lado

la variabilidad de los posibles estímulos externos que

suponen un estrés para el animal, estandarizables hasta

cierto punto, en un estudio experimental bien controlado, hay

que considerar la variabilidad del otro elemento (el

intrínseco>, que radicará en las características propias de

los sistemas orgánicos del individuo que responden al agente

estresante. Entre estos sistemas se encuentra el sistema

nervioso, que resulta afectado en una situación de

aislamiento en sus diferentes componentes y en sus diferentes

niveles de complejidad. El grado de desarrollo y maduración

del conjunto de estructuras del sistema nervioso va a

determinar que el aislamiento social provoque un cuadro

concreto de alteración -más o menos adaptativo- que se va a

manifestar en forma de cambios comportamentales, por un lado,

y en el estado de su medio interno, por otro.

Centrándonos en este segundo aspecto, vamos a recordar

primeramente e :0 de ‘medio interno” de Claude

Bernard (1859-320) que lo considera como una atmósfera

fisiológica qi . - agente intermediario entre el
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1. Introducción

elemento vivo y el exterior de cada ser. Bernard estudió este

medio interno destacando la importancia de su estabilidad en

la supervivencia del organismo, y la existencia de dos

sistemas reguladores principales: sistema nervioso y

endocrino. En relación con esta idea de constancia del medio

interno como elemento esencial para la supervivencia del

individuo, Walter Cannon (1932-362) acuñó posteriormente el

término conocido roiqe homeostasis”. Los mecanismos
homeostáticos consisten en la interacción entre el sistema de

percepción e integración de la respuesta (sistema nervioso)

y el otro sistema de comunicación e integración de las

funciones orgánicas a través de hormonas (que constituye el

sistema endocrino), lo cual dá lugar a un sistema regulador

global neuroendocrino.

En términos neuroendocrinos los agentes estresantes

(desafíos reales o percibidos como tales) serían aquéllos que

provocan respuestas hormonales dirigidas a minimizar las

variaciones de la homeostasis (Selye, 1952). Según esta

interpretación del estrés, queda precisada en buena medida la

definición de Goldstein (1987), con el inconveniente que

tiene su siruplicación, pero con la ventaja de que concreta

este concepto en un terreno más relacionado con el presente

estudio.

Entre los sistemas neuroendocrinos activados por los

agentes estresantes, el eje hipotálamo-hipófisis—

adrenocortical (EHA) es de extrema importancia, hasta tal

punto que los investigadores han utilizado su activación,

tanto en animales como en humanos, como elemento indicador
del grado de estrés que está experimentando el organismo. A

través de él se canalizan importantes mecanismos fisiológicos
de respuesta, frente a situaciones de estrés agudo o crónico.

Además de las estructuras del sistema 1-lEA, hay que

considerar la importancia de todos aquéllos centros y

circuitos nerviosos que llevan a cabo el control superior de

su actividad. Entre estos centros extrahipotalámicos, es

fundamental el papel regulador del sistema llimbico (Sawchenko

y Swanson, 1983-153; ver Holsboer, 1988-661 y concretamente

de la aniiqdala, la cual, sobre la base de sus abundantes

conexiones con el hipotálamo, a través de la estría terminal

5



1. Introducción

y la vía amigdalofugal ventral, participa de forma importante

en la respuesta a ciertos tipos de estrés (Beaulieu y col.,

1991—204; Van de Kar y col., 1991-205).

Puede hablarse, por tanto, de un eje límbico-ET
1 w
473 654 m
526 654 l
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hipotalámico-hipofisariO-adrenal (LHHA) que constituye uno de

los sustratos morfofuncionales de la respuesta frente a

situaciones estresantes. Debido a la compleja regulación

multifactorial de este sistema, no se producen pautas fijas

de respuesta frente a los distintos agentes estresantes, como
es, por ejemplo, la situación de aislamiento. No hay, por

tanto, un único “síndrome de estrés por aislamiento” siendo,

por lo tanto, las repercusiones de la situación de

aislamiento muy diferentes en los diferentes modelos animales

utilizados, como se verá a lo largo de esta tesis.

La importancia de las condiciones de vida durante las

primeras etapas del desarrollo del sistema HEA, ha sido

puesta de manifiesto en numerosas ocasiones. Así, en la rata

parece estar sujeto a regulación por factores de origen

materno, y es también dependiente de las interacciones

sociales de los individuos con los compañeros de camada

(Hofer, 1987-321; Stanton y Levine, 1988-26; Rosenfeld y

col., 1992-37). Por tanto, el aislamiento social durante

etapas “críticas’ del desarrollo postnatal del animal y, en

concreto, del propio eje HEA, puede provocar cambios

profundos a largo plazo en sus características

morfofuncionales que afecten a los mecanismos reguladores de

su actividad.

Dada la importancia experimental de la cría en

aislamiento social desde el punto de vista neurobiológico, ya

que puede ilustrar mecanismos básicos de desarrollo y
plasticidad en el establecimiento de circuitos neuronales

implicados en la respuesta al estrés, hemos abordado el

trabajo de la presente Tesis con el objetivo global de

caracterizar mediante un abordaje multídisciplinario las

posibles alteraciones en el funcionamiento del sistema LERA

de la rata adulta, como consecuencia de su cría en

aislamiento social tras un destete prematuro (que implica

también un per :kcíon materna).
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1.2.- PAPEL DEL EJE LIMBICO-HIPOTALAHICO-HIPOEISARIO-ET
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ADRENAL EN LA RESPUESTADEL ORGANISMOAL ESTRES.-ET
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Los estimulos estresantes provocan, entre otras

respuestas del organismo, dos tipos de reacciones de carácter

general: a) la activación del sistema simpático

adrenomedular, que determina un incremento en la liberación

de catecolaminas desde la médula adrenal y b) la activación

del eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal, que supone una cadena

de procesos complejos neuroendocrinos que determinan, en

último término, un incremento de la secreción de

glucocorticoides desde la corteza adrenal. En su conjunto

estos dos mecanismos generales frente a una situación de

emergencia suponen lo que Selye (1952) denominó “respuesta

inespecifica al estrés” que podría considerarse como la

condición básica que capacita al individuo para superar la

situación efectiva o potencial de peligro.

Además de estos mecanismos comunes, los distintos

agentes estresantes pueden activar mecanismos

neuroendocrinos, autónomos y comportamentales específicos que

contrarrestan el desequilibrio particular con el cual se

enfrenta el organismo en ese momento existiendo también, por

tanto, “respuestas específicas” ante un agente estresante en

particular.

Centrándonos en el estudio del eje LEHA vamos, en primer

lugar, a esbozar un cuadro esquemático de sus principales

componentes y sus mecanismos de regulación ante una situación

de estrés (figura 1.1). Los estímulos estresantes inducen una

activación del sistema -condicionada por la intervención de

centros superiores de carácter integrador, principalmente

corticales- que provoca la secreción de factores de

liberación hipotalámicos en la eminencia media, de donde

pasan al sistema porta hipotálamo-hipofisario. Entre estos

factores se encuentran la hormona liberadora de

corticotropina (CRE), así como la vasopresina (AVP) y la

oxitocina (OT), neurohormonas que provocan un incremento de

liberación de la adrenocorticotropina (ACTE) hipofisaria a la

circulación general (Rivier y Plotsky, 1985; Antoní, 1986—

311; Gibbs, 1986—128).
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1. Introducción

Los niveles plasmáticos elevados de ACTE estimulan la
liberación de glucocortícoides adrenales, sustancias

altamente catabólicas que producen lipolisis y catabolismo
proteico -- incrementando con ello la disponibilidad de ácidos
grasos libres y aminoácidos en plasma como sustratos para la
gluconeogénesis hepática- así como glucogenolisís, provocando

con ello un incremento de los niveles de glucosa en sangre
(Munck y col., 1984; Baxter y Tyrrell, 1987: los dos en
Meaney y coL, 1991-62). Estos mecanismos en conjunto
incrementan la disponibilidad de substratos energéticos en-un

momento en el que órganos como el corazón y el cerebro están

sometidos a una intesa actividad. Los glucocorticoides

también están implicados en otras acciones como, por ejemplo
en la supresión de la respuesta inmunitaria (Munck et al.,

1984), protegiendo contra la inflamación en un momento en que

la movilidad puede ser importante para el animal.

Sin embargo, la exposición continuada a niveles elevados

de glucocorticoides puede representar un riesgo para el

organismo. Además de la supresión general de procesos
anabólicos, la exposición prolongada a glucocorticoides puede

ocasionar múltiples efectos: atrofia muscular, disminución de
la sensibilidad a insulina y riesgo de diabetes inducida por

esteroides, hipertensión, hiperlipidemia,
hipercolesterolemia, amenorrea, impotencia, y alteración del

crecimiento y reparación de tejidos, así como inmunosupresión

(Baxter and Tyrrell, 1987). Por tanto, una vez que el agente

estresante termina, se debe “apagar” la respuesta del eje HEA

al estrés, en beneficio del individuo. La eficacia de este
proceso está determinada por la capacidad de los corticoste-

roides de inhibir la subsiguiente liberación de ACTE,

mediante el efecto de retroalimentación negativa que ejercen
estas hormonas adrenales sobre distintos niveles del eje

LEliA, a través de receptores específicos de estas hormonas

(ver Kelier—Wood y Dalíman, 1984—51 y Sapolsky y col., 1986—

45 y

Existen das tipos de receptores de corticosteroides en

el eje LEliA:

-. el receptor mineralocorticoide (MR> o tipo 1,

principalmente localizado en el sistema límbico, y

- el receptor glucocorticoide (Cli) o tipo II, en su

8



1. Introducción

mayoría localizado en el hipotálamo (sobre todo, en el NPV)

y en el sistema límbico, aunque también se ha descrito su

presencia en otras regiones como la hipófisis.

Se ha propuesto que los receptores MR están

principalmente implicados en el mantenimiento de la actividad

basal del ele LEHA (Dalíman y col., 1987 en revisión de

Harbuz y Lightman, 1992-24). Sin embargo, parece que tanto

los MR como los GR están implicados en la regulación de la

sensibilidad y la duración de la activación del eje HHA

inducido por estrés: la acción de la corticosterona

corticosterona (B) mediada por MR controla el umbral del

sistema de respuesta al estrés, mientras que la acción de la

E mediada por GR suprime la activación inducida por estrés

(Heul y De Kloet, 1985, en revisión de Harbuz y Lightman,

1992—24).

Sobre el cuadro panorámico general de la respuesta del

eje LHHA al estrés (fig. 1.1) vamos a detallar, a

continuación, cada uno de los procesos estudiados en el

presente trabajo. Para ello seguiremos un orden centrípeto,

desde los sistemas periféricos -efectores de la respuesta-
hasta los centros nerviosos reguladores del eje, a niveles

superiores.

1.2W- El sistema hipotálamo-hipófisis.
Histofisiología y regulación.-

La hipófisis es una glándula endocrina dividida

clásicamente en dos partes con distinto origen (Halmi y

Moriarty, 1982—75; Page, 1988—77, 1986—76):

a> La neurohipófisis, de origen nervioso,, formada a

partir de una evaginación ventral del diencéfalo caudalmente

al quiasma óptico. Está constituida mayoritariamente por

terminales axónicos del tracto hipotálamo-hipofisario que

contienen OT y AVP procedentes de las neuronas magnocelulares

de los núcleos hipotalámicos supraóptico (NSO) y

paraventricular (NPV) hípotalámícos, células gliales

denominadas “p ahundantes capilares fenestrados

9



1. Introducción

(lo cual indica que en esta región no existe barrera
hematoencefálica)- Los terminales nerviosos existentes en la

neurohipófisis liberan su contenido al espacio perivascular

de estos capilares fenestrados, pasando de este modo a la

circulación sistémica (fenómeno denominado “neurosecreción”

y esquematizado en la figura 1.2).

b) La adenohipófisis, que posee una estructura típica de

glándula endocrina de origen epitelial, formada por células

que sintetizan hormonas proteicas (tanto tróficas como de
acción directa) y las secretan a los abundantes capilares
fenestrados que existen en la zona. Entre las hormonas

sintetizadas en la adenohipófisis se encuentra la
adrenocorticotropina (ACTE: hormona corticotropa o

corticotropína p’t.=»ept TMe 39 -ti’ t- - -E 7 ~1-39> que

estimula la secreción de glucocorticoides en la corteza de
las glándulas adrenales.

La ACTE procede de la escisión proteolítica de su

molécula precursora, la proopiomelanocortina (POMC), de la
que también derivan otros péptidos como la 13-endorfina, la a-

MSH (ACTH
11), la B—MSH, la 13-lipotropina (B-LPH) y el péptido

intermedio eqt - ortic - - - ACTH18~30)

entre otros (ver Eipper y Mains, 1980-312). Las células

corticotropas de la pars distalis adenohipofisaria (lóbulo

anterior de la hipófisis), procesan este precursor

principalmente a ACTE, i3-LPH, y 13-endorfina, mientras que las

células melanotropas de la pars intermedia adenohipofisaria

(lóbulo intermedio de la hipófisis) continúan procesando la

ACTE para la obtención de a-MSH, CLIP y a—LEE, así como la 13-

LPH para dar 13-endorfina y alfa-LEE (que, a su vez, puede ser

procesada a 13-MSH).

El control hipotalámico de la secreción de la ACTH

sintetizada por las células corticotropas de la pars distalis

adenohipofisaria se realiza a través de secretagogos

hipotalámicos (principalmente CRH, AVE y OT), que son

secretados en la zona externa de la eminencia media y

conducidos hasta los corticotropos adenohipofisarios a través

del sistema porta hipotálamo-hipófisis (fig. 1.2). En dicho

esquema también se representa la existencia de una ruta de

drenaje venoso desde el lóbulo neural al lóbulo anterior
hipofisario, siendo esta “vía corta portal” abundante en en

lo
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1. Introducción

algunas especies (p.e., rata, ratón y conejo) (Page y col.,

1976—323, 1978—322).

Como parte del complejo hipotálamo-hipófisis, la

eminencia media (EM) juega un importante papel en los
mecanismos reguladores neuroendocrinos suministrando una

conexión anatómica entre el hipotálamo y la hipófisis. La EM
se compone de distintas zonas (Page, 1986-76, 1988-77;

Merchenthaler, 1991-140), como se refleja en la figura 1.3.
La capa ependimaria de la eminencia media delimita el receso

infundibular del tercer ventrículo; debajo de ella se

localiza la zona interna de la eminencia media (ZIEN), cuya

capa de fibras está formada en su mayoría por los axones del

tracto hipotálamo-hipofisario que contienen OT y A\1’, y que

no presentan terminales axónicos en esta zona, sino que se

dirigen hacia el lóbulo posterior de la hipófisis. La zona

externa de la eminencia media (ZEEM) se sitúa ventralmente a

la ZIEM y contiene principalmente terminales nerviosos

procedentes de neuronas hipofisiotrópícas, entre las cuales

se encuentran los terminales que contienen CEfi y provienen

mayoritariamente del NPV parvicelular (Palkovits, 1982), así

como algunos terminales nerviosos que contienen AVP y OT

(Antunes y col., 1977; Vandesande y coL, 1977-85>. Estos

terminales nerviosos se localizan próximos al espacio

perivascular de los capilares portales existentes en la ZEEM

(que presentan un endotelio fenestrado), donde secretan su

contenido. En la rata estos terminales se encuentran de forma

mayoritaria en la capa en empalizada de la ZEEM (Bugnon y

col., 1982; Merchenthaler y col., 1982).

De un modo general puehe iecirsú u>o -- hipotálamo juega
un papel importante para asegurar la supervivencia tanto del
individuo como de la especie, siendo responsable de integrar
las respuestas endocrinas, autónomas y comportamentales que

garantizan la regulación del metabolismo, el suministro

adecuado de nutrientes y agua desde el ambiente, la defensa

del animal frente a los predadores y otras amenazas, así como

de permitir la generación y el cuidado de la descendencia.

Dentro del hip’ .! núcleo paraventricular (NPV) juega

un papel crucial en el control de funciones neuroendocrinas

y autónomas, incluyendo el control de la actividad

hipofisaria-adrenocortical y su respuesta a los estímulos

11
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1. Introducción

estresantes. El núcleo puede ser subdividido en función de

sus características citológicas y neuroquimicas, densidad de

empaquetamiento celular y existencia de zonas con patrones
particulares de conexiones aferentes y eferentes. Sin

embargo, esta compartinientalización del NPV no es rígida ni

tiene carácter excluyente, ya que existe la posibilidad de

solapamiento entre sus distintas subdivisiones (Swanson y
col., 1986—338).

El NPV contiene una llamativa diversidad de células, en

las que se han localizado más de 20 neurotransmisores y

neuropéptidos diferentes. Además de esta diversidad, se ha

demostrado que las neuronas del NPV presentan la capacidad de

expresar distintos neuromediadores simultáneamente, siendo

posible que una neurona individual bajo diferentes

condiciones fisiológicas presente diferentes combinaciones de

ellos (Kiss, 1988—135). Todo esto hace que el NPV sea

considerado más apropiadamente como un mosaico dinámico de

subgrupos de neuronas especificadas químicamente, cuya

composición está sometida a una gran plasticidad funcional.

El NPV hipotalámico presenta dos tipos neuronales de

tamaño y morfología característicos, agrupados en las

divisiones magnocelular (formada por neuronas de somas
grandes, entre 20-35 pm de diámetro) y parvocelular (que

contiene neuronas de menor tamaño, con somas de unas 15 pm de

diámetro). Estas divisiones difieren entre si, además, por su

composición neuroquimica y sus conexiones aferentes y

eferentes. De acuerdo con el criterio citoarquitectónico de

Swanson y Kuypers (1980-334) y Sawchenko y Swanson (1983-

153), esquematizado en la figura 1.4, la división
magnocelular del NEW se divide a su vez en los subnúcleos:

magnocelular anterior (ma), magnocelular medial (mm) y

magnocelular posterior (mp). Las neurohormonas vasopresina

(AVE) y oxitocina (OT), así como sus neurofisinas asociadas,

se sintetizan en su mayoría en neuronas separadas de esta

última subdivisión que puede dividirse, por tanto, en otros

dos componentes -según Sawchenko y Swanson (1983-153):

magnocelular posterior medial (mpm), que contiene neuronas

oxitocinérgicas, y magnocelular posterior lateral (mpl), que

contiene neuro>-> o ÑL~rgica5.

12
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1. Introducción

La mayoría de las neuronas magnocelulares del NEW

proyectan al lóbulo neural de la hipófisis, donde los

nonapéptidos AVP y OT son liberados a la circulación
sistémica (Vandesande y Dierickx, 1975-335; Van Leeuwen y

Swaab, 1977-336; ver Dierickx, 1980-124), constituyendo parte

del “sistema magnocelular neurosecretor” clásico del

hipotálamo, junto con el NSO (fig. 1.2). Los axones de las

neuronas vasopresinérgicas y oxitocínérgicas que proyectan a

neurohipófisis abandonan el NEW en su vértice y cursan
lateral y luego ventralmente alrededor del fornix, para

unirse con las proyecciones del NSO y formar el tracto

hipotálamo-hipofisarlo. Este fascículo de axones

magnocelulares se aproxima a la eminencia media a través del

área retroquiasmática lateral y pasa de lateral a medial al

desplazarse caudalmente para entrar en la eminencia media

desde su extremo anterior, cursando por la ZIEN hasta

alcanzar el lóbulo neural de la hipófisis (figura 1.5).

Según los criterios citoarquitectónicos que estamos

siguiendo (Swanson y Kuypers, 1980-334; Sawchenko y Swanson,
1983-153>, la división parvocelular del NEW se subdivide

también en los componentes: parvocelular anterior (pa),

parvocelular medial (pm), parvocelular lateral (pl),

parvocelular dorsal (dp> y periventricular (pv),

esquematizadas en la figura 1.4. La división parvocelular

medial del NPV fué subdividida, a su vez, en los componentes

parvocelular medial dorsal (pmd) y ventral (pmv) por

Sawchenko y Swanson (1983—153). Las subdivisiones
parvocelulares anterior, periventricular y medial dorsal

constituyen una gran población de células neurosecretoras
parvocelulares que forman parte del sistema hípotalámico

hipofisiotrófico que controla la liberación de las hormonas

adenohipofisarias, a través de sus proyecciones mayoritarias

a la zona externa de la eminencia media (Antunes y col.,

1977; Vandesande y col., 1977: VBUSCAREN CALZA Y Col.1990,

EN GASA!!!). Entre los neuropéptidos que se sintetizan en

estos componentes de la división parvocelular del NEW se

encuentran el Cliii, la hormona liberadora de tirotropína

(TRE), la colecistoquinina (CCK), la sustancia P (SP), el

factor liberador de la hormona de crecimiento (GRE), la

anqiotensina II (AII), la somatostatina (SRIF), la encetalina

(ENK), la dinorfina, y la neurotensina (NT) (ver Swanson y

13



1. Introducción

Sawchenko, 1983-337) -

Los axones de estas neuronas parvocelulares que

proyectan a la eminencia media abandonan el NPV también en su

vértice lateral, para seguir el curso de los axones

magnocelulares del tracto hipotálamo-hipofisario. El

fascículo de axones con origen parvocelular entra

anterolateralmente en la eminencia media a través del área

retroguiasmática lateral, de modo que sus terminales axónicos

se localizan en el espacio perivascular de los capilares

portales de la ZEEM (figuras 1.2 y LS).

Por su parte, la mayoría de células en las divisiones

parvocelulares dorsal, lateral y medial ventral proyectan a

médula espinal y núcleos del tronco cerebral relacionados con

funciones autónomas, como el núcleo del tracto solitario y el

núcleo motor dorsal del vago (Swanson, 1977; Sofroniew, 1980;

Swanson y Kuypers, 1980-334; Sawchenko y Swanson, 1981a;

Swanson y Sawchenko, 1983-153: ¡¡las referencias que no

tienen código están en CALZA Y Col., 1990!!).

El CRE, sintetizado mayoritariamente en las neuronas de

la división parvocelular medial dorsal del NPV (ver Swanson

y Sawchenko, 1983-337) constituye el factor principal

responsable de la síntesis y liberación de la ACTE de la

hipófisis anterior (Vale y col., 1981-340; Rivier y col.,

1982-101). Los axones de estas neuronas que contienen CRI-I

presentan terminales nerviosos en la ZEEN (Bugnon y col.,

1982-341; I4erchenthaler y col., 1982—342), donde su producto

neurosecretor es transportado vía circulación portal a la

hipófisis anterior (Silverman y Pickard, 1983-130) para

inducir la transcripción del mRNA para POMC y provocar la

liberación de ACTE.

Además del CRH, existen otros neuropéptidos, como la AVP

y la OT que funcionan como secretagogos del ACTH, al ser

liberados en la ZEEN a la sangre portal en respuesta a

ciertos tipos de estrés, haciendo posible la existencia de un
control multifactorial y complejo de la actividad 1-lEA.

En el caso de la AVP, se ha comprobado que se trata de

un potente agente que controla la liberación de ACTE,

14
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1. Introducción

potenciando de forma sinérgica el efecto liberador que tiene

el CRE sobre la ACTE adenohipofisaria (Pivier y Vale, 1983-
129; Tilders y col., 1985—310; ver Antoni, 1986—311; Gibbs,

1986-128). Esta AVP tiene un origen diferente del

clásicamente establecido para las neuronas vasopresinérgicas
magnocelulares del NPV, ya que es sintetizada en una

subpoblación de neuronas de la subdivisión parvocelular
medial, en coexistencia con el CRH (Roth y col., 1982 y Tramu

y col., 1983: lilas dos en Calzá y col., 199011; Whitnall,

1988-130; ver Harbuz y Lightman, 1992-24). Estas neuronas

CPH/AVP proyectan a la ZEEM (figura 1.2), donde se aprecian

terminales axónicos que liberan AVP a los capilares portales
hipofisarios (Zimnerman y col., 1973-343; Silverman y

Pickard, 1983-78; Buma y Nieuwenhuys, 1988—152).

Sin embargo, existen también evidencias de la presencia

de algunas proyecciones desde las neuronas magnocelulares a

la ZEEM, que participan en la regulación de la función ACTE

adenohipofisaria (Silverman y Zimnierman, 1975-344; Vandesande

y col., 1977—SS).

Además de la AVP, se ha descrito la existencia de fibras

inmunopositivas para OT próximas a los capilares de la ZEEM

(Vandesande y col., 1977-85; Vandesande y Dierickx, 1980-124;

ver Sofroniew, 1985—79; Richard y col., 1991-123). Estas

fibras oxitocinérgicas también liberan su contenido a la

circulación portal hipofisaria (Buma y Nieuwenhuys, 1988-152)
permitiendo a la OT actuar como co-secretagogo de la ACTE

(ver Antoní, 1986—311; Gibbs, 1986—128). La OT ejerce, por

una parte, un efecto sinérgico sobre la acción liberadora del

CRE sobre la ACTE y, por otra, tiene un efecto aditivo sobre
la acción de la A\JP (Link y col., 1992-115).

Por último, y debido a la existencia del sistema de

drenaje de la “vía corta portal” (esquematizado en la figura

1.2), tanto la AVP como la OT neurohipofisarias pueden

alcanzar también los corticotropos de la pars distalis,

suministrando otra vía de control sobre la liberación de la

ACTE adenohipofisaria (Richard y col.,1991-123).

15
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1.2.2.- Control aferente del. núcleo

paraventricular (NPV): regulación del ele EHA.

La zona de la división parvocelular medial del NEW rica
en CRE, presenta una gran diversidad de aferencias, lo cual

parece coherente si se tiene en cuenta la gran variedad de

modalidades sensoriales y diferentes estímulos estresantes
capaces de provocar la activación del eje HE-lA. Según Swanson

(1987-133) y Sawchenko (1991-213), estas aferencias se pueden
agrupar en cinco categorías: viscerales, somatosensoríales,
circunventriculares, hipotalámicas y límbicas, que

constituyen vías nerviosas que controlan la liberación de CRE
a la circulación portal (figura 1.6):

1.- Las vías de transmisión de la información visceral

o interoceptíva se encuentran entre las aferencias mejor

caracterizadas de las neuronas—CRE del NP’]. Este circuito

nervioso se centra en el núcleo del tracto solitario (NTS),
principal receptor de las aferencias glosofaríngeas y

vagales. Dentro del NTS existen tres territorios de diferente
naturaleza (adrenérgica, noradrenérgica y peptidérgica) que

proyectan a la región parvocelular del NP’]. También proyectan
a esta región otras dos zonas del tronco cerebral que reciben

aferencias del NTS: el grupo celular C1 adrenérgico

(localizado en la médula oblonga o bulbo raquídeo) y el
núcleo parabraquial lateral (Levin y col., 1987-346;
Cunningham y Sawchenko, 1988-345). Cuando se realizan

lesiones en componentes de esta vía, se puede alterar la

respuesta hipofisaria—adrenal frente a distintos agentes

estresantes de carácter sistémico como, por ejemplo, la

exposición a vapores de éter, hemorragia, etc. (Szafarczyk y

col., 1985—348; Carlsson y Gann, 1987—347).

2.- Por el contrario, no están tan claras las rutas
nerviosas a ti~vw 1 c. viles Ja información sensorial

somática y especial (nocicepción, información visual y

auditiva, etc. ) alcanza el NP’] hipotalámico para provocar la

activación de la secreción adrenocortical. Existen algunos

estudios recientes en los cuales se implica la participación

en estas vías de ciertas proyecciones mesencefálicas y
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___ 1. Introducción

pontinas a la división parvocelular del NP’] (Levin y col.,
1987—346), como se refleja en la figura 1.6.

3.- Las proyecciones desde órganos circunvetriculares a

las células que contienen CRH en el NP’], como es el caso del

órgano subfornical (OSF), pueden estar implicados en la

liberación coordinada de CRE, AXIP y OT en situaciones como

hipovolemia (Sawchenko y Swanson, 1983-153).

4.- Se conoce también la existencia de proyecciones
desde distintos núcleos hipotalámicos a la región

parvocelular del NP’] que contiene CRE como, por ejemplo,

desde el área preóptíca, núcleo ventromedial, áreas

hipotalámicas anterior y lateral, y núcleo supraquiasmático

(ver Swanson y Sawchenko, 1983--337). Parece probable que

estas proyecciones transmitan información que viaja en el

fascículo telencefálico medial (F’TM) y en el sistema
periventrícular procedente del sistema límbico, formación

reticular y sustancia gris central mesencefálica, etc.

Este tipo de conexión tiene, por lo tanto, relación en

algunos casos con las conexiones del apartado siguiente.

5.- Por último y de forma relevante, las ~royecciones

desde ciertas estructuras límbicas ejercen un importante

efecto regulador sobre la actividad EHA, constituyendo lo que

se ha denominado como eje LHHA. Además de que la manipulación

de ciertas estructuras del sistema límbico (como la formación

hipocampal y los núcleos amigdalinos y septales) altera de

forma clara la actividad 1-II-fA, éstos son sitios sobre los

cuales los corticosteroides ejercen su efectos de

retroalimentación sobre el eje, provocando que estas regiones

ejerzan, a continuación, una inhibición transináptica de la

secreción de CRE y AVP desde el NP’] (Dalíman y col., 1989-

110; Sapolsky y col., 1990—108).

El sistema límbico es importante en el procesamiento de

la respuesta al estrés, especialmente al de tipo psicogénico

(p.e. el e -½ -- amovílización), que implica
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procesamiento nervioso en el cortex cerebral, es decir,

actividad cognitiva. Debido a que el neocortex no proyecta

directamente al hipotálamo, la información que provoca la

liberación de CRE al sistema portal se transmite al NP’]

‘nipotalámico a través de estructuras del sistema límbico.

En la figura 1.7 se representan esquemáticamente las

principales vías límbicas implicadas en el control de la

actividad ERA (Feldman y col., 1982-218; Feidman y Saphier,

1989—315):

1.- Por una parte, se ha comprobado que la estimulación

eléctrica del hipocampo dorsal y ventral provoca incrementos
en la secreción de B a través del fornix dorsal y la fimbria

del hipocampo, respectivamente (Feldman y col., 1987-349).
Las fibras procedentes de ambas regiones proyectan a

componentes del septum lateral que envían fibras al

hipotálamo, concretamente a la división parvocelular del NP’]

(ivieibach y Siegel, 1977—350).

2.— Por otra parte, la estimulación de ciertas regiones

amigdalinas (p.e. la amígdala medial) provoca un incremento
de las concentraciones plasmáticas de E que se atenúa tras la

lesión de la estría terminal, del núcleo de la estría

terminal (NEST) o del área preóptica CAPO> (Feldman y

Saphier, 1989-315>. Estos resultados indican que la amígdala

juega un papel importante en el control de la actividad HEA

a través de proyecciones sobre el NP’] que cursan vía estría
terminal o a través de la vía amígdalofugal ventral (De Olmos

y col., 1985-316). Dichas proyecciones amigdalinas pueden ser

directas sobre el NP’] o indirectas a través del NEST y del
APO-

Conviene señalar, por último, la importancia funcional

que tiene el (FTbi) -importante sistema ascendente y
descendente de fibras que conecta telencéfalo y mesencéfalo

atravesando el área preóptica e hipotalámica lateral

(Nienwenhuys y col., 1982-352)-. Este sistema de fibras
interviene en la conducción de estímulos nerviosos

procedentes no sólo de estructuras límbicas, sino también de

estructuras mesencefálicas, etc., que activan el sistema ERA
(Feldman y col -~- - ~ F ddman y Conforti, 1985-297) tal
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1. Introducción

y como se comentará más adelante y en el capítulo de

Discusión.

De todo el conjunto de circuitos límbicos implicados en

la regulación del eje EHA hemos centrado nuestra atención en
aquellos que implican a la amígdala ya que, por una parte

están bien estudiados desde el punto de vista fisiológico y,

por otra, pueden jugar un papel importante en ciertas
situaciones estresantes, como es el caso particular del
aislamiento social.

l.2.2.a.- Proyecciones amigdalinas al NP’

]

hipotalámico. -

Como hemos dicho, la amígdala está implicada en el
control de múltiples funciones endocrinas, así como en

mecanismos autónomos y comportamentales que permiten la

supervivencia del organismo. Nosotros vamos a centrar nuestra

atención, a manera de introducción, en los trabajos básicos

relacionados con la amígdala y sus proyecciones hipotalámicas

implicadas en la respuesta neuroendocrina al estrés.

La amígdala está localizada en los lóbulos temporales
del cerebro, sirviendo como centro de relación entre el

neocortex y ciertas regiones hipotalámicas, del tronco

cerebral y médula espinal implicadas, respectivamente, en el
control de la respuesta neuroendocrina y autónoma a estímulos

amenazadores para el organismo.

La amígdala de mamíferos presenta una gran complejidad

estructural y funcional. Clásicamente se ha dividido en un

grupo de núcleos corticomedial, localizado superficialmente

y un grupo basolateral situado más profundamente (Johnston,

1923-353). Posteriormente se han considerado diversas

subdivisiones (fiq. 1.8):

- La amiqdala corticomedial está formada por el

núcleo cortical (localizado medialmente al cortex piriforme),

núcleo medial (medialmente adyacente al núcleo cortical), el

núcleo central (localizado entre el núcleo medial y

caudadoputamer . t~< del tracto olfatorio lateral
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(localizado anteroinedial al núcleo cortical) (Krettek y

Erice, 1978—354; Price y col., 1987-317). Estos autores

dividen el núcleo cortical en núcleo cortical anterior,
posterior y cortex periamigdalino. El área amigdalina

anterior (una región difusa cerca del poío rostral de la
amígdala, que se mezcla con el núcleo central) y el área

amigdalohipocampal (caudal al núcleo medial) también están
incluidos como parte de la amígdala corticomedial.

- La amígdala basolateral está formada por el
núcleo accesorio basal -más profundo que el cortex

periamigdalino, denominado núcleo basomedial por Krettek y
Erice (1978-354)-, por los núcleos basales magnocelular y

parvocelular -localizados más profundamente que el núcleo
basal accesorio y denominados, respectivamente, subdivisiones

anterior y posterior del núcleo basolateral por Krettek y
Erice (1978-354)- y por el núcleo lateral (situado más

lateral y dorsal).

La complejidad de funcionamiento de la amígdala se basa

en la existencia de conexiones características entre cada

núcleo amigdalino y numerosasáreas extrínsecas, a la vez que
se establecen complejas conexiones intrínsecas entre los

distintos núcleos amigdalinos. Estos circuitos intra-

amigdalinos permiten que tenga lugar en este centro límbico
la integración y la asociación de la información procedente

de algunos centros cerebrales superiores, para que
posteriormente las proyecciones amigdalinas eferentes puedan

modular las actividades endocrinas, viscerales y

comportamentales correspondientes.

De acuerdo con estas conexiones intrínsecas (Nitecka y
col., 1981—355; De Olmos y col., 1985—316) los núcleos

amigdalinos se han divido en:

- tipo cortical (semejante a corteza): núcleo basal,

lateral, basal accesorio y cortical, cortex periamigdalino,

área amigdalohipocampal y núcleo del tracto olfatorio
lateral. Presentan dos tipos neuronales característicos:
neuronas piramidales de proyección e interneuronas que

establecen una complicada microcircuitería.

- tipo no-cortical: núcleos central y medial, así como
el área amigdalina anterior. Sus neuronas eferentes no son de
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tipo piramidal, existiendo, no obstante, un complejo sistema

de circuitos internos.

Como se ilustra en la figura 1.9, estos dos grupos de

formaciones amigdalinas juegan diferentes papeles en la
circuitería intrínseca de la amígdala: los núcleos tipo

cortical presentan abundantes conexiones entre sí y también

proyectan a los núcleos de tipo no-cortical, mientras que

éstos últimos presentan escasas proyecciones hacia los

primeros. Por tanto, la compleja información que reciben los

núcleos amigdalinos tipo cortical de la corteza de asociación

sensorial (visual, auditiva, somestésica y multimodal) es

transmitida -vía conexiones intra-amigdalinas-- hacia el

núcleo central (por los núcleos tipo cortical más profundos,

situados haci¿ i--~~-r=Ja Úe la -: - - -l núcleo

medial (hacia el que proyectan mayoritariamente los núcleos

tipo cortical más superficiales) (McDonald, 1992—314). Estos

dos núcleos, central (ACe) y medial de la amígdala (AMe)

influyen, a su vez, sobre distintas estructuras nerviosas a

través de proyecciones eferentes diferentes, constituyéndose

como estaciones últimas determinantes de la elaboración de la

respuesta amigdalina.

Por otra parte, el AMe y el ACe presentan conexiones

reciprocas con partes análogas en el NEST, habiéndose

propuesto que amígdala y NEST constituirían una entidad

anatómica que podría ser dividida en dos unidades, basándones

en criterios citoarquitectónicos, histoquimicos y de

conectívidad: la unidad AMe-NEST medial y la unidad ACe-NEST

lateral (De Olmos y col., 1985—316; Price y col., 1987—317;

Moga y col., 1989-192):

- El Ace y el NEST lateral forman un continuo que

se caracteriza por sus conexiones recíprocas con áreas del

tronco cerebral como el área parabraquial o el bulbo raquídeo

(concretamente, con el NTS y con el núcleo motor dorsal del

vago), implicadas en la regulación autónoma central (De Olmos

y col., 1985-316). Además de estas conexiones mayoritarias,

es interesante destacar que el ACe (al igual que el NEST

lateral) también proyecta al APO, más concretamente, al área

preóptica late y -Htructuras hipotalámicas como el
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NP’] (Berk y Finkelstein, 1981-245; De Olmos y col., 1985-

316), principalmente a través de la vía amigdalofugal

ventral, aunque existen algunas fibras que cursan vía estría

terminal (Price y col., 1987-317).

- El AMe y el NEST medial forman un continuo que se

caracteriza por sus proyecciones mayoritarias al hipotálamo

medial, área preóptica medial (APM), hipotálamo anterior,

hipotálamo ventromedial, etc. (De Olmos y col., 1985-316;
Price y col., 1987—317). Entre estas conexiones interesa

destacar, por su importancia con el control de la actividad

del eje EHA, las proyecciones del AMe hacia la división

parvocelular del NP’] hipotalámico, que cursan en su mayoría

a través de la estría terminal, bien mediante proyecciones

directas (Silverman y col., 1981-356; Tríbollet y Dreifuss,

1981) o bien mediante proyecciones indirectas, principalmente

a través del NEST y del APO (Krettek y Príce, 1987-328;

Weller y Smith, 1982-208; De Olmos y col., 1985—316), como se

aprecía en la figura 1.10. Otras fibras de origen amigalino,

en cambio, parecen entrar en el hipotálamo a través de la vía

amiqdalofugaí ventral (Price y col., 1987-317>.

Tanto el NEST como el APO presentan conexiones nerviosas

directas con la división parvocelular del NP’] que contiene

CRE (Saphier y Feldman, 1986-357; Sawchenko y Swanson, 1983-

153; Silvermar y coL, 1981—356).

l.22.b.- Núcleo de la estría terminal

(NEST

El NEST es un componente telencefálico muy estrechamente

relacionado con la amígdala -tal y como se ha explicado-, la

cual supone su principal fuente de aferencías a través, sobre

todo, de la estría terminal (Weller y Smith, 1982-208; De

Olmos y col., 1985—316). Presenta interconexiones complejas,

además, con otros centros telencefálicos, hipotalámicos y del

tronco cerebral tales como la sustancia innominada, el área
preóptica, el hipotálamo ventromedial, la región tegmental

ventral, la sustancia gris central mesencefálica y el núcleo

parabraquial, entre otras (Swanson y Cowan, 1979; Sofraniew,

1979; Sawchenko y Swanson, 1983-153), a través de los cuales

es capaz de regular la funcionalidad de los sistemas
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1. Introducción

adrenocortical autónomo, reproductor, así como ciertos tipos

de comportamientos como el agonístico y sexual (Alíen y col.,

1981; Beltramino y Taleinsnik, 1980; Dunn, 1987: Eremy y

Sachs, 1976; Eaiers y col., 1976; Kawakami y Terasawa, 1974;

Shaikh y col., 1986a ¿¿Todos en Phelix y Paulí, 1990??).

El NEST, como parte del sistema LERA, es uno de los

principales núcleos telencefálicos implicados en la

regulación central de la respuesta al estrés, tanto de tipo

ambiental como psicosocial. Concretamente, ciertos estudios

que utilizan lesiones han demostrado que la integridad del

NEST es necesaria para la transmisión al hipotálamo de la

información que activa la secreción adrenocortical tras la

estimulación de la amígdala medial (Feldman y col., 1990-
327).

La localización del NEST aparece reflejada

esquemáticamente en la figura 1.11. Este núcleo ha sido

dividido tradicionalmente en una subdivisión medial y en una

subdivisión lateral (Krettek y Price, 1978-354). Sin embargo,
más recientemente se ha comprobado que el NEST presenta una

suborganización bastante más compleja, de acuerdo con sus

características citoarquitectónicas, inmunocítoquimicas y de

conectividad (De Olmos y col., 1985-316; Moga y col., 1987;

(en) Moga y col., 1989—192; Del Abril, 1988—194). No vamos,

sin embargo, a desarrollar este aspecto ya que no aporta

información de interés en relación con los objetivos del

presente trabajo.

l.2.2.c.- Areapreóptica (APO).-ET
1 w
282 254 m
438 254 l
S
BT


El APO es un derivado diencefálíco que ha sido

relacionado con el control de múltiples funciones, como son

la regulación de la temperatura corporal, el mantenimiento

del equilibrio hídrico, la regulación de la función

cardiovascular, así como de la secreción de gonadotropinas y

del comportamiento sexual (Page, 1988-77). Igualmente, y de

un modo especialmente interesante, lleva a cabo la

integración de la respuesta adrenocortical con las respuestas

autónomas ante estímulos estresantes. Concretamente en
relación con el eje LEliA objeto de nuestro estudio, se ha
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comprobado que la estimulación eléctrica del APO provoca un
incremento de la secreción adrenocortical (Redgate y

Eahringer, 1973-358; Saphier y Feldman, 1986-357), lo que
sugiere una importante implicación de este área en el control

de la actividad LEHA. Además, y como ya hemos comentado

anteriormente, esta participación en la regulación de la

actividad adrenocortical parece estar mediada en gran parte
por las aferencias amigdalinas que recibe, bien a través de

la estría terminal o a través de la vía amigdalofugal ventral
y, a continuación, mediante sus conexiones eferentes con la

división parvocelular del NP’!. Esto explicaría el hecho de

que la lesión del APO disminuya la respuesta adrenocortical

que se produce tras la estimulación eléctrica de la amígdala

(Feldman y col., 1990-327).

Anatómicamente, el límite anterior del APO viene

definido por la lámina terminal y la banda diagonal de Broca,

ventralmente por el quiasma óptico y el núcleo

supraquiasmático y dorsalmente por la comisura anterior
(Page, 1988-77; Bleler y col., 1979-233). Lateralmente, el

APO está limitada por la sustacia innominada y el globus
pallidus. Caudalmente, el límite entre el APO y el resto del
hipotálamo es difícil de definir, ya que la transición se

produce de forma casi indistinguible entre el APIA y el área

hipotalámica anterior (AHA), así como entre el APL y el área

hipotalámica lateral (MIL). El APO limita dorsomedialmente

también con el NEST, que en realidad entra en el APO en su

extensión más anterior (para representación esquemática del

APO, ver figura 1.11).

Según los criterios de Gurdjian (1927), Ban (1966—236),

Bleier y col. (1979—233), Bleier y Byne (1985—234), el APO

puede dividirse citoarquitectónicamente en 3 grupos

celulares: un área preóptica medial (ANt, un área preóptica

lateral (APL) y un estrato preóptíco periventricular. En

general, no hay fronteras claras entre áreas, sino que estas
regiones se denominan de acuerdo con la posición topográfica

que ocupan dentro del APO.

El APIA se distingue del APL por ser una región más

densa en células, dentro de la cual se pueden distinguir

varias condensaciones celulares o núcleos (Simerly y col.,
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1984-228), entre los que se encuentran el núcleo sexualmente

dimórfico del APIA (SDN-APM) y también la parte dorsal estrial

del APIA (APIA-ST) descrita por Raisman y Field (1973-241).

Este último núcleo presenta unas neuronas características,

cuyas dendritas tienen una apariencia arrosariada y se

disponen medio-lateralmente, de forma que sinaptan con los

axones de la estría terminal, perpendiculares a ellas. Además

de este tipo especial de neuronas, el APIA en general recibe

un importante contingente de aferencias amigdalinas,

concretamente de los núcleos cortical y medial de la

amígdala, principalmente a través de la estria terminal (De

Olmos, 1972—239; Krettek y Price, 1978-328; Berk y

Finkelstein, 1981—245) -

El APL es una región con menos densidad celular, a

través de la cual atraviesa el hipotálamo el importante

sistema de fibras ascendentes y descendentes denominado

fascículo telencefálico medial (ETIA), que interconecta una

gran variedad de estructuras telencefálicas con el hipotálamo

y el tegmento mesencefálico (Valverde, 1965-249). El ETIA

constituye un sistema efector común de fibras de regiones

telencefálicas como el cortex piriforme, amígdala, tubérculo

olfatorio, cortex frontal, septum, etc., que en su paso hacia

el mesencéfalo emiten colaterales sobre el área preóptica y

otras regiones hípotalámicas (valverde, 1965-249; Ban, 1966-

238) A su vez, el FTP’! está formado por un sistema ascendente

de fibras con origen mesencefálico, que se dirige hacia

centros del telencéfalo (Cowan, Guillery y Powell,, 1964; Ban,

1966-238) y cierra el circuito denominado “sistema límbico-

mesencefálico” por Nauta (1958). Como se puede ver en la

figura 1.12, las neuronas localizadas en la zona de paso del

ETIA rostral reciben más aferencias de la amígdala, cortex

piriforme y tubérculo olfatorio que las neuronas localizadas

caudalmente en el APO, que reciben más aferencias de la

formación reticular mesencefálica.

El APL, por tanto, constituye una región a lo largo de

la cual existe un interacción continua entre sistemas

olfatorios, límbicos, corticales, talámicos, hipotalámicos y
mesencefálicos, de la cual emerge un programa coordinado de

respuestas neuroendocrinas, autónomas y comportamentales que

conforman el estado emocional particular del animal.
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Entre la gran diversidad de aferencias del APL, esta

zona -al igual que el APIA- recibe proyecciones de la

amígdala, principalmente a través de la vía amigdalofugal
ventral (De Olmos, 1972-239), parte de cuyas fibras cursan

caudalmente y se incorporan al ETIA. Debido a que existen

fibras del ETM que proyectan al NP’] (12 de 297-tesis), parece

lógico suponer que esta vía está implicada en el control de

la actividad adrenocortical. Efectivamente, se ha comprobado

que la integridad del ETIA es necesaria para que produzca una

respuesta adrenocortical normal ante ciertos tipos de estrés,

como por ejemplo, la estimulación acústica y fótica (Feldman

y col. 1911-298) o ante la estimulación de estructuras

límbicas como la amígdala (Feldman y Confortí, 1985, 1987;

Feldman y col., 1983—318).

Las neuronas que existen en el APO, y más concretamente
las del APL son neuronas multipolares con escasas dendritas,

que suelen ser largas> de trayecto rectilíneo y escasamente

ramificadas; estas características de su arborización

dendritica, junto con el tipo de aferencias que reciben,

hacen que cada neurona tenga capacidad de captación de
impulsos de distinta procedencia, que se someten a un

procesamiento de integración relativamente sencillo. La

mayoría de las neuronas del APO cumplen estas

características, considerándose pertenecientes al tipo

neuronal denominado reticular (Leontovich y Zhukova, 1963-

363) o isodendrítico (Ramón-Moliner, 1975). Según ‘]alverde

(1965-249), la morfología y disposición de las células del
APO indica un posible papel como interneuronas en circuitos

tanto intrínsecos como extrínsecos. Este área, por lo tanto,

parece a nuestro juicio importante desde un punto de vista

funcional por la diversidad de información que recibe,
integra -con mayor o menor complejidad- y posteriormente

transmite.

Aunque no se puedan establecer circuitos claros de
conexiones en el APO, debido a que éstos son muy difusos y
las aferencias que reciben sus neuronas tienen gran

diversidad de origen, es claro que se trata de una zona rica

en circuitos intrínsecos —microcircuitos- particularmente

entre las diferentes áreas que la componen, así como con
otros núcleos del hipotálamo anterior (Bleier y Eqne, 1985—
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234).

Podría, por lo tanto interpretarse como un gran área de

integración difusa de informaciones de procedencia muy

diversa de la cual puede emerger información importante en
relación con el equilibrio del medio interno. Entre este

abanico de funciones, la regulación neuroendocrina frente a

situaciones de estrés es, como hemos dicho anteriormente, uno

de sus aspectos mejor establecidos.

1.3.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOBRE EL EJE__LHHA.

ANTECEDENTES, PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DE ESTE

TRABAJO- -

Como comentamos al principio de la Introducción, la cría

en aislamiento social de un animal como la rata, de caracter

fuertemente gregario, produce un síndrome comportamental de

hiperactividad locomotora que va acompañado de otra serie de

alteraciones, entre las cuales es importante destacar las de

índole neuroendocrinológica. El animal, sometido a esa

situación estresante, va a manifestar toda una serie de

alteraciones hormonales determinadas por un complejo sistema

de respuesta frente al mismo, del cual el último responsable

es el sistema nervioso central.

Centrándonos concretamente en las alteraciones
neuroendocrinas que se producen en el eje LHHA, la primera

consideración a hacer es que existe bastante bibliografía en

lo referente a los aspectos puramente endocrinos, aunque los

resultados son muchas veces discrepantes y, a veces, incluso

contrapuestos. Esta heterogeneidad de resultados se debe a la

gran complejidad de los elementos determinantes de los

parámetros estudiados, es decir, al complejo conjunto de

circuitos nerviosos que regulan las diferentes respuestas al

estrés. Como se comentará más profundamente en la Discusión,

estos elementos son extraordinariamente sensibles a las

condiciones experimentales utilizadas. Por ejemplo, la edad

a la que se aíslan los animales y, por tanto, el grado de

desarrollo de las distintas estructuras y sistemas que se

estudian parece ser determinante en la inducción de un cuadro
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concreto de alteraciones. Por todo ello resulta difícil

caracterizar el aislamiento de un modo claro, y más

concretamente en relación con las alteraciones hormonales que

suscita.

Más complicado todavía resulta el hecho de relacionar

dichos cambios hormonales con alteraciones en los niveles
centrales del eje LEE-lA de los animales aislados. En este

sentido, la escasez de estudios es notable y los trabajos que
existen tratan sólo aspectos parciales del tema, como los que

se centran en el estudio del efecto de la cría en aislamiento
social sobre los niveles hipofisarios de ciertos péptídos

derivados de la POMC en la rata (Holson y col., 1988-53), o

sobre el contenido de CRE en el NP’] de mono (C-insberg y cok,

1993—273) -

Sin pretender, ilusoriamente, dar respuesta a todas las

cuestiones y problemas que estamos planteando, hemos

pretendido en - ‘ y ese :1 objetivo
global- desarrollar un estudio multidisciplinario integrado
que permita caracterizar las posibles alteraciones monto-

funcionales que tienen lugar en el eje límbico-hipotalámico-
hipótisis-adrenal en la rata, provocadas por la cría en
condiciones de aislamiento social desde una tase temprana

(predestete) y prolongado hasta la edad adulta.

Con este planteamiento haremos un énfasis especial en la

importancia que puede tener la carencia de estímulos de

origen materno durante esa fase temprana del desarrollo
previa al destete, así como la eliminación de la interacción

social con los compañeros de la camada. Ambos factores, tal

y como se ha puesto de manifiesto (Hofer, 1987-321; Stanton

y Levíne, 1988-26; Rosenfeld y col., 1992-37), son de gran
importancia en la compleja regulación del desarrollo del

sistema LI-LEA. Su conocimiento, de un modo integrado, puede

ayudar a profundizar en algunos de los aspectos referentes a

la organización de la respuesta del organismo a las

situaciones estresantes en general.

A continuación, vamos a ir analizando, lo más concretamente

posible, los conocimientos existentes sobre los principales

aspectos incluidos en el problema estudiado, precisando, en
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relación con cada uno de ellos, el/los objetivo/s a conseguir

en nuestro trabajo.

1.3.1.- Efectos del aislamiento sobre la actividad

adrenocortical. -

La respuesta del organismo frente a un agente

estresante lleva consigo la activación del eje EliA,
determinando un incremento de la secreción adrenal. La

medición de las concentraciones plasmáticas de corticosterona

(3) se ha considerado clásicamente como un indicador muy

sensible de la activación adrenocortical y, por tanto, de la

intensidad del estrás experimentado por el animal, ya que

esta hormona es el producto final de la activación del

sistema HP-LA en la rata. Además de la corticosterona, se han

utilizado también como indicadores de la actividad

adrenocortical los pesos de ciertas glándulas endocrinas como

el timo y las propias glándulas adrenales (Eennessy y Levine,

1978—324; Levin y col., 1987—96; Klein y col., 1992—52;
Aguilera y col,, 1993-1). El papel de estas glándulas como

marcadores de estrás se explica si tenemos en cuenta que la

exposición al estrés provoca un incremento de los niveles

plasmáticos de E que, en caso de ser prolongado, origina una

hiperfuncionalidad de las glándulas adrenales -que

incrementan su peso-, así como la involución timica y la

supresión de la función reproductora (ver Brain, 1972-325;
Levin y col., 1987; Scribner, 1991—34; Klein y col.,

1992; VAÑADIR CHAHPENETY Col., 1981, SAEZ Y Col., 1977, MANN

Y Col., 1982). La alteración de la función reproductora

incluye la posibilidad de que los glucocorticoides secretados

durante el estrás provoquen efectos supresores directos sobre

la función gonadal (ver Brain, 1972-325; ¿¿¿AÑADIR CEARPENET

Y Col., 1981, SAEZ Y Col., 1977, MANNY Col., 1982???).

Algunos trabajos iniciales que estudiaban los efectos de

la cría en aislamiento social, como los de Eatch y col.

(1963,1965), detectaron la existencia de una actividad

adrenocortical incrementada en los animales aislados. Estos
resultados, unidos a las alteraciones comportamentales que

presentaban estos animales, dió lugar a que se acuñara el

término “sindrome de estrás por aislamiento’. Sin embargo, ya
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indicamos al comienzo de la Introducción que este concepto de

estrás se ha revisado posteriormente al existir resultados

contradictorios en las investigaciones que se han venido
realizando sobre el tema. Así, mientras en unos casos se ha

corroborado la existencia de una actividad adrenocortical

incrementada (Gamallo y col.., 1986—13; Eolson y col., 1991-

2), otros autores no han encontrado alteraciones en dicha

función (Benton y col., 1978—306; Morinan y Leonard, 1980—3;

Holson y col., i~x- 2), e incluso se han obtenido evidencias

de que dicha actividad está disminuida, sobre todo, cuando se

estudia la respuesta de los animales aislados al estrés

(Siam y Nowell, 1971—326; Censtsch y col., 1981—303; Viveros

y col., 1988-36). Estos datos se refieren principalmente a

las ZOncCn aciones plasmáticas de E; en los trabajos en los

que se observa una variación de los niveles basales de esta

hormona, se produce paralelamente una variación inversa del

peso del timo. Sin embargo, la mayoría de los trabajos a los

que rius esLamos refiriendo no detectan cambios evidentes en

los pesos de las glándulas adrenales o de los testículos.

Tomando como referencia la controversia existente en

relación con las alteraciones que produce la cría en

aislamiento social sobre la actividad adrenocortical de los

animales, nos planteamos como primer objetivo de nuestro

trabajo: analizar los efectos del aislamiento social
prematuro y prolongado sobre la actividad adrenocortical de

la rata. Para ello se procedió a estudiar las concentraciones
plasmáticas de corticosterona, y los pesos de las glándulas

adrenales y timo en los animales aislados. Con el objeto de
comprobar también si la función gonadal habla sido afectada
por la situación de aislamiento, se procedió a estudiar el
peso de los testículos de los animales.

Se ha comprobado que los cambios comportamentales y

fisiológicos provocados a largo plazo por las alteraciones

sociales tempranas se hacen más patentes bajo condiciones que

implican algún grado de desafío para el animal -situaciones

estresantes— (Moore, 1968; Plaut y Grota, 1971—19). En

ausencia de agentes estresantes, en cambio, dichas

alLeraciones comportamentales y fisiológicas pueden

permanecer enmascaradas. Por este motivo, en nuestro trabajo

realizamos, además del estudio de la actividad basal del eje
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LHHA en los animales aislados, su respuesta al estrés agudo,

utilizando para ello la exposición del animal a 15 minutos de

inmovilización. Por tanto, el estudio del efecto del

aislamiento social sobre las concentraciones plasmáticas de

E se realizó tanto en situación basal como tras los 15 mm.

de la inmovilización.

La inmovilización supone un estrás agudo de tipo

moderado, con carácter tanto físico como psicogénico (Romero
y col., 1993-212), interesante para nuestro trabajo porque

requiere la integridad del sistema límbico y, más

concretamente, de la amígdala> para que se produzca una

respuesta normal del sistema HEA (12 de ‘]an de Kar, 1991-7;

Van de Kar y col., 1991-205).

1.3.2.- Alteraciones del sistema hipotálamo-

hipófisis en aislamiento.-

Como se ha indicado anteriormente, el eje LEHA es

un sistema neuroendocrino integrado por múltiples estructuras
y sometido a una regulación multifactoríal compleja. El

estudio de la actividad adrenocortical -a través de los
niveles de E y pesos de los órganos- aporta información sobre

la resultante de la actividad del sistema en su conjunto y,

por lo tanto, indica de un modo muy general el tipo de

alteración que se produce como consecuencia del aislamiento

social.

Dado que nuestro propósito consistía en realizar un

estudio integrado de las alteraciones que produce la
situación experimental de aislamiento sobre diferentes

niveles del eje LHHA, a continuación centramos nuestra

atención sobre la funcionalidad de los centros de mayor
significación como componentes del sistema hipotálamo-
hipofísario, esto es, el núcleo paraventricular hipotalámico,

la eminencia media y la propia hipófisis. Como ya se ha

comentado, se han estudiado tanto en condiciones de actividad

basal como en respuesta a estímulos estresantes, y se han
intentado relacionar los resultados obtenidos con los del

capítulo anterior, ya que las alteraciones en este complejo

pueden ser -v - <-‘s de los cambios endocrinos
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periféricos.

Los datos en relación con los efectos del aislamiento

sobre el sistema hipotálamo-hipófisis existentes en la

bibliografía son escasos. Además, en general, en los trabajos

que hemos utilizado no se realizan estudios completos de

estos centros teniendo, por lo tanto, un carácter parcial. En

relación con la actividad del complejo hipotálamo-hipófisis

tras aislamiento, existen datos dispersos y puntuales como,

por ejemplo, los reflejados en el trabajo de Holson y col.

(1988-53), quienes encuentran que el contenido basal de

ciertos péptidos derivados de la POMC está disminuido en la

hipófisis de animales aislados desde el destete, sin que se

estudien los efectos del aislamiento sobre su respuesta al

estrés. También los estudios de Ginsberg y col. (1993—273),

puntualizan que la cría en aislamiento social no provoca

cambios de contenido de CRH en el NP’].

Sin embargo, si existen datos interesantes obtenidos en
otros modelos de estrás repetido o crónico, en los que se

producen alteraciones de secreción adrenocortical. Estas se
deben a la existencia de alteraciones en el contenido de ACTH

en hipófisis y/o a alteraciones de síntesis y/o liberación de
sus secretagogos hípotalámicos, tratándose todas ellas de

cambios específicos del tipo de estrás crónico aplicado. Como
ejemplos, podemos citar el estrás crónico por restricción,

frío o etanol, tras los cuales se produce un incremento del

contenido de ACTH en hipófisis anterior (ver Harbuz y

Lightman, 1992-24), así como los cambios que se producen en

el contenido de CRH y A’]P en el NP’] y en ZEEM tras ciertos

tipos de estrés crónico como la inmovilización <De Goeíj y

col., 1991—118; De Goeij y col., 1992—127; Bartanusz y col.>
1993—276) -

Según Holsboer (1988-66), existen otras situaciones que

cursan también con alteraciones de la secreción
adrenocortical, como el hípercortisolísmo que se produce en

la depresión, y que, en parte, reflejan una anomalía del

sistema hipotálamo-hipofisario o bien de centros superiores

que regulan este sistema, de modo que, como resultado, el CRE

y otros factores hípotalámicos secretagogos del ACTH podrían
ser liberados en exceso al plasma portal.
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Basándonos en la información comentada, el segundo
objetivo concreto del presente trabajo consistió en estudiar
las alteraciones neuroquimicas producidas por la cría en
aislamiento social en el complejo hipotálamo-hipófisis que

contraía la actividad adrenocortical. Para ello, se realizó
un estudio inmunocitoquimico de los péptidos de dicho sistema
implicados en el control de la secreción de corticosterona:

- por un lado de la hormona corti cot ropa (ACTH) en

la adenohipófisis,

- y por otro, de los principales neuropéptidos
hipotalámicos secretagogos de la ACTH: CREÍ, AVP y

OT, tanto a nivel de los somas que los sintetizan
en el NPV (para detectar posibles cambios de
contenido), como a nivel de las fibras que los
contienen en la eminencia medía (que pueden
reflejar cambios de liberación.

Con el objeto de caracterizar mejor las alteraciones de

la actividad hipotálamo-hipofisaria, y al igual que en

relación con las alteraciones en la secreción adrenocortical,
no sólo estudiamos los efectos del aislamiento social sobre

la actividad basal del sistema, sino que completamos los

estudios analizando su patrón de respuesta a un estrás agudo

por exposición de los animales a 15 mm. de inmovilización.

El estudio mediante las técnicas inmunocitoquimicas nos
ha permitido analizar tanto cambios de distribución como de

contenido de los péptidos estudiados, siendo, a nuestro

juicio, la metodología más adecuada de acuerdo con el

objetivo planteado en este trabajo.

1.3.3.- Efectos de la situación de aislamiento

sobre La fisiología del sistema de control

nervioso aferente del NPV (sistema límbico-

hipotalámico)

El siguiente aspecto de nuestro trabajo radicaba en

comprobar si el aislamiento social alteraba el control

nervioso aferente del NP’] hipotalámico, y por tanto de la

actividad del sistema HEA. Como ya hemos comentado

anteriormente - T roducción, existen abundantes
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evidencias de que centros extrahipotalámicos participan en el

control de la secreción adrenocortical, tanto en situación
basal como en respuesta a agentes estresantes. Entre ellos,

ya hemos indicado la forma en la que el sistema limbico, y

más concretamente la amígdala, juega un papel importante en
la regulación central de la actividad del sistema ¡-¡¡lA

(Zolovick, 1972-359; Feldinan y Confortí, 1981-360; Feldman y

col., 1990-327; Feldman y col., 1982—218). En este sentido,

queremos destacar que no se han encontrado antecedentes en la

bibliografía que estudien los efectos del aislamiento social

sobre la funcionalidad de dicho sistema límbico-hipotalámico.

La amígdala, y de forma especial el AMe -a través de sus

conexiones masivas con el hipotálamo medial-, participa tanto

en el control de la secreción basal de glucocorticoides

(Matheson y col., 1971 en 204-tesis; Redgate y Fahringer,

1973—358), como en la respuesta adrenocortical a ciertos

tipos de estrás agudo, incluyendo el estrás por inmoviliza-

ción (Beaulieu y col., 1987-204; 12 de Van de Kar y col.,
1991-7; Van de Rar y col., 1991—205). En relación con esto

último, se ha comprobado que la estimulación eléctrica de la

amígdala corticomedial produce un incremento de la secreción
de B (Nlatheson y col., 1971; Hedgate y Fahringer, 1973-358),

lo cual permite utilizarla experimentalmente como simulación

de una situación estresante.

Las proyecciones amigdalinas que intervienen en la

respuesta adrenocortical a los estímulos estresantes cursan
a través de la estría terminal y la vía amigdalofugal

ventral, directamente hasta la división parvocelular del NP’]

(Silverman y col., 1981—356; Tribollet y Dreifuss, 1961;

Cray, 1989-206) o bien mediante proyecciones indirectas,
principalmente a través del NEST y el APa (Krettek y Price,

1978—328; Weller y Smith, 1982—208; De Olmos y col., 1985—

316; Gray y col., 1969—206; Feldman y col., 1990-327). Tanto

el NEST como el APO, a su vez, presentan conexiones nerviosas
directas con la región del NP’] rica en CRH (Saphier y

Feldman, 1986-357; Sawchenko y Swanson, 1983-153; Sílverman
y col., 1981—356).

La secreción de CRE, A’]P, y OT, al igual que sucede con

otras neurohormonas, es dependiente de la actividad eléctrica
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de sus células neurosecretoras, de modo que resulta posible

obtener una medición indirecta de la actividad secretora

mediante la observación de su actividad eléctrica. Por tanto,

un estudio completo de la funcionalidad del sistema LEHA
implica el desarrollo paralelo de estudios neuroendocrinos y

electrofisiológicos -

Además del evidente interés de los estudios

electrofisiológicos de actividad espontánea celular, se ha
demostrado que las neuronas hipofisiotróficas del NP’]

responden a los estímulos estresantes provocando una

actividad adrenocortical semejante a la que tiene lugar tras

la estimulación eléctrica de las mismas estructuras nerviosas

que transmiten los estímulos, como es el caso de la amígdala
(Feldman y col., 1987; Saphier y Feldman, 1987a--los dos en

proyecto David receptores GC), lo cual también da validez al

uso de aproximaciones electrofisiológicas para examinar la

reguiacion nerviosa de la actividad del eje liNA.

Basándonos en la hipótesis de que una disfunción

hípotalámica provocada por el aislamiento social de animales

desde una edad temprana podría tener su origen en la

alteración de la actividad límbica, especialmente de la

amígdala y de sus vías al hipotálamo, (Reite y Capitanio,

1985-227), nos —xi - espec tercer objetivo en

nuestro trabajo, que sería estudiar electrofisiológicamente

el efecto del aislamiento social sobre la actividad
espontánea de células del NEST, APOy NPV, así como sobre sus
respuestas provocadas por estimulación eléctrica del núcleo

medial de la amígdala. Para ello, se realizaron registros

extracelulares de la actividad unitaria en dichos núcleos
antes y después de la estimulación amigdalina.

El interés de este estudio se centraba en la información

que podría aportarse sobre la actividad basal de estos

núcleos así como sobre su respuesta a estímulos estresantes

mediados por la amígdala medial; es decir, información

relativa a la funcionalidad basal y en respuesta a estímulos

estresantes del circuito limbico-hipotalámico que estamos

estudiando en los animales aislados y que está implicado en

el control de - len -tirenocortical.
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Además de constituir datos pioneros en este aspecto,

debido a la ausencia de trabajos de este tipo en modelos de

aislamiento social, pensamosque nuestros resultados pueden

ser de interés, además, en lo referente al conocimiento del

control que ejerce la amígdala sobre el sistema hipotálamo—
hipofisario en situaciones de estrás crónico.

1.3.4.— Conectividad sínáptica en el eje LHHA.
Alteraciones producidas por el aislamiento.-

Los cambios fisiológicos que un determinado centro o

sistema de centros nerviosos experimentan en una determinada

situación se basan en alteraciones de sus circuitos nerviosos

constituyentes, tanto en la cantidad de sinapsis como en la

manera en que se establecen. Las poblaciones neuronales se

reorganizan, normalmente, de modo que sus contactos

sinápticos responden frente al ambiente, sobre todo, en

función de las aferencias concretas que reciben..

Las técnicas de estudio que permiten investigar la

smnaptología cerebral son múltiples y su utilidad depende, en

gran medida, del problema concreto planteado.- Dentro de

ellas, el estudio cuantitativo del campo dendrítico neuronal,

iniciado por Sholl (1953-361), ha sido bastante fructífero en

el estudio de los efectos de determinadas situaciones

experimentales sobre tipos neuronales bien caracterizados
dentro de las estructuras cerebrales. En este sentido, se ha

demostrado que los cambios en el campo receptivo neuronal

están relacionados con los cambios de la actividad funcional

de los centros nerviosos y que, por otra parte, son buenos
indicadores de la cantidad y estado funcional de las vías
aferentes a los mismos. Por estos motivos, este tipo de

estudio puede proporcionar información sobre la circuitería

en la cual puede estar implicado un tipo neuronal concreto.

Incluimos en el concepto de campo receptivo, además del soma,

que no vamos a considerar, tanto la arborización dendrítica

como las espinas dendriticas (que juntos constituyen el campo

dendrítico>. Las espinas dendrítícas, descubiertas por Ramón
y Cajal 61891), son estructuras especializadas en la

recepción e integración postsináptica (Raíl, 1970-330;

Pongracz, i985,-~-~ ‘--~x— ; Perkel, 1985—329) y su número y
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tamaño están influidos, en mayor o en menor grado, por la

presencia y estado funcional de las aferencias axonales

(Globus y Scheibel, 1966—331; Valverde, 1967; Hamorí, 1973—

332)

Los trabajos de cuantificación del campo dendrítico se

han centrado principalmente en estudios de la corteza

cerebral de mamíferos tras alteraciones experimentales de las

aferencias sensoriales. En este sentido, son especialmente

resaltables los trabajos pioneros de Rosenzweíg, Bennett,

Krech, Diamond y col. (el denominado “grupo de Berkeley”),

quienes demostraron que un aumento de estimulos ambientales

(ambiente enriquecido) durante el desarrollo del animal

determina un aumento del campo dendritico en las neuronas

piramidales corticales. Este incremento está relacionado con

un incremento de sinaptología en las neuronas de áreas
corticales estudiadas, así como de una circuitería más

compleja (Rosenzweig y col., 1962; Krech y col., 1963;

Diamond y col., 1964, 1967; etc.). En el mismo sentido, cabe

citar trabajos posteriores como los de Greenough y col.

(1973), Uylings y col. (1978), Connor y col. (1981), que
amplían el estudio a edades diferentes, incluyendo animales

adultos, así como las posibilidades de reversibilidad de las

alteraciones.

Por el contrario, la cría en ambientes pobres en

estímulos, o en situaciones de deprivación sensorial, provoca

una disminución del campo dendrítico y del número de sinapsis

en las neuronas piramidales corticales (Globus y Scheibel,

1967; Valverde y Ruiz Marcos, 1969; Valverde, 1971; Cragg,
1975b; etc.>.

El establecimiento más preciso de la relación entre el

campo receptivo neuronal y sus aferencias concretas fué

establecida casi paralelamente a los trabajos anteriores,

utilizando principalmente como situación experimental la
enucleación postnatal temprana. En esta línea se encuentran

los trabajos de Globus y Scheibel (1966-331), Valverde

(1968), Ruiz Marcos y Valverde (1970), Sánchez-Toscano

(1980), Heumann y Rabinobicz (1982), Yinon y col. (1984),

entre otros.
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Por otra parte, cabe mencionar, en el mismo sentido, los

trabajos realizados en las neuronas de Purkinje del cerebelo

en cepas mutantes de ratón, donde se establecen relaciones
interesantes entre el campo dendrítico y las aferencias

concretas que recibe (Sotelo, 1976; Bradley y Berry, 1978).

En relación concretamente, con el aislamiento

social, cabría incluir, como precedentes, todos los trabajos
pioneros mencionados que estudiaban los efectos de un

ambiente enriquecido (o empobrecido) sobre la corteza

cerebral. No obstante, en ellos el interés se centraba en la

importancia que una mayor o menor cantidad de estímulos

podría tener en la sinaptología cortical y su repercusión

sobre el comportamiento, en el sentido de determinar una

mayor o menor “inteligencia” en los animales.

En la misma línea, pero profundizando en el estudio

comparativo de las áreas de integración y sensoriales

primarias, Struble y Riesen (1978-258) constataron, en monos

aislados socialmente desde el nacimiento, una reducción de la
ramificación dendrítica en neuronas piramidales de las áreas

somatosensoríal y motora, pero no de otras (cortex visual y
prefrontal>. El carácter específico de estos efectos del

aislamiento social en monos ha sido también comprobado en el

cerebelo, donde las células de Purkinje presentaban somas más

pequeños y una menor ramificación dendrítica, mientras que

otras células cerebelosas como, por ejemplo, las células

grano no variaban (Floeter y Greenough, 1979-260). Estos

autores proponen que el aislamiento social produce fenómenos

específicos de plasticidad en ciertas áreas cerebrales,

argumentando en contra de algún tipo de efecto generalizado

sobre el crecimiento cerebral.

En todos estos casos la interpretación de los resultados
es acorde con las ideas establecidas en los demás trabajos

que hemos comentado: la extensión y complejidad del campo

dendrítíco de un tipo neuronal se correlaciona, de un modo

directo, con la cantidad y complejidad de su información

aferente y es indicativa, a grandes rasgos, de la funcionalí—

dad del centro al cual pertenece. No ocurre lo mismo, al

menos aparentemente, en el trabajo de ¿Juraska y col. (1985-
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262), los cuales encontraron que el aislamiento social de
ratas de 23 días de edad durante un mes inducía un incremento

en la densidad dendrítica alrededor del soma en células
granulares del giro dentado hipocampal. Los autores no hacen

referencia a posibles variaciones en la densidad de espinas
dendríticas, pero sus resultados indican que la relación

directa entre ambiente y campo dendrítico no es tan
fácilmente interpretable. Lógicamente, cuanto mayor

conocimiento se tenga del circuito estudiado y de sus
aferencias, mayor información puede obtenerse al respecto.

Quizás, por esta razón, los estudios de esta naturaleza

desarrollados en estructuras nerviosas directamente

implicadas en la regulación del medio interno sean más

escasos. Entre ellos cabe citar los estudios planteados en

relación con el dimorfismo sexual y la acción de los
esteroides gonadales por Raisman y Field (1973-241) en la

parte dorsal estrial del AYO, Miyakawa y Arai (1987) en el

septum, y Frankfurt y col. (1990) en el núcleo ventromedial
hipotalámico. Del mismo modo, pero con una orientación

diferente Sánchez-Toscano y col. (1989—223) estudiaron las

neuronas del NSO durante la hibernación en el erizo de
tierra, constatando un incremento generalizado de su campo

dendrítico, Los resultados obtenidos en estos núcleos son
coherentes, en lineas generales, con los supuestos extraídos

de la bibliografía tradicional sobre plasticidad sináptica

aunque, como ya hemos hecho notar y se verá extensamente en

la Discusión, cabe pensar en la existencia de mecanismos de

plasticidad alternativos.

De acuerdo con el objetivo global enunciado al principio
de esta Introducción, en el sentido de desarrollar un estudio

integrado de las alteraciones del eje LHHA que tienen lugar

en el aislamiento, nos planteamos llevar a cabo un estudio
preliminar sobre la conectividad de algún centro que pudiera

ser especialmente relevante en la regulación del efecto. A la
vista de los resultados obtenidos en los diferentes apartados

del estudio y, sobre todo, en los electrofisiológicos,
consideramos que el APOpodría constituir, en su conjunto, un

centro significativo a la hora de estudiar posibles

alteraciones en la conectividad sináptica del eje. Los

motivos de esta elección, que se explicarán con detalle a lo
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largo de la tesis, serían, principalmente:

- El AYO constituye una zona interpuesta entre el

sistema límbico -en concreto, la amígdala- y el sistema ¡-[HA,

en la que han de llevarse a cabo importantes funciones de

integración de aferencías y elaboración de respuestas.

- Algunas de sus aferencias están relativamente bien

delimitadas, por ejemplo, la estría terminal, y existen

neuronas preópticas directamente implicadas en su recepción -

especialmente las neuronas del APM—ST(Raisman y Field, 1973-

241 )—.

- Está suficientemente bien establecida la conectividad

entre APO y NP’], elemento esencial del eje, como se ha visto

anteriormente.

- Por último, y a través de estudios detallados de su

citoarquitectura, encontramos tipos neuronales

suficientemente homogéneos y bien definidos para realizar un

estudio cuantitativo de este tipo (ver Material y Métodos).

Por todo ello, el cuarto objetivo de nuestro trabajo fué

estudiar, desde el punto de vista cuantitativo, las posibles

alteraciones de conectividad sináptica del APO tanto en su
división medial como lateral, mediante la valoración de

determinados parámetros significativos del campo dendrítico

en poblaciones neuronales homogéneas.

Para ello, el estudio se dividió en dos vertientes:

1) Cuantificación de la densidad de espinas

dendríticas en neuronas del área preóptica medial estrial

(APM-ST), que reciben aferencias amigdalinas bien

caracterizadas anatómicamente sobre sus dendritas orientadas
a través de la estría terminal. Con ello pretendíamos

comprobar el papel de esta vía en la regulación de la

actividad del eje HHA en los animales aislados.

2> Cuantificación de una serie de parámetros del

campo dendrítico de neuronas del APL, pertenecientes a un

tipo homogéneo previamente definido por nosotros, con dos

fines concretos:
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— comprobar si se producen cambios que
responden a un patrón general de alteración

dentro del AYO.
- comprobar si la conectividad del APL -

principalmente relacionada con el FTM-,

diferente de la existente en el APM-ST, puede
llevar a cabo efectos moduladores diferentes

sobre la sinaptologia de las neuronas.
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.1. Introducción

RESUNENDE OBJETIVOS:

Con el presente trabajo se pretendía desarrollar un estudio
multidisciplinario integrado que permitera caracterizar las

posibles alteraciones morfo-funcionales que tienen lugar en

el eje limbico-hípotalámico-hipófisis-adrenal en la rata,

provocadas por la cría en condiciones de aislamiento social

desde una fase temprana (predestete) y prolongado hasta la
edad adulta. En este sentido, se plantearon los siguientes

objetivos parciales:

* Analizar los efectos del aislamiento social prematuro

y prolongado sobre la actividad adrenocortical de la rata.

Para ello se procedió a realizar el estudio de los efectos de

dicha situación sobre las concentraciones plasmáticas de

cor-ticoste]-ona -en situación basal y en respuesta a estrés

agudo por inmovilización-, así como los pesos de las
glándulas adtendles y timo. Con el objeto de comprobar

también si la función gonadal había sido afectada por la
situación de aislamiento, se procedió a estudiar el peso de
los testículos de los animales.

* Estudiar las alteraciones neuroquimicas producidas por

la cría en aislamiento social en el complejo hipotálamo-

hipófisis que controla la actividad adrenocortical. Para

ello, se realizó un estudio inmunocitoquimico de los péptidos

de dicho sistema implicados en el control de la secreción de

corticosterona:

-~ por un lado de la hormona corticotropa (ACTH) en

la adenohipófisis,
-- y por otro, de los principales neuropéptidos

hipotalámicos secretagogos de la ACTH: CHH, AVP y
OT, tanto a nivel de los somas que los sintetizan

en el NP’], como a nivel de las fibras que los

contienen en la eminencia media.

* Examinar electrofísiológicamente el efecto del

aislamiento social sobre la actividad espontánea de células

del NEST, AYO y t-IPV, así como sobre sus respuestas provocadas

por estimulaci <-4 núcleo medial de la amígdala.
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Para ello, se realizaron registros extracelulares de la
actividad unitaria en dichos núcleos antes y después de la

estimulación amigdalina.

* Estudiar, desde el punto de vista cuantitativo, las

posibles alteraciones de conectividad sináptica en

poblaciones neuronales homogéneas del APM-ST y del APL. Para

ello, se procedió a la cuantificación de:

- la densidad de espinas dendríticas en neuronas

del área preóptica medial estrial (APM-ST), que

reciben aferencias amigdalinas bien caracterizadas

anatómicamente sobre sus dendritas orientadas a

través de la estría terminal.

-- una serie de parámetros del campo dendrítico de

neuronas del APL, pertenecientes a un tipo

homogéneo previamente definido por nosotros.
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z. Material y Métodos

2.1.- ANIMALES Y CONDICIONES EXPERIMENTALES: MODELODE

AISLAMIENTO SOCIAL. -

¿.~.1.- Modelo de aislamiento social.-

Para la realización de este trabajo se han
utilizado un total de 72 ratas macho albinas: 48 individuos

de la cepa Wistar —procedentes de la Facultad de Biología de

la Universidad Complutense de Madrid-, y 24 animales de la

cepa Spragne-Dawley -procedentes de la Escuela de Medicina de

la Universidad Estatal de Louisiana (U.S.A>-, utilizándose

estos últimos ex’ los experimentos de electrofisiología.

LdS camadas se Igualaron a 10 crías (5 machos y 5
hembras) en ci cíe cci iiuciwiiento, manteniéndose los animales
en condiciones controladas de temperatura (22’C>, humedad

(50%) y luz (19:00—7:OOhr). Se utilizó un fotoperiodo

inver t±uo con el fin de realizar los experimentos en la fase

de mayor actividad de la rata (animal de actividad nocturna),

debido a la existencia de ritmos circadianos en algunas de

las variables consideradas para estudio.

De acuerdo con nuestros objetivos, se utilizó un modelo

experimental de aislamiento social —modificación del modelo

de depresión experimental de Garzón y col. (1979)- en el cual

se destetaron pLemaLuLameIIxie jas crías de rata,

manteniéndolas aisladas socialmente hasta la época adulta.
ru: <arico, los grupos exper ijaexitales consistieron cxx:

a> un grupo de animales destetados prematuramente a los
to cras de edad (momento en el que se produce la
calcificación de los incisivos) y mantenidos en aislamiento

social durante 2 meses (hasta los ¿o oías de edad) en jaulas

opacas indiviciLabÁs -Á= <ttíÁsriScm (A2M);
Ii> un grupo control formado por ratas macho destetadas

a los zí cías ce cuad y mantenidas IIdSLó íd eceo CJe /0 ULdb

en grupos de 4 animales por jaula, siendo las dimensiones de

ésta: SOx2SxlScm (C2M).

Este modelo de aislamiento social implicaba, por lo

tanto, una situación cxx la cual los axximaies tenían

experiencias auditivas y olfativas relativamente normales,

pero ¡‘o podían ve:, o tener contacto táctil cori ningún OLLO

animal de la colonia. De este modo, las condiciones de vida,
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___ 2. Material y Métodos

en cuanto a las relaciones sociales y estímulos sensoriales

derivados de ellas, fueron diferentes entre los dos grupos

experimentales.

La manipulación de los animales por parte del

experimentador se redujo al mínimo, consistiendo en la
limpieza de las jaulas 1 vez por semana y en el pesaje de los

animales 2 días antes de la realización de los experimentos.

Los animales aislados fueron alimentados con pienso

compuesto enriquecido (al igual que las hembras lactantes) y
leche los primeros 6 días de aislamiento, para evitar

problemas de malnutrición en estas crías. A partir de los 21

días de edad tanto los animales control como los animales

aislados socialmente fueron alimentados con pienso compuesto
estándar y agua ad libitum hasta el momento de su sacrificio.

El procedimiento experimental, así como los estudios a
los que se destinaron los grupos experimentales, se expresan

esquemáticamente en la Figura 2.1:
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2. Material y Métodos

2.E 2.- Estudio del peso corporal y de La ingesta

y consumo de agua.—

A lo largo de la vida de los animales se realizaron

observaciones periódicas sobre su estado general. Igualmente,

se realizó la comparación del peso corporal, ingesta y
consumo de agua entre los animales control y aislados. El
peso corporal de los animales se midió 2 días antes de la

realización de los experimentos, y el control de la ingesta
y del consumo de agua se realizó suministrando a los animales

cantidades de pienso compuesto y agua pesados previamente,

mídiéndose el consumo realizado cada 24 horas, durante 10

días consecutivos previos al día de sacrificio. Las medidas
se expresaron en gramos de agua o pienso compuesto consumidos

por animal y día.

El tratamiento estadístico de estos datos se realizó

mediante un test t de Student, comprobándose previamente la

normalidad de las distribuciones mediante el test de

Kolmogorov-Smirnov.

2.2.- ACTIVIDAD DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL

(HHA) . -

2.2.1.- Diseño experimental.-

En este primer experimento se utilizaron un total de 32

ratas macho Wistar, de las cuales 16 fueron destetadas a los
15 días de edad y aisladas a continuación durante 2 meses

(A2M), de acuerdo con las condiciones experimentales

expuestas en el apartado anterior. Los 16 animales restantes

constituyeron el grupo control (C2M).

Para el estudio de las distintas variables indicativas
de la actividad del eje HHA en situación basal, se

sacrificaron por decapitación 8 animales C2M y 8 A2M

inmediatamente después de extraerlos de sus respectivas

jaulas, procediendo rápidamente a la toma de muestras: sangre

del tronco, encéfalo, hipófisis, glándulas adrenales, timo y
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2. Material y Métodos

testículos. Con el objeto de eliminar la influencia de las
variaciones hormonales circadianas todos los animales fueron

sacrificados entre las 9:OOh y las 1l:OOh de la mañana,
alternándose el sacrificio entre animales de los diferentes

grupos. El tiempo de extracción de los distintos tejidos y

órganos no excedió de 3 minutos por rata.

Se realizaron dos tipos de estudios a partir de los
animales constituyentes de este bloque experimental:

a) valoración de la actividad adrenocortical, para lo

cual se tomaron como indicadores la concentración de

corticosterona en plasma, así como los pesos de las glándulas

adrenales y timo. Se midió también el peso de los testículos

con el fin de comprobar si el aislamiento había afectado la

función gonadal.

b) Estudio inmunohistoquimico de la ACTH hipofisaria, y

de sus secretagogos hipotalámicos: CRH, AVP y OT.

Con el objeto de caracterizar el patrón de las

alteraciones causadas en la actividad HHA por la deprivación
social, no sólo estudiamos los efectos sobre la actividad

basal del eje, sino que completamos los estudios analizando
su patrón de respuesta a un estrés agudo, que constituye una

situación fisiológica diferente del eje. Para ello se

utilizaron las restantes 8 ratas control (C2M) y 8 ratas

aisladas (A2M) de este experimento, que fueron expuestas a 15
minutos de inmovilización mediante su introducción en conos

de plástico que restringían totalmente el movimiento de los

animales (arr y col., 1990). Tras los 15 mm. de estrés por

inmovilización, se procedió al sacrificio de los animales por

decapitación y posterior obtención de muestras, como en la

situación basal.

2.2.2.- Valoración de la actividad

adrenocortical . -

2.2.2.a.- Determinación de los niveles

circulantes de corticosterona

.

Tras la decapitación de cada animal, se recogió la
sangre del tronco en tubos con EDTA (2Opl de EDTA/ml de
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2. Material y Métodos

sangre, concentración: 30 mg de EDTA/ml de agua destilada)
mantenidos en hielo. Después de 15 minutos de centrifugación
a 3000 r.p.m, se extrajo el plasma y se almacenó a -700C

hasta la realización del radioinmunoensayo de corticosterona
(B) de acuerdo con el método de Gwosdow-Coheny col. (1982),
reflejado esquemáticamente a continuación:

- Extracción de los esteroides tanto del plasma como de

los estándares mediante cloruro de metileno, dejando evaporar

durante la noche.

- Resuspensión de la E extraída en 100 pl de tampón

fosfato salíno-gelatina (PBS-G) a los que se añadieron 200 pl

de antisuero anti-B (dilución 1:2000), generosamente cedido

por el Dr. 6. Niswender (Colorado State University, CO,
U.S.A.). Se dejó incubar la mezcla durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A continuación, se añadieron 100 vil de

[H]B (actividad específica: 72 Ci¡mmol; New England Nuclear,

Boston, MA, U.S.A.) a todos los tubos (15000 CPM), dejando
incubar a VG durante toda la noche.

- Adición de 200 pl de dextranocarbono, dejando incubar
la mezcla durante 10 mm. en hielo. A continuación se

centrifugaron los tubos a 2000 rpm durante 5 mm., se tomaron

300 pl de sobrenadante y se realizó el contaje de

radiactividad en un contador de centelleo.

La reactividad cruzada con otros esteroides fué menor

del 1%, excepto para la deoxicorticosterona y la 11-beta-

hidroxiprogesterona (7%). Los coeficientes de variación

intraensayo fueron menores del 5%.

2.2.2.b.— Medición de los pesos de las

glándulas adrenales, timo y testículos.-ET
1 w
212 205 m
497 205 l
S
BT


Para controlar los efectos del aislamiento social sobre
el peso de las glándulas adrenales, timo y testículos, se

procedió a la disección rápida de estos órganos así como a la
eliminación del tejido conectivo y adiposo que los rodeaba.
Inmediatamente después, se midieron sus respectivos pesos

frescos.
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2.2.2.c.- Análisis estadístico de los datos.-ET
1 w
281 730 m
525 730 l
S
BT


Para la comparación de peso medio de órganos entre los

grupos G2M y A2M, se utilizó el test t de Student, comprobán-

dose previamente la distribución normal de los datos mediante
el test de Kolmogorov-Smirnov (como ya se ha comentado con

anterioridad).

En el estudio de la concentración plasmática de

corticosterona se utilizó un análisis de varianza de doble
vía, previa comprobación de la normalidad de las

distribuciones y de la homogeneidad de varianzas mediante el

test de Gochran. Cuando el ANOVA reveló efectos

significativos, se aplicó el test de Scheffé como prueba para
la comparación de las medias a posteriori.

2.2.3.- Estudio inmunohistoquimico de la ACTH
hipofisaria, y de sus secretagogos hipotalámicos:

CHI!, AVP y OT.

2.2.3.a.- Fijación y preparación de los

tejidos

.

Para el estudio inmunohistoquimico de los péptidos

implicados en el control de la secreción adrenocortical a

nivel hipotalámico e hipofisario, se utilizaron 4 animales

por cada grupo experimental especificado anteriormente, los

cuales fueron sacrificados por decapítación rápidamente para

evitar las alteraciones que se producen en el eje HHA durante

el proceso de anestesia y perfusion.

Tras una rápida extracción de la hipófisis y el encéfalo
de la cavidad craneana, se obtuvo del último una pieza que

contenía el hipotálamo, tomando como límite rostral para la
disección el quiasma óptico y como limite caudal los cuerpos
mamilares. Todo el proceso se realizó rápidamente (en menos
de 3 mm. desde el sacrificio del animal) y manteniendo los

tejidos en hielo para evitar la degradación de los péptidos
a estudiar.

Con el objeto de preservar la estructura de los tejidos

así como la de los diferentes antígenos que contienen, las
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hipófisis y los bloques de cerebro que contenían el

hipotálamo fueron fijados por inmersión en paraformaldehído

al 4% en tampón fosfato (PB) 0.1 Nl a pH 7.4 durante 24 y 72

horas, respectivamente, a 40C. Tras la fijación de los

tejidos, los bloques se crioprotegieron mediante su inmersión

en sacarosa al 30% en PB 0.1 Nl a 40C durante 48 horas.

A continuación se realizaron secciones coronales del
tejido de 40 pm de espesor mediante la utilización de un
microtomo de congelación.

2.2.3.b.- Antisueros utilizados.-ET
1 w
290 543 m
453 543 l
S
BT


Para el estudio de los distintos péptidos estudiados en

la presente tesis se utilizaron los antisueros que se
describen a continuación:

TABLA 1

Antisuero desarrollado dilución Procedencia referencia

en de uso

a-ACTH ~ conejo 1:8000 Chemicon ABYO2

International

Inc. (Temecula,

CA, U.S.A.>

a-AVP conejo 1:3000 Chemicon Int. AB937

a-OT conejo 1:3000 Chemicon Int. AB9ll

a-CRH conejo 1:3000 Dr.W.Vale, Salk rC/0
Inst. (La Jolla, (Swansony

CA, U.S.A.) col., 1983>
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2.2.3.c.- Inmunodetección: método de la

peroxidasa-antiperoxidasa (PAP; Sternberger~
1979

)

Tras el periodo de fijación y crioprotección, las

secciones histológicas permanecieron durante 1 hora en H207

al 0.3% en tampón fosfato salino (PBS) para eliminar la
actividad peroxidasa endógena. Después de este tratamiento
las secciones se lavaron intensamente con PBS y se

preincubaron en suero normal de cabra diluido al 3% durante

30 minutos para bloquear los posibles lugares de unión
inespecifica de los anticuerpos.

Todos los antisueros fueron diluidos en PBS con Tritón
X-l00 al 02% para permeabilízar las membranascelulares. Los
lavados entre incubaciones se realizaron siempre con PBS.

Las incubaciones con los antísueros primarios (a-CRH, a-
AV?, a-OT y a-ACTH~.92) se realizaron durante toda una noche
a 4

0C en libre flotación y agitación continua, a las

diluciones indicadas en la Tabla 1. A continuación, se
lavaron las secciones con PES y se incubaron con un antisuero

de cabra frente a IgG de conejo (Sigma, St. Louis, MO,

U.S.A.> diluido 1:50, durante 1 hora a temperatura ambiente.
Una vez lavados los cortes, se incubaron con un complejo

peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) desarrollado en conejo

(Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) diluido 1:1.000, durante 1
hora y media a temperatura ambiente. Tras varios lavados se

procedió al revelado de la reacción de la actividad
peroxidasa, mediante la incubación de las secciones de los
tejidos en una solución de tetrahidrocloruro de 3,3’-
diaminobenzidina (DAB; Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) al

0.06%, a la que posteriormente (después de 10 mi ) se añadió
H

202 al 0.003%. Una vez parada la reacción mediante el lavado

abundante con PBS, se montaron las secciones sobre
portaobjetos gelatinizados al 0.5%, para ser después

deshidratadas y montadas con Permount (Fisher Scientífic,

Fair Lawn, Ni, U.S.A.) para su observación al microscopio.

Como controles de las inmunotinciones realizados, se

llevaron a cabo dos clases de controles negativos.

a> Sustitución del antisuero primario por tampón fosfato

salino (PBS’,.
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b> Sustitución del antisuero primario por suero pre-inmune,
es decir, obtenido del animal antes de ser inmunizado. En

nuestro caso, se ha empleado suero normal de conejo a la
dilución de uso del antisuero primario.

El análisis de los resultados inmunohistoquimicos se
realizó utilizando códigos que impedían la identificación del
grupo experimental al que pertenecían las preparaciones que

se estaban estudiando. Además, los estudios se verificaron

varias veces por distintos experimentadores, considerando que
existían diferencias entre grupos experimentales sólo cuando

se repitieron de forma consistente en todos los animales del
mismo grupo.

2.3.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD UNITARIA EXTRACELULAREN
NUCLEOS CEREBRALES IMPLICADOS EN EL CONTROL DE LA
ACTIVIDAD HHA.-ET
1 w
142 437 m
248 437 l
S
BT


Con objeto de comprobar si el aislamiento social
provocaba cambios en la actividad espontánea y/o en la

excitabilidad de las neuronas de algunos centros nerviosos
implicados en el control de la actividad Hl-lA, se realizó el
registro extracelular de la actividad espontánea de células

del núcleo de la estría terminal (NEST), el área preóptica

(AFO> y el núcleo paraventricular hipotalámico (NPV), así
como el estudio de sus respuestas provocadas por estimulación

del núcleo medial de la amígdala (AMe).

2.3.1.- Animales y condiciones experimentales.-

En la realización de estos experimentos se

utilizaron 24 ratas macho albinas de la cepa Sprague-Dawley,

de 220-250 g de peso y 75 días de edad. Diez de ellas
procedían de un grupo en el que los animales fueron
destetados prematuramente a los 15 días de edad y aislados

socialmente durante 2 meses (A2M). Las 14 ratas control

fueron destetadas a los 21 días de edad y criados en grupos

de 4 animales por jaula hasta el momento del estudio
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electrofisiológico (C2M).

Todos los animales fueron mantenidos bajo las

condiciones descritas de iluminación, temperatura y humedad,
y alimentados con pienso compuesto y agua suministrados ad

libitum, tal y como se ha comentado anteriormente.

2.3.2.- Metodología para el estudio
electrofisiológico. -

2.3.2.a.- Preparado experimental.--ET
1 w
288 562 m
458 562 l
S
BT


Los animales se anestesiaron intraperitonealmente con

uretano (1.4 g de carbamato de etilo/Kg de peso corporal, en
solución acuosa al 25%) y se fijaron en un aparato

estereotáxico (mod. 1204, David Kopf Instruments; Tujunga,
CA, U.S.A.).

Se realizaron inyecciones periódicas del anestésico
local lidocaina (al 1%) en los puntos de presión

estereotáxica y en las incisiones practicadas para asegurar

la analgesia. Durante el experimento se monitorizó el

electrocardiograma y se mantuvo la temperatura corporal del
animal a 37±l’C mediante una placa de temperatura regulable.

Los experimentos se desarrollaron en una habitación

mantenida en oscuridad parcial y con un nivel de ruidos

mínimo.

Tras practicar una incisión en la piel sobre la línea

media del cráneo, desde unos milímetros por delante de bregma

hasta algunos posterior al lambda, se desinsertaron las

aponeurosis y los músculos temporales en su región más dorsal
y se dejó el cráneo libre de periostio.

Los electrodos de estimulación y registro se insertaron
siguiendo las coordenadas (en aun) del atlas estereotáxico de

Pellegrino y col. (1979), utilizándose bregmacomo referencia
espacial para el cálculo de las coordenadas

anteroposteriores, la línea medía para el cálculo de las

laterales y la - ~- - - tical para el de las verticales.

54



2. Material y Métodos

2.3.2.b.- Método de registro de la actividad
unitaria y estimulación eléctrica.-ET
1 w
213 714 m
462 714 l
S
BT


Una vez obtenidas las coordenadas
anteroposterior y lateral, se realizó una trepanación en la
calota de unos 3x4mm que permitió descender los electrodos de

registro para el estudio de la actividad neuronal unitaria.

La duramadre se cortó y reclinó cuidadosamente hacia los

lados para permitir introducir fácilmente el mícroelectrodo,

evitando su rotura. Se utilizó la superficie cortical como
referencia para el cálculo de las coordenadas verticales.

Los electrodos se situaron estereotáxicamente en el NEST

(AP: 1.2—1.6, L: 1.2—1.4, V: 5.7—7.5), APO —para permitir

acceder al APL y al APM— (AP: 1.4—1.8, L: 1.0—1.4, V:
7.5-9.0) o en el NPV (AP: 0.4, L: 0.3, V: 7.5—8.0), en todos

los casos ipsilateralmente al lugar de estimulación (AMe).
Las pulsaciones cerebrales se redujeron para facilitar la
obtención de registros estables mediante el recubrimiento de
la zona con una película de agar.

Como electrodos de registro se utilizaron micropipetas
de vidrio de 1.2 mm de diámetro interno construidas mediante
un estirador de pipetas (mod. PE 2; Narishige Scientific
Instruments Lab, Japón) y que, debido a su pequeño diámetro,

permiten la realización de trayectos con un mínimo daño

tisular. Las micropipetas se llenaron por capilaridad con el
colorante Chicago sky blue al 2% en una solución de cloruro

de sodio (NaCí) 2M para realizar el registro y posteriormente
marcar dicho sitio de registro. La resistencia de las

micropipetas utilizadas fue de 20-30 Mq.

En el interior de la micropipeta se introdujo un alambre

de plata clorurada conectado con el aparataje de

amplificación de la señal registrada. Como electrodo
indiferente se utilizó otro alambre de plata clorurada

insertado en la piel del animal.

La micropipeta se fué desplazando verticalmente en pasos
de 1pm a través de los núcleos de interés mediante un
micromanipulador hídraúlído (mod. 640, David Kopf) hasta

obtenerse un registro unitario estable.
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Una vez filtrada la señal entre lkHz-3OkHz y amplificada
mediante un amplificador para registro en corriente alterna
(mod. Pló, Grass Medical Instruments; Quincy Mass, U.S.A.),

fué observada en un osciloscopio de rayos catódicos (mod.

5113, Tektronix; Of?, U.S.A.) y, a la vez, conectada a un
audiomonitor (mod. AME, Grass). Los registros se almacenaron
en cinta magnética mediante un grabador PCM VCH (mod. 20D;
A.R. Vetter Co., Rebersburg, PA, USA) para su posterior

análisis off-line, que ademáspermitió tomar fotografías de
la actividad neuronal de las unidades registradas y

visualizadas en el oscilocospio analógico mediante una cámara

Polaroid para osciloscopio (mod. C-SC, Tektronix).

Se realizó otra trepanación con una broca de 1 mm de
diámetro para permitir la implantación del electrodo de
estimulación en el AMe del hemisferio derecho, modificando
las coordenadas del atlas para su disposición oblicua (200
respecto a la superficie de la calota) en el plano

parasagital correspondiente (A: -3.8, L: 3.2, NI; 9.4). La
estimulación eléctrica se realizó a través de un electrodo

bipolar concéntrico de acero inoxidable (mod. SNEX 100,
Rhodes Medical Instruments; Woodland Hilís, CA, USA), de 0.1

mm de diámetro interno y 0.25 de diámetro externo,
sobresaliendo el interno 0.75 mm. Los dos componentes estaban
aislados totalmente excepto 0.25mm en su extremo final.

La estimulación eléctrica del AMe se realizó mediante un

estimulador Grass 588 a través de una unidad fotoeléctrica de
aislamiento del estímulo (mod. PSIU6, Grass) que genero
pulsos de corriente de intensidad proporcional a los voltajes

seleccionados en el estimulador. La estimulación eléctrica se
realizó suministrando pares de pulsos rectangulares bipolares

de corriente de 0.5 ms de duración con un máximo de
intensidad de corriente de 1 mA pico a pico, a una frecuencia

de 0.2 y 0.5 Hz.

2.3.2.c.- Selección y análisis de los
resultados. -

Para el aislamiento de las unidades nos
basamos en criterios estándar de registro extracelular como

son la estabilidad y la amplitud de la señal (que debe ser,
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como mínimo, el doble del ruido de base>. Una vez aislada una
unidad en el NEST, APO o NPV, se monitorizó su actividad
espontáneadurante varios minutos y a continuación se estudió
su respuesta a la estimulación eléctrica de la AMe mediante

el registro de la actividad eléctrica en el osciloscopio.

Las células registradas se clasificaron de acuerdo con
su tipo de respuesta a la estimulación del AMe:

a) Respuesta ortodrómica:

a.l.- Activación ortodrómica (0D4-): la estimulación
del AMe provocaba un incremento de descarga de potenciales de

acción -

a.2.- Inhibición ortodrómica (00-): la frecuencia
de descarga de la célula fué anulada o reducida tras la

estimulación del AMe.

b) Respuesta antidrómica.

c) No hubo respuesta (NR).

El análisis de los resultados fué realizado a partir de

los registros de la actividad unitaria almacenados en cinta
magnética, directamente o con la ayuda de un osciloscopio

digital programable (mod. VC-6023, Hitachi Denshi, Ltd;
Londres, U.KA, para realizar las distintas medidas:
frecuencia de descarga espontánea de la unidad aislada,
respuesta a la estimulación de la AMe, así como la latencia

y duración de dicha respuesta.

El análisis estadístico de las frecuencias de descarga

espontánea, latencia y duración de la respuesta, así como de
la profundidad a la que se localizaban las unidades aisladas

en cada núcleo estudiado, se realizó mediante el test t de
Student. Cuando los requerimientos de normalidad no fueron
satisfechos, se llevó cabo dicho análisis mediante el test U

de Mann-Whitney.

Por otra parte, se utilizó la prueba :¿ para el análisis
estadístico de las frecuencias de cada tipo de respuesta
provocada en los núcleos estudiados por la estimulación del

AMe-
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2.3.2.d.- Estudio histológico de control.-ET
1 w
288 730 m
515 730 l
S
BT


A través de la micropipeta de registro se paso

una corriente continua negativa de 10 ixA de intensidad

durante 5 minutos mediante un estimulador Grass 54K para
marcar con el colorante Chicago sky blue el lugar final de

registro, modificación del método de Thomas y Wilson (1965).

A continuación, los animales fueron perfundidos

transcardialmente con una solución de Nací al 0.9%, seguida
de una solución fijadora (formaldehido al 10%, en tampón

fosfato 0,lM de pH 7.4). Se extrajeron los cerebros y se

postfijaron en formaldehído al 10% a 4’C durante 4 horas,
tras lo cual se crioprotejieron manteniéndolos en sacarosa al

30% a 4’C durante 24 horas. A continuación, fueron congelados

y se realizaron secciones transversales de los mismos a 40 pm
mediante el uso de un criostato (Reichert HistStat).

La localización de los electrodos de registro y de

estimulación se verificó mediante microscopia óptica, tras el
montaje de los cortes de tejido de manera seriada sobre

portaobjetos previamente cubiertos de gelatina, y su tinción
siguiendo el método de Nissl modificado por Fleteher (1947).

2.4.- ESTUDIO CUANTITATIVO DEL CAMPO DENDRITICO EN

NEURONASDEL AREA PREOPTICA.-ET
1 w
146 298 m
353 298 l
S
BT


2.4W- Animales de experimentación.-

En este estudio se utilizaron un total de 16 ratas

macho Wistar: 8 animales criados en aislamiento social (A2M)
y los otros 8 animales pertenecientes al grupo control (C2M),

según la representación esquemática expuesta previamente en
la Figura 2.1.

De acuerdo con los objetivos planteados en el presente

trabajo, escogimos el APO para este estudio cuantitativo del

campo dendrítico basándonos en los resultados obtenidos en el
experimento de electrofisiología, y teniendo en cuenta que se
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trata de una zona de integración de información implicada en
la regulación de la actividad EliA, que presenta conexiones

definidas con la amígdala y el NPV (ver Introducción).

2.4.2.- perfusión y m6todo histológico.-

Los animales fueron anestesiados mediante vapores de

éter etílico especial para anestesia (Panreac, Barcelona),

bajo los efectos de la cual se procedió a la perfusión
transcardial con una solución salina isotónica (Nací al
0.9%), seguida de una solución fijadora (formaldehído al 10%
neutralizado a pH 7.2 con tampón fosfato). Una vez

perfundidos los animales, se extrajo el encéfalo de la
cavidad craneana y se obtuvo del mismo una pieza que contenía

el APO, para lo cual se realizó la disección rostralmente al

quiasma óptico y se tomó como límite caudal la parte anterior

de los cuerpos mamilares. A continuación, estas piezas se
postfijaron por inmersión durante 48 horas en formaldehído al

10% tamponado a pH 7.2.

La tinción de los tejidos se realizó de acuerdo con el

método rápido de Golgi, basándonos en el proceder descrito

por Cajal y Castro (1972). Esquemáticamente, immplica los

siguientes pasos:

- Tras la postfijación de la pieza se llevó a cabo su
inmersión en una disolución de osmio-dicromato potásico (1

gr. de tetróxido de osmio y 12 gr. de dicromato potásico en

500 cc de agua destilada) durante 3 días.

- Inmersion en una solución acuosa de nitrato de plata

al 0.75% durante 24 horas, tras un breve lavado de la pieza

en dicha solución.

- Deshidratación del bloque de tejido en alcohol

absoluto durante 15 minutos.

- Encastrado de la pieza en una mezcla de parafina (de

560C de punto de fusión?y-vaselina (2:1) para realizar cortes
transversales mediante un microtomo de deslizamiento. Con el

fin de visualizar los campos dendríticos neuronales lo más
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completos posible, las secciones del tejido se realizaron a
200 vim de grosor.

- Inmersión de los cortes durante 15 mm. en baños de

alcohol absoluto, terpineol y xilol, sucesivamente.

- Montaje en Fermount, sin hacer uso de cubreobjetos.

2.4.3. Obtención de las muestras y procesamiento

de los datos.-

El estudio se centró en las dos zonas del área

preóptica cuyo interés ha sido ya previamente comentado.

Dentro de ellas, se plantearon dos tipos de estudio:

- Cuantificación de la densidad de espinas dendríticas

en dendritas orientadas de neuronas del área preóptica medial
estrial (APM-ST).

- Estudio cuantitativo del campo dendritico en neuronas

bien establecidas y caracterizadas del área preóptica lateral
(APL) -

2.4.3.a.- Estudio en el área preóptica medial
estrial (APM-ST

- Delimitación de la población neuronal

estudiada. -

La parte del área preóptica atravesada

por la estría terminal, designada como parte estrial dorsal

del área preóptica (APM-ST) por Raisman y Field (1973),
engloba un área triangular pobre en neuronas, justo debajo de
la comisura anterior (CA), de 0.5-1.0 mm de distancia de la
parte más rostral del tercer ventrículo, como se muestra

esquemáticamente a continuación:
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Figura 2.2.- Localización anatómica del área preóptíca medial
estrial (APM-ST). Abreviaturas: CA, comisura anterior; E,
fornix; NEST, núcleo de la estría terminal; QO, quiasmaóptico;
ST, estría terminal; NI, tercer ventrículo.

Las preparaciones utilizadas para el presente estudio
correspondían a la zona rostral del APM-ST, incluyendo sólo
hasta el nivel de cruce de las fibras de la comisura
anterior, y caudalmente hasta el nivel en que las fibras de

la estría terminal ya no establecían contacto con la comisura
anterior (aproximadamente 400 vim de longitud en sentido
rostro—caudal)

Las células del APM-ST, de tamaño pequeño o mediano,
tienen dendritas varicosas con pocas espinas, orientadas en

el plano horizontal en dirección lateral y medial de modo que
intersectan en ángulo recto dichos axones estriales.

Estas dendritas, fácilmente identificables,
constituyeron nuestra población de estudio.

yy
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- Cuantificación y comparación
estadística de la densidad de espinas
dendríticas en neuronas del APM-ST.--

Dentro del APM-ST se estudiaron, por
grupo experimental, 734 dendritas orientadas perpendi-
cularmente a los axones de la stria terminalis,
pertenecientes al tipo neuronal mayoritario de la población

celular de este área. En ellas se cuantificó la densidad de

espinas dendríticas, mediante contaje directo en un
microscopio óptico Zeiss Standard 14, dotado de un micrómetro

de ocular. Posteriormente se obtuvo el cociente: número de

espinas/mm de dendrita, una vez medida la longitud de ésta.

Hay que hacer notar que debido al curso rectilíneo de estas

dendritas orientadas, normalmente no hacia falta variar el

enfogne para su estudio, pudiendo obtenerse su longitud
mediante su medida directa. No obstante, fueron dibujadas

mediante cámara clara para ser posteriormente medidas con un
curvímetro Ushikata X-PLAN 360d.

No se pudieron estudiar otros parámetros representativos

del campo dendrítico de estas neuronas debido a las

características de las mismas, con muy escasa ramificación

dendrítica.

La comparación estadistica de las medias de los datos

obtenidos se realizó mediante el test t de Student.

2.4.3.b.- Estudio en el área preóptica

lateral (APL).-ET
1 w
222 265 m
327 265 l
S
BT


- Delimitación anatómica del tipo neuro-
nal estudiado.-

Una vez localizada el área a estudiar, de acuerdo con
los criterios anatómicos previamente descritos en la
Introducción (Gurdjian, 1927; Han, 1966; Bleier y col., 1979;
Bleier y Byne, 1985), llevamos a cabo un estudio preliminar

sobre neuronas completas del APL en las preparaciones de
Golgí para delimitar descriptivamente los tipos neuronales

existentes, con objeto de encontrar un tipo neuronal que

reuniera las condiciones necesarias para un estudio
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estadístico.

De este modo, se localizó una población neuronal
homogénea y fácilmente diferenciable de las demás que se

situaba rostralmente en el APL y cuyas variables numéricas
presentaban poca variabilidad, siendo adecuada, por lo tanto,

para el análisis cuantitativo. Además, estas neuronas (que
hemos denominado “multipolares rostrales”) no presentaban

variaciones apreciables de campo dendrítico dependiendo de su

localización dorso-ventral o medio-lateral. La zona que

ocupan, por otra parte, está bastante definida y situada

próxima a la estría terminal.

La descripción detallada de dicho tipo neuronal es
objeto de un apartado de los Resultados, por el interés que

presenta desde -nto de vista descriptivo.

- Estudio cuantitativo del campo

dendrítico de las neuronas multipolares
rostrales del APL.

a) Cociente: número de espinas/mm
de tronco dendrítico.

Se estudió el número de espinas

dendríticas por milímetro a lo largo de los troncos
dendriticos de las neuronas multipolares rostrales
constituyentes de las muestras (aproximadamente 30 por

grupo). El contaje de espinas se realizó de acuerdo con el

mismo método explicado en las neuronas del APM-ST y la

longitud de los troncos dendríticos, fué obtenida haciendo
uso del sistema computerizado que se explicará a continuación

y que hemos ut - ‘vida0 lo largo de este estudio.

b) Cuantificación del campo

dendritico. -

La cuantificación de parámetros dendríticos en el tipo
neuronal estudiado, se ha llevado a cabo utilizando un
sistema computerizado de análisis métrico y topológíco

denominado sistema TEAD (Tratamiento de Estructuras en Arbol
Dicotómico> (Abella y col., 1985). Este sistema fué
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desarrollado por nuestro equipo de trabajo en colaboración
con el Depto. de Investigación y Desarrollo de la Compañía
Telefónica y se basa en el tratamiento de la neurona como un
grafo en árbol dicotómico tridimensional. Los datos que se

suministraban al ordenador tienen su origen en los dibujos de
cada una de las neuronas estudiadas, realizados mediante una

cámara clara acoplada a un microscopio óptico Zeiss Standard

14, trabajando a 480 aumentos. La información suministrada,
que permitía al sistema representar gráficamente cada
neurona, consistió en la medición de las coordenadasx,y,z de
los puntos más representativos de la arborización dendrítica,

tales como el centro del soma neuronal, los puntos de

bifurcación, puntos terminales y puntos de inflexión, tomando
el soma como origen de coordenadas (Figura 2.3.a). Las

coordenadas x e y se midieron mediante una tableta gráfica
acoplada al ordenador, sobre la que se superponía el dibujo
bidimensional de la neurona.

La coordenada z fué contabilizada con ayuda de un
comparador digital de profundidades Carl Mahr (mod. Millitast

1070) acoplado a la platina del microscopio. Estas
coordenadas se suministraron al ordenador como fuente
primaria de datos. El criterio utilizado por el sistema TEAD
para la captación y procesamiento de los árboles dendríticos

fué el centrífugo, es decir, los puntos representativos y las

ramas que los unen se construyen en orden creciente a partir

del centro del cuerpo neuronal, considerado como origen de
coordenadas (0,0,0).

Por otra parte, el orden de rama consistía en un número
que se asignaba a cada segmento dendrítico comprendido entre

dos bifurcaciones, en orden numérico creciente desde el soma
hasta los puntos terminales de la arborización (Figura

2.3.a). Este criterio ha sido considerado como el más
adecuado cuando se pretende estudiar secuencias de
ramificación en el desarrollo así como para cuantificar la

complejidad de una estructura en arborización compleja (Berry
y col., 1975; Uylings y ccl., 1975>.

Del total de células dibujadas, se seleccionaron para su

estudio cuantitativo aquéllas con el campo dendrítico bien

delimitado y que no fué dañado por el corte, resultando una

muestra de 30 neuronas por grupo experimental.

64



2. Material y Métodos

En base a estos datos, el sistema calcula y analiza toda
una serie de parámetros definitorios del campo dendritico

neuronal, entre las que se encuentran las utilizadas en este

estudio:
a) variables métricas:

- longitud de arborización dendrítica total

- longitud por tronco dendrítico
- longitud terminal-soma

b) frecuencia de los distintos órdenes de rama.
c) densidad dendrítica en torno al soma, basado en la técnica

de análisis de Sholl (1953). Consiste en la cuantificación de

los puntos de intersección de las dendritas de una neurona
con esferas imaginarias generadas por el sistema y trazadas

concéntricamente a partir del soma neuronal a determinadas
distancias radiales del mismo (en nuestro estudio, cada 20

1~im) hasta el extremo terminal de la arborización dendrítica
(Figura 2.3.bl. En nuestro caso se estudió el número de
intersecciones por neurona, en un campo dendritico de 180 yim
alrededor del soma, distancia ésta en la cual todas las

neuronas estudiadas eran bien visualizables.
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o Punto terminal

• Punto de bifurcación

* Punto de inflexión

• Soma neuronal

Figura 2.3.a.— Representaciónesquemáticade una neuronaque muestrael
criterio de ordenación centrífuga utilizado por el sistema de análisis
computerizado, Los números indican los distintos órdenes de rama.

La te re Media~

Figura 2.3.b.— Representación esquemática del método utilizado para
calcular la densidad dendrítica alrededor del soma. Esta se obtiene a
partir de las intersecciones entre las ramas dendríticas y esferas
imaginarias creadaspor el ordenador. El centro de las esferas es el soma
neuronal. El radio se incrementabamediante un valor constante (20 pm).
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2.4.4. Tratamiento estadístico de los datos.-

El análisis estadístico de los datos se ha

realizado mediante distintos tests, según las variables que

se querían comparar entre el grupo C2M y A2M:
- para la comparación estadística de medias, como es el

caso de longitudes y número de espinas dendrítícas/mm de
tronco dendrítico, se utilizó el test t de Student.

- las comparaciones de las distribuciones de frecuencias

de los distintos órdenes de rama se realizaron mediante la
7prueba ¡

- en el estudio de la densidad dendrítica en torno al

soma neuronal se utilizó un análisis de varianza de doble
vía, previa comprobación de la normalidad de los datos y
homogeneidad de las varianzas. La comparación de las medias

a posteriori se realizó por medio del test de Scheffé.
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3. Resultados

3.1.- OBSERVACIONES GENERALES.-ET
1 w
180 728 m
358 728 l
S
BT


En lo referente a rasgos comportamentales, los animales

aislados presentaban, en general, síntomas evidentes de
nerviosismo y mayor tendencia a morder cuando eran

manipulados por el experimentador. Igualmente, y de un modo

cualitativo, mostraron menos latencia de exploración y más
actividad que los controles cuando se las sometió a la

novedad del ambiente que supone la jaula de pesaje.

Por otra parte, aunque el estado aparente de los
animales aislados era, en la mayor parte de los casos,
similar al de los animales control, durante el período de
tiempo cercano a los dos meses de aislamiento algunos

animales presentaban ulceraciones en los ojos, morro y parte
posterior de las orejas, el pelo hirsuto (con calvas y

manchas en algunas ocasiones), e incluso se observaron
algunos síntomas de parasitosis externas, acompañadosde una
apariencia enfermiza de los animales.

A continuación vamos a exponer los resultados relativos

a las variables estudiadas en relación con el desarrollo
somático de los animales, como son el peso corporal, la
ingesta y el consumo de agua.

3.1.1.- Peso corporal.-

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que

el peso corporal de los animales control y aislados

socialmente -medido a los 73 días de edad- no era
estadísticamente diferente (t(301=O.46. n.s.; Tabla II).
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TABLA II

Peso corporal de los animales control (C2M) y

aislados socialmente (A2M).

GRUPOS PESO CORPORAL (gr)

C2M (n=16) 314.44±11.64

A2M (n=16) 321.31±9.52

n.s.

Los datos representan la media±error estándar de
la media (E.E.M.).

n: número de animales.
Análisis estadístico de los datos mediante el

test t de Student.

3.1.2.- Ingesta y consumo diario de agua.-

Como se indica en la Tabla III, no se obtuvieron

diferencias estadísticamente significativas entre el grupo

control y ei mantenido en aislamiento en lo referente a la
ingesta de ahí «-S - (1s)=2.241 n.s.), y al consumo de agua

(t
11~1sl.l6, n.s.) de los animales durante el período de 10

días previo al sacrificio de los animales. La variable
utilizada en este caso es el consumo medio diario por animal,

tal y como se especificaba en el correspondiente apartado de

Material y Métodos.
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TABLA III

Consumo diario de comida y de agua (grjl por animal,
en los grupos control (C2M) y aislado socialmente

(A2M) -

INGESTA

C2M (n=4)

A2M (n=16)

20.04±0.13

19.12±0.39

CONSUMO AGUA

35.51±3.75

40.72±3.20

n.s. t<18>=l.16, n.s.

MediatE . E .M.
n: número de datos utilizados.

Test t de Student.

De acuerdo con el planteamiento y los objetivos

expresados en la Introducción y siguiendo la metodología
expuesta en el apartado correspondiente, pasamos a exponer a

continuación los resultados de los bloques experimentales

previamente esquematizados en la Figura 2.1 de Material y

Métodos:

3.2.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE LA ACTIVIDAD
ADRENOCORTICAL.-

3.2.1.—

plasma. -

Concentración de corticosterona

Se pretendía estudiar si el aislamiento social prematuro
y prolongado afectaba de alguna manera la actividad adreno-

cortical basal así como la respuesta al estrés agudo por
exposición de los animales a 15 mm. de inmovilización.

Para ello, se procedió a la determinación de los niveles

en
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plasmáticos de corticosterona (B) en las dos situaciones
fisiológicas, de acuerdo con lo explicado en el apartado de

Material y Métodos.

En la Figura 3.1 y Tabla IV aparecen representadas las

concentraciones plasmáticas medias del glucocorticoide en los
grupos experimentales estudiados. Tras el análisis de

varianza de doble vía se comprobó la existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos

experimentales (F~228>=92.70, p<0.O0Ol), tanto respecto al
factor agrupamiento (o-ant rol—aislamient u-: F(~28)=59.918,
p<0.OOOl) como respecto al factor situación fisiológica

$25.479. p<O.OOOl).

(basal—estrés: k,128

Una vez realizada la comparación de las medias a
posteriori mediante el test de Scheffé, encontramos que tras

exponer a los animales a 15 mm. de inmovilización se produjo
un incremento significativo de las concentraciones
plasmáticas de E tanto en el grupo control (Szz7.50, p<0.00l),
como en el grupo criado en aislamiento (Ss8.34, p<O.00l)
respecto a sus respectivos grupos basales.

En relación con los efectos que produjo el aislamiento

social sobre los niveles plasmáticos de E, la comparación

post hoc de las medias de los grupos indicó que los animales

aislados presentaban unas concentraciones plasmáticas de la
hormona significativamente menores que las de los animales

criados socialmente, tanto en situación basal (S=5.89,

p<0.O0l) como en respuesta al estrés por inmovilización

(S=5.05, p<C.OCl).
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BASAL ESTRÉS

TABLA III

ng 5/ml plasma (Media±E.E.M.)

BASAL 151 ESTRÉS INMOV.

C2M 180.82±13.11 329.25±18.32

A2M 64.21±12.32 229.25±15.26

(media±E.E.M.) en
tanto en situación
estrés agudo por

Figura 3.1.-Concentración plasmática de E

animales control (C2M) y aislados (A2M),

basal como en respuesta a 15’ de

inmovilización.
Análisis estadístico de los datos mediante ANOVA de doble vía

y el test de Scheffé como prueba post-hoc (k p<0.00l).
Valores de F y 5 en el texto. n=8 animales por grupo
experimental.
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3.2.2.- Peso de glándulas adrenales~, timo y
testiculas. -

Además del estudio de los efectos del modelo de

aislamiento utilizado sobre los niveles circulantes de
corticosterona, hemos analizado los pesos relativos de
órganos que se utilizan también como indicadores de la

actividad adrenocortical: timo y glándulas adrenales, junto
con el peso relativo de los testículos como índice de

posibles alteraciones en La función gonadal.

Como se aprecia en la Tabla V, el aislamiento produjo un
incremento estadísticamente significativo en el peso relativo

del timo, en comparación con el grupo control (t(13>=2.43.
p<0.05), mientras que no produjo alteraciones significativas
en el peso de los demás órganos estudiados. Los pesos de los

órganos se muestran en mg/lOO gr de peso corporal con el fin

de evitar las variaciones que pueden presentarse entre
animales de peso corporal diferente.

TABLA IV

Peso relativo de timo, glándulas adrenales y testículos

(mg/lOO gr. de peso corporal> en ratas macho controles y
aisladas socialmente.

TIMO ADRENALES TESTiCULaS

C2M 190.00±12.3? 10.69±0.98 452.80±32.84

A2M 247.94±20.92# 9.86±0.59 472.54±23.40

78 r(lU=O, 52
p<O.O5 n.s. n.s.

(Media±E.E.M.).

Análisis de los datos mediante el test t de Student.
n.s. diferencias estadísticamente no significativas.
n=8 animales por grupo, excepto en # (n=7).
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3. Resultados

3.3.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICODE LA ACTHHIPOFISARIA
Y_DE_SUS_SECRETAGOGOS HIPOTALAMICOS: CRE, AVP Y OT.-

Siguiendo el planteamiento experimental resumido en la
Figura 2.1 del apartado de Material y Métodos, a continuación

centramos nuestra atención en el estudio de las alteraciones
provocadas por el aislamiento social en la funcionalidad del
complejo hipotálamo-hifofisario que controla la actividad

adrenocortical. Para ello realizamos el estudio inmunohisto-

químico de la hormona corticotropa (ACTE) a nivel htpofisario
y de sus secretagogos hipotalámicos: la hormona liberadora de

corticotropina (CRH), la vasopresina (AVP) y la oxitocina
(OT), a nivel del núcleo paraventricular hipotalámico (NPV)
y de la eminencia media (EM), todos ellos péptidos implicados

en el control de la secreción adrenocortical. El estudio
inmunohistoquimico se realizó tanto en situación basal, como

en respuesta a 15 minutos de estrés por inmovilización.

3.3.1.- Inmunomarcaje de la ACTH.-

Tras el revelado de la inmunoreacción para la hormona
corticotropa se apreciaron células inmunorreactivas en la
pars distalís, pero no en la pars intermedia de la adenohipó—

fisis. Las células inmunopositivas para ACTH presentaban
cierta heterogeneidad tanto en tamaño y morfología como en la

distribución citoplasmática del producto de reacción,

dependiendo fundamentalmente del estado fisiológico en el que
se encontraban los corticotropos hipofisarios:

* En situación BASAL, la mayoría de células

mnmunorreactívas para la ACTH presentaban una morfología

estrellada, con gránulos inmunopositivos localizados en la

periferia del citoplasma (detalle de las Figs. 3.2A y C),
aunque también se encontraron algunas células de morfología
poliédrica. Las células ACm-positivas se distribuían

formando grupos dispersos en varias áreas glandulares, aunque
también podían aparecer solitarias.

No se apreciaron diferencias entre las adenohipófisis de
ratas control y de ratas deprivadas socialmente (Eigs 3.2A y

C).
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3. Resultados

* Tras 15 mm. de ESTRÉS por inmovilización se

observó un incremento de células inmunorreactivas para la
corticotropina en el lóbulo anterior de la hipófisis tanto de
ratas control como de ratas aisladas (Figs 3.2B y D). En

ambos grupos experimentales se produjo un incremento de la
intensidad y extensión del área celular inmunorreactiva de

los corticotropos hipofisarios (detalle de las Figs 3.2B y
D). Sin embargo, el aumento de células inmunopositivas que se
produjo tras el estrés resultó ser menor en el caso de los
animales aislados socialmente, como se aprecia al comparar la

Figura 3.2D con la 3.2B.

3.3.2.- Inmunomarcaje de la CRH.-

a) Núcleo paraventricular hipotalámico

:

Como se aprecia en la Figura 3.3, se localizaron
pequeñossomasneuronales débilmente inmunorreactívos para la
CRH, agrupados mayoritariamente en la división parvocelular
medial dorsal del NPV, según el criterio cítoarquitectónico
de Sawchenkoy Swanson (1983), aunque aparecía alguna célula

dispersa en la región magnocelular del núcleo.

Las células presentaban un pericarion pequeño de
aproximadamente 15 pm de diámetro, de forma oval o piriforme.

El producto de la reacción inmunohistoquimica se localizaba
en el citoplasma, rodeando al. núcleo de la célula, aunque en

algunos casos se apreciaba también en las prolongaciones

neuronales (detalle de la Fig. 3.3).

Como se observa en dicha figura, no se apreciaron
diferencias en relación con el patrón de inmunotinción para
la CRH en el NPV entre las distintas situaciones experimenta-

les estudiadas.

b) Eminencia media

:

Observamos abundantes fibras inmunorreactívas para la

CRE en la zona externa de la eminencia media (ZEEN), en su
mayoría orientadas de forma perpendicular a la superficie de

la eminencia media (Fig. 3.4).
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En esta región, el aislamiento social (Figs 3.4C y O)
provocó un marcado aumento de la expresión de inmunorrea-
ctividad para la CPB en las fibras nerviosas localizadas en
EM, en comparación con las ratas control (Figs 3.4A y E),

tanto en situación basal como tras estrés por inmovilizacion.
Las fibras inmunopositivas para la CRE presentaban una mayor

extensión en la eminencia media y una mayor intensidad de
marcaje en las regiones laterales de la misma en los animales

aislados respecto a los controles.

Tras la situación estresante pudo observarse una ligera

disminución en la intensidad de marcaje para la CRE en los
animales control (Fig. 3.4B), aunque no se consideró signifi-

cativa al no apreciarse en todos los animales estudiados.

3.3.3.- Inmunomarcaje de la AVP y la OT-.-

a) Núcleo paraventricular hipotalámico.-ET
1 w
233 449 m
497 449 l
S
BT


Los cuerpos inmunorreactivos para la AVP y la OT

correspondían a neuronas de somas grandes (20-35 iim de
diámetro), de forma oval o piriforme, localizadas en las
regiones magnocelulares del NP~J (Fig. 3.5 y 3.6). Alguna
célula de menor tamaño (aproximadamente 15 pm de diámetro)
aparece marcada para la AVP o la OT en regiones parvocelula-

res mediales del mismo núcleo.

En la Figura 3.5 se observa cómo las neuronas vasopresí-
nérgicas tienden a agruparse dorsolateralmente en el NPV,

constituyendo su división maqnocelular posterior lateral. En
cambio, las células oxitocinérgicas se disponen ventrolate-
ralmente y alrededor de las anteriores (Fig. 3.6), correspon-

diendo a la división magnocelular posterior ventral del NPV

según el criterio cítoarquitectónico que venimos utilizando
(Sawchenko y Swanson, 1983).

En las células vasopresinérgicas y oxitocinérgicas el

producto de la inmunorreacción se localizaba en el citoplas-
ma, rodeando al núcleo de la célula y dándole a ésta un

aspecto granuloso (Fig. 3.9A y C, respectivamente). Igualmen-

te, se apreciaba inmunorreactividad en las prolongaciones

neuronales, algunas de las cuales presentaban un aspecto
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varicoso (Fig. 3.9 A y C).

Ni el aislamiento ni el estrés por inmovilización
afectaron de forma evidente la distribución e intensidad de

la inmunorreacción para la AVP y la OT en las neuronas del
NPV, como puede apreciarse en las Figuras 3.5 y 3.6.

b) Eminencia media.-ET
1 w
236 605 m
355 605 l
S
BT


Las fibras vasopresinérgicas y oxitocinérgicas se

localizaban mayoritariamente en la capa fibrilar de la zona

interna de la EM (ZIEM, Figs 3.7 y 3.8, respectivamente). Sin
embargo, se observaron algunas fibras varicosas inmunorreac—
tivas para AVP y CL con grandes dilataciones, próximas a

capilares portales en las capas reticular y empalizada de la

ZEEN (Fig. 3.9B y D, respectivamente).

No se observaron diferencias apreciables entre los
distintos grupos experimentales en cuanto al contenido de

fibras inmunorreactivas para AXTP y OT en la eminencia media,
ni a nivel de la zona interna, ni a nivel de la zona externa

(Figs 3.7 y 3.8). Tampoco se apreciaron diferencias entre los
grupos estudiados en relación con el inmunomarcaje para la
AVP y la OT a nivel de la neurohipófisis (datos no mostra-

dos)
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Figura 3.2.- Microfotografías a nivel de la adenohípótisis en
las que se observan células inmunorreactivas para la cortico-

tropina (ACTH) siguiendo la técnica de la PAL’. (A) animal

control C2M, situación basal; (B) animal C2M sometido a
estrás por inmovilización durante 15 minutos; (C) animal

aislado (A2M), situación basal; CD) animal A2M sometido a

estrás por inmovilización durante 15 minutos.
En cada figura se muestran detalles de células cortico-

tropas a mayor aumento. Obsérvese cómo el producto de la
inmunoreacción se depositó periféricamente en el citoplasma

en situación basal (detalle de Figs 3.2A y C), mientras que
tras 15 mm. de estrés se incrementó el área del citoplasma
inmunorreactivo así como la intensidad de la inmunorreacción
(detalle de Figs 3.2B y D). La inmovilización provocó,

además, un aumento de células inmunorreactivas para la ACTH,
siendo este incremento menor en el grupo A2M (Fig. 3.2D) que

en el C2M (Fig. 3.2B).

Barras de calibrado: panorámica 100 ~m, detalle 10 pm.
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3. Resultados

Figura 3.3.- Cortes coronales a nivel del NPV, donde se

aprecian neuronas inmunorreactivas para la hormona liberadora
de ACTH (CHH, flechas), siguiendo la técnica de la PAL’. (A)

animal control (C2M), situación basal; (B) animal C2M

sometido a estrés por inmovilización durante 15 minutos; (C)

animal aislado (A2M), situación basal. (D) animal A2M

sometido a estrés por inmovilización.
En el detalle se muestra, a más aumentos, una neurona

inmunopositiva para CRH, indicada en la Figura 3.3A mediante

una punta de flecha.
No se aprecian diferencias evidentes entre los distintos

grupos experimentales.
111V: tercer ventrículo. Barras de calibrado: panorámica

100 pm, detalle 10 jim.

79



-‘7

fi

A

-2

1*

‘4e

6



3. Resultados

Figura 3.4.— Microfotografías de cortes transversales a nivel
de la EM mostrando fibras inmnunorreactivas para CRE, princi-
palmente en su zona externa. (A) C2M, situación basal; (E)
C2M, estrés; (O) A2M, situación basal; (U) A2M, estrés.

Obsérvese el incremento de marcaje para la CRIl en los

animales del grupo A2M. Las flechas indican áreas de intensa

inmunorreactividad en las regiones laterales de la zona
externa de la EM.

111V: tercer ventrículo. Barra de calibrado: 100 pm.
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3. Resultados

Figura 3.5.— Microfotografías de cortes transversales a nivel
del NPV mostrando neuronas (flechas) y fibras inmunorreact—

ivas (puntas de flecha) para la AVE mediante la técnica de la

PAF. (A) C2M, situación basal; (E) C2M, estrés; (C) A2M,
situación basal; (D) A2M, estrés.

No se aprecian diferencias entre los distintos grupos

experimentales -

111V: tercer ventrículo. Barra de calibrado: 100 pm.
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.3. Resultados

Figura 3.6.— En las microfotografías de cortes transversales
a nivel del NPV, se muestran neuronas (flechas) y fibras
inmunorreactivas (puntas de flecha) para la OT. (A) C2M,

situación basal; (B) C2M, estrés; (C) A2M, situación basal;

(D) A2M, estrés.
No se observan diferencias entre los grupos experimenta-

les.
IIIV~ tercer ventrículo. Barra de calibrado: 100 pm.
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3. Resultados

Fim~a 3.7.— Cortes coronales a nivel de la eminencia media
(EM), mostrando fibras inmunorreactivas para la AVP, locali-
zadas en su mayoría a nivel de la capa fibrilar de la zona
interna de la misma.

(A) C2M, situación basal; (B) C21’1, estrés. (C) A2M, situación
basal. (U) A2M, estres.

No se aprecian diferencias entre los distintos grupos

experimentales.
111 \f: Tercer ventrículo. Barra de calibrado: 100 pm.
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3. Resultados

Figura 3.8.— Microfotografías de cortes transversales a nivel

de la EN, observándose fibras inmunorreactivas para la OT, en

su mayor parte localizadas en la capa fibrilar de su zona
interna.

(A) C2M, situación basal; (3) C2M, estrés; (C) A2M, situación
basal; (D) A2M, estrés.

No se aprecian diferencias evidentes entre los grupos

experimentaies.
111V: tercer ventrículo. Barra de calibrado:: 100 pm.
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3. Resultados

Figura 3.9.— Detalle de neuronas vasopresinérgicas (A) y
oxítocinérgicas CC) en la división magnocelular del NPV.

tB) Fibra inmunorreactiva para AVP (flechas) rodeando un vaso
(asterisco) en la capa empalizada (ce) de la ZEEN. (D) Fibra

varicosa inmunonxarcada para OT (flechas) atravesando la capa

reticular (cr) de la ZEEN y cursando hacia la capa empalizada

(ce> de la ZEEM.
Barra de calibrado: 15 vun
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3. Resultados

3.4.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE LA ACTIVIDAD

UNITARIA EXTRACELULARDE NUCLEOSCEREBRALESIMPLICADOS

EN LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD ERA.-

Nuestro siguiente objetivo consistió en comprobar si las
alteraciones encontradas tras el aislamiento social en la

funcionalidad del eje HEA estaban relacionadas con cambios en
la actividad de centros nerviosos reguladores de dicha

actividad, como son el núcleo de la estría terminal (NEST),
el área preóptica (APO) y el núcleo paraventricular hipotalá-
mico (NPV). Para ello, se procedió a realizar un estudio de
las unidades neuronales mediante el registro extracelular de

su actividad espontánea así como de sus respuestas provocadas

por estimulación de la amígdala medial (AMe).

En los animales pertenecientes al grupo control se

registraron un total de 123 unidades: 65 en el NEST, 49 en el
APO (28 células en el área preóptica lateral (APL) y 21
células en el área preóptica medial (APM)) y 9 en el NPV.

En los animales criados en aislamiento social se

consiguieron un total de 86 registros: 29 en el NEST, 50 en

el APO (APL: 35 neuronas, APM: 15 neuronas) y 7 en el NPV.

En todos los casos se comprobó histológicamente la
localización correcta de los electrodos de registro y

estimulación, como se describió en el apartado de Material y
Métodos (Figura 3.lOA, E y C).
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3. Resultados

Figura 3.10.— Localización anatómica de los electrodos de
registro y estimulanon.

(A) Fotomicrografía que muestra un ejemplo del marcaje
con el colorante Chicago sky blue (fiechM tras el registro

de una unidad en el APL.
Abreviaturas: APL, area preóptica lateral; CA, comisura

anterior. Barra de calibrado: 200 pm.
(B~ Ectomicroarafía que muestra la localización del

electrodo de estimulación en el AMe (flecha).

Abreviaturas’ AMe núcleo medial de la amígdala; QO, quiasma
óptico. Barra de calibrado: 400 pm.
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3. Resultados

El registro de las unidades se llevó a cabo a partir del
momento en que se estabilizó la descarga de la célula,

eliminándose con ello la posibilidad de que existiera algún
tipo de daño celular.

Además del estudio de la actividad espontánea, se
registró la respuesta de cada unidad a la estimulación

eléctrica del AMe. Las células se clasificaron de acuerdo con
el tipo de respuesta que presentaban, tratándose en todos los

casos seleccionados para el presente trabajo de una respuesta
ortodrómica, sin que la estimulación de la AMe provocase en
ningún caso una espiga antidrómica. Como se ha expuesto en
Material y Métodos las respuestas de las unidades registradas
provocadas por la estimulación amigdalina consistieron en una

activación (013+), o en una inhibición o reducción (013-) de su

descarga (figura 3.11).
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A

B

Figura 3.11.- (A) 20 barridos superpuestos de la actividad
unitaria registrada en células del NEST tras la estimulación

eléctrica del núcleo medial de la amígdala (AMe) a 0.2 Hz de

frecuencia de estimulación. La célula mostró un incremento de
descarga de potenciales de acción (013±) en respuesta a la
estimulación amigdalina. La flecha señala el artefacto del

estimulo,
(E) Trazos en el osciloscopio de 20 barridos superpues-

tos de la actividad unitaria registrada en una célula de

tras la estimulación eléctrica de la amígdala medial (AMe) a

0.2 Hz de frecuencia. La descarga de la célula resultó
abolida (CD-) por la estimulación de la AMe. La flecha indica
el artefacto del estímulo.
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Sólamente se registré una célula Tisilenciosair (es decir,

que no descargaba espontáneamente) que fué detectada al
descargar en respuesta a la estimulación del AMe.

3.4.1.- Núcleo de la estría terminal (NEST¼-ET
1 w
234 651 m
497 651 l
S
BT


En este núcleo se registraron 65 células en los animales

control y 29 células en los animales aislados socialmente.

La frecuencia de descarga espontánea fué similar en

ambos grupos de animales (control: 3.81±0.60 espigas/segundo
(Hz); aislados: 4.14±0.67 Hz), como se representa en la Tabla

VI. En esta tabla y en la Figura 3.12 también aparecen
reflejadas las distribuciones de frecuencias de respuesta de

las células del NEST a la estimulación eléctrica del AMe (en

forma de % de neuronas que presenta cada patrón de respues-
ta). La mayoría de las unidades aisladas en el NEST aumenta-
ron su frecuencia de descarga en respuesta a la estimulación

de la AMe en ambos grupos de animales <63.6% en controles y

65.5% en aislados).

La comparación de las distribuciones de frecuencias de
respuesta, mediante la prueba /2, indicó que el aislamiento

social no provocaba alteraciones estadísticamente significa-
tivas en el patrón de respuesta de las unidades registradas

en el NEST a la estimulación eléctrica del AMe (Tabla VI y
Fig. 3.12).
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TABLA VI

Frecuencia de descarga espontánea de las células registradas

en el NEST de ratas control y aisladas, expresada en número

de espigas/segundo (Hz), así como su distribución de frecuen-
cias de respuesta a la estimulación eléctrica del AMe (en
porcentaje de células).

RESPUESTA A LA ESTIMULACIÓN

f (Hz) 0134- CD- NR

C2M (n=65) 3.81±0.60 ¡ 63.6 % 28.8 % 7.6 %

A2M (ns2Y) 4.14±0.67 65.5 % 31.0 % 3.5 %

n.s. 4 n.s. $

El análisis estadístico de los datos relativos a la frecuen-

cia de descarga espontánea se realizó mediante el test t de
Student (4). y el correspondiente a los datos de frecuencia
de cada respuesta se llevó a cabo mediante el test de X2 ($).

n.s. : diferencias estadisticamente no significativas. n:
número de células.

Tipo de respuesta de las células registradas a la estimula-

ción de la amígdala medial: excitatoria (013+), inhibitoria
(CD-), ausencia de respuesta (NR),
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7- A J ESTIA4LJLACIQN DE LA A..A/tctc
Núcleode la estría terminal

1 00 M a

Li control

80

*

~1

CA
o)
o-o,
o)

50 -i

40-’

20

o

OD+ OD- NR

Fig. 3.12.— Distribución de las respuestas de células del
NEST a la estimulación de la amígdala medial (AMe) en
animales control y aislados, 013+: células activadas; CD-:

células inhibidas; NF: células que no respondieron a la

estimulación.
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También se analizaron la latencia y duración de las

respuestas, la frecuencia espontánea de descarga y profundi-
dad a la que se localizaron las células, una vez agrupadas

según su tipo de respuesta a la estimulación de la AMe. Los
resultados de este análisis y la comparación estadística

entre el grupo control y el grupo mantenido en aislamiento

social se muestran en la Tabla VII, sin que se observaran

diferencias significativas respecto a las variables estudia-

das. Destacamos aquí que, dentro de la población de neuronas

registradas en el NEST que respondían con OD+ a la estimula-

ción del AMe, tres células mantuvieron la duración de esta
respuesta por encima de los 200 ms (280, 700 y 1124 ms) en el

grupo de animales aislados, valor muy por encima de la media

encontrada en i-- r’m-<’t-~ animales control.

TABLA VII

Valores de las distintas variables analizadas tras la
agrupación de las células registradas en el NEST según su
tipo de respuesta a la estimulación de la AMe: profundidad
(mm) a la que se localizaban las unidades aisladas, frecuen-
cia de descarga espontánea (f) en espiqas/segundo (Hz), y

latencia y duración de la respuesta <ms).

NEST

Respuesta Variables ¡ Control (n=65~ Aislados (n=29) ¡

0D-t Profundidad (mm) 6.37±0.09(nz41) ¡ 6.41±0.15 (n=19)

1 (Hz) 3.03±0.73 3.78±0.97

Latencia (ms) 33.9±8.8 36.5±13.0

Duración (ms) 25.3±6.5 135.8±70.44

CD- Profundidad (mm) 6.49±0.11(n=19) 6.25±0.17(n9)

1 (Hz) 6.34±1.52 5 81±1.18

Latencia (ms) 9.4±2.8 ¡ 9.6±2.9 ¡

- ‘ Duración (nis) 195.9±4L5 237.7±129.9
4 —— -r

NF Profundidad (mm) 6.83±0.14(n=5) 5.89 (n=l)

1 (Hz) 4.69±2.97 ¡ __ 0.80 ¡

Media±E.E.M. OD-i-: respuesta excitatoria; CD—: respuesta
inhibitoria; NR: ausencia de respuesta. n: número de células
registradas. Test t de Student, excepto cuando no se cumplie-
ron los requerimientos de normalidad, que se utilizó el test
U de Mann-Whitney.
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En alguna de las células del NEST, tras la activación
provocada por la estimulación de la amígdala medial se
observó una inhibición de la frecuencia de descarga,
fenómeno que simbolizamos por

10
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miEd

400 500200

TIME — msec

Fiq. 2.13.- Respuestas de unidades del NEST a la estimula-
ción eléctrica de la amígdala medial (AMe), tomando como
referencia (tiempo 0) la ocurrencia del estímulo. La barra
representa 10 ms y se muestran datos de 20 épocas de estímu-
los. En la figura A se observa la respuesta excitatoria (00+)
a dicha estimulación (indicada por la flecha vertical). La
figura B muestra una respuesta inicial excitatoria de menor
latencia seguida por una inhibición (00+!-) de gran duración.
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No se encontraron diferencias entre el grupo control y
el mantenido en aislamiento ni respecto a la frecuencia de
aparición de este tipo especial de respuesta, ni en la
frecuencia de descarga espontánea de las células que lo
exhibían, ni respecto a la duración de la inhibición:

- Controles (n=9 células, 21.95% de las que fueron
activadas por estimulación de la AMe):

fs203±0.51 Hz
Duración de la inhibición: 759.56±494.96ms.

— Aislados (n=4, 21.05% de las células 013±):
fz6 4l~4 18 Hz
Duración de la inhibición: 112.00±41.79 ms.

Unicamente en tres células registradas en el NEST de
animales aislados se produjo un cambio en la respuesta a la
estimulación de la amígdala medial despuésde unos minutos de
registro, pasando de un incremento en la frecuencia de
descarga a la inhibición de ésta (013+ a 013-). En los animales
control no se detectó este tipo de fenómeno pero, en cambio,
se registraron 3 células que respondieron con dos períodos
consecutivos de excitación a la estimulación de la AMe
(intervalo (ms) entre ellos (¿¿figura 3c del manuscrito AD
como muestra del fenómeno??>.

3.4.2.- Area preóptica (APO).-ET
1 w
236 434 m
392 434 l
S
BT


En esta región se registró la actividad unitaria de 49
células en animales control y de 50 en animales deprivados
socialmente. Todas las unidades aisladas presentaron activi-
dad espontánea excepto en el caso de una célula ¿silente?
encontrada en área preóptica lateral (APL) de animal control,
en la que se registró únicamente su respuesta a la estimula—
ción eléctrica de la AMe.

Las unidades aisladas en el APO mostraron una frecuencia
de descarga espontánea mayor que las del NEST, y dicha
descarga no se modificó significativamente tras el aislamien-
to social (controles: 9.85±1.1 Hz; aislados: 8.10±0.83 Hz;
Tabla VIII y Fíg. 3.13). La mayoría de células aisladas en el
APO de animales con contacto social fueron activadas por la
estimulación de la AMe (62%); tras el aislamiento social
disminuyó significativamente el número de células preópticas
que presentaron dicha respuesta (36%), incrementándose el
porcentaje de células que resultaron inhi]?idas (38~<, en
comparación con el grupo control (p<O.05, X=9.02), como se
muestra en la tabla VII y Figura 3.13.
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TABLA VIII

Frecuencia de disparo espontáneo (f) en Hz de las unidades
aisladas en el área preóptica (APO) de ratas control y
aisladas (media±E.E.M.1?. así como su patrón de respuesta a la
estimulación de la amígdala medial (en porcentaje).

RESPUESTA_A LA_ESTIMULACIÓN

f (Hz) 013+ OD- NR

C2M(ns49) - 9.85±1.10 1
62.0% 14.0% 24.0%

A2M(ntSO) 8.10±0.83 ¡

1 36. __— ¡ O % 38.0% ___ 26.0%

n.s. fl ¡ p=0.05 $

4*: test t de Student; $: test de >0. n.s. : diferencias
estadístícamente no significativas.
OD±: activación; CD-: inhibición; NR: Ausencia de respuesta;
n: número de células.
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.R/.5;jRLJEST~ 4 ¡ A EST/MULACIÓÍV DE LA AMIDDALA ME/DIAL
Area Preóptica

1 00 -v

U aislamiento

L control

80 -;

* 60 1
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0~2~~~~i~

OD+ OD- NR

Fig. 3.13.— Distribución de las respuestas de células del
APa a la estimulación de la amígdala medial (AMe) en animales
control y aislados. 013+: células activadas ortodrómicamente.
CD-: células inhibidas ortodrómicamente. NR: células que no
respondieron a la estimulacion. El aislamiento social alteró
significativamente el patrón de respuesta de las células
registradas (p<0.05, test de Xh.
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Tras el agrupamiento de las unidades registradas en el
APO de acuerdo al tipo de respuesta a la estimulación de la
AMe, se analizaron: la profundidad a la que se localizaron
las unidades aisladas, su frecuencia de descarga espontánea,
y la latencia y duración de la respuesta. En la Tabla IX

aparecen reflejados los resultados de este análisis, obser-
vándose que la descarga espontáneade las células del APO que
no respondieron a la estimulación de la amígdala medial era
significativamente menor en animales aislados que en el grupo
control (Z=-l.97, p<O.05). No se obtuvieron diferencias
significativas entre los dos grupos experimentales respecto
a las demás variables consideradas.

TABLA IX

Profundidad (en mm) a la que se localizaban las células
registradas en el APa, frecuencia de descarga espontánea (f)
en Hz, latencia de respuesta a la estimulación eléctrica de
la AMe y duración de dicha respuesta (ms) en los distintos
grupos de células clasificados según el tipo de respuesta.

APO

Respuesta ¡ Variables Controles (n=49) Aislados (n=50) -

0D~ Profundidad (mm) 7.92±0.09(ntSO) 7.36±0.19(nzlS) ¡

1 (Hz) 8.17±1.25 7.24±1.25

Latencia (nis) 62.7±24.9 54.1±14.6

Duración (me) 53.8±12.5 62.7±14.0

CD— Profundidad (mm) 7.67±0.24(nz7) ‘ 7.57±0.13(n=19)

1 (Hz) 9.47±3.25 9.21±1.39

Latencia (me) ‘ 10.4±4.5 ¡ 8.7±1.8

Duración (ms) _ 185.9±77.9 103.9±15.3

NR Profundidad (mm) 7.99~0.l8 (nzl2) 7.49±0.12(nrl3)

f(Hz) ___ 14.74±2.88* ¡ 7.83±1.90* ¡

Los datos muestran la media±E.S.M.
013±: activación. 013-: inhibición. NR: Ausencia de respuesta.
n: número de células.
*: p<O.05, test U de Mann-Whitney.

Al igual que en el NEST, algunas de las células respon-
dieron con una secuencía excitación-inhibición (OD+/-) a la
estimulación de la AMe: 2 unidades en el grupo control y 1 en
el grupo aislado (6.5% y 5.6%, respectivamente, de las
células con respuesta 013+), cuyas frecuencias de descarga
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3. Resultados

espontánea y duraciones de la inhibición fueron:
- control: ft8.0±1.41 Hz; duración inh.=153±4.24 ms
— Aislamiento: fr22 Hz; duración inh.=38 ms

Tras observar alteraciones en la actividad eléctrica de las
neuronas registradas en el área preóptica como consecuencia
del aislamiento social, las células fueron analizadas
separadamente para determinar si dichas alteraciones eran
distintas si las unidades registradas procedían del área
preóptica lateral (APL) o del área preóptica medial (APM).

3.4.2.a. Area preóptica lateral (APL).-ET
1 w
279 592 m
492 592 l
S
BT


La frecuencia de descarga espontánea fué similar en las
28 unidades registradas en el APL de animales control
(11.33±1.54 Hz) y en las 35 células aisladas en animales
sometidos a deprivación social (8.24±1.02 Hz), como se
representa en la Tabla IX. Tampoco se encontraron alteracio-
nes significativas debidas al aislamiento social en el patrón
de respuesta a la estimulación de la AMe, aunque se observó
un incremento en el número de células que fueron inhibidas
por estimulación de la AMe (Tabla X y figura 3,14).
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TABLA X

Frecuencia de disparo espontáneo (f) en Hz de las unidades
aisladas en el área preáptica lateral CAEL) de ratas control
y aisladas (media±E.E.M.), así como su patrón de respuesta a
la estimulación r19 1~ ~rnYcrri.z~Th medial (en porcentaje).

RESPUESTAA LA ESTINULACION

t(Hz) 00-4- no— NR

C2M (nt28) 11 T~+1 54 j 44.8 % 20.7_% 34.5_%

A2M (n=35) 8.24±1.02 34.3 % 45.7 % 20.0 %
--t-----——------—-.----- ---~ --~-

n.s. # n.s. $

4: Análisis estadístico de los datos de frecuencia de
descarga medtante el test t de Student.
$: test de X para el análisis de los datos de frecuencia de
respuesta.
n.s. diferencias estadísticamente no significativas.
00±: activación- 00-: inhibición; NR: Ausencia de respuesta.
n: número de células.
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RESRUL§TA ALA ESTIMULACION DE LA AMISDALA MEDIAL
Area preóptica lateral

100 U aislamiento

L control

50

60-)
(U
.4-
0a>

0
0> 40]

20

o __

OD+ OD- NR
Fig. 3.14.— Distribución de las respuestas de células del
APL a la estimulación de la amígdala medial (AMe) en animales
control y aislados. OD-v: células activadas ortodrómicamente.
CD-: células inhibidas ortodrómicamente. NR: células que no
respondieron a la estimulación. Las diferencias en la
distribución de la respuesta entre el grupo control y el
mantenidq en aislamiento social se determinó por medio del
test de X’. n.s. : diferencias no significativas entre grupos.
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En cuanto al análisis de la profundidad a la que se
encontraron las unidades registradas, la frecuencia espontá-
nea de descarga de las mismas, y la latencia y duración de
cada tipo de respuesta, tras el aislamiento social se observó
una disminución significativa de la frecuencia de descarga
espontánea en las células que no respondían (NR) a la
estimulación de la AMe (Z= -2.26, p=O.OS), como se refleja en
la Tabla XI. No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos de animales respecto a las demás variables
estudiadas.

TABLA XI

Profundidad (mm) a la que se localizaban las unidades
aisladas en el APL, frecuencia de descarga espontánea (f) en
Hz, latencia de respuesta a la estimulación eléctrica de la
AMe y duración de dicha respuesta (ms) en los distintos
grupos de células clasificados según el tipo de respuesta.

AP L

Respuesta Variables Controles (n=28>

00÷ Profundidad ( 3 7.84±0.14(nrl2)

1 (Hz)

Latencia (ma)

8.81±2.18

37.5±13.4

Buración (ma) 44.8±11.2

CD— 7.73±0.28 (n=6)Profundidad (mm)

f (Hz)

Latencia (ma)

8.7113.77

10.8±5.4

Duración (ms) _ 208.2±88.7

Profundidad (mm) 7.89±0.19 (n=l0)

15.35±2.98f (Hz

Aislados (n=35)

¡ 7.14±0.19 (n=12)

7,57±1.85

63.0±20.8

72.5±18.6

7.51±0.15 (n~i6)

9.81±1.60

7.2±2.0

108.8±19.7

7.24±0.14 (nz7) ¡

5.51±1.57 *

Los datos representan la media±E.E.M.
OD+: activación. OD-: inhibición. NR: Ausencia de respuesta.
nr numero de células.
X: p<0.05, test U de Mann-Whitney.

Dentro del grupo control no se encontró en el APL
ninguna célula que tras la activación provocada por la
estimulación de la amígdala medial presentara una inhibición
de la frecuencia de descarga (0D+/-) y sólo una célula
exhibió tal tipo de respuesta en un animal aislado (8.3% de
las células 00+). Esta unidad descargaba espontáneamente con
una frecuencia de 22 Hz y la duración de la inhibición fué de
38 ms.
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3.4.2.b. Area preóptica medial (APM).-ET
1 w
279 728 m
485 728 l
S
BT


Se registraron 21 unidades en el APM de animales control
y 15 en el de animales aislados. El aislamiento social no
alteró la frecuencia de descarga espontánea, como se refleja
en la tabla XII.

La mayoría de células registradas en el APM del grupo
control aumentaron su frecuencia de descarga en respuesta a
la estimulación del AMe (85.7%). La deprivación social alteró
dicha respuesta, produciendo una disminución significativa
del número de unidades que eran activadas tras la estimula-
ción (40%) y un aumento paralelo de células que resultaron
inhibidas (contreles: 4»??; ~sl~dos:20%), como se muestra
en la Tabla XII y Figura 3.15 (X~=8..23, p<0.05)
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TABLA XII

Frecuencia de descarga espontánea (fi en Hz de las células
registradas en el área preóptica medial (APM) de ratas
control y aisladas (media±E.E.M.), así como su respuesta a la
estimulación de la amígdala medial (en porcentaje de células
que presentó cada tipo de respuesta).

C2M (n=21) -- 7.62±1.47

A2M (n=15) ¡ 7.79±1.56

RESPUESTAA LA ESTIMULACIÓN

f (Hz) OD+ OD- __ NR

85.7% 4.8% 9.5%’

40.0 % _ 20.0 % 40.0%’

n.s. # p<0.05 $

*: Análisis 9stadístico mediante el test t de Student.
$: test de t.
n.s. : diferencias estadísticamente no significativas.
OD±: activación; OD-: inhibición; NR: Ausencia de respuesta;
n: numero de células.
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RE.SEL/ES LA A LA ES [¡MOLAO/QN DE LA AM/O DALA MED/AL
Area preóptica medial
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Eig. 3.15.— Distribución de las respuestas de células del
APM a la estimulación de la AMe en animales control y
aislados. OD-i-: células activadas ortodrómicamente. CD-:
células inhibidas ortodrómicamente. NR: células que no
respondieron a la estimulación. Las diferencias en el patrón
de respuesta entre el grupo control y el mantenido en
aitlamiento social resultaron estadísticamente significativas
(X =8~23, p<O.OS).

OD± OD- NR
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Tras analizar la latencia y duración de cada tipo de
respuesta a la estimulación de la AMe, así como la frecuencia
de descarga espontánea y la profundidad a la que se localiza-
ban las unidades aisladas, no se obtuvieron diferencias
estadísticamente significativas entre animales control y
aislados (Tabla XIII).

TABLA XIII

Profundidad (mm) a la que se localizaban las unidades
aisladas en el APM, frecuencia de descarga espontánea (f) en
Hz, latencia de respuesta a la estimulación eléctrica de la
AMe y duración de dicha respuesta (ms) en los distintos
grupos de células clasificados según el tipo de respuesta.

APM

Respuesta Variables Controles_(ns2l) _ Aislados (n=15)
——————.

OD+ ¡ Profundidad (mm) 7.98±0.11(nzlS) ¡ 8.00±0.22 (n=6)

f (Hz) - 7 71+1 57 6.58±2.08

Latencia (ms) 79.1±40.7 37.8±16.2

Duración (ms) ¡~ 59.6±19.8 50.5±16.8

CD— ¡ Profundidad (mm) 7.31 (nzl) ¡ 8.04±0.30 (ns3) ¡

i (Hz) 14.00 6.00±2.56 ¡

Latencia (ms) 8.0 15.0±3.6

Duración (ms) 52.0 91.7±8.9

NR Profundidad (mm) 8.48±0.64 (n=2) ¡ 7.60±0.06 (n6)

f (Hz) ¡ 12.00±11.04 10.53±3.64

Los datos representan media±error estándar de la media.
Análisis estadístico de los datos mediante el test t de
Student.
II: número de células.
019+: activación ortodrómica. 019-: inhibición ortodrómica. NR:
Ausencia de respuesta.

En el grupo control, 2 células exhibieron una respuesta
OD+/- a la estimulación de la AMe, constituyendo el 11.1% de
las unidades activadas (019+). Su frecuencia de descarga
espontánea era de 8.00±1.41 Hz y la duración del período
inhibitorio: 153.00±4.24 ms. No se encontró este tipo de
respuesta en el grupo deprivado socialmente.
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3.4.3. Núcleo paraventricular bipotalámico (NPV)

Las unidades registradas en el NPV de animales control

(n=9) y de animales aislados (nz7) presentaban frecuencias de

descarga que no eran significativamente diferentes (control:

6.91±3.03 Hz; aislamiento: 3.39±1.20 Hz), como se muestra en

la Tabla XIV.

El N?V contiene una población de neuronas que secretan

vasopresina y se caracterizan electrofisiológicamente por sus

patrones fásicos de descarga eléctrica espontánea45S63, como

se ha descrito en la Introducción. En el grupo control del

presente estudio registramos 3 unidades que mostraban dichos

patrones fásicos de actividad de descarga y se trataría, por

tanto, de células magnocelulares vasopresinérgicas. De ellas,

una resultó activada por la estimulación de la amígdala

medial, otra fué inhibida y la otra no respondió. En el grupo

mantenido en aislamiento social no identificamos ninguna

neurona que disparase fásicamente.

A continuación nos centraremos en el estudio de las

células del NP’! que no presentaron un patrón fásico sino

tónico de descarga espontánea (continuo y heterogéneo) y que

se localizaban histológicamente en la división parvocelular

dorsomedial, por su interés para nuestro trabajo, al poder

incluir células CRF-positivas. Todas las células con activi-

dad no—fásica en animales control fueron activadas por la

estimulación de la AMe (100%); en cambio, el aislamiento

social redujo significativamente (Xt=4.97, p<0.05) dicho

porcentaje (42.9%), incrementando el número de células que

fueron inhibidas (28.5%) y no respondieron (28.6%), como se

representa en la Tabla XIV y Figura 3.16.
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TABLA XIV

Frecuencia de descarga espontánea (f) en Hz de las células
registradas en el núcleo paraventricular (NP’!) con un patrón

de actividad no-fásica (media±E.E.M4, así como su patrón de

respuesta a la estimulación de la AMe (en porcentaje), tanto

en el grupo control como el mantenido en aislamiento social.

RESPUESTAA LA ESTIMULACION

OD-/NRf (Hz) OD+

G2M (n=6) 6.91±3.03 100 % O %

A2M (n=7) 3.39±1.20 ¡ 42.9 % 57.1 % ¡

n.s. # p<O.05 $

#: test t de Student; $: test de t.

n.s. : diferencias estadísticamente no significativas. n:

número de células.

019+: activación. 00-/NR: células inhibidas o que no respon-

dieron (En el grupo aislado socialmente, OD-:28.5% y NH:28.-

6%)
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RESPUESTA A LA ESTIMULACIÓN DE LA AMíGDALA MEDIAL
N¿cieo paraventricular (cálulas con actividad no-fásica)

I00-

80 1

UU ¡

4-.u)
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o. ¡
U> 40
4>
rr

n (‘N
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O ,

U aislamiento

E control

Fig. 3.16.- Distribución de las respuestas de células con

patrón de actividad no-fásica del NP’! a la estimulación de la

amigdala medial en animales control y aislados. OD-i-: células

activadas ortodrómicamente. 019-/NR: células inhibidas o que

no respondieron a la estimulación. El aislamiento social

provocó una disminución significativa del número de células

que fueron activadas, acompañada de un incremento de células

CD--/NR (X2=4.97, p<O.C5).

OD+ OD-/NR
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No se encontraron unidades que respondieran a la

estimulación de la AMe con una etapa inicial de activación

seguida de un período extenso de inhibición (019+!-) ni en

ratas control, ni en aisladas.

En la Tabla XV se representa la profundidad a la que se

encontraban las unidades con actividad no-fásica registradas

en el NP’!, la latencia y duración de cada tipo de respuesta

a la estimulación de la AMe, así como su frecuencia de

descarga espontánea. Las células que eran activadas tras la

estimulación de la AMe, presentaban una frecuencia de

descarga espontánea significativamente menor en los animales

aislados que en los control (t=2.09, p~zO.O5). En el grupo

control todas las células registradas en el NP’! respondieron

con activación a la estimulación de la amígdala medial.
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TABLA XV

Profundidad (mm) a la que se localizaban las unidades con

actividad no-fásica aisladas en el NPV, frecuencia de

descarga espontánea (f) en Hz, latencia y duración (ms) de la

activación como respuesta a la estimulación eléctrica de la
AMe y duración de dicha respuesta (ms).

NP’!

Respuesta [ Variables ¡ Controles (n~6) Aislados (n~7)

019+ ¡ Profundidad (mml 1 7.64±0.06 (nz6) ¡ 7.18±0.35 (n=3)

f (Hz) 6.91±2.53 1.02±0.50 *

Latencia (ms) 55.83±32.58 127.3±143.0

Duración (ms) 189.11±100.74

019- • Profundidad (mm) (nrO)

f (Hz>

• Latancia (ms)

Duración (ms)

NR Piofundidad Irnm) (nrO)

f (Hz>

102.0±109.3

7.51±0.37 (nr2)

2.30±0.99

10.0±0.0

• 127.5±17.7

7.67±0.26 (n=2)

8.25±1.06

Los datos representan media±error estándar de la media.

n: número de células.

Análisis estadístico de los datos mediante el test t de

Student (* p<O.O5}.

OD+: activación ortodrómica.
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3.5.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE EL CAMPO

DENDRITICO DE NEURONASDEL AREA PREOPTICA.-ET
1 w
138 715 m
446 715 l
S
BT


Una vez constatada la existencia de alteraciones en la

actividad eléctrica espontánea y, sobre todo, en la respuesta

a la estimulación de la amígdala de las neuronas del área

preóptica, así como del núcleo paraventricular, nos propusi-

mos identificar cuantitativamente si dichas alteraciones

estaban relacionadas con cambios en la sinaptología neuronal.

Para ello, realizamos un estudio en el campo dendrítico de

neuronas del área preáptica tras la situación de deprivación

social, ya que como se ha visto en el planteamiento del

presente estudio, pueden estar implicadas en la regulación de

la actividad del eje HHA a través de sus eferencias al núcleo

paraventricular.

3.5.1.- Area preáptica medial. Densidad de espinas

dendríticas en neuronas del APM-ST.-

El estudio de cuantificación se realizó sobre las

espinas de dendritas orientadas perpendicularmente a la

estría terminalis en neuronas del área preóptica medial

estrial (APM—ST; Fig. 3.17). Como dato se utilizó el

cociente: número de espinas/mm de dendrita.

Como puede apreciarse en la Tabla XVI, los animales

aislados presentaban una densidad media de espinas

dendríticas significativamente superior a su respectivo grupo

control en las neuronas del API4-ST (t=2.56, p<0.05).
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TABLA XVI

Número de espinas/mm en dendritas orientadas de neuronas del

APM-ST en animales control y aislados (media±E.E.M.).

e ¡mm

C2M 217.36±10.86

UN 267.88±16.47

t=2.56, p<O.O5

n= 34 dendritas/grupo experimental

Análisis estadístico mediante el test t de Student.

3.4.2.- Area preáptica lateral. Cuantificación del
campo dendritico de una población homogénea de

neuronas . —

Como se ha dicho con anterioridad, el tipo neuronal

estudiado corresponde a una población homogénea de neuronas
situadas en la región rostral del área preópti¡ca lateral

(APE), localizadas anteriormente al cruce de la comisura

anterior, nado que dicho tipo neuronal no ha sido definido

previamente, al menos de forma expresa, en este área

trataremos, en primer lugar y de un modo detallado, sobre sus

características diferenciales, estudiadas mediante el método

de Golgi.

3.5.2.a.- Estudio descriptivo del tipo neuro-ET
1 w
280 265 m
524 265 l
S
BT


nal estudiado: neuronas multipolares rostra-ET
1 w
210 250 m
525 250 l
S
BT


les. -

Dentro del APO, y siguiendo los criterios anatómicos

descritos en el apartado de Material y Métodos para delimitar

el APL, centramos nuestra atención en un tipo neuronal que

aparece a lo largo de 600-800 ~m en dirección rostrocaudal,

entre el límite rostral del APL y el cruce de la comisura
anterior, que supone el limite caudal.

Se trata de un ¿lea ÚUV rica en fibras, en la cual la
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población dominante es la estudiada por nosotros

(aproximadamente el 45% de las existentes) pero donde,

además, aparecen de forma dispersa otras células de

diferentes tamaños y formas (Bleier y col., 1979).

La población neuronal delimitada en este estudio dentro

del APL rostral estaba constituida por unas pequeñas neuronas

multipolares (de 3 a 4 troncos dendríticos por neurona, en

algunos casos 2) de soma polimorfo (con gran abundancia de

somas redondeados) y 15 pm de diámetro, aproximadamente
(Figura 3.18A y B). Presentan prolongaciones dendríticas

finas y de trayecto bastante rectilíneo, aunque en algunos

casos se encuentran zonas de curvatura. El campo dendritico

que describen, de forma elíptica o circular, oscila entre

200-300 pm de diámetro. Las dendritas desarrollan, en

general, pocas espinas dendríticas, las cuales son

pedunculadas y aparecen dispuestas perpendicularmente a la

dendrita.

La ramificación dell. campo dendrítico es, en general, más

abundante que en otros tipos neuronales del APL. Siguiendo un

criterio centrífugo (ver apartado de Material y Métodos), los

órdenes de rama 1, 2 y 3 eran los más abundantes (85.5%),

seguidos de los órdenes 4 (11%) y 5 (2%), mientras que los

órdenes 6, 7 u 8 aparecían de forma muy escasa (0.5%). Los
axones eran difícilmente observables en nuestras prepara-

ciones, pudiendo constatarse su inserción en el soma o en

dendritas proximales. En alguna ocasión se visualizó alguna

ramificación temprana en los mismos.

La frecuencia de aparición de este tipo neuronal sigue

un gradiente rostrocaudal, de tal forma que caudalmente al

cruce de la comisura anterior estas neuronas se hacen muy

escasas o no existen.

Este tipo de neuronas, que mantenía las características

descritas de un modo constante, era claramente diferenciable

de los otros tipos existentes en este nivel rostral,

coincidentes, por otra parte, con los descritos por McMullen
y Almli (1981) en regiones más caudales del APL y en el AHL

(ver apartado de Discusión).
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3.5.2.b.- Efectos del aislamiento social sobre las

neuronas multipolares rostrales del APL.-

- Número de espinas dendríticas/mm de tronco

dendrítico

Como se muestra en la Tabla XVII, el aislamiento social

produjo un incremento significativo de la densidad de espinas
dendríticas en las neuronas del APIS en comparación con la

situación control (t=7.53, p=O.Ol).

TABLA XVII

Número de espinas dendríticas/mm de tronco dendrítico (me-

dia±E.E.M) en neuronas del APL rostral en animales control y

aislados socialmente

e¡mm

CONTROLES 245±16

AISLADAS 483±28

t=7.53, p’z0.0l

nr 30 troncos dendríticos/grupo experimental

Análisis estadístico de los datos mediante el test t de Stu—

dent.

- Características cuantitativas del
campo dendrítico.

a) Variables métricas,

En la Tabla XVIII se representan los datos
correspondientes a longitud total de la arborización

dendritica por neurona y por tronco dendrítico, así como la

longitud terminal-soma por árbol dendrítico. No se obtuvieron

diferencias estadísticamente significativas entre animales

control y ais: ;‘v--- UCJfl te a estas variables se refiere
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(longitud por neurona: t=0.83, n.s.; longitud por tronco

dendrítico: t=zl.27, n.s.; longitud terminal-soma: t=0.81,

n.sj.

TABLA XVIII

Longitud de la arborización dendrítica por neurona y por

tronco dendrítico, así como longitud terminal—soma en pm
(media±E.E.MÚ de las neuronas multipolares rostrales del

área preóptica lateral de animales control y aislados

socialmente.

POR NEURONA POR TRONCO TERMINAL-SOMA
DENDRtTICO

CONTROL 1065.2±63.6 235.6±14.4 120.2±2.9

AISLADOS 1153.6±76.0 265.4±11.7 116.9±2.6

t=0.83, n.s. t=l.27, n.s. tzz0.81, n.s.

Análisis estadístico de los datos mediante el test t de

Student.

nz$0 neuronas para la medición de la longitud total de la

arborización dendrítica y n=30 troncos dendríticos (1/neuro-

na) para la longitud por tronco dendrítico. Para la longitud

terminal-soma, en controles nzó9 terminales y en aislados
nzzl6 terminales.

n.s. Diferenc± si;,,~ ficativas.

b) Grado de ramificación dendríti-

ca de las neuronas del APL.

Tal y como se explicó en Material y Métodos, el
parámetro indicativo del grado de ramificación neuronal fué

el número de ramas dendríticas de los diferentes órdenes, de

acuerdo con un criterio centrífugo. Los resultados se

utilizaron en forma de frecuencias absolutas para el análisis

estadístico y en forma de frecuencia relativa para la
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representación gráfica en el diagrama de barras de la Figura

3.19. Como se muestra en ella, los órdenes más abundantes de

ramas en ambas situaciones experimentales eran el 2 y el 3.
Una vez realizado el test de X2 para comparar las frecuencias

absolutas de ramas de los distintos órdenes entre el grupo

control y el sometido a aislamiento social, se obtuvieron
diferencias estadísticamente significativas (X2r32.49,

p.<0.Ol) entre ambas situaciones experimentales. Así,

podríamos establecer que el aislamiento social provoca una

disminución en la frecuencia de aparición de ramas de órdenes

bajos (1 y 2) de las neuronas del APL, mientras que aumenta

la frecuencia de ramas de órdenes altos (concretamente, las

correspondientes a los órdenes 4 y 5). Estos resultados

reflejan, por lo tanto, un aumento significativo de la

ramificación en la situación de aislamiento, en comparación

con la situación control.
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RAMIFICACIÓN DE NEURONAS DEL APL
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Figura 3.18.— Frecuencia relativa de ramas de los diferentes
órdenes en neuronas del APL. C2M: grupo control de 75 días de
edad; A2M: animales aislados durante 2 meses desde el destete

a los 15 días de edad (75 días de edad).

Tras el análisis estadístico de los datos mediante el test de

se encontró cii incremento significativo de ramificación en

el grupo A2M respecto del C2M (X2z32.49, p<O.Ol>.

neuronas.

nz$0
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c) Densidad dendrítica en torno al

soma neuronal.

El estudio se llevó a cabo mediante la cuantificación de
las intersecciones de las dendritas con esferas imaginarias

concéntricas de radios crecientes de 20 pm a partir del soma
neuronal, tal como se describía en el apartado de Material y

Métodos.

La Figura 3.20 representa el valor medio de

intersecciones (±E.E.M.) con cada esfera concéntrica de Sholl
por neurona en los dos grupos estudiados: A2M y G2M. En ella

se aprecia un aumento de la densidad neuronal en torno al

soma en los animales aislados respecto de los controles de la

misma edad, concretamente entre 40-lOOpm de distancia al

soma.

No obstante, la comparación estadística global de los

datos de ambas condiciones experimentales mediante un ANOVA

de doble vía no detectó diferencias estadísticamente

significativas (F1>,~z2.6l6, n.sj, por lo cual no se

procedió a realizar ningún tipo de análisis a posteriori

De todo este grupo de resultados puede concluirse que

las neuronas multipolares rostrales experimentan un fuerte

incremento en su densidad de espinas dendríticas y un aumento

más moderado (significativo o no, según la variable

estudiada) de su ramificación dendrítica.
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Figura 3.19.- Comparación de la densidad dendritica en torno

al soma neuronal (media±E.E.M. ) de las células estudiadas en

el APL de la rata, entre el grupo control (C2M) y el criado

en aislamiento social (A2M).

Comparación de los datos mediante análisis de varianza de

doble vía (Fz2.616, n.sj. n.s.: diferencias no significati—
vas. ( 1 ¡falta por representar en la figura de 1103 el error

estándar de cada mediaHh. nz$0 neuronas.
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4. Discusión

PLANTEAMIENTO GENERAL. -

De acuerdo con los objetivos expuestos en la

Introducción, hemos intentado definir, mediante un abordaje
multidisciplinario, las alteraciones monto-funcionales que

una situación de aislamiento social prematuro y prolongado

puede provocar en determinados centros del eje límbico-

hipotalámico-hipotisanio-adrenal (LEHA).

Las características de este sistema son complejas y sus

procesos de plasticidad frente a condiciones experimentales

requieren un estudio de tipo integrado. Además, debido a que

el eje LERA está constituido por múltiples centros

funcionalmente interdependientes es necesario centrar el

estudio en aquél o aquéllos niveles que puedan ser más
importantes. Esto hace que la bibliografía sea heterogénea en

cuanto a los centros estudiados, así como en lo referente a
los tipos de situación experimental, lo cual, corno vamos a

ver, condiciona enormemente los resultados.

Por ello, la Discusión va a desarrollarse sgún el
siguiente esquema:

- En primer lugar se re¿ tzará unu Discusión parcial por

apartados, intentando llegar a conclusiones válidas en cada

uno de los bloques de resultados obtenidos con una
determinada técnica o respecto a un determinado parámetro.

- Posteriormente, y de forma progresiva, se hará una

Discusión gjppal, en la que se integren las conclusiones

parciales para llegar a una interpretación conjunta. En esta

etapa nos moveremos, en gran parte, a nivel de hipótesis,

susceptibles de ser contrastadas en estudios posteriores.

4.1.- CARACTERíSTICAS GENERALESDE LOS ANIMALES.-ET
1 w
180 204 m
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Antes de pasar a comentar los resultados obtenidos en

parámetros neuroendocrinos, electrofisiológicos o
estructurales relacionados directamente con el eje LERA,
vamos a considerar aquéllos otros implicados en ciertas

características biológicas de los animales tales como el

desarrollo cori-’ ji, - ‘ac~sta, actividad, etc.
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4.1.1. - Alteraciones comportamentales. -

El comportamiento y la fisiología del animal adulto

están determinados, en parte, por las relaciones sociales que

establecen las crías con la madre y los compañeros de camada.

En el caso de mamíferos sociales superiores, como los

primates se ha comprobado que la experiencia de la separación

prolongada de las madres suele provocar graves alteraciones

comportamentales y síntomas de depresión (Harlow,1{.F.,

Zimmermann,R.R. (1959). Affectional responses in the infant
monkey. Science 130:421—432; Harlow y col., 1965 en Kandel;

Scott et al., 197$). Existen también evidencias de que la

pérdida permanente de los padres durante la infancia provoca

graves reacciones depresivas en humanos (Spitz, 1940: en
libro gandel; I-Ieinicke, 1973 en Garzón y col., 1979-21).

Aunque los datos son algo contradictorios en rata, parece

existir un acuerdo general al considerar que el aislamiento

social a lo largo del proceso del desarrollo (antes del

destete, o desde el momento del destete) y durante largos

períodos de tiempo, provoca importantes alteraciones
comportamentales y neuroendocrinas de carácter duradero

(Hatch y col., 1963—18; Hatch y col., 1965—17; Baer, 1971—2

de paperelcisol; Morgan y col, 1975-40 de elcisolpap; Garzón

y col., 1979-21; Garzón y del Río, 1981—23; Holson y col.,
1988-53) que han sido caracterizadas, en algunos casos, como

un “síndrome depresivo” (Garzón y col., 1979-21; Garzón y del

Río, 1981—23).

Según el modelo de depresión experimental de Garzón y
col. (1979-21), el aislamiento social en ratas durante 9-10

meses desde los 16-18 días de edad, producía un síndrome

comportamental caracterizado por la existencia de

hiperactividad locomotora en campo abierto y mayor

reactividad frente al experimentador> síndrome que podía

bloquearse selectivamente mediante la administración de

antidepresivos.

Las condiciones experimentales utilizadas en nuestro

estudio están basadas en este modelo de Garzón y col. (1979-

21), aunque reduciendo la duración del aislamiento social a
un período de 2 meses. El motivo de dar por buena esta

modificación +- s ¡ ~‘>tyos propósitos está en que las
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alteraciones comportamentales descritas por estos autores

eran detectables ya desde las 6 semanas de aislamiento

(Garzón y del Río, 1981-23), aunque el síndrome de
hiperactividad locomotora se hacía significativo, permanente

y estable a partir de los 10 mesesde aislamiento. Además, en

otros modelos de aislamiento social que se realizan a partir

del destete se encontraba este tipo de alteración a las 6-8
semanas del aislamiento (Weinstock y col., 1978-9; Syme,

1973: en Garzón y col., 1981; Jones y col, 27-48; Koch y
Arnold, 1972-60; Morgan y col., 1975-62>. Sin embargo, cuando

el aislamiento social prolongado se aplica a partir de los

dos meses de edad de la rata, no se producen diferencias

entre la actividad en campo abierto de ratas control y
aisladas (Garzón y del Río, 1981-23). De acuerdo con esto,

parece que la inducción del aislamiento en el período critico
pre-destete provoca alteraciones profundas en las estructuras

y circuitos cerebrales que se expresan en forma de
alteraciones comportamentales pero que, lógicamente, deben ir

acompañadas de numerosos cambios en toda una serie de

parámetros del eje LHHA objeto de nuestro estudio. Desde este

punto de vista, el proceso seguido en este trabajo nos

parecía adecuado considerando, por otra parte, la

simplificación que suponía un acortamiento tan importante del

período de estudio.

Según las observaciones realizadas en nuestro trabajo,

los animales aislados presentaban evidentes síntomas de

nerviosismo y mayor reactividad cuando eran manipulados por

el experimentador, mostrando, además, más actividad
locomotora que los animales control cuando se las sometió al

ambiente novel que suponía la jaula de pesaje. Esta excesiva

reactividad al manejo por parte del experimentador y la

hiperactividad en un ambiente novel, han sido encontradas de

forma consistente en las ratas criadas en aislamiento social

(Hatch et al, 1965; Weinstock y Speiser, 197$; Thoa y col.,

1977-51; Linon y Morgan, 1978; Gentsch y col., 1988—54),

denominándose a esta situación “síndrome de estrés por

aislamiento’. Este tipo de desórdenes de actividad se han
encontrado también en humanos y parecen deberse,

parcialmente, a influencias sociales. Tales cuadros son

denominados clínicamente: Desorden de Hiperactividad y
Déficit de Atención (Roth y col, 1992: Zeitschrift flIr Med.

Psych. 1.
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Existen varias hipótesis que intentan explicar la base
de las alteraciones comportamentales producidas por la cría

en aislamiento social. Por una parte, existen

interpretaciones como las de Thoa y col. (1977) que basan el

incremento de reactividad de los animales aislados en un

aumento de la emocionalidad de los mismos. Sin embargo,

frente a esta hipótesis, se ha propuesto que la

hiperactividad detectada tras el aislamiento social,

concretamente en estudios de campo abierto, refleja en
realidad una menor reacción de los animales aislados a la

novedad del ambiente con menos manifestaciones de miedo o

timidez (Gentsch y col, 1988-54; Holson y col., 1988—53).

Esto podría representar una “desconcentración” o actividad
más dispersa del animal que no facilite, sino que más bien

inhiba el reconocimiento adecuado del ambiente y de su

posible adversidad (13 de 54-tesis).

En relación con las alteraciones comportamentales

descritas en animales aislados, se han encontrado

alteraciones neuroquimicas subyacentes como, por ejemplo, en

los ciertos sistemas dopaminérgicos (Guisado y col., 1980)

y/o serotonérgicos centrales (Greco y col., 1989). La
existencia de estos procesos dá una idea de “plasticidad” a

nivel neuroquimico durante el aislamiento, pero los

resultados existentes son demasiado parciales como para

implicar circuitos concretos en relación con la determinación

del comportamiento.

Concluyendo con este apartado puede decirse que, a la

vista de nuestros resultados, los animales aislados presentan

(desde el punto de vista comportamental) una hiperactividad
motora que está de acuerdo con la bibliografía al respecto.

Dicho síndrome pensamos que deberá establecerse sobre la base

de alteraciones en los procesos de maduración y desarrollo

neuronal.

4.1.2.- Peso corporal. Ingesta y consumo de agua.

Una segunda característica analizada en este estudio fué

el efecto del aislamiento sobre el desarrollo corporal, la

ingesta y el consumo de agua de los animales.

El aislamiento social prematuro y prolongado no produjo

alteraciones en el peso corporal de los animales, lo cual es
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coherente con los resultados de consumo diario de comida y
agua, que tampoco varían en los intervalos estudiados en

nuestros animales. Por tanto, puede decirse que no se

produjeron patrones de crecimiento anormal durante el

aislamiento y que tanto el peso corporal como los gramos de
pienso y comida ingeridos diariamente estaban en el rango

normal para las ratas de esta edad (Hatch y col., 1965; Adelí

y col., 1990; Armario y col., 1990; Camallo y col, 1986—300;

¡¡PEDIR VICTOR PUBLICACIONES TABLAS PANLABh).

Un aspecto importante a comentar sobre estos resultados es

que la dieta de los animales aislados fué suplementada con
leche desde el momento del aislamiento (a los 15 días de

edad) hasta la época de destete de sus compañeros control (a

los 21 días de edad), para evitar problemas de mainutrición

y, dentro de lo posible, de diferencia de calidad del

alimento ingerido durante este período. Este hecho es

relevante para nuestro estudio, ya que se ha comprobado que
la ingesta de leche regula los cambios fisiológicos que

produce la separación materna en las crías de rata de 2

semanas de edad (Hofer, 1973-43) y puede tener un papel en

los efectos de la deprivación materna sobre la respuesta
hipofisaria-adrenal al estrés (Stanton y col., 1988:Behav

Neurosci 102). Por otra parte, la nutrición, especialmente en

fases tempranas del desarrollo tiene efectos sobre el

desarrollo neuronal y la sinaptología de determinados centros

nerviosos (Salas y col., 1974:en tesis Fernando), por lo cual

era importante normalizar al máximo este aspecto en los

animales experimentales.

Otro aspecto a tener en cuenta es el hecho de que no

hemos realizado el seguimiento de pesos a distintas edadesde

los animales aislados para no alterar de ningún modo las

condiciones experimentales.

Como puede apreciarse en el cuadro 1, no existe

homogeneidad en la bibliografía en cuanto a los efectos que

provoca el aislamiento social prolongado desde épocas

tempranas de la vida sobre el peso corporal del animal
adulto. Esta marcada variabilidad entre estudios puede ser

atribuida a diferencias de las condiciones experimentales

durante el aislamiento en los distintos trabajos. En esta

situación puede influir la edad a al que se produce el

destete y, con5 , el comienzo del aislamiento, que
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oscila entre 21-28 días de edad en la bibliografía

consultada.

El aislamiento produce, en la mayoría de los casos, un

incremento de ingesta en los animales que puede ir o no

asociado con un incremento de peso corporal (Thoa y col,

1977—Sl; Morgan y col, 1975-62; Morgan y Einon, 1977—267;

Morinan y Leonard, 1980-3; Miller y col, 1971-59). La

información relativa al consumo de agua es mucho más escasa,
de modo que se pueden extraer aún menos conclusiones al

respecto.
Dado que la cría en aislamiento social ha sido considerada

una situación estresante para el animal (Hatch y col, 1965-

17; Baer, 1971-305), hemos incluido en el cuadro, además de

resultados de ciertos trabajos de aislamiento, trabajos sobre
los efectos de distintos tipos de estrés crónico sobre el

peso corporal y la ingesta en roedores, con el fin de
comparar las consecuencias de estas situaciones

experimentales. Frente a la variabilidad de resultados

encontrada en los trabajos de aislamiento social, parece

general el efecto negativo que tiene el estrés crónico sobre

el peso corporal que, en la mayoría de los casos, está

relacionado con una disminución de la ingesta alimenticia. En
los casos en los que la ingesta de alimento es similar que en

animales control, el incremento de los niveles basales de E

que se produce normalmente es estas situaciones de estrés

crónico podría ser responsable de la reducción del peso
corporal, bien directamente debido a una acción catabólica de
los glucocorticoides (Munck y col, 1984-en Meaney y col,

1991; Baxter y Tyrrell, 1987-en Meaney y col, 1991; $6 y 137-

de Van de Kar y col., lggl—7; Danowski, 1962 en Hatch y col.>

(1965—17); ¡¡REVISIONES O REFERENCIAS CLASICAS DE EFECTOS

GCV) o bien indirectamente, mediante la inhibición de la

secreción de hormona de crecimiento (Wexler, 1980-
306¡ ¡ ¡MAS~ 1)

Integrando todo lo comentado en este apartado y

comparando los resultados de aislamiento con los efectos que
produce el estrés crónico, la situación estudiada por

nosotros parece suponer una alteración experimental
“moderada”, ya que no tiene efectos sobre variables

relacionadas con el desarrollo corporal.
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4.1.3. - Manifestaciones patológicas. -

Para concluir este capítulo dedicado a comentar el

estado general de los animales durante el período de
aislamiento social hay que señalar la existencia, en algunos

casos, de ciertas manifestaciones patológicas exclusivamente

en el grupo experimental.

Así, pudimos encontrar síntomas de parasitosis externas,

ulceración de mucosas, calvas y pelo hirsuto, que

determinaban una apariencia enfermiza en algunos animales

aislados.

Todo esto, junto con el incremento significativo en el

peso del timo de estos animales, podría indicar una situación
alterada del sistema inmune.

La ideas de que el estrés, debido a las variaciones que

origina en los niveles circulantes de corticosterona, pueda

afectar la función inmunitaria fué ya enunciada por Selye

(1950), existiendo una abundante bibliografía al respecto que

así lo confirma, pero en la cual no vamos a entrar ya que

excede los objetivos del presente trabajo.

Sin embargo, teniendo en cuenta la consideración de autores

como Stein y col (1985: J Immunology 135) o Klein y col.
(1992-52) de que el efecto del estrés repetido sobre el

sistema inmune depende de la naturaleza, duración e

intensidad del estímulo estresante, así como de las

características sociales de la especie estudiada, vamos a
comentar algunos datos no publicados obtenidos en nuestros

mismos animales aislados, dentro de una colaboración con otro
equipo de investigación del Departamento de Biología Celular

de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad
Complutense de Madrid. Según ellos y como resumen, se puede

adelantar que el aislamiento produjo alteraciones en los

niveles de inmunoglobulinas, de tal forma que las IgG

disminuyen, las IgA aumentan a partir de los 2 meses de

aislamiento, mientras que las IgM no varían). Del mismo modo,

se han detectado alteraciones en la histología del bazo, etc

(Leceta, 199$, comunicación personal). Estos resultados están

de acuerdo con alteraciones inmunológicas encontradas en
monos ardilla aislados de la madre y de los compañeros de

camada, donde la alteración más importante es la disminución
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de niveles de IgG a los 7 días del aislamiento, siendo mucho
menor la de IgA e IgM. En este caso, los niveles volvían a

los valores normales a los 14 días del aislamiento social,

sugiriéndose que el efecto de la separación sobre las

inmunoglobulinas era transitoria (Coe y col, 1985).

Estos resultados, que necesitan un análisis más profundo,

apoyan la idea de la existencia de una alteración inmunitaria
durante la situación de aislamiento, la cual podría estar

mediada, en mayor o menor medida, por los niveles circulantes
de cortícosterona y, por tanto, quizás sea dependiente de la

funcionalidad del eje LHHA.

La conclusión final que se puede obtener de estos tres

primeros apartados es que los animales destetados
prematuramente (a los 15 días de edad) y aislados durante 60

días, muestran una situación biológica levemente alterada

dentro de un cuadro tradicionalmente denominado “síndrome de

estrás por aislamiento”. Este síndrome debería estar

determinado por alteraciones en el funcionamiento del eje HHA

que repercutirían en distintos parámetros dependientes del
mismo, los cuales son objeto de discusión en los apartados

siguientes.

4.2. ACTIVIDAD ADRENOCORTICAL.-ET
1 w
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Como hemos comentado anteriormente, la cría en
aislamiento social de un animal normalmente gregario, como la

rata, produce un síndrome comportamental caracterizado por el

incremento de reactívidad del animal, incluyendo la aparición
de hiperactividad ante la novedad del ambiente. Estas

alteraciones comportamentales, junto con la existencia de
endocrinopatías, dieron lugar a que se acuñara el término

“sindrome de estrés por aislamiento” (Hatch y col., 1963-18;

Baer, 1971-305 ¡jañadir otros clásicosL!). Sin embargo, la

investigación posterior de los aspectos fisiológicos del
síndrome de aislamiento no ha conseguido dar validez a este

concepto de “estrés”, aunque existen evidencias de

alteraciones neuroendocrinas, concretamente de la actividad

adrenocortical de los animales aislados (Hatch y col., 1965-

17; Gamallo y col., 1986—13; Genstch y col., 1981—12 de 54--

tesis).
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Con el objetivo de analizar si el modelo de aislamiento
social utilizado en nuestro trabajo provocaba alteraciones en

la actividad adrenocortical de los animales, hemos estudiado:

- los niveles circulantes de corticosterona (B)

- el peso de las glándulas adrenales y del timo,

Ambos tipos de parámetros se utilizan generalmente como

indicadores de la función adrenal (Hennessy y Levine, 1978-en

Armario y col., 1990—lOtesis; Levin y col, 1987; Aguilera y

col, 1993; Klein y col, 1992-52;). Por otra parte, también
analizamos el peso de los testículos, como indicador de

alteraciones en la función gonadal, que resulta suprimida por

el estrés (Brain, 1972-6 de 306 de tesis; ¡ ¡más referencias

clásicas de alteraciones de gónadas por BH).

La corticosterona plasmática es un producto final de la

activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (EHA), de

modo que, como se ha descrito en Introducción, la exposición

del animal a distintos agentes estresantes provoca la
secreción de corticosterona por las glándulas adrenales. El

incremento de concentración de B que se produce en plasma,

además, un indice muy sensible de la liberación de ACTH

(Barrett y Stockham, 1963), todo lo cual hace de la

corticosterona un marcador muy sensible de la respuesta al

estrés.

En nuestro trabajo, las valoraciones de E se realizaron en

dos situaciones fisiológicas diferentes: situación basal y

respuesta a 15’ de estrés agudo por inmovilización, ya que la

actividad basal de eje 1-II-jA puede aparecer relativamente

normal tras ciertas situaciones experimentales, mientras que

puede resultar alterada la respuesta al estrés, que supone
una situación fisiológica diferente del eje. Se ha comprobado

que las consecuenciascomportamentales y fisiológicas a largo
plazo de las experiencias sociales tempranas, se expresan con

más probabilidad bajo condiciones que implican algún grado de

novedad o desafío, situaciones que son estresantes y tienden

a provocar reacciones emocionales (Moore, 1968; Plaut y

Crota, 1971). En ausencia de estrés, en cambio, los patrones

comportamentales y fisiológicos atribuibles a experiencias

sociales tempranas diferentes están probablemente

enmascaradas-

Además de los niveles circulantes de corticosterona, los

pesos de las glándulas endocrinas pueden suministrar

evidencias de estrés crónico en una situación experimental.

Así, cuando se somete el eje HHA a una activación prolongada,
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el incremento de los niveles plasmáticos de corticosterona
resultante provoca involución tímica, incremento en el peso

de las cápsulas suprarrenales y supresión de la función
reproductora (Selye, 1936-1 de Klein y col, 1992; Brain,

1972-6 de 306 de tesis; Levin y col, 1987; 6—de Scribner y

col, 1991—34; Scribner, 1991—34; Klein y col, 1992;

Christian, 1971-1 de Hivier y col, 1986>.
Por todo ello, resulta conveniente realizar la discusión

conjunta de los resultados de los niveles plasmáticos de E y
de los pesos de glándulas adrenales y timo, con el fin de

obtener una visión de conjunto de los cambios provocados por

el aislamiento social en la actividad adrenocortical. Los

resultados relativos a los pesos de testículos serán

comentados más adelante.

4.2.1. Niveles circulantes de corticosterona. Peso
de la glándulas adrenales y timo.

Los niveles circulantes de corticosterona obtenidos en

nuestro estudio se encuentran dentro de los rangos descritos

en la bibliografía para ratas de esta edad (75 días>, tanto

en situación basal (Swanson y Simmons, 1989; Greco y col.,

1989; Viveros y col., 1988; Meaney y col., 1992, 4419), como

en respuesta a 15’ de inmovilización (Orr y col., 1990-tesis;

Aguilera y col., 1993; Saavedra y col., 1979—64). Hay que

destacar aquí que existe una gran variabilidad en los niveles

basales de corticosterona en plasma descritos en la

bibliografía en animales control. Las diferencias entre

estudios se pueden explican, fundamentalmente, por el hecho

de que la toma de muestras se realiza en distintas fases del
ritmo circadiano. En nuestro trabajo hacemos notar que los

niveles basales son los correspondientes a la fase oscura del

ritmo circadiano (“luces apagadas”), que corresponde con el

período de actividad de la rata, de modo que las
concentraciones de B obtenidos son superiores a las descritas

en otros trabajos en los que las mediciones se realizan
durante la fase diurna (luces encendidas) (Bartová, 1968—32;

Kant y col., 1988; Swanson y Simmons, 1989-28; Aguilera y
col., 1993—1; Yates et al, 1961—en Sarrett y Scockham, 1963).

Por otra parte, el incremento de los niveles circulantes de

corticosterona que se produjo en respuesta al estrés agudo

por inmovilización entra dentro del rango correspondiente a
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la secreción de corticosterona en respuesta a un estrés
moderado (Akana y col., 1988, en Svaanson y Simmons, 1989).

Nuestros resultados son también coincidentes con los de la

bibliografía en cuanto a los pesos relativos de glándulas

adrenales y timo en ratas control (Match y col., 1965—17;

Gamallo y col. 1986-13; Holson y col., 1991-2; Aguilera y

col., 1993—1)

Como mostramos en el capítulo de Resultados la cría en

aislamiento social desde fases tempranas de la vida de la
rata provocó en el animal adulto una disminución de la

concentración plasmática de E, tanto en situación basal, como

en respuesta a 15’ de estrés por inmovilización, siempre en

comparación con el grupo criado socialmente. Esta reducción

de los niveles circulantes de E indica la existencia de una

actividad adrenocortical disminuida en ambas situaciones

fisiológicas.

Aunque en los animales aislados no varió significativamente

el peso relativo de las glándulas adrenales, el peso del timo

de los animales aislados resultó incrementado. Este

incremento es coherente con la disminución de concentración

de corticosterona en plasma encontrada en los animales

aislados ya que, como se ha mencionado anteriormente, las

concentraciones de E son importantes en la regulación del

peso fresco del timo (Selye, 1936-1 de Klein y col, 1992;

Levin y col, 1987; 6-de Scribner y col, 1991-34; Scribner,

1991-34). Estos efectos están relacionados con la existencia

de receptores para glucocorticoides en este órgano linfoide

(McGinisey y col, (1991—106).
La discusión de estos resultados vamos a hacerla en relación

con trabajos previos de aislamiento existentes en la

bibliografia, así como con otros trabajos de estrés crónico,

en los cuales se manifiestan también alteraciones en la

secreción adrenocortical normal. Con ello pretendemos

realizar una caracterización lo más completa posible de las

alteraciones encontradas en nuestro modelo, así como

establecer una interpretación hipotética de los posibles

mecanismos a nivel del eje Hl-lA que pueden ser responsables de

las mismas.

Como puede apreciarse en el cuadro 2, existe divergencia en

los resultados referentes a la actividad adrenocortical basal

y en respuesta al estrés en animales sometidos a aislamiento
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social a partir del destete. Mientras algunos trabajos
encuentran que los niveles basales de corticosterona se

incrementan en los animales aislados (Gamallo y col., 1986-
13; Wiener y col, 1992—50; Iglesias y col., 1991—47; Greco y

col., 1989—15; Greco y col, 1992—3051, otros no obtienen

diferencias entre el grupo aislado y el control (Gentsch y

col., 1981-303; Gentsch y col., 1986—12 de 54 de tesis;

Holson y col., 1991-2; Morinan y Leonard, 1980—13; Hatch y

col., 1965—17; Viveros y col, 1988—36; Benton y col, 1978—

306; Iglesias y col., 1991—47; Plaut y Grota, 1971-19; Irwin
y col., 1986-20). Por último, y de de un modo acorde con

nuestros resultados, también existen trabajos que detectan

disminución de los niveles circulantes de corticosterona
(Brain y Nowell, 1971—9 de 306; 24 y 31 de Holson y col.,

1988-53). ¿Cómo puede explicarse esta variabilidad de

resultados?. Holson y col. (1988—53) comentan un factor

importante a considerar; en su trabajo ellos detectan una

disminución de los niveles basales de E (de lOOng/ml en

controles a unos 70 ng/ml en aislados) en la fase diurna,

aunque sin alcanzar la significación estadística, y sugieren

que esta tendencia diurna podría traducirse en diferencias

más evidentes durante la fase oscura del ritmo circadiano.

Por tanto, cabe pensar que aquéllos trabajos que no detectan

variaciones en los niveles basales de E en fase diurna, sí

podrían detectarlos en forma de disminución durante la fase

oscura, del mismo modo que lo obtenido en este trabajo.

En cambio, el aislamiento social no afecta, en general, el

peso de las glándulas adrenales. De acuerdo con ello,

nosotros tampoco obtuvimos variaciones en los pesos de las

adrenales de los animales aislados, lo cual indica que las

alteraciones causadas por el aislamiento en la actividad

adrenocortical no han sido demasiado graves, ya que no se ha

producido hipertrofia ni atrofia en estas glándulas

endocrinas.

Por otra parte, ya se ha comentado anteriormente que el timo

es un órgano muy sensible a las alteraciones de los niveles

circulantes de E, de modo que resulta coherente que, tal y

como se muestra en el cuadro 2, los trabajos que obtienen

alteraciones en la concentración plasmática basal de E tras

el aislamiento, detecten, a su vez, cambios inversamente

proporcionales en el peso del timo.

En cuanto al efecto que el aislamiento social produce sobre
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la respuesta adrenocortical al estrés, éste parece ser más
intenso que sobre los niveles basales de B (ver cuadro 2), lo
cual parece deberse a que las alteraciones sociales

tempranas provocan cambios funcionales que se hacen más
patentes bajo condiciones que implican algún grado de desafío

para el animal (Plaut y Grota, 1971), como ya ha sido

comentado anteriormente.
De nuevo, el efecto del aislamiento social sobre la respuesta

adrenocortical al estrés, aunque más homegéneoque sobre los

niveles basales de B, es distinto en los diferentes trabajos.

Así, mientras existen algunos trabajos que encuentran un
incremento de respuesta en los animales aislados (Holson y

col., 1991--2; Suomi, 1991—40; ¿¿¿Moore, 1968, ¡ ¡BUSCAR! 1???),

otros autores, de acuerdo con nuestros resultados, observan

que la respuesta adrenocortical al estrés se ve reducida
(Gentsch y col, 1981-303; Gentsch y col, 1986—12 de 54-tesis;

Viveros y col, 1992—50; Brain y Nowell, 1971—9 de 306; Plaut
y Grota, 1971-19). Por último, también existen evidencias de

que el aislamiento social no provoca cambios en la respuesta

al estrés (Holson y col., 1991—2; Irwin y col, 1986—20).
Es interesante precisar que puedenhaber existido diferencias

en las condiciones experimentales durante el aislamiento
social que expliquen la gran variabilidad de resultados

constatada. En este sentido, hemos encontrado tres elementos

que pueden ser especialmente determinantes: a) el nivel de
estímulos sensoriales recibidos y procesados por el animal

aislado, b) la duración del aislamiento social y c) la edad

a la que se inducía dicho aislamiento.

a) En cuanto a la estimulación sensorial durante el

aislamiento, en el cuadro 2 hemos incluido indicaciones

acerca de las experiencias visuales, auditivas y olfatorias

que han tenido los animales aislados con los demás animales
de la colonia, así como el contacto con el experimentador

(que se produce, normalmente, durante la limpieza de las

jaulas). Considerando que pueden existir diferencias

drásticas entre los distintos estudios en relación con estas

condiciones de aislamiento, podrían producirse varios tipos

de “síndrome por aislamiento” con características distintas.

Así, el denominado “estrés por aislamiento” (Hatch y col,

1963-18; Baer, 1971-305VH¡+++h), caracterizado por una

mayor reactividad del animal aislado a los estímulos

estresantes, se correspondería con unas condiciones de cría

en aislamiento social con una reducción drástica de estímulos
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sensoriales. Cuando se ha reproducido este mismo modelo, se

ha encontrado hipersecreción de B en respuesta a estímulos

estresantes (Holson y col, 1991-2). Sin embargo, en los
modelos de aislamiento en los que la manipulación de los

animales por el experimentador es normal, o bien no se altera
la respuesta adrenocortical del animal al estrés (Holson y

col., 1991-2; Irwin y col, 1986-20), o bien se produce una
reducción de la misma (Gentsch y col, 1986-12 de 54 tesis;

Viveros y col, 1988-36; Plaut y Grota, 1911-19). Este último
es el caso de nuestros resultados.

En este sentido, existen evidencias experimentales que

demuestran que la manipulación de los animales por el

experimentador desde épocas tempranas de su vida modula la
respuesta del sistema hipófisis-adrenal al estrés en el

adulto, reduciendo la reactividad de los animales a los
estímulos estresantes (Meaney y col., 1989-55).

b) En cuanto al factor duración del periodo de
aislamiento social, es especialmente ilustrativo el trabajo

de Iglesias y col. (1991), que encuentra un incremento en los
niveles circulantes de E cuando se aislan ratas juveniles

durante 20 días, mientras que si se prolonga el aislamiento

(40-45 días) las diferencias con el grupo control

desaparecen. Sugieren, por tanto, que el aislamiento es un

agente estresante que provoca un incremento en la función
adrenal cuando la exposición es corta, pero que en

exposiciones prolongadas provoca un fenómenode “habituación”

(término que volveremos a comentar más adelante) a dicho

estrés.
Como puede verse, las duraciones de los modelos de

aislamiento recogidos en el cuadro 2 son generalmente

extensas, de modo que la hipótesis de Iglesias y col (1991)

podría ser perfectamente aplicada para interpretar los
resultados recogidos en él, así como los de nuestro trabajo.

c) El tercer factor que puede intervenir en la

determinación de los dieferentes efectos de los diferentes

estudios de aislamiento es el momento de la vida del animal

en el que se inicia el aislamiento social. Es interesante
destacar aquí que el modelo de aislamiento social utilizado

en nuestro trabajo se desarrolla desde una fase previa al

destete (a los 15 días de edad), mientras que los demás

trabajos estudian los efectos del aislamiento desde el

destete o en fase adulta. Se ha comprobado que la época

previa al destete es una etapa de la vida de la rata
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especialmente sensible al aislamiento social (concretamente

entre los días 17-18 postnatales), de modo que las

consecuencias del mismo se reducen mucho cuando se produce a
partir de los 20-21 días de edad (Yates y col, 1991-268).

Parte de la gran sensibilidad de las crías al aislamiento

durante esta etapa previa al destete (16-18 días de edad)

radica en que en estos momentos están asumiendo la

responsabilidad principal en el mantenimiento del contacto

con la madre, de modo que la deprivación materna, además de

la separación de los compañeros de camada, es altamente

estresante para los animales. Por tanto, hay que tener en

cuenta que cuando el aislamiento social se desarrolla desde

esta fase pre-destete aparece un nuevo factor, el factor

“deprivación materna”> que no aparece en los modelos de

aislamiento que se desarrollan a partir del destete.

Se ha visto que la deprivación materna (sumada o no al

aislamiento de los compañeros de camada) durante cortos

períodos de tiempo en ratas de 14-18 días provoca una

elevación de los niveles plasmáticos de B (Takahashi y col.,
1991-46; Hennessy y Weinberg, 1990; Rosenteld y col., 1991—

58; Stanton y Levine, 1988-27). Esta activación de la

secreción adrenocortical se está produciendo en unos momentos

en que el sistema hipotálamo-hipófisis-adrenal está en
desarrollo (Bartová, 1968; Vázquez y Akil, 1992), de modo que

puede provocar cambios a distintos niveles del eje si se
mantiene la sobreestimulación del sistema. De hecho, se ha

comprobado que cuando se mantienen elevados los niveles

plasmáticos de 3 de las crías de rata desde el nacimiento al

destete, se producen unas alteraciones equivalentes a las

obtenidas por nosotros en la actividad adrenocortical,

consistentes en unos niveles basales de B plasma disminuidos
cuando los aniiuéiles tÁ=n#ún 75 días de edad, además de que se

reduce tambíen la secreción de cortícosterona en respuesta al
estrés (Benesová y Pavlík, 1989—42).

Considerando todo lo anterior, podemos pensar que las

alteraciones producidas por la situación de aislamiento

utilizada en nuestro estudio podrían ser diferentes
cualitativa y cuantitativamente si el destete no hubiera sido

prematuro, debido al diferente estado de maduración y de

sensibilidad en que se encontraría el sistema estudiado. En

apoyo a esta hipótesis, se ha demostrado que el sistema ERA
en desarrollo está fuertemente sujeto a la regulación materna

(Stanton y col., 1988-26), de manera que la deprivación de la
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madre sufrida por nuestros animales, combinada con el
aislamiento social prolongado, sería responsable del conjunto

de alteraciones que estamos comentando.

En resumen, puede decirse que el aislamiento social prematuro

y prolongado utilizado en esta tesis provoca una disminución

de la actividad adrenocortícal, reflejada tanto en la

disminución de los niveles basales de E (acompañada de un

aumento paralelo del peso del timo), como en la menor

secreción de E en respuesta a estrés por 15’ de

inmovilización. La hipótesis explicativa que planteamos es

que estas alteraciones de la función adrenocortical son el

resultado de la alteración del eje ERA en desarrollo debido,

por una parte, a la deprivación materna que supone el destete

prematuro y, por otra parte, a la cría en aislamiento social

hasta los 75 días de edad de la rata.

A continuación, vamos a discutir nuestros resultados a la luz

de algunos ejemplos experimentales de estrés crónico

(situacion esta que afecta la actividad adrenocortical normal

del individuo) ya que, aunque de naturaleza diferente, pueden

resultar ilustrativos para interpretar mejor los mecanismos

subyacentes a los cambios encontrados en animales aislados.

Según los ejemplos recogidos en el cuadro 3, las alteraciones

que producen las distintas situaciones experimentales parecen
más homogéneas que las encontradas en los modelos de

aislamiento social anteriormente comentados. Quizás el motivo

sea que las manipulaciones experimentales se realizan

principalmente en individuos adultos.

La exposición constante o repetida a un estímulo estresante

en estos casos provoca, en general, un incremento de los

niveles basales de E, acompañado de involución tímica y

reducción del peso corporal, así como una mayor secreción de

B en respuesta a estrés agudo. Estos tipos de cambios se han

considerado indicadores clásicos de las situaciones de estrés

crónico, y reflejan una “hiperactividad” del sistema

hipofisario-adrenal en situación basal, así como una

“sensibilización” ante los estímulos estresantes (Scribner y

col., 1991—34; Armario y col., 1988—38; Pittman y col, 1990—

3; De Goeij y col, 1992—126)

Sin embargo, existen otros trabajos cuya interpretación no

coincide con la anterior. Así, en el cuadro 3 encontramos

también evidencias de que la repetición de un estrés agudo
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provoca “habituación” o ‘adaptación” del eje ERA al estímulo,

provocando que los niveles basales de E vuelvan a los valores

control tras un cierto periodo de tiempo de exposición al

estrés (Hashimoto y col., 1988; Kant y col., 1985; Spencer y

McEwen, 1990. .todos en Harbuz y Lightman, 1992-24). La

habituación parece ser específica del agente estresante

repetido, de modo que aunque no existe respuesta al mismo

estímulo, situaciones de estrés agudo diferentes pueden

provocar una respuesta normal (Spencer y McEwen, 1990; Kant
y col., 1985) o incluso incrementada respecto de los animales

control (Hashimoto y col., 1988).
La manifestación de un fenómeno de sensibilización o de

habituacion a un estímulo estresante depende fundamentalmente

de los siguientes factores: a) la intensidad del estímulo

estresante que se aplica crónicamente, de tal forma que a

mayor intensidad del estímulo se dá una menor magnitud de
habituación (Pittman y col, 1990-3) y una mayor magnitud de
sensibilización (Orr y col., 1990-tesis); b) la frecuencia y

duración de la exposición al estímulo: así, cuando el animal

vive continuamente en exposición a un agente estresante, se

produce una habituación completa, volviendo su actividad
adrenocortical a los niveles pre-estrés (Mason, 1972: en

Pittman y col, 1990-3). Todo lo expuesto hasta aquí corrobora

parte de lo ya propuesto por Thompson and Spencer (1966: en

Pittman y col., 1990-3) en el sentido de que ‘la exposición

frecuente a un estímulo estresante de baja intensidad suele

provocar habituación al estímulo> mientras que la exposición

poco frecuente a un estímulo de gran intensidad suele

provocar una sensibilidad exagerada al mismo, así como a

otros estímulos estresantes”.

Como hemos visto, el tipo de aislamiento social utilizado por
nosotros provocaba una actividad adrenocortical disminuida en

situación basal así como una capacidad disminuida del eje ERA

para responder al estrés agudo. Esta hipoactividad podría

deberse al fenómeno descrito de “habituación” o más bien a

una “desensibilización” del sistema ERA ante la exposición

permanente y prolongada al aislamiento, que constituye un

estímulo estresante de baja intensidad. Esta

desensibilización se produciría tanto frente al aislamiento,
de manera que explicaría la disminución de los niveles

basales de E en plasma, como frente a estímulos estresantes

diferentes, reduciendo, por tanto, la secreción de E en
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respuesta a los 15’ de inmovilización. Los animales aislados
resultan ser, por tanto, menos reactivos a los estímulos

aversivos o estresantes.
Como ya hemos indicado, consideramos que estas alteraciones

no se deben exclusivamente a la exposición prolongada de los
animales al aislamiento como factor estresante, sino también

a la carencia de estímulos sociales y sensoriales que son
necesarios para la maduración de respuestas adaptativas

normales frente a situaciones nuevas o estresantes a las que

se ve sometido el individuo (Koch y Arnold, 1972-60).

En este sentido, el hipoadrenocorticismo encontrado tendría
sus ventajas adaptativas frente al hiperadrenocorticismo

mantenido, el cual supone un “alto precio” patofisiológico,

originando: inmunosupresión, atrofia muscular,

osteoporosis/hipercalcemia, hiperglicemia/hiperlipidemia,
diabetes esteroide, etc. (Baxter y Tyrrell, 1987-en Meaney y

col, 1991; 8,10 de Sapolsky y col., 1986—45). Sin embargo,
las alteraciones observadas el modelo de aislamiento social

utilizado por nosotros son, dentro de lo que cabe, de

carácter moderado, como queda indicado por la ausencia de

efectos sobre el peso corporal, la ingesta, el consumo de
agua y el peso de las glándulas adrenales y testículos, como

ocurre también en casos de estrés crónico suave (Adelí y

col., 1990; Alano y col, 1987).

Por otra parte, a la vista de nuestros resultados, la

alteración en la actividad adrenocortical no parece

repercutir de un modo drástico en la función gonadal de los

animales aislados, al menos teniendo en cuenta que el peso de

los testículos no varía. La actividad del eje hipotálamo-

hipófisis gonadal y la función reproductora resultan

generalmente suprimidas por estrés, constatándose un descenso
en el peso de los testículos (Rivier y col., 1986: Science

231; Benesová y Pavlík; más referencias clásicas de
introducción), habiéndose encontrado alteraciones de pautas

comportamentales sexuales en machos aislados desde el destete

(Viveros y Hernández, 1989). Sin embargo, también en este

caso existen datos contradictorios en la bibliografía,
existiendo trabajos que no observan alteraciones en el eje

HHG tras estrés crónico (Armario y col., 1988:Biology
Psychiatry 24, pg. 447—450) ni en el peso de testículos tras

la cría de los animales en aislamiento social (Morinan y

Leonard, 1980-3; f-fatch y col.,1965—17). Nuestros resultados

al respecto vuelven a apuntar hacia la existencia de una
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alteración moderada y, por tanto, apoyan la idea propuesta de

una adaptación frente a la situación estresante prolongada.

La disminución en la actividad adrenocortical debe implicar

la existencia de alteraciones a distintos niveles del eje

ERA. Dentro de ellas, hemos centrado nuestro estudio a
niveles centrales del eje estudiando, como se ha expuesto

previamente, ciertos centros del sistema límbico-hipotálamo-

hipofisario implicados en el control de la secreción

adrenocortical.

4.3. EFECTO DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE PSPTIDOS

HIPOTALAMICOSE HIPOFISARIOS REGULADORESDE LA SECRECION
ADRENOCORTICAL. -

En el apartado anterior de la discusión vimos cómo el

aislamiento social desde una fase previa al destete y

prolongado hasta los 75 días de edad de la rata provocaba una

actividad adrenocortical disminuida en los animales,

indicando que se podría haber un fenómeno de

“desensibilización” ante los estímulos aversivos.,

Los cambios que se producen en los niveles circulantes de

glucocorticoides no nos permiten, sin embargo, extraer una

información concluyente en relación con las alteraciones que

experimenta el sistema hipotálamo-hipotisario-adrenal en su

conjunto. Esto se debe a que los parámetros periféricas

pueden estar determinados por cambios diversos en distintos

niveles que, además, pueden responder a patrones de

alteración diferentes.

Nuestro objetivo, por tanto, fué estudiar a continuación
las alteraciones neuroquimicas que podía haber provocado el

aislamiento social a niveles centrales del eje ERA,

concretamente sobre la funcionalidad del complejo hipotálamo-

hipófisis. Para ello se realizó, como ya se vió en

Resultados, el estudio inmunocitoquimico de péptidos

implicados en el control de la secreción adrenocortical: la

hormona corticotropa (ACTE) en hipófisis y neuropéptidos

hipotalámicos secretagogos de la ACTE (CRH, AVP,OT). Con el

fin de caracterizar el patrón de las alteraciones causadas en

la actividad hipolálamo-hipofisaria por la deprivación

social, no sólo estudiamos los efectos sobre la actividad
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basal del eje (que puede aparecer relativamente normal tras

ciertas situaciones experimentales), sino que completamos los

estudios analizando su patrón de respuesta a un estrés agudo

,

que constituye una situación fisiológica diferente del eje.

Antes de comenzar la discusión de nuestros resultados en

este capítulo hay que recordar el cuadro funcional general

del eje HL-lA desarrollado en el capítulo de Introducción
(páginas..., figuras...), en el cual se refleja que la

exposición a un estímulo estresante provoca la activación del

sistema hipotálamo-hipófisis-adrenal. Esta activación provoca

cambios dinámicos en el contenido hipotalámico de CRH, AVP y

OT, así como en el contenido de ACTH en la hipófisis, que son

diferentes según el tipo de estrés aplicado (ver revisión de

Harbuz y Líghtman, 1992-24), lo cual indica que la respuesta

al estrés agudo del sistema hipotálamo-hipofisario es

realmente específica del agente estresante aplicado. Los
cambios o alteraciones que se producen en este complejo son

aún más heterogénos cuando el animal se expone de forma
crónica al estímulo estresante, como trataremos más adelante.

Para cerrar esta breve introducción, recordaremos que el eje

HHApresenta también ciertos mecanismos de autoregulación que

evitan el riesgo de la exposición continuada del organismo a
niveles elevados de glucocorticoides. El más importante de

ellos es la propia capacidad de los glucocorticoides
circulantes de inhibir la liberación subsiguiente de AGTH

como respuesta al estrés, mediante el efecto de

retroalimentación negativa que ejercen a nivel de hipófisis

e hipotálamo (ver figura 1), así como a nivel de ciertas

estructuras cerebrales extrahipotalámicas (*Rivier y col.,

1982-101; Plotsky et al., 1986; Dalíman et al., 1987; Van

Loon and De Souza, 1987; sobre hipocampo: *Herman y col.,

1990).

La discusión de nuestros resultados inmunocitoquimicos

se va a realizar en dos bloques separados, debido a la

diferente localización anatómica y papel funcional de los
péptidos estudiados dentro del complejo hipotálamo-hipófisis:

por una parte analizaremos los resultados de ACTH en

hipófisis y, por otra, los de sus secretagogos hipotalámicos:

CEH, AVP y OC.

2.- Inmunomareaje para la ACTH en hipófisis.-ET
1 w
171 82 m
463 82 l
S
BT
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Corno se ha expuesto en la Introducción, la ACTH es una

hormona proteica con una cadena única de 39 aminoácidos que

se encuentra en pars distalis de la hipófisis (Li y col.,

1955:232 de Page, 1988—77; Eipper y Mains, 1977:282 de Page,

1988) y cuya síntesis y liberación por los corticotropos

hipofisarios es estimulada por el CRE hipotalámico y por

otros secretagogos que llegan a la hipófisis vía circulación
portal (Vale y col., l98l:clásico; Pivier y col, 1982).

También se ha encontrado una forma más corta de la hormona:

el AGTH(17-39), localizada en la pars intermedia de la

hipófisis de rata, conejo, cerdo y vaca (en revisión de Page,
1988-77), aunque aparece en menor concentración que la

anterior.

Esta última forma del ACTE no fué detectada en nuestras

preparaciones, ya que el antisuero utilizado por nosotros en
el estudio inmunocitoquimico reconocía el fragmento 1-24 de

la molécula del ACTH, por lo que sólo se apreció

inmunorreacción en las células de la pars distalis y no en

las de la pars intermedia de la hipófisis.

2.1.- Distribución de la inmunorreactividad

para ACTE en animales control.-ET
1 w
210 407 m
431 407 l
S
BT

* Situación basal.- Las células

inmunopositivas para ACTE eran heterogéneas en cuanto a

tamaño y morfología, aunque en situación basal la mayoría de

células inmunoreactivas presentaban una morfología

estrellada, con gránulos inmunopositivos localizados
periféricamente en el citoplasma, existiendo también algunas

células de morfología poliédrica, de acuerdo con descrip-

ciones previas de otros autores en hipófisis de rata

(Siperstein,E.R.and Allison,V.F., 1965 n9 1 de ref. 71;

Childs,G.V., 1991-86; Halmi y Moriarty, 1982-75; Yoshimura

and N’ogaini, 1980—74). Las células ACTE-positivas aparecen

formando grupos esparcidos en varias zonas a través de la

glándula y deben su forma estrellada a la extensión de los

procesos citoplásmicos entre las células vecinas (Voshimura

and Noganil, 1980-74).
* Respuesta al estrés por

inmovilización.- Tras 15’ de estrés por inmovilización se

produjo un incremento apreciable de células inmunoreactivas

para la corticotropina tanto en la adenohipófisis de ratas

control como de ratas aisladas. La respuesta al estrés se

caracterizó también por una mayor intensidad y extensión del
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área celular inmunoreactiva. Nuestros resultados concuerdan
con los cambios que se producen como consecuencia de la

exposición a otros tipos de estrés agudo como, por ejemplo,

la novedad del ambiente o el frío (Sasaki y col., 1990-87) o

como consecuencia de la estimulación de los corticotropos por
CRH (Westlund y col., 1985—149), suministrando una evidencia

morfológica de que las tasas de síntesis y almacenamiento de

AGTH se incrementaron durante la exposición al estrés, lo que

permite concluir que las células corticotropas estaban
activadas. Estudios de hibridación “in situ” han corroborado

que, efectivamente, se produce un incremento de síntesis de
ACTH en los corticotropos hipofisarios tras 15-30’ de

exposición a estrés agudo, que se refleja en el incremento de

células que presentan mRNApara proopiomelanocortina (POMC),

la molécula precursora del ACTH (Wu y Childs, 1991-88; Shiomi

y akil, 1982—100).

Además de estas consideraciones, es interesante destacar que

según diversos autores la inmovilización del animal durante
15’ produce un incremento de los niveles circulantes de E y

ACTH (Orr y col., 1990-35; De Gaeij y ccl., 1991-118; Haas y
George, 1988—151; Tizabi y Aguilera, 1992—157), lo cual
indica que en esos momentos se está produciendo también

secreción de ACTE a plasma desde los corticotropos

hipofisarios. Este dato puede aplicarse a nuestros animales,

ya que el incremento de niveles circulantes de ACTH se

produce de forma generalizada a partir de 2’ de

inmovilización (De Souza Y Van Leon, 1985-102; De Goeij y

col., 1991—118; Gibbs, 1984—120), alcanzándose tos niveles
máximos entre 10-60’ (De Goeij y col., 1991—118).

2.2.- Efectos del aislamiento social sobre la

inmunorreactividad para ACTE

:

-* En situación BASAL, no se apreciaron

diferencias entre animales aislados y control en cuanto al

inmunomarcaje para ACTH en la pars distalís de la hipófisis.

Existen algunos datos previos que indican que el estrés

social crónico de intensidad relativamente baja no produce

cambios evidentes en la hipófisis de los animales; por

ejemplo, el estrés por hacinamiento durante 1 año no provoca

cambios de peso en la hipófisis, ni en la morfología de las

células hipofisarias, ni tampoco en la proporción de tipos

celulares (Komitowski y col., 1988—68). Nuestras

observaciones están, pues, de acuerdo con este tipo de
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resultados.
* El aislamiento social, en cambio,

sí provocó alteraciones en la respuesta de los corticotropos
hipofisarios al ESTRSS agudo, de manera que en las ratas

aisladas se produjo un menor incremento de células
inmunorreactivas para ACTH que en los correspondientes

animales control. Este resultado apoya la hipótesis propuesta

en el apartado anterior de que existe una “desensibilización”

del eje HHA ante los estímulos estresantes, que produce una

menor respuesta de los corticotropos hipofisarios al estrés

agudo en los animales aislados.
El hecho de que el aislamiento provoque alteraciones en la

respuesta de los corticotropos hipofisarios al estrás sin que
existan cambios en el contenido basal de ACTH no es

sorprendente. Ya que, tal como se ha comentado en el apartado

anterior de la discusión, las alteraciones fisiológicas y

comportamentales producidas por experiencias sociales

anormales durante una época temprana de la vida del animal se

expresan con más probabilidad bajo condiciones que implican

algún grado de novedad o desafío (Plaut y Grota, 1971). En

ausencia de estrás, en cambio, las alteraciones provocadas en

sistemas fisiológicos por este tipo de situaciones tempranas

están probablemente enmascaradas.

Cuando nos planteamos el análisis comparativo de nuestros

resultados con los de otros trabajos de aislamiento social
nos encontramos con el problema de la escasez de este tipo de

estudios a niveles centrales del eje HHA. Por otra parte, los

resultados de los escasos trabajos existentes no son

homogéneos, por una parte debido a las diferencias de diseño
de los modelos de aislamiento (distinta duración y momento

del aislamiento) y, por otra, a la distinta metodología
utilizada para el análisis del contenido de los péptidos

derivados de la POMC hipofisaria.

Así, en contraposición con nuestros resultados, Holson y col

(1988) han encontrado mediante radioinmunoensayo que el

contenido basal de ciertos péptidos derivados de la POMC,

como la B-endorfina, están disminuidos en la hipófisis de
animales aislados desde el destete hasta la edad adulta, sin

que se estudien los efectos sobre la respuesta al estrés. Las

diferencias con nuestros resultados pueden deberse, en este

caso, a la distinta técnica de estudio utilizada, ya que en

caso de haberse producido pequeños cambios de contenido basal
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de ACTH en las hipófisis de nuestros animales aislados,
quizás éstos no podrían haberse detectado mediante la técnica

inmunocitoquimica utilizada.

Sin embargo, las diferencias pueden ser debidas también al

distinto momento de la vida del animal en el que se produce

el aislamiento: época pre-destete (15 días de edad) en

nuestro trabajo, y desde el destete (21 días de edad) en el
de 1-lolson y col (1988). En este sentido, y en relación con

este factor, Vázquez y Akil (1992—94) han estudiado los

diferentes efectos que produce el aislamiento crónico

intermitente en ratas de 14 y 21 días de edad sobre el

contenido de ACTH y del mRNA para POMC, su molécula

precursora, en el lóbulo anterior de la hipófisis. En ratas

de 21 días de edad este aislamiento produce una disminución

tanto del contenido basal de ACTH corno del mRNApara POMCen

hipófisis. Sin embargo, en ratas de 14 días no se producen

alteraciones, lo cual concuerda con nuestros resultados
inmunocitoquimicos en situación basal. Parece, por tanto, que

la magnitud de las alteraciones que provoca el aislamiento

crónico en hipófisis variaría con la edad del animal, ya que

al estar madurando el sistema ERA durante este período

temprano de la vida, el patrón y la magnitud del daño que se

produce puede ser diferente en muchos aspectos y, por tanto,

difícil de comparar entre distintos trabajos. De nuevo, en el

trabajo de Vázquez y MUí (1992-24) no aparece información

relativa a posibles cambios en la respuesta del sistema

corticotropo hipofisario al estrés en los animales aislados,

aunque sí pone de manifiesto la importancia del factor

“maduración cerebral” en la determinación de las

consecuencias funcionales del aislamiento temprano.

Vamos a pasar a comparar a continuación nuestros resultados

con aquéllos obtenidos en una serie de modelos de estrés

crónico, ya que en ellos podremos encontrar más información

relativa a las alteraciones que produce la exposición

repetida o continuada a un agente estresante a nivel

hipofisario, así como sobre los mecanismos subyacentes a

dichas alteraciones.

En general, parece que distintos tipos de estrés crónico

provocan un incremento del contenido basal de ACTE (y de

otros péptidos derivados de PONC), así como del mENA que

codifica para POMCen el lóbulo anterior de la hipófisis (ver

revisión de Harbuz y Lightman, 1992-24). Este es el caso del
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estrés crónico por choque eléctrico, por restricción o por

frío (Hóllt y col, 1986—99; Daniel-Severs y col, 1973:en

Harbuz y Lightman, 1992—24; Hashimoto y col., 1988-en 24

tesis; Young y Akil, 1985-103). Sin embargo, esta tendencia

no es homogénea en todos los tipos de estrés crónico

aplicados. Así, por ejemplo, se ha descrito que tras estrés

crónico de régimen variable el contenido basal de ACTH no

sufre alteraciones en las hipófisis de los animales (Ghappell

y col, 1986—147).
Algunos de estos trabajos han sido comentados en el apartado

anterior de discusión como ejemplos del fenómeno de

“habituación” del eje ERA frente a la exposición crónica a

los estímulos estresantes, fenómeno caracterizado por el

retorno de los niveles circulantes de glucocorticoides de los

animales sometidos a estrés crónico a las concentraciones

basales de los animales control (ver revisión de Harbuz y

Lightman, 1992-24). Si tenemos en cuenta que en las hipófisis

de estos animales se produce un incremento del contenido de

ACTE y de mRNA para POMC, parece que, efectivamente, los

niveles circulantes de E no son un buen indicador del status

neuroendocrino del animal sometido a estrés crónico.

Existen evidencias de que ciertos tipos de estrés crónica

también producen alteraciones en la respuesta de los

corticotropos hipofisarios frente al estrés agudo.

Concretamente en el trabajo de Young y Akil (1985-103), las

ratas sometidas a estrés crónico por cboque eléctrico

experimentan un aumento de contenido de ACTE en el lóbulo

anterior de la hipófisis, tanto en situación basal, como en

respuesta a estrés agudo, siempre comparando con los animales

control.

De un modo general, las alteraciones producidas por el estrés

crónico parecen, en principio, opuestas a las que produce el

aislamiento sobre el contenido de ACTE y de mRNApara POMCen

hipófisis, según lo expuesto anteriormente en nuestros

resultados, así corno en los trabajos de Vázquez y Akil (1992-

94> y de Holson y col (1988>. En este sentido, consideramos
que hay tres factores que pueden ser claves en la

determinación concreta de los cambios que tienen lugar: a) el

tipo y el grado de severidad del factor estresante, b) la

duración y c) la edad del animal que lo experimenta. Respecto

al primer elemento, se ha comprobado que el incremento de

mRNApara POMC que se produce en corticotropos hipofisarios

es menor cuan-1. <-APIS iue se aplica al animal es más
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débil (Wu y Childs, 1991-88). De acuerdo con ello, es lógico

pensar que el aislamiento social, con su carácter complejo

pero relativamente moderado, puede haber provocado un patrón

de alteración característico a nivel de la hipófisis, que no

se produce en otras situaciones estresantes más drásticas. Un
punto interesante a resaltar es que en el modelo de

aislamiento social que hemos utilizado los patrones de
alteración de los niveles circulantes de B y del contenido de

ACTH en hipófisis parecen ser coherentes, demodo que apuntan

hacia una hipofuncionalidad del sistema HHA tanto a nivel

hipofisario como periférico, que se hace más evidente cuando

el sistema se ve retado por una situación de estrés. En esto

parece seguir siendo fundamentada nuestra hipótesis de
“desensibilización” del eje FifiA ante los estímulos

estresantes.

Además de la naturaleza y severidad del estrés, están

los otros dos factores antes mencionados, que pueden ser

determinantes de los cambios encontrados: la prolongada

duración de nuestro modelo de aislamiento social, y la época

temprana de la vida del animal en la que se lleva a cabo el

destete y el aislamiento consiguiente. Es evidente que en

nuestro estudio se ha producido una interferencia compleja en

los procesos normales de NADUPACIÓN de los corticotropos

hipofisarios, punto éste que vamos a comentar detenidamente.

El contenido de ACTH en hipófisis de rata aumenta desde el

nacimiento, produciéndose un fuerte incremento entre la

segunda y la quinta semana de vida, momento en el que alcanza

niveles próximos a los de adulto (Bartová, 1968; Noel y

Mains, 1991-89). Este incremento en el contenido hipofisario

de AGTH en rata se debe, de acuerdo con la bibliografía, al

menos a dos mecanismos:

1) Durante el desarrollo postnatal se produce un

aumento en el procesamiento de la molécula precursora del

ACTH: la proopiomelanocortina (POMG) y un cambio en la

naturaleza de los productos finales de escisión. El

mantenimiento de un alto porcentaje de material precursor

(POMC) hasta la quinta semana de vida postnatal sugiere que

los principales mecanismos de procesamiento proteolítico de

POMC se desarrollan durante un largo periodo de tiempo

durante el cual el contenido celular de los péptidos

derivados de POMCse mantiene a niveles bajos (Noel y Mains,

1991—89; Sato y Mains, 1985—69).

Por lo tanto, el aislamiento social puede haber provocado
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alteraciones en el proceso normal de maduración de los
mecanismos de procesamiento proteolítico de POMC, de modo que

cuando los corticotropos son activados por el estrés, se
manifiesta una deficiencia en la producción de ACTE, que no

se aprecia en situación basal.
2) Se produce un incremento de contenido de

corticotropos en el lóbulo anterior de la hipófisis (Sato y

Mains, 1985-69), además de que existe un proceso de selección

de los mismos.
Durante el desarrollo postnatal se están produciendo cambios,

no sólo en la cantidad de células que contienen ACTH, sino

también en el tipo de corticotropo que madura. En este

sentido, en el lóbulo anterior de la hipófisis de rata en

desarrollo se han descrito corticotropos de contenido
multihormonal, habiéndose demostrado, por ejemplo,

almacenamiento conjunto de ACTH y TSE (Kawarai, 1980-en 86 de

tesis; Childs y col., 1989—en 86 de tesis), así como de ACTH
y gonadotropinas (ESE y LE) (Childs y col., 1982-71;

Yoshimura y Nogamí, 1980-74). Estas observaciones, sin
embargo, se vuelven minoritarias en el animal adulto (ver

revisión de Childs, 1991-86). Es posible que estas células de
contenido multihormonal sean células “tronco”, y por tanto

más abundantes durante el desarrollo que en el animal adulto.

Childs y col. (1982—71) encontraron abundancia de células

corticotropas que almacenan ACTE y gonadotropinas (ESE y LE)

durante el desarrollo postnatal y sugirieron que esta forma

de célula tronco podría diferenciarse, según las necesidades
del animal, en corticotrópica o gonadotrópica. Según Lorenzen

y col. (34 de 71-tesis) existe una especie de “competición”

a nivel hipofisario para mantener la funcionalidad del

sistema hípófisis-adrenal o el hipófisis-gonadal, que según
Childs y col (1982-71) se produciría a nivel la célula que

almacena ACTE y gonadotropinas, célula que tras
manipulaciones experimentales como la ADX y castración, elige

preferentemente sostener el eje hipótisis-adrenal.

Debido a que el aislamiento social se produce prematuramente,

durante una fase crítica del desarrollo del animal, cabe

pensar en que se está afectando el proceso de diferenciación
de estas células corticotropas “tronco” en un tipo hormonal

concreto (p.c. en gonadotropo o cortícotropo) y, por tanto,

alterando de alguna forma la población de corticotropos que

responderán al ‘—U -~> e? adulto.
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De una manera u otra, nos encontramos con la situación
de que en nuestros animales no se detectan alteraciones en el

contenido basal de ACTH y sí una respuesta disminuida de los

corticotropos frente a un estrés agudo. ¿Cómo puede

explicarse este becho?. Se ha descrito que la exposición a un
estímulo estresante durante 15-30’ provoca la activación de

células corticotropas adicionales a las que presentan

contenido basal de ACTE, tratándose quizás de células que

producen ACTE únicamente cuando son activadas por el estrés.
Estas células pueden estar normalmente en un estado de

descanso y requerir un umbral superior de niveles de
secretagogos para ser activadas (ver revisión de Childs,

1991-86). Nuestros resultados reflejan que tras el

aislamiento no había cambios en la población de células

corticotropas detectables inmunocitoquimicamente en situación
basal, mientras que se producía un menor aumento de la

población de células inmunorreactivas para ACTE tras 15’ de
estrés por inmovilización, que en animales control. Esto

puede suceder por los siguientes motivos:
1- Porque aumente el umbral de sensibilidad al estrés,

por ejemplo mediante una “desensibilización” de los
corticotropos a las mismas concentraciones de secretagogos

(CRE, AVP, 01, u otros) que llegan a la hipófisis vía portal.
Existen evidencias de fenómenos de desensibilización en las

células corticotropas, por ejemplo, tras estrés crónico por

inmovilización. Esta desensibilización se produce mediante

una pérdida de receptores de CRH en la hipófisis anterior que

provoca una menor activación de los corticotropos ante los

mismos niveles de este secretagogo (CRE) (Hauger y col.,
1990—107).

También se sabe que algunas células corticotropas responden

con más intensidad que otras al estrés debido a que presentan

receptores en sus membranas para varios secretagogos (p.e.

para CRE y AVP) que potencian su acción sobre los
corticotropos de forma sinérgica (Childs y Burke, 1987.

Endocrinology 120, 439-444; Childs, 1991-86). En nuestro

estudio la situación de aislamiento podría haber alterado la

cantidad o afinidad de estos receptores celulares,

determinando los resultados obtenidos.

2— Por incremento de la retroalimentación negativa de
los glucocorticoides sobre corticotropos, que reduciría la

síntesis y liberación de la ACTE hipofisaria. Esta

posibilidad, - --‘-~-yt>~ no parece probable, pues los
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niveles basales de E en aislados son incluso menores que en

los animales control. Sólamente si se hubiera producido un

fuerte incremento en el número o afinidad de los receptores

de glucocorticoides que existen en las células corticotropas

hipofisarias (McGimsey y col, 1991—106; Spencer y col, 1991-

107; Cintra y Eortolotti, 1992-109) podría aceptarse la

validez de esta hipótesis.

En síntesis, la menor respuesta al estrés de los

corticotropos hipofisarios de nuestras ratas experimentales

puede haber sido el resultado de diversas alteraciones en el
proceso de maduración de estas células. Como antes

mencionamos, la repercusión del aislamiento sobre estos

parámetros es diferente a los 14 días de edad que a los 21

(Vázquez y Akil, 1992-94) y en su determinación no sólo
estarán implicadas las la maduración de las células

corticotropas -según las posibilidades comentadas-, sino

también la maduración de los circuitos nerviosos implicados

en la activación de la respuesta hipofisaria al estrés. El

aislamiento social en esta época “crítica” puede provocar

alteraciones a nivel del sistema nervioso central que causen

un defecto de síntesis y/o liberación de secretagogos
hipotalámicos de ACTH, disminuyendo, por tanto, la

concentración de secretagogos de ACTE que llega a hipófisis

en respuesta a estrés, sin que necesariamente tenga que

variar el umbral de activación de los corticotropos

hipofisarios.

Esto justificaría, además, el hecho de que el contenido basal

de ACTH en hipófisis no se vea afectado por el aislamiento
social ya que los niveles basales de síntesis y liberación de

ACTE durante la fase nocturna del ritmo circadiano están

sujetos a distinto control nervioso que la respuesta al

estrés, aunque dependan de la liberación de CRH a la

circulación portal (Van Oers y Tilders, 1991>.

3.- Inniunomarcaje para CRE, AVP Y OT
Como se ha expuesto anteriormente, el control de la síntesis

y secrecion de la ACTH hipofisaria se ejerce principalmente

a través de secretagogos hipotalámicos que acceden a los
corticotropos de la hipófisis anterior vía circulación

portal. Entre estos secretagogos existen tres neurohormonas
sintetizadas ev -< ~oa úaraventricular hipotalámico (NPV)
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que tienen un papel esencial en el control de la respuesta
hipofisaria-adrenal al estrés: CRH, AVP y OT (*Vale y col,

1981: Science 213; ~Antoni, 1986; *Rivier y Vale, 1983—129;

De Goeij y col., 1991; kGibbs, 1986—128).
El CRH fué identificado en 1981 por Vale y col (Science

213:1394) como un péptido de 41 aminoácidos que constituye el

factor principal responsable de la secreción de ACTH y 13-

endorfina de la hipófisis anterior (Rivier y col, 1982: In

vivo CRE...>. Por otra parte, OT y AVP son nonapéptidos
sintetizados en grupos separados de neuronas neurosecretoras

magnocelulares y parvicelulares del NPV (Dierickx, 1980-124;

comprobar otras revisiones), que desempeñan un papel complejo

en la regulación de la secreción de la ACTE hipofisaria en
respuesta al e>trés.

3.1.- Distribución de la inmunorreactividad

para CRH, AVP y OT en NPV y eminencia_media
de animales control.-ET
1 w
212 468 m
361 468 l
S
BT


* Situación basal.- Nuestros

resultados referentes a la localización de cuerpos celulares
y fibras inmunoreactivas para AVP, OT y CRH están básicamente

de acuerdo con descripciones previas (Buma and Nieuwenhuys,
1987; Dierickx, 1980; Yoshimura and Nogami,1980; Whitnall,

1988-130). Las observaciones realizadas sobre estos péptidos

son las siguientes:

1) CRH.-

Como se expuso en el capitulo de Resultados (Fig. 3’?),
se localizaron pequeños somas neuronales débilmente

inmunoreactivos para el CRH mayoritariamente en la división

parvocelular medial dorsal del NPV -según los criterios
citoarquitectónicos utilizados (Swanson y Kuypers, 1980;
Sawchenko y Swanson, 1983:3 Comp Neurol 218, pg. 121-144) -

ver figura 3-. Estas observaciones están en concordancia con

descripciones previas de otros autores (Kiss, 1988—135;

Swanson y col., 1fl3-l31; Sawchenko y Swanson, 1989-132).

También se localizaron algunas células CRE-positivas en la

división magnocelular en la que predominan las células

inmunorreactivas para OT, según ha sido puesto de manifiesto

por Swanson y col., 1983—131; 17,63,121 de 132—tesis. En esta

región se ha demostrado que existe colocalización de estos

dos péptidos (Pretel y Piekut, 1990—160; 15, 75,98 y 103 de

132—tesis).
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También de forma concordante con la bibliografía, hemos

encontrado abundantes fibras inmunorreactivas para CRH en la

zona externa de la eminencia media (ZEEN), mayoritariamente

orientadas de forma perpendicular a la superficie de la

eminencia media. En la rata, estas fibras CHH-
inmunorreactivas pasan desde el extremo lateral del NPV,

alrededor del fornix, hacia la ZEEM (Paull y Gibbs, 1983—158;

Sawchenko y Swanson, 1989—132; Swanson y col., 1983—131)

siguiendo el mismo curso que el tracto oxitocinérgico y

vasopresinérgico paraventrículo-neurohipofisario.

2) AVP y OT.-

En nuestra preparaciones (figuras x y z de Resultados)

aparecen grandes somas inmunoreactivos para AVP localizados

mayoritariamente en un grupo dorsolateral de la parte central

de la región magnocelular del NPV, que se corresponde con el

NPV posterior magnocelular lateral -ver figura 3 (Swanson y

Kuypers, 1980; Sawchenko y Swanson, 1983:3 Comp Neurol 218,

pg. 121-144?-. Por otra parte, los somas inmunorreactivos

para OT pertenecen a neuronas también magnocelulares que se

localizaban en regiones situadas alrededor de las anteriores,

constituyendo la subdivisión magnocelular ventral del NPV
(Fig. 3). La localización de estas neuronas magnocelulares

vasopresinérgicas y oxitocinérgicas concuerda con la descrita

en estudios inmunocitoquimicos previos (Vandesande y col.;

1977-85; Kiss, 1988—135; Dierickx, 1980—124; Sofroniew, 1985-

79)
Además de estas células de tamaño grande, aparecían algunas

células vasopresinérgicas u oxitocinérgicas de soma pequeño,

localizadas en la región parvocelular del NPV, similares a

las ya descritas por otros autores (Page, 1988—77; Whitnall,

1988-130; Sofroniew, 1985—19; Kiss, 1988—135; Sawchenko y

Swanson, 1982: en ref 79 de tesis). Entre estas células

existe un grupo especialmente interesante, formado por

neuronas vasopresinérgicas parvocelulares de la región
parvocelular medial, que presentan coexistencia de AVP y CRH,

y son las que participan activamente en la respuesta al

estrés, además de ser sensibles a la retroalimentación
negativa por glucocorticoides (Whitnall, 1988-130; Sofroniew,

1985-79; Sawchenko y Swanson, 1989-132).
Los axones de las células vasopresinérgicas y

oxitocinérgicas del NPV dejan el núcleo en su vértice y

cursan lateral y ventralmente alrededor del fornix para

incorporarse al tracto hipotalámico-hipofisario, que
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atraviesa la zona interna de la eminencia media para terminar
en el lóbulo neural de la hipófisis (Vandesande y col, 1977-

85; ver revisión de Page, 1988-77). Aunque en nuestro trabajo
las fibras inmunopositivas para AVP y OT se localizaron

mayoritariamente en la capa fibrilar de la zona interna de la
EM, de acuerdo con una abundante bobliografía al respecto

(ver revisiones de Sofron±ew, 1985—79 y Page, 1988-77)

también hemos observado algunas fibras varicosas con grandes

dilataciones próximas a capilares portales en las capas
reticular y empalizada de la zona externa de la EM, lo cual

había sido ya descrito en otros trabajos (Vandesande y

Dierickx, 1975; Vandesande y col., 1977-85; Dierickx, 1980—
124; Sofroniew, 1985—79). Se ha demostrado que estas fibras,

procedentes mayoritariamente del NPV (Vandesande y col.,

1977—85), liberan su contenido neurosecretor a la circulación

portal hipofisaria (Buma y Nieuwenhuys, 1988-152), al igual

que los terminales nerviosos que contienen CRH (Silverman y
Pickard, 1983-130). La ZEEM de rata contiene un número

moderado de fibras nerviosas vasopresinérgicas u

oxitocinérgicas, pero este contenido se incrementa de forma

marcada en ciertas situaciones, como el estrés crónico (De

Goeij y col, 1992—126; De Goeij y col, 1991—118) o la

adrenalectomía bilateral (Vandesande y col.,1977—85;

Dierickx, 1980—124; Sawchenko, P.E. (1987): J Neurosci 7, pg.

1093; Sofroniew, 1985—79).
*Respuesta al estrés por

inmovilización.- Como se ha visto en Resultados, el estrés

agudo por inmovilización durante 15’ no afectó, de forma

evidente, a la distribución ni a la intensidad de
inmunoreacción para CRE, AVE y OT en las neuronas del NPV de

los animales control.
Sin embargo, se produjo una ligera disminución en la

intensidad de marcaje para el CRE en la ZEEM, aunque no se
apreciaba en todos los animales estudiados. Tampoco se

observaron cambios en el inmunomarcaje para AVP ni OT a nivel

de esta zona.

En el Cuadro 5 se muestra esquemáticamente un conjunto

de datos previos de la bibliografía referentes al tema,

utilizando como estrés agudo la inmovilización o restricción.

Los resultados que recoge son difícilmente comparables entre

sí y con los obtenidos por nosostros en este trabajo de

aislamiento, debido a múltiples causas entre las que cabe

señalar: no todos los trabajos aportan información sobre los
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tres secretagogos de la ACTE; las técnicas de estudio son

diferentes y tienen distinto grado de sensibilidad; en unos

casos se valora el péptido y en otros su correspondiente

mRNA; los estudios no siempre se centran en NPV y ZEEM, ya

que a veces se valoran los niveles en plasma portal o en
circulación general; la duración del estrés agudo por

inmovilización o restricción no es la misma en todos los

trabajos, y además puede variar el momento en el cual se

hacen las valoraciones... Debido a todos estos factores,
vamos a concentrar la discusión de nuestros resultados,

exclusivamente, en aquéllos puntos más claros y más

relacionados con la situación experimental estudiada.

- Fijándonos en el CRH, objeto de un mayor número
de estudios, puede constatarse que tras tiempos de
inmovilización o restricción superiores a los 15 (30’, 60’,

2 horas, etc.), en general (aunque no siempre) se encuentra

un descenso del contenido de CRH en la ZEEM, tanto utilizando

técnicas inmunocitoquimicas (Whitnall, 1989-119; De Goeij y

col, 1991-118, Kiss y Aguilera, 1992-274; Aguilera y col,

1993-1) como radioinmunoensayo (Chappell y col, 1986-147). El

tiempo de exposición al estímulo estresante es importante en

relación al grado (cuantía) de la depleción de CRE que se

produce en ZEEM, como puede apreciarse claramente en el

trabajo de De Goeij y col (1991-118), donde tras 30, 60’, o

150 de inmovilización se encuentra que el contenido de CRE

ha descendido hasta un 66%, 62% o 49% de los niveles control,

respectivamente. De acuerdo con estos datos, se ha propuesto

que existe una liberación de CRE a la circulación portal,
dependiente de la intensidad del estrés y dependiente,

también, de la duración del mismo. Sin embargo, la magnitud

del fenómeno es difícilmente detectable y su percepción está

en función de la sensibilidad de la técnica utilizada. Así,

por ejemplo, Romero y col (1993-272) no encuentran

variaciones de CRE en ZEEM tras un período de restricción de

30’, lo cual es contrario a lo descrito por De Goeij y col

(1991-118) para el mismo tiempo.

De acuerdo con el trabajo de De Goeij y col. (1991-118),

sería lógico que los estudios que utilizan tiempos de

inmovilización por debajo de la media hora, entre los cuales

se encuentra el nuestro, no encuentren variaciones

detectables, incluso mediante radioinmunoensayo (Haas y

George, 1988-151; ¿¿.Tilders y Eerkenbosch, 1986 en 151 de
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tesis Y 28 de 151-tesis, PARA COMPROBAR]tI.A.-ESTAN PAPA

BUSCAR EN CAJAL??). No obstante, el hecho de que en todos

estos casos se produzca la activación del sistema ACTH en
hipófisis indica que probablemente se esté dando una
liberación de CRH a circulación portal, aunque el descenso

del contenido del péptido en la ZEEN sea difícilmente

detectable. Esto puede ser debido, por una parte, a
dificultades de sensibilidad en las técnicas utilizadas pero,

por otra parte, es posible que exista una elevada tasa de
recambio en esos momentos que compensaría la liberación de

CRE mediante un incremento de síntesis y transporte del
mismo. Podría pensarse, de acuerdo con lo propuesto por

Chappell y col. (1986-147), que existe una reserva de CRH en

lEEN para su rápida liberación cuando el animal es expuesto

a un estímulo estresante durante un período corto de tiempo,

provocando una disminución más o menos medible del péptido en

EM que es inmediatamente enmascarada por el incremento de

síntesis y transporte del péptido.

Refiriéndonos concretamente a nuestros resultados, el hecho

de que algunos animales control mostraran un menor marcaje de

CRE en la ZEEM tras el estrés agudo parece indicar que se

está produciendo el fenómeno comentado.
En relación con el contenido de CRE en NPV, los

distintos autores coinciden en no encontrar variaciones tras

estrés agudo por inmovilización, de acuerdo con nuestros

resultados. Sí se encuentran incrementos, sin embargo, cuando

se valoran los niveles de su mRNA (Imaki y col, 1992-116;

Harbuz y col., 1993—277).

- Los trabajos sobre AVP y OT en NPV y ZEEN son más

escasos e igualmente difíciles de comparar con los nuestros

(Cuadro 5). En cuanto a AVP, los resultados apuntan en el

mismo sentido que para el CRH, de modo que cuando el tiempo

de inmovilización es más prolongado se constata la depleción

del contenido de AVP en ZEEN (De Goeij y col, 1991-118). Sin
embargo, de nuevo aquí los datos no son homogéneos, pues

cuando se aplica el estrés por restricción durante el mismo
tiempo (30) pueden no detectarse variaciones de AVP, aunque

si un descenso del contenido de OT en ZEEM (Romero y col,

1993-272). No es de extrañar, por tanto, que en nuestro

estudio no se observen variaciones de AVP ni de OT. Sin

embargo, quizás existan variaciones de otro tipo en los

niveles de estos dos péptidos, como por ejemplo en plasma,
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donde existe una abundante bibliografía que constata cambios

diversos tras cortos períodos de inmovilización o

restricción, así como tras otros tipos de estrés agudo

(Husein y col, 1979; Gibbs, 1984; Lang y col., 1983; Wu y

Childs, 1990). Estos resultados indican que, en relación con

la MP y la 0W. hay que considerar la posible importancia de

una vía de actuación de estas hormonas sobre las células

corticotropas, a través de una vía alternativa distinta del

sistema porta hípofisario, procedente del lóbulo posterior de

la hipófisis (referencias ), sobre la cual sólo podemos

comentar que nosotros no hemos encontrado variación en las

fibras vasopresinérgicas y oxitocinérgicas en neurohipófisis

de los animales aislados.

Aunque la exposición corta a la inmovilización (1’) provoca

que disminuyan los niveles hipotalámicos de OT pero no de AVP

(Miaskowski y col., 1988-121), no hemos encontrado trabajos

que estudien el contenido de estos péptidos concretamente en

el NPV tras 15’ de estrés por inmovilización. La exposición

durante 15’ a otros tipos de estrés agudo> como la novedad

del ambiente y el frío, sin embargo, tampoco parece producir

alteraciones en el contenido de MW en NPV o eminencia media

(Wu y Childs, 1990—145), en concordancia con nuestros

resultados, aunque sí se incrementa el contenido de su mRNA

en el NPV a los 30’ del estrés.

De lo comentado hasta el momento se puede extraer la

conclusión de que existe una gran heterogeneidad en la

respuesta hipotalámica al estrés, ya que incluso parece que

no todos los tipos de estrés provocan liberación de CRH a

través de los mismos mecanismos neurales (Haas y George,

1988-151). Parece, por tanto, que la respuesta al estrés

varía cualitativamente de acuerdo con el tipo, intensidad,

duración y momento en que se aplica el estímulo estresante,

lo cual se contrapone con el concepto clásico de Selye de que

supone una ‘‘respuesta no—específica del cuerpo a cualquier

demanda” (33). La activación del eje hipofisario-adrenal

sería una característica constante, pero la contribución

hipotalámica al control de la secreción de ACTH parece ser

diferente en respuesta a distintos e incluso al mismo tipo de

estrés.

3.2.- Efectos del aislamiento social sobre la

inmunorreactividad para CRE, AVE y OT en NPV
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y eminencia media.-ET
1 w
212 730 m
346 730 l
S
BT


Según nuestros resultados, el aislamiento social no
produjo cambios aparentes en el patrón de distribución ni en

el contenido de somas inmunorreactivos para CRH, AVP ni OT en

el NPV> como tampoco en la intensidad de inmunorreacción.
Igualmente, no se encontraron variaciones en el contenido de

dichos péptidos tras la exposición de los animales aislados

a 15’ de estrés por inmovilización.
A nivel de la eminencia media tampoco se encontraron

cambios en las fibras vasopresinérgicas y oxitocinérgicas. En

cambio, los animales aislados mostraban un marcado aumento de

la expresión de inmunoreactividad para CRH en las fibras

nerviosas localizadas en la lámina externa de la EM> tanto en

situación basal como tras 15’ de estrés agudo por inmoviliza-

ción> en comparación con los animales control (fig. de

resultados?). Los animales aislados presentaban> además, un

mayor campo de extensión de estas fibras dentro de la EM, así

como una mayor intensidad de marcaje en las regiones

laterales de la misma.

Hasta el momento, son bastante escasos los estudios de este

tipo en animales aislados o sometidos a diferentes tipos de
estrés crónico. La bibliografía consultada tiene un carácter

parcial y variado> centrándose exclusivamente sobre algunos

aspectos concretos de los sistemas estudiados. Vamos a

comentar, en este apartado de discusión, sólamente aquéllos

trabajos y aspectos que puedan proporcionar información útil

en relación con nuestros resultados considerando, en todo
momento, la gran cantidad de factores técnicos y de diseño

experimental que dificultan las comparaciones.

- Estudios en el núcleo paraventricular.-ET
1 w
156 252 m
434 252 l
S
BT


La ausencia de modificaciones constatada por nosotros está

básicamente de acuerdo con lo obtenido por Ginsberg y col

(1993-273), quienes tampoco han encontrado cambios en el
contenido de CRH a nivel de este núcleo tras la cría de monos

rhesus en aislamiento social desde el tercer día postnatal.
Este trabajo, que utiliza también técnicas inmunocitoquimicas

de estudio, no aporta información ni sobre el contenido de

GRH en eminencia media> ni tampoco acerca de los otros

secretagogos del ACTH (AVP y OT). De acuerdo con nuestros

resultados y los aportados por Ginsberg y col (1993-273)>

podría sugerirse, de un modo general> que el aislamiento
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social no altera la síntesis de CRH en el NPV.

Sin embargo, cuando el aislamiento prolongado se lleva a cabo

en ratas adultas, se han descrito ciertos cambios; en

concreto, se produce un incremento de células que contienen

CRH> y de la proporción de ellas que contienen también AVP en
la región parvicelular del NPV (Barrett y col> 1989-278).

También se ha detectado un aumento de expresión del ARNmpara

I\VP en la misma región (Angulo y col> 1991-146); el hecho de

que este incremento se produzca exclusivamente en el NPV y
no, por ejemplo, en el NSO permite su asociación con el

incremento de actividad adrenocortical constatado en los

animales aislados por estos mismos autores.

La disparidad de estos resultados respecto de los nuestros y
los obtenidos por Ginsberg y col (1993-273) vuelve a poner de

manifiesto la importancia del momento de la vida del animal

en la cual se realiza el destete y se induce el aislamiento,

en relación con las alteraciones que determina éste en el eje
HHA. En rela ~cn ‘~<~~‘~sttt factoy desarrollo, comentado

previamente, hay que señalar que la base estructural del

complejo hipotálamo-hipofisario está presente desde el

momento del nacimiento, siendo el sistema funcionalmente

activo a partir de la primera semana postnatal en rata (Fink

y Smith, 1971-275). De este modo la rata de 14 días presenta
ya una respuesta intacta al estrés, así como una sensibilidad

adecuada del sistema de síntesis de CRH y POMC a la
retroalimentación negativa por glucocorticoides (Grino y

col., 1989-93). Sin embargo, en el momento del aislamiento,

cuando las ratas tienen 15 días de edad, no se ha completado

todavía la maduración de los sistemas de neuropéptidos que

estamos estudiando. Concretamente, el contenido de CRH a día

21 postnatal alcanza el 63% de los niveles del adulto,

mientras que la AVP en esos momentos sólo alcanza

aproximadamente el 17% , incrementándose fuertemente sus
niveles entre los días 21-40 de vida (Rundle y Funder, 1988-

161). En cuanto a la OT, parece que existe una maduración

rápida entre los días 12-20 postparto, apareciendo niveles

equivalentes a los de adulto en el día 21 postnatal (4 de 161
tesis).

Teniendo en cuenta que los períodos de desarrollo del animal

son períodos especialmente “plásticos”, y que las

alteraciones durante los mismos pueden repercutir fuertemente

en el conjunto de un circuito nervioso, puede pensarse que

los diferentes resultados obtenidos tras aislamiento pre- y
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postdestete se deben fundamentalmente a este factor

“desarrollo”. Las alteraciones que producen en el

funcionamiento del sistema hipotálamo-hipofisario—adrenal
serán, por tanto> cualitativa y cuantitativamente diferentes

y la posible activación que tiene lugar en el NPV tras

aislamiento en los animales adultos no parece tener lugar

tras aislamiento prolongado desde los 15 días de edad.
- Estudios en eminencia media.-ET
1 w
154 620 m
360 620 l
S
BT


Como ya se ha dicho, hemos encontrado inmunomarcaje
incrementado para CRH en la eminencia media de los animales

aislados, tanto en situación basal como tras 15’ de estrés

por inmovílizacion.
También aquí la bibliografía al respecto es escasa.

Concretamente, no hemos encontrado estudios de esta zona en
situaciones de aislamiento, siendo los datos más relacionados

aquéllos realizados en situaciones de estrés crónico, tanto

de tipo social, como no-social. Los datos de estos últimos

trabajos no son concordantes con los nuestros. Así> en lo

referente al CRE, tras el estrés crónico se constata

depleción del contenido de su contenido en EM (Chappell y

col., 1986-147; Bartanusz y col (1993—276) o bien que no se

producen variaciones (Haas y George, 1988-151; De Goeij y

col, 1991—118; De Goeij y col, 1992—126), todo ello en

situación basal. Dichos trabajos no hacen referencia al

efecto del estrés crónico sobre el contenido del CRH en

respuesta a estrés agudo.

Respecto a los niveles de AVP en eminencia media (que no

presentan alteraciones evidentes en nuestro experimento)> los

escasos estudios existentes apuntan hacia un incremento del

contenido basal tanto tras estrés crónico por inmovilización

(Bartanusz y col> 1993-276; De Goeij y col, 1991-118) como

tras estrés crónico de carácter social (De Goeij y col, 1992-

126>. Este trabajo es especialmente interesante, como veremos

a continuación> por la interpretación funcional que dan a los

resultados.

La. información que aportan los datos de contenido de los

secretagogos del ACTE en eminencia media sobre la
funcionalidad del eje ERA dependen, además> de que se

complementen con la información existente sobre:

- tasa de síntesis de los péptidos en el NPV

- concentración de los mismos en plasma portal

- grado de activación de las células corticotropas

hipofisarias y/o niveles circulantes de ACTH en plasma.
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Ninguno de los trabajos citados anteriormente reúne,
satisfactoriamente, información completa sobre todos estos

puntos, aunque el trabajo de De Goeij y col, (1992-126) sí

pone de manifiesto que en los animales sometidos a estrás

social crónico se produce una hipofuncionalidad del eje HHA,

concretamente en respuesta a estrás social agudo. En primer

lugar, estos autores constatan que en ratas control se

produce una depleción importante de AVE en la ZEEM cuando son

sometidas a una situación de estrés social agudo, sin que
varíe el contenido de fibras que contienen CRE. Por tanto>

parece que se produce una liberación de AVE a la circulación

portal con la que el animal responde eficazmente a la

situación puntual de alarma. En el caso de los animales

sometidos a estrás social crónico, no se produce dicha

depleción de AVP en ZEEM en respuesta al estrés> lo cual

indica que no se libera el péptido a circulación portal en

respuesta al estrés, cambio que parece responsable de la

menor respuesta adrenocortical de estos animales frente al

estrés agudo (hipofuncionalidad del sistema HHA>. En este

caso, la presencia de unos niveles proporcionalmente elevados

de AVE en ZEEM de los animales sometidos a estrás crónico son

reflejo de una insuficiencia funcional del del eje HL-lA en

parte debida a un problema de liberación del péptido a la

circulación portal.

Es interesante que este caso de hiposensibilidad del eje HITA
se dé en un modelo de estrés crónico de tipo social, ya que

presenta más parecido con la situación de aislamiento que

otros modelos de estrás crónico, como por ejemplo, por

inmovilización. De acuerdo con los datos obtenidos en nuestro

estudio, algunos de ellos comentados en otros apartados,

parece que se refuerza la hipótesis ya propuesta de una

hipofuncionalidad del eje HHA provocada por el aislamiento

prematuro y prolongado. Por un lado, no había cambios

visibles en las células corticotropas hipofisarias en

situación basal, mientras que su respuesta al estrás está

proporcionalmente disminuida; fijándonos en el CER veíamos

que sus niveles no varían en NPV en ninguno de los dos casos;

sin embargo, se produce un incremento de este secretagogo en

la EM de animales aislados tanto en situación basal como

frente a un estrés agudo de 15’ de inmovilización. Si

consideramos que el aislamiento es una situación estresante

que induce liberación de secretagogos de ACTE a la

circulación portal (Alexander y col, 1988) se puede sugerir
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que tal liberación está disminuida en nuestros animales (por
lo menos en lo que al CHE se refiere), con lo cual tenemos

una función deficitaria del eje ERA en este nivel> tanto en

condiciones basales como en respuesta aguda a una emergencia.

El razonamiento seguido está basado en el mecanismo de
alteración propuesto por De Goeij y col (1992-126)> aunque la

diferencia fundamental con este trabajo es el secretagogo de

la ACTE cuyo contenido se incrementa en la ZEEM: CRE en

nuestro trabajo, y AVP en el de estos autores. Esta
diferencia es difícil de interpretar, aunque puede estar

basada en el hecho de que los sistemas hipotalámicos que
controlan la secreción de ACTE hipofisaria están dotados de

una elevada plasticidad química y estructural dependiente del

tipo, intensidad, duración y momento en el que se aplica el

estímulo estresante.
Una vez propuesta la hipótesis de que el incremento de

contenido de CHE en ZEEN puede deberse a un déficit funcional

en la liberación de CRE a la circulación portal> se plantea
el interrogante de cuál puede ser el mecanismo implicado en

esta situación. Sin entrar en detalles pormenorizados sobre

este punto, vamos a limitarnos a esbozar cuáles son, a
nuestro juicio, las posibilidades en este sentido teniendo en

cuenta que la constatación de cualquiera de ellas requeriría

estudios complementarios:

1) Un primer mecanismo podría ser la alteración a nivel de

las interacciones que se producen entre distintos sistemas de

fibras en la ZEEM y que modulan la liberación de ciertos

factores (Bauchaud y Bosler, 1986—80). Así> por ejemplo

podrían haber resultado alterados por el aislamiento ciertos

sistemas neurotransmisores como los catecolaminérgicos que

tienen un papel facilitador de la liberación de CHH a nivel

de la ZEEM (Kiss y Aguilera, 1992-274). Además de las

catecolaminas, que tienen un papel facilitador de la

liberación de CRE a nivel de la ZEEM (Kiss y Aguilera, 1992-

274) podrían estar alterados otros sistemas neurotransmisores

como acetilcolina, serotonina y GASA, así como otros

neuropéptidos que pueden modular la secreción de CHE a
circulación portal (28, 29, 30, 31 de Kiss y Aguilera, 1992—

274; Rordon, 1985-l7lHCOMPHOBARH).

Por tanto, seria interesante comprobar si estos sistemas

neurotransmisores están o no alterados en la eminencia media

de los animales aislados.

2) Por otra parte, también se podría haber producido un
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aumento de la retroalimentación negativa del CRE sobre su

propia liberación a nivel de la eminencia media, mediante un

aumento de los receptores (o de su afinidad) para CRH
existentes en los terminales de las fibras que contienen este

péptido (52 de Calogero y col, 1988-148).

Para concluir este capítulo podría establecerse de

una manera razonable que el aislamiento social

prolongado e inducido tras un destete prematuro implica

una situación de hipofuncionalidad del eje Hl-LA que se

pone de manifiesto especialmente cuando estos animales

son expuestos a una situación de emergencia, ya que

entonces la reactividad de las células corticotropas

hipofisarias es inferior a la normal. El origen de la

alteración podría radicar a nivel de la eminencia media

y concretamente afectaría a los mecanismos de liberación

de CRE. Estos resultados> en general, no son

coincidentes con los obtendios en otras situaciones de

aislamiento o estrés crónico cuando tienen lugar en

edades adultas, siendo por lo tanto, fundamental el

componente del desarrollo en la determinación del cuadro

estudiado.

No se hacen patentes, mediante técnicas

inmunocitoquimicas, cambios en los niveles de CRH, AVP

y OT en el NPV, lo que puede indicar una situación

normal en cuanto a la síntesis de los mismos. No
obstante, según los objetivos de este trabajo y para

obtener información sobre los niveles superiores que

regulan la actividad HITA, incluyendo la amigdala como

centro límbico representativo, se llevaron a cabo los

estudios electrofisiológicos anteriormente explicados

cuyos resultados son objeto de discusión en el capítulo

siguiente.

Además de estos mecanismos es posible que se produzcan
modificaciones centrales en la neurosecreción de CHH

(secreción a circulación portal) a través de la alteración de

sistemas neurotransmisores límbicos, participando en la

diferente actividad basal y estimulada hipofisaria-
adrenocortical observada entre las ratas control y aisladas.

Un defecto en la transducción de la señal de estrés en
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neurosecreción de CRH, debido a estimulación insuficiente de

estas neuronas, debido a alteraciones en las vías de

neurotransmisores. Quizás por una inervación inmadura del NPV

(39,40,41 de ref. 157-tesis) en la época del aislamiento, que

resultó alterada por dicha situacion.

Por tanto> aunque nosotros no hayamos encontrado alteraciones

en la inmunorreactividad para CRE, AVP, OT en NPV, pueden

estarse produciendo cambios de actividad en los centros

estudiados que nosotros no detectamos mediante las técnicas

inmunocitoquimicas. Se deberían desarrollar otros estudios

para detectar cambios en la actividad de los sistemas

analizados y si las alteraciones encontradas se deben a

alteraciones en vías extrahipotalámicas que regulan la

síntesis y liberación de CRE> AVP y OT en neuronas del NPV.

Se pasa, por tanto, a los estudios electrofisiológicos o

cuantitativos.

4.4.- EFECTO DEL AISLAMIENTO SOBRE VIAS

EXTRAHIFOTALAMICAS QUE CONTROLAN LA ACTIVIDAD HItA

:

SISTEMA AI4IGDALO-HIPOTALAMICO. -

Toda una serie de estudios han indicado que, además de

los centros nerviosos hipotalámicos, existen centros

extrahipotalámicos que participan en el control de la
liberación de corticosterona en situación basal, así como en

la inducida por situaciones estresantes. Entre ellos, el

sistema límbico -y más concretamente la amigdala- juega un
papel importante en la regulación central de la actividad del

sistema hipotálamo-hipófisis—adrenal (Zolovick, 1972);

Feldman y Conforti, 1981; Feidman, Confortí y Saphier,1990).

Las alteraciones que hemos descrito hasta el momento en los

animales aislados —que sugieren, como se ha visto, una

hipofuncionalidad del eje ERA en situación basal, pero sobre

todo en respuesta al estrés por inmovilización- dejaban

abiertas bastantes incógnitas acerca de los posibles

mecanismos alterados. Ello nos llevó a plantear el bloque de

experimentos de electrofisiología, en el cual nuestro

objetivo era analizar si dicha hipofuncionalidad estaba

relacionada con alteraciones en ciertas vías

extrahipotalámicas que regulan la secreción adrenocortical

(eje límbico-hipotalámico-hipofisario-adrenal: LHHA),
concretamente, en las proyecciones de amígdala a hipotálamo.
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Como ya ha sido comentado en la Introducción (ver ¿¿cuadro
5??), las proyecciones amigdalinas que intervienen en la

respuesta adrenocortical a los estímulos estresantes cursan

mayoritariamente a través de la estría terminal hasta el

núcleo paraventricular hipotalámico (NPV), bien mediante

proyecciones directas (Silverman y col., 1981; Tribollet y

Dreifuss, 1981; Gray, 1989>, o bien mediante proyecciones

indirectas, en parte a través del núcleo de la estría

terminal (NEST> y el área preóptica (APO) (Krettek y Price,
1978a; Weller y Smith, 1982; De Olmos y col> 1985; 17; Cray

y col, 1989-206). Tanto el NEST como el APO presentan

conexiones nerviosas directas con la división parvocelular

del NPV (52-55,57,58; Sawchenko y Swanson, 1983; Swanson y

col.> 1983>, donde se concentran las neuronas que contienen

CRE y que constituyen la vía final de integración en la

activación de la secreción adrenocortical.

Por tanto> los estudios de la actividad espontánea y de la

respuesta provocada por la estimulación del núcleo medial de

la amígdala, realizados en el NEST, APO y NPV, podrían

aportar información válida sobre sobre células y circuitos

implicados en el control de la actividad adrenocortical.

En primer lugar> haremos un resumen de los resultados

electrofisiológicos obtenidos en nuestro estudio, los cuales

se recogen esquemáticamente en la figura 6> para una mejor

comprensión de los mismos:

1. El aislamiento social provocó una disminución de la

actividad espontánea en determinadas poblaciones celulares

del NPV y del APL, pero no en el resto de estructuras

estudiadas (NEST, APM).

2. El aislamiento social alteró la respuesta de las células

de ciertos núcleos a la estimulación eléctrica de la amígdala

medial. Así, en el NPV y APM se redujo el número de células

que eran excitadas por dicha estimulación amigdalina,

produciéndose un incremento paralelo del número de unidades

que eran inhibidas o no respondían a la estimulación.

Estos resultados electrofisiológicos, junto con la
disminución de los niveles plasmáticos de B y otras

alteraciones descritas anteriormente en los animales
aislados, sugieren la existencia de una reducción de la

actividad límbico-hipotalámica-hipofisaria-adrenal como
consecuencia del aislamiento social prolongado, cuando éste

se produce en temprana previa al destete.
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A continuación, vamos a pasar a la discusión de estos

resultados, estructurados en dos bloques: por una parte, los

efectos del aislamiento social sobre la frecuencia de

descarga espontánea de las células y, por otra parte, las

alteraciones que se producen en la respuesta a la
estimulación del n. medial de la amígdala:

1.- FRECUENCIAS DE DESCARGAESPONTANEA.-ET
1 w
163 620 m
420 620 l
S
BT


La actividad espontánea de las unidades aisladas en los

animales control era similar a la descrita en estudios

previos para Ci NEST(9,67) y NPV(39,53,54,56). En el caso del

APO, aunque las células disparaban algo más rápido que en

otros estudios (55, 56), la frecuencia de descarga espontánea

se encontraba dentro del rango de frecuencias descritas por

otros autores (Gardner y Phillips, 1977—203; Dyer, 1973-en

203 de tesis).

El aislamiento social provocó una disminución de la
~±C~uci¡~a.a ~C uoo~atyo 5Ot~ e’, A~,inada5

A espontánea

poblaciones de células: en las células del NPV que eran

excitadas tras la estimulación eléctrica de AME y en las

células del APL que no respondían a dicha estimulación. Sin

embargo, la actividad espontánea de las demás células del NP’?

y APL> así como la totalidad de células registradas en el

NEST y APM no varié en los animales aislados. Estos

resultados indican que no se produjeron cambios drásticos en

la actividad espontánea de las células de los núcleos

estudiados tras la cría en aislamiento social.

Se ha comprobado que cuando se incrementa la actividad

eléctrica de las neuronas del NPV y del APO se producen, de

forma paralela, incrementos en los niveles circulantes de E
en el animal (17,39,56). Por tanto, la menor actividad

espontánea de las células del NPV y del APa podría estar

relacionada con la disminución de los niveles basales de E en

plasma encontrados en los animales deprivados socialmente.

Si analizamos con más detalle los resultados> las células del

Np’? que presentan menor actividad espontánea en los animales

aislados son precisamente las que resultan activadas tras la

estimulación de la AME, de modo que estartan implicadas en la

vía que estamos estudiando, participando también activamente

en el incremento de la actividad adrenocortical que se

produce tras la estimulación amigdalina. Se puede sugerir,

por tanto> que la hipofuncionalídad basal de estas células
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podría ser parcialmente responsable de la disminución de los

niveles circulantes de E en los animales aislados.

En cambio> aunque se ha comprobado que el APO contribuye de

alguna forma al control de la expresión basal de mRNApara

CHH y su secreción (Herman y col, 1990, 30 de manuscrito-
isol>, las células del APL que presentan menor actividad

espontánea tras el aislamiento social son precisamente las

que no responden a la estimulación de la amígdala medial y,

por tanto, estarían implicadas en vías diferentes de la

estudiada por nosotros. Quizás alguna de estas vías podrían,

a su vez, participar en el control la actividad HHA basal

como se ha propuesto, por ejemplo> para ciertas proyecciones

hipocampales multisinápticas descritas al área preóptica o

mediante la vía amigdalofugal ventral (Herman y col> 1990, 30

de manuscrito-isol) que realmente conecta el cortex

periamigdalino con el APL

En relación con los posibles mecanismos que subyacen a la

disminución de la descarga espontánea de estas células, ya
hemos comentado que el aislamiento en un período temprano

anterior al destete provoca un incremento en los

glucocorticoides circulantes(29,60) en un momento en que el

eje [¡HA está todavía madurando (Vázquez y Akil, 1992-94).

Teniendo en cuenta la modulación que ejercen las hormonas

adrenales sobre la frecuencia de descarga de las células

(7,10,52), el incremento de concentración de corticosteroides

podría haber causado efectos de larga duración en la

actividad espontánea de las células, mediante, por ejemplo,

modificaciones de sus características electrogénicas, en la

distribución de sus receptores> etc. De hecho, se han

encontrado cambios de este tipo como, por ejemplo> un

incremento en el número de canales de calcio en células de

cortex frontal y n. caudado, cuando el aislamiento social se

produce desde los 21 días de edad hasta los 3 meses (Czyrak

y col, 1992-57). Sin embargo, no podemos excluir la

posibilidad de que a la actividad espontánea disminuida

contribuyan también diversas alteraciones en agentes

extrínsecos a las células estudiadas, como, por ejemplo,

cambios en las aferencias de estas neuronas, que podrían

tener o no el mismo origen hormonal.

También podría pensarse en el caso contrarío, es decir, que

las alteraciones de actividad espontánea detectadas en las

células del NP’? y APL tengan su origen en los bajos niveles
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basales de E en plasma de los animales aislados adultos. En

este sentido> se ha descrito que los corticosteroides reducen

la frecuencia de descarga de las células del NPV y células
que proyectan a ellas(36,52,62) a través de receptores de

corticosteroides existentes en las mismas (Fuxe y col, 1985-

en 24 de tesis; Arriza y col> 1988-en 24 de tesis;

Ceccatellí, 1989-134; McGimsey y col, 1991-106). Sin embargo>

si éste fuera el caso, la baja concentración de 3 en plasma

de los animales aislados habría provocado un incremento, más
que una disminución en la actividad espontánea de las células
del NPV y APL. La posibilidad que estamos analizando es

especialmente difícil de justificar en el caso de las células
del APL> si tenemos en cuenta el hecho de que no se han

detectado receptores para corticosteroides en la región

preóptica (Fuxe y col, 1985-en 24 de tesis; Arriza y col,

1938—en 24 de tesis; Ceccatelli, 1989—134; Mccimsey y col>

1991-106). Por todo ello> parece difícil establecer una

relación directa entre la disminución de actividad espontánea

que se produce en las células del APL y NPV de los animales
aislados y una posible alteración en la retroalimentación

negativa de los corticosteroides.

2.- ALTERACIONES EN LA RESPUESTAA LA ESTIMULACIÓN DEL

N. MEDIAL DE LA AMíGDALA.-ET
1 w
142 357 m
326 357 l
S
BT


Procederemos a discutir separadamente los resultados

obtenidos en cada núcleo estudiado:
2.a. NUCLEODE LA ESTRÍA TERMINAL.

Los registros realizados se localizaron principalmente en la

división medial del NEST, y dentro de ella, sobre todo, en

las regiones anteriores, siguiendo los criterios clásicos de

citoarquitectura y conectividad del núcleo (Bícier, 1961;

Krettek y Erice, 1978; De Olmos y col.> 1985), cuyas

subdivisiones han sido revisadas recientemente (Haga y col.,

1989—192; Del Abril, 1988—194). Según estos criterios, la
subdivisión medial del NEST estaría conectada con grupos

celulares como el n. medial de la amígdala> área preóptica

medial e hipotálamo ventromedíal y, por tanto> implicada en
la regulación de procesos neuroendocrinos (Krettek y Erice,

1978; Saper y col., 1976; Swanson, 1976). En este sentido,

nosotros estábamos especialmente interesados en realizar los
registros de actividad unitaria en las regiones

anteromediales del NEST debido a que su estimulación

167



4. Discusión

eléctrica produce un incremento de los niveles plasmáticos de

E (14), además de que sus células reciben inervación directa

de la. amígdala medial (9; Weller y Smith, 1982—208).
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- En animales control la estimulación eléctrica de la AME
provocó aumento en la frecuencia de descarga en un gran

porcentaje de las unidades registradas en el NEST (63.6%),

mientras que pocas células resultaron inhibidas (28.8% de las

células) y el porcentaje de unidades que no respondían a la

estimulación fué realmente bajo (7.6%). Estos resultados

sugieren que la proyección estudiada era predominantemente

excitatoria y están de acuerdo con estudios

electrofisiológicos previos(l,5,9,67), así como con estudios

neuroanatómicos que demuestran la existencia de proyecciones

desde AME a NEST(9,32), mayoritariamente a través de la stria

terminalis( 17,33).

La inhibición de la descarga que se produjo tras la respuesta

excitatoria en aproximadamente el 21% de las células que

eran activadas (fenómeno denominado OD±/—’>, podría
representar un mecanismo que limitaría la excitación que se

produce en las células tras la estimulación amigdalina. Este

fenómeno, que ha sido previamente descrito en el NEST tras la

estimulación de la estría terminalis por Yajeya y col (1989)
podría qenerarse por varios mecanismos: a> activación de

interneuronas inhibitorias, b) posthiperpolarización temprana

¿¿y disfacilitación tardía?? que siguen a cada potencial de

acción, d) algún tipo de mecanismo inhibidor postsínáptico

mediante colaterales recurrentes.

En cuanto a las latencias de respuesta, la excitación se

produjo en el NEST con una media de latencia larga (33.9±8.8

ms), lo cual indica que estaba mediada por una vía

polisináptica (1,5,67). Sin embargo, hay que tener en cuenta

que las latencias de activación eran muy heterogéneas,

existiendo bastantes neuronas (alrededor del 60% de las

células excitadas) que presentaban latencias cortas (<lOrns)

y que, por tanto, serían excitadas mediante una proyección

monosináptica desde el núcleo medial de la amígdala (Yajeya

y col., 1989). En cuanto a la respuesta inhibitoria> ésta se

produjo con una latencia homogéneamente más rápida (9.4±2.8

ms), indicando que probablemente estaba mediada por una

proyección monosináptica desde el n. medial de la amígdala

(1,50)

- Una vez caracterizada la respuesta de las células del NEST

a la estimulación de la AME en los animales control, sólo nos

queda por comw ría ei~ aislamiento social no

provocó alteraciones significativas en el patrón de dicha
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respuesta, del mismo modo que tampoco se encontraron

diferencias en la actividad espontánea de las células del
NEST entre los grupos estudiados (como se ha discutido

anteriormente), o en las latencias de respuesta.

La observación realizada en tres de las unidades registradas

en estos animales aislados, de un incremento espectacular de

la duración de la excitación tras estimulación amigdalina

puede ser objeto de un breve comentario> si bien su carácter

excepcional aconseja no extendernos demasiado en este punto.

De Kloet y col (revisión,1991-lO de elcisolpap; VBUSCAR Y

AÑADIR EL PAPER ORIGINAL DE INTRACELULAR!!) han descrito que

los corticosteroides pueden reducir la excitabilidad de

células del sistema límbíco, concretamente del hipocampo. Se
podría proponer, por tanto, que los bajos niveles circulantes

de B en los animales aislados podrían ejercer un menor efecto

de retroalimentación negativa sobre la excitabilidad de las

células del NEST> a través de los receptores para GC

descritos en ellas (Neurosci Lett 77, 25—3OfliBuscar en

CALJAL! !; añadir ref. De Kloet del Congreso ENEA 93.Lisboa).

La estimulación eléctrica de la amígdala medial, al igual que

el estrés, provoca una excitación en las células del NEST

medial (como se deduce de nuestros resultados en animales

control y de datos previos en la bibliografía) que, a su vez,

provoca un aumento en la concentración plasmática de B

(14>28). Estos datos han llevado a proponer al NEST como un

núcleo que participa en la regulación de la secreción

adrenocortical en respuesta a los estímulos estresantes. Sin

embargo, el hecho de que en animales aislados este núcleo no

vea alterada su actividad eléctrica parece indicar que la

hipofuncionalidad que presenta el eje HITA de estos animales

no tendría su origen en alteraciones de la actividad basal

del NEST, ni de su excitabilidad ante estímulos procedentes

del n. medial de la amígdala.

2.b. AFEA PREOPTICA.

En nuestro estudio, los registros se realizaron en las

regiones rostral y medio-laterales del APO, siguiendo los

criterios citoarquitectónicos de Bleier y col (1979-en

morfmapo.met), Millhouse (1969-Ibidem) y Simerly y col.

(1984—228). Se ha demostrado que la estimulación eléctrica de

estas zonas provoca un incremento de secreción adrenocortical

(Redgate y Fahringer, 1973-49 elcisolpap; Saphier y Feldman,

1986-54 elcisolpap}, lo que ha llevado a sugerir que su

implicació en el control de la actividad HHA.
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- En animales control, la estimulación de la AME provocó

excitación en un elevado número de células preópticas (62%),

mientras que el porcentaje de células que resultaron

inhibidas (14%) ono respondieron a la estimulación (24%) fué

menor.
La respuesta fué diferente en el APM (OD+=85.7%; OD-=4.8%;

NR=9.5%) que en el APL (OD+s44.8%; OD—=20.7%; NR=34.5%):

Como puede apreciarse, el porcentaje de células que

no respondían a la estimulación de la AME fué menor en el APM

que en el APL (donde esta población de células era bastante

elevada), lo cual está de acuerdo con los datos obtenidos por

Adamec (1989-1 de elcisolpap). Este fenómeno podría reflejar

la existencia de una mayor proyección desde la AME al APM que

al APL, cuyas aferencias amigdalinas parecen proceder

mayoritariamente del cortex periamigdalino a través de la vía
amigdalofugal ventral en la rata (Powell y col, 1965-47 de

elcisolpap; Cowan y col, 1965: en 239 de tesis; Leonard y

Scott, 1971: en 239 de tesis; De Olmos, 1972—239 tesis>. No

obstante, se conoce la existencia de conexiones entre AME y

APL, que se establecen, en parte, a través de las conexiones

recíprocas entre APM y APL(8; Simerly y Swanson, 1988—229).

Por otra parte, si nos fijamos en las células que

respondieron a la estimulación amigdalina, los porcentajes de

excitación e inhibición fueron también diferentes en el APM

y APL, de modo que el cociente excitación/inhibición es mucho

mayor en el APM (17.85) que en el APL (2.16). Estos

resultados indican que la vía amígdala-área preóptica es

mayoritariamente excitatoria, pero de forma mucho más patente

en el caso del APM. La existencia de esta aferencia

amigdalina mayoritariamente excitatoria sobre las células del

APM es acorde con lo descrito por otros autores (8, 44,50;

Fenske y col, 1975-207) y parece mediada principalmente a

través de la estría terminal (12,27,48).

La latencia media de excitación era elevada en las células

del APO (APLr3Y.5±13.4ms; APM=79.1±40.O7ms), lo cual sugiere

la intervención de una vía oligo o polisináptica. Esta

interpretación aparece abundantemente recogida en la

bibliografía sobre el tema (1, 44; Gray y col., 1989—206;

Magnuson y Cray, 1988-29 de la 205 de tesis; Gardner y

Phillips, 1977—203)> aunque las latencias de respuesta que se

describen en los trabajos cubren un amplio rango. Esta

heterogeneidad de latencias de excitación era aún mayor en el

171



4. Discusión

APa que la ya comentada en el NEST (sobre todo para las
células del APM), existiendo un menor porcentaje de células

con latencias cortas de excitación (<20 ms, alrededor del 30%
de las células excitadas). Estas células podrían ser

excitadas mediante una proyección monosináptica desde el AME,

probablemente vía la estría terminal (Perkins y col> 1977)>

pero parece que esta proyección es menor que en el caso de

las células del NEST.

En cambio> la inhibición de la descarga de las células del

APa por estimulación de la AME se produjo con latencias

menores y más homogéneas (APL=10.8±5.4 ms; APMtS.O ms), lo

cual sugiere, como ya vimos en el NEST, la existencia de una

vía inhibitoria monosínáptica rápida que podría estar mediada

por aferencias directas desde la amígdala medial (50).

- Por otra par i--. aislamiento social disminuyó el número

de células del APM que eran excitadas por la estimulación del

AME (controles:85.7%; aislados:36%) e incrementó el número de

células que resultaban inhibidas (controles:4.8%;

aislados:38%> ono respondían (controles:9.5%; aislados:26%).

En cambio, en el APL se produjeron ligeras modificaciones que
no fueron estadísticamente significativas. El hecho de que el

aislamiento social tenga un efecto más drástico sobre la
respuesta de las células del APM quizás podría deberse a una

alteración de las aferencias con origen en el AME que, como

ya se ha dicho, son más abundantes sobre el APM.

Por otra parte, las latencias de respuesta no variaron en los

animales aislados.

Teniendo en cuenta todo lo dicho en este apartado puede

concluirse, por lo tanto, que las aferencias amigdalinas a

las células del APM eran mayoritariamente excitatorias, y el

aumento de actividad que se provoca en las células preópticas

se puede relacionar con el incremento de actividad que tiene

lugar en el sistema HHA en respuesta a los estímulos

estresantes (17,56). Por tanto> se puede proponer que la

reducción de la excitación que se produce en el APM de los

animales aislados al estimular la AME, junto con el aumento

de inhibición y del porcentaje de células que no responden,

determinaría una menor secreción adrenocortical en estos

animales. Esto parece coherente si tenemos en cuenta los

resultados presentados en otros apartados de la tesis, de los

que se deducía que los animales aislados presentaban una
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menor activación del eje HHA en respuesta al estrés por
inmovilización; esta hiposensibilidad de la actividad HHA al

estrés podría estar relacionada con una reducción de la

excitabilidad de las células del APM ante los estímulos, como

hemos constatado en el caso concreto de los estímulos

procedentes de la amígdala medial. Hay que tener en cuenta

que el APM presenta proyecciones que sinaptan sobre las

neuronas parvocelulares del NPV (8,53,54>58>62> S±merly y

Swanson, 1988—229), siendo dicha proyección predominantemente

excitatoria sobre la actividad eléctrica del NP’? (54,55).

Así, la estimulación del n. medial de la amígdala, al
producir una menor excitación de las células del APM, podría

provocar, a su vez, una disminución del efecto excitatorio

sobre el NP’?, reduciendo consecuentemente la actividad

adrenocortical (49), al menos en respuesta a los estímulos

mediados por la amígdala medial.

2,c. NUCLEO PARAVENTRICULAF.

- En los animales control todas las células que presentaban

un patrón de actividad espontánea no-fásica fueron excitadas
por la estimulación de la AME (100%), lo que sugiere que la

proyección amigdalina estudiada era excitatoria, de acuerdo

con estudios previos(56). Aunque no podamos asegurar las

proyecciones de las unidades registradas, existen evidencias

para sugerir que las células estudiadas en el NP’? podían ser

neuronas parvocelulares que proyectaban a la eminencia medía,

ateniéndonos a los siguientes criterios: a) la posición del

electrodo de registro en la división parvocelular medial del

NP’?> según los criterios citoarquitectónicos de Sawchenko y

Swanson (1983-290); b) el patrón de descarga espontánea

continua y no—fásica (45,53,63, Pittman y col, 1980—196); y

c) el hecho de que la mayoría de ellas eran excitadas tras la

estimulación de la AME en animales control(56; Ferreyra y

col. 1983—216).
Al igual que en los centros anteriores> el tiempo medio de

latencia al que se produjeron las respuestas excitatorias en

el NP’? provocadas por la estimulación de la AME fué bastante

heterogéneo (55.83±32.58). De las 6 células aisladas, cuatro

presentaron una latencia de excitación pequeña (<20 ms) y

podría considerarse que son unidades activadas mediante una

proyección excitatoria monosináptica, teniendo en cuenta que

se han descrito proyecciones directas de la amígdala medial
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al NPV(ll,45,56,58). Las largas latencias de excitación

encontradas en las otras dos células sugieren que es también

posible la existencia de una vía oligosináptica desde AME, en

parte mediante la vía de proyección que estamos estudiando,

que hace relé en el NEST y/o en el Apa> áreas que a su vez

proyectan al NP’? (17; Gray y col, 1989-206).

- El aislamiento social redujo el número de células del NP’?

con actividad no-fásica que aumentaban su frecuencia de

descarga en respuesta a la estimulación de la AME (controles:

100%; aislados:42.9%) y aumentó el número de las que eran

inhibidas (28.5%) o no respondían (28.6%). En cambio, las

latencias de respuesta no fueron diferentes en ratas control

y aisladas.

Como ya se ha comentado anteriormente, la estimulación de la

AME, al igual que los estímulos estresantes neurogénicos,

provoca un incremento en la frecuencia de descarga de las

células parvocelulares del NP’? que secretan CRH en la rata

originando, a su vez> un incremento de secreción

adrenocortical (39,56). Por tanto> la menor respuesta

excitatoria que se produce en las células del NPV de los

animales aislados tras la estimulación de la AME, originaría

una menor respuesta adrenocortical a los estímulos
procedentes de la amígdala medial. Si tenemos en cuenta que

la AME participa en la respuesta del sistema LIlIA al estrés

por inmovilización (Van de Rar y col., 1991-205)> parece

lógico sugerir que la disminución de esta respuesta observada

en los animales aislados podría tener su origen, en parte, en

la menor excitabilidad de las células del NP’? ante los

estímulos procedentes de la AME. Esta menor excitabilidad

podría estar también relacionada con un descenso de la

entrada excitatoria al NP’? procedente del APM, ya que en este

centro se han encontrado también alteraciones en la respuesta

a la estimulación de la AME que apuntan en el mismo sentido.

Por tanto> el aislamiento social parece haber provocado

alteraciones en la respuesta del animal a los estímulos
mediados por la amígdala medial, alteraciones que tienen su

origen en vías específicas implicadas en el control de la

actividad FHA, en concreto desde el AME a APM y a NP’?,

resultando menos sensibles a la situación de aislamiento

social las proyecciones de AME a NEST y APL. Las alteraciones

consistían en una disminución de la respuesta excitatoría a
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la estimulación de la AME, junto con un incremento de
inhibición y del porcentaje de células que no respondían a

dicha estimulacion. Estos resultados sugieren una disminución

en la EFECTIVIDAD DE LA VÍA ESTUDIADA en los animales

aislados, de manera que se puede sugerir que se produciría

una disminución de la respuesta del eje Hl-LA, al menos ante

los estímulos estresantes mediados por la AME> como es el

caso del estrés por inmovilización (Van de Kar y col., 1991-

205)

¿Qué posibles mecanismos subyacen a las alteraciones de

respuesta del APM y NP’? a la estimulación del n. medial de la

amígdala?:
* La primera posibilidad es que se haya reducido la

actividad o funcionalidad de las vías excitatorias y/o se

haya aumentado la de las vías inhibitorias desde AME a PCA

(concretamente a APM) y NP’?, sin que, por el contrario, se

hayan alterado las proyecciones al NEST. Es decir, el

aislamiento social podría determinado la alteración

específica de algunas de las proyecciones estudiadas.
Teniendo en cuenta las proyecciones del n. medial de la

amígdala esquematizadasen la figura 5, y según los criterios

de Cowan y col (1965-210), 1-leimer y Nauta (1969, en Hamilton,
1976) y De Olmos (1972—239), los resultados podrían
explicarse si se hubieran producido alteraciones en la
radiación hipotalámica existente en la división

supracomisural del componente dorsal de la estría terminal>
que proyecta específicamente desde los núcleos cortical y

medial de la amígdala a la región preóptica medial e

hipotálamo, pero no al NEST. Sin embargo, no se habrían
afectado la división retrocomisural del componentedorsal de
la estría terminal, que conecta dichos núcleos amigdalinos
con el NEST y región preóptica; tampoco parece haberse

afectado la efectividad del componente ventral de la ST,
formado por fibras originadas en los n. medial y basolateral

de la amígdala que terminan postcomisuralmente en el NEST y

en la región preóptica.
Esta interpretación de nuestros resultados estaría de acuerdo

con algunos estudios de aislamiento social que demuestran la

existencia de alteraciones en las aferencias amigdalinas
sobre neuronas del APM a través de la stria terminalis

(Sánchez-Toscanoy col, 1991), que quizás tienen su origen en
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alteraciones de las propias neuronas amigdalinas. En este

sentido> se ha comprobado que existe degeneración en neuronas

amigdalinas de perros aislados (Zhavaniia, 1989). En cuanto

a los resultados negativos de nuestro estudio, existen
evidencias de que el aislamiento social desde una época

temprana> concretamente en monos, tampoco produce

alteraciones en el NEST (34), aunque este estudio se refiera

a alteraciones de tipo neuroquimico. Todas estas evidencias

nos permiten sugerir que el aislamiento social temprano
podría producir cambios selectivos de neurotransmisión en

regiones cerebrales específicas, sin afectar otras.

Los efectos del aislamiento social sobre las vías

estudiadas por nosotros podrían haberse producido mediante

alteraciones de los sistemas de neurotransmisores o de

neuropéptidos presentes en la estría terminal. Así, el
incremento de efectividad de las vías inhibitorias que se

produce en las ratas aisladas podría deberse, por ejemplo, a

un incremento de la proyección inhibitoria directa

(monosináptica) desde el AME, mediada por sistemas como el

enkefalinérgico (Sawada y Yamamoto, 1981—198), GABA-érgico

(Le Gal—La Salle y col., 1978—209), o somatostatinérgico

(McDonald~ 1987—214).

Por otra parte, la disminución de efectividad de la vía

excitatoria estudiada podría tener su origen en la reducción

de los sistemas de neurotransmisores o neuropéptidos
excitatorios, como por ejemplo el glutamato (Sawada y

Yamanioto, 1981—198) o la neurotensina (Sawada y col., 1980—

220; Woodhams y col, 1983—2224). Si bien esta hipótesis sería

válida para explicar la disminución de respuestas
excitatorias monosinápticas, hay que tener en cuenta que

existían bastantes células en APM y NP’? que parecían
excitarse a través de una vía oligo o polisináptica, de modo

que en este caso no podemos averiguar qué sistemas pueden

haberse alterado desde la AME hasta APM o NP’?.

Sí se produjera un incremento de las aferencias amigdalinas

inhibitorias a APM y NP’? esto podría, además, modular la

actividad de las vías excitatorias amigdalinas sobre las

mismas zonas. Este efecto modulador de la excitación se ha

descrito, concretamente para la somatostatina, cuya

aplicación reduce el incremento de descarga inducido por el

sistema glutamatérgico procedente del AME sobre las células

preópticas (SO-paperelcisol). La situación podría complicarse

aún más si consideramos la posibilidad de que se incrementen
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también otras aferencias inhibitorias de origen no—amigdalino

sobre las células estudiadas.

Teniendo en cuenta que el aislamiento social se produce

desde un período temprano de la vida de los animales, las

alteraciones que se producen en las proyecciones del n.

medial de la amígdala a APM y APL podrían tener su origen en

alteraciones de la normal maduración o desarrollo de los

sistemas neurotransmisores implicados, quizás debido> en

parte, a las elevaciones en los niveles plasmáticos de E que

experimentan los animales de esta edad ante la situación de

aislamiento (29>60>65). En este sentido> ya hemos comentado

anteriormente el trabajo de Vázquez y Akil (1992-94), en el

que se hace referencia a la inmadurez de las vías nerviosas
extrahipotalámicas que convergen sobre las neuronas del NP’?

hipotalámico que sintetizan y liberan CRH y A’?P, alrededor

del período del destete. Algunas de estas vías parecen

alcanzar el patrón adulto de operacionalidad alrededor de la

cuarta-quinta semana de vida postnatal en la rata(43-45 de 94

tesis).

* Sin excluir los anteriormente expuestos> podría haber

otros mecanismos determinantes de las alteraciones

encontradas en los animales aislados. Concretamente> vamos a

comentar dos de ellos:

1) La posible alteración de la sensibilidad de sistemas

receptores de neurotransmisores en las células estudiadas.

En este sentido, por ejemplo, los bajos niveles basales de E

de los animales aislados podrían provocar un incremento de

sensibilidad del sistema receptor de NA, como ha sido
observado tras ADX por Mobley y Sulser (1g80—199), mientras

que la elevación de los niveles basales de E, como sucede en
estrés crónico, reduce la sensibilidad de dicho sistema

(Stone, 1979- en 199 tesis). Teniendo en cuenta que la NA
inhibe la descarga inducida por estimulación de aferencias

amigdalinas excitatorias sobre las células preópticas (44),
cuyas aferencias noradrenérgicas parecen proceder
mayoritariamente del FTM (tJngerstedt, 1971-en 44-

paperelcisol), el incremento de sensibilidad del receptor de

NA en estas células podría reducir la respuesta excitatoria

de las mismas por estimulación de AME en los animales
aislados.
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2) Alteraciones en los mecanismos de retroalimentación

negativa por glucocorticoides. Las acciones supresoras de los

corticosteroides sobre la actividad adrenocortical, además de

producirse a nivel del NP’? a través de receptores para estas

hormonas esteroideas (Ceccatelli y col> 1989—134; Cintra y

col. 1987—195; Mccimsey y col.> 1991—106; Uht y col.> 1988—

183)> se ejercen también sobre la actividad funcional de

aferencias extrahipotalámicas al NP’? (Herman y col., 1989:26

de manuscrito ADX; Saphier, 1987:41 de manuscrito ADX). En
este sentido, se han encontrado receptores de

corticosteroides en el sistema límbico, incluyendo áreas como

el n. medial de la amígdala (Cintra y col., 1987-195;

Warembourg, 1975-191) y el NEST (Cintra y col.,1987-195; De

Rloet y col.> 1993—175), mientras que en el APO se han

descrito neuronas que son sensibles a glucocorticoides (42)

y la integridad de este área parece necesaria para una

retroalimentación negativa adecuada de los corticosteorides

(Feidman y Conforti, 1980—187). Teniendo en cuenta el efecto

supresor de los corticosteroides sobre la actividad de los

núcleos en los que hemos realizado los registros

electrofisiológicos, los niveles basales disminuidos de B en

los animales aislados podrían haber favorecido el incremento

de la respuesta excitatoria de las células a la estimulación

amigdalina, en lugar de la disminución observada en el NP’? y

APM. Esta contradicción sólo podría explicarse si se

incrementara el efecto de retroalimentación negativa de los

corticosteroides en estos núcleos tras el aislamiento social

mediante, por ejemplo> un incremento de los receptores de

corticosteroides (o de su afinidad)> como se ha comprobado

que sucede tras ADX en sistema límbico e hipotálamo (Spencer

y col> 1991-107). 0 bien, sería posible si consideramos la

combinación con otro tipo de alteraciones. Así, por ejemplo,

existen evidencias que demuestran que la depleción de

aferencias excitatorias sobre células que contienen CRH en el

NPV, incrementa el efecto supresivo que tienen los

glucocorticoides sobre la secreción de E en plasma en

respuesta a ciertos tipos de estrés (Feidman y VJeidenfeld

lggl—181)

Nosotros nos inclinamos a pensar que las alteraciones

encontradas en el estudio electrofisiológico en los animales

aislados no son principalmente debidas a los niveles

disminuidos de B circulante. Y para ello nos apoyamos en

resultados obtenidos por nuestro equipo en un estudio
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electrofisiológico en el NEST y APO paralelo al expuesto en

esta tesis> con animales adrenalectomizados (datos sin

publicar):

Por una parte, la ADX bilateral no alteró la actividad

espontánea de las células registradas en NEST y APO, en

contraste con la disminución de a’ctividad basal detectada por
nosotros concretamente en el APL de animales aislados. Por lo

tanto> en este último caso debería existir un tipo de

mecanismo distinto a la disminución de los niveles basales de
B. En cuanto a las alteraciones que provocó en la respuesta

de las células a la estimulación de la AME, la ADX incrementé

el número de células del NEST que eran excitadas y redujo la

cantidad de células que resultaban inhibidas, sin alterar el

porcentaje de células que no respondían a la estimulación. En

cambio, la ADX no alteró la respuesta de las células

preópticas a la estimulación de la AME, sugiriendo que dicha
respuesta es glucocorticoide-independiente. Estos resultados

son opuestos a los obtenidos tras aislamiento social, por una
parte porque en los animales aislados las alteraciones de

respuesta se produjeron en el APO, pero no en el NEST y, por

otra parte, porque la ADX provocó un incremento de excitación
y una disminución de inhibición, justo lo contrario que el

aislamiento social. A la vista de todo ello, no parece que
los efectos del aislamiento en los núcleos estudiados tengan

su origen en los bajos niveles circulantes de E, los cuales,

sí produjeran algún tipo de modulación, podría ser

enmascarada o superada por la gran potencia de la activación

trans-sináptica de las vías nerviosas que estamos estudiando.
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COMENTARIOS GLOBALES. (figura 6)

Como resumen de este apartado de discusión, y ateniéndonos a

las conclusiones que se pueden extraer de un modo

razonablemente claro, vamos a realizar una serie de

comentarios a la vista de la figura 6.

Ya hemos comentado anteriormente que el aislamiento prematuro

y prolongado en ratas inducia hipoadrenocorticismo en la

época adulta, tanto en situación basal como en respuesta al

estrás. Los cambios electrofisiológicos discutidos mostraban

que la hipofuncionalidad de la vía extrahipotalámica

estudiada se producía fundamentalmente tras activación de la

vía y no en situación basal (como se ve en la figura 6), lo

cual parece indicar que las alteraciones son diferentes en

ambas situaciones. Se mantiene así la tónica general

encontrada hasta ahora en nuestros resultados de otros

apartados (VDECIR CUALES!!)> en los cuales los efectos del

aislamiento social eran más drásticos sobre la respuesta de

los animales a estímulos estresantes que en situación basal.

Estos resultados podrían deberse a que la secreción basal de

CRE! está regulada por una vía nerviosa diferente de la

secreción inducida por estrés (Keller-Wood y Dallman (1984—

51)> resultando menos alterada por el aislamiento social.

////////La amígdala parece partipar en ambos tipos de

control: basal (Matheson y col, 1971 en 204—tesis; 49 de

paper elcisol) o en respuesta al estrés como la

inmovilización (‘?an de Kar y col., 1991-205; ACE: Beaulieu y

col, 1987-204), como se ve en la figura 6.(¿Hacer un esquema

de vía hipotética de control basal de la secreción de 3? El

control basal de la actividad HHA parece mediada vía

estructuras interconectadas por medio de la vía amigdalofugal

ventral así como proyecciones hipocampales multisináptícas al

área preóptica (Herman y col> 1990> 30 de manuscrito-

isol) -

Ya había sido propuesto con anterioridad que las alteraciones

de los lazos afectivos y de la experiencia social, como

sucede, por ejemplo> en el caso del aislamiento de la madre

y demás compañeros de camada, provocan una disfunción

hipotalámica que podría tener su origen en la alteración de

la actividad límbica, especialmente de la amígdala y de sus

vías al hipotálamo, incluyendo la estría terminal y la vía

ventral amiqdalofugal (Reite y Capitanio, 1985: Social
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separation and social attachment; libro: ‘me psychobiology
of attachment and separation’. pg.243). Esta hipótesis parece

confirmarse a la vista de nuestros resultados

electrofisiológicos y de otros trabajos que relacionan las

alteraciones de comportamiento, expresión emocional y

respuestas a estímulos externos que se producen tras el

aislamiento social con una actividad anormal en el sistema

límbico y áreas de relé sensorial(26). así como con cambios

ultraestructurales en la amígdala, hipocampo y cortex

cerebral> que indican neurodegeneración en estos centros

(68). Nuestros resultados, además, parecen apoyarse con los

encontrados en otras situaciones en las que se las

alteraciones de la actividad ElIA basal y en respuesta al

estrés, como es el caso de razas de ratas emocionalmente

diferentes, parecen deberse a modificaciones de la

neurosecreción de CRE originadas en alteraciones de los

sistemas neurotransmisores límbicos que convergen en las

células del NP’? (66).

4.5.- ESTUDIO CUANTITATIVO DE LOS EFECTOS DEL

AISLAMIENTO SOBRE EL CAMPO_DENDR!TICODE NEURONAS_DEL

AREA PREOPTICA.-ET
1 w
135 380 m
248 380 l
S
BT


1.- Ambito del trabajo.-ET
1 w
127 349 m
269 349 l
S
BT


En el apartado anterior de la discusión hemos comentado

ciertos efectos del aislamiento social sobre la actividad

espontánea y la respuesta a la estimulación de la amígdala de

neuronas del APO y del NP’?. En estas regiones cerebrales se

observó una disminución en la efectividad de las vías

excitatorias, así como un incremento en la efectividad de los

sistemas inhibitorios desde el AME, además de un incremento

del número de células que no respondían a la estimulación
amigdalina. Por tanto, se proponía que en los animales

aislados se reduciría la respuesta en el APO y en el NP’?
frente a los estímulos que proceden de la amígdala medial> lo

cual podría estar relacionado con la híposensibilidad

encontrada en el sistema HEA en situaciones de estrás agudo.

Los cambios mencionados podrían estar relacionados con

modificaciones en la sinaptologia de las células registradas,

lo cual sería indicativo, a su vez, de alteraciones más

amplias en los circuitos implicados. Para comprobarlo,
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realizamos los estudios detallados previamente en Material y
Métodos referentes a dos tipos neuronales dentro del APO: a)

por una parte, desarrollamos el estudio de la densidad de

espinas dendríticas en neuronas del área preóptica medial

estrial, ya que éstas reciben aferencias amigdalinas bien

caracterizadas anatómicamente sobre sus dendritas

“orientadas’ (Raisman y Field, 1973). Y por otra parte, b)

realizamos la cuantificación de una serie de parámetros

indicativos del campo receptivo de neuronas del APL,

pertenecientes a un tipo previamente definido por nosotros>
con el fin de comprobar si los efectos producidos por el

aislamiento social> de haberse producido, respondían o no a
un patrón general de alteración dentro del área preóptica. Es

interesante recordar aquí que tanto el APM, como el APL

parecen estar implicadas en la regulación de la actividad del

eje ¡-IHA a través de sus eferencias al NP’?, tal y como se ha

comentado ampliamente en capítulos anteriores
(8,53,58,62:elcisol—manusc. ; Simerly y Swanson, 1988—229). El

conocimiento de la plasticidad sináptica de las neuronas de

este área supondría> según nuestros planteamientos, un avance

en el conocimiento de los cambios en el eje liliA ante la

situación de aislamiento tras el destete prematuro objeto de

nuestro estudio.

Como se había comentado extensamente en Introducción, la

conclusión que puede sacarse a la vista de una extensa

bibliografía al respecto, es que la pobreza o riqueza de

estímulos del entorno ambiental del animal influye, de alguna

manera, en la complejidad de recepción e integración de sus

centros nerviosos, lo cual se basa en cambios de los

circuitos existentes en ellos. Estos cambios son detectables

a través del estudio cuantitativo de una serie de parámetros

neuronales indicativos del campo receptivo neuronal, tales

como longitudes dendríticas, órdenes de ramificación,

densidades dendríticas, número de espinas dendríticas> etc.>

los cuales se han mostrado muy plásticos frente a diferentes

situaciones experimentales.

Por lo tanto, nuestra pretensión de estudiar la plasticidad

neuronal en aislamiento social del APO como elemento

indicativo de posibles reajustes en la sinaptología de la

misma, parecía justificada. Sin embargo, la interpretación de

nuestros resultados ha sido particularmente difícil ya que

los datos obtenidos no concordaban> en principio, con la

hipótesis previamente establecida sobre criterios
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convencionales. Ello hizo que nos planteáramos mecanismos de
plasticidad algo diferentes a los clásicamente establecidos>

así como hipótesis alternativas sobre la naturaleza de la

situación experimental estudiada.

2.- Importancia de los procesos de desarrollo cerebral en los

efectos del aislamiento social

Un aspecto importante a comentar antes de pasar a discutir

nuestros resultados, es el efecto que pueden tener el destete

prematuro (a los 15 días de edad) y el aislamiento prolongado

posterior (durante 2 meses) en los procesos de desarrollo y

maduración de las neuronas del área preóptica de rata.

En primer lugar, los quince días es una edad en la que el

cerebro de la rata se encuentra inmerso en un importante

desarrollo sinaptogénico que comprende aproximadamente las

tres primeras semanas de vida (Aghajanian y Bloom, 1967;

Dobbing, 1974). Los cambios detectados en este periodo

afectan a todos los parámetros relacionados con la

conectividad, tanto a nivel de microscopia óptica, como a
nivel ultraestructural. En lo referente a las espinas y

arborización dendrítica, la mayoría de los trabajos se han

centrado en la corteza cerebral, constatándose de un modo

general para la rata una importante sinaptogénesis en los 25

primeros días (Eayrs y Goodhead, 1959; Schade y col, 1964),

seguido de un período de maduración más suave que dura

aproximadamente hasta el cuarto mes de vida, durante el cual

se llega a una estabilización transitoria del incremento de

estructuras receptoras (Sánchez-Toscano, 1980; Sala> 1981;

Nihn y Claiborne, 1990—226). El nacimiento tampoco marca el

final del desarrollo sinaptogénico en el hipotálamo de rata,

de modo que la maduración de las estructuras y de la

organización sináptica continúa de forma intensa hasta la

segunda semana de vida postnatal (633,634 de Page, 1988).

Concretamente en relación con la sinaptogénesis en el área

preóptica, y más concretamente en el APM> se ha descrito que

existen sinapsis maduras en el Z\PM de ratas recién nacidas,

aunque son escasas en número (Reier y col, 1977-291). La

cantidad de sinapsis se incrementa fuertemente entre los 5-15

días de edad, y sigue aumentando hasta los 25 días, momento

en que parece estabilizarse en los niveles del adulto.

Concretamente las sinapsis sobre espinas dendríticas se

desarrollan de forma mayoritaria entre los 10-25 días de

edad. La cronología de estos fenómenos sinaptogénicos en el
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APO nos hace sugerir que el aislamiento social desde el día

15 postnatal puede haber afectado la maduración definitiva de

los contactos sinápticos sobre las neuronas preópticas,

produciendo con ello alteraciones tanto el número como el

tipo de sinapsis sobre las células.

De los trabajos de plasticidad neuronal se extrae la

conclusión de que son los períodos de máxima sinaptogénesis

los que se muestran más “plásticos” y susceptibles de

experimentar cambios frente a situaciones anómalas. En

nuestro experimento> el desdete prematuro a los 15 días de

edad> seguido del aislamiento social, supone un cambio

drástico de las condiciones ambientales en las que se

desenvuelve el animal, lo cual tiene como consecuencia las

alteraciones funcionales y comportamentales encontradas, que

tendrán su base estructural en procesos sinaptológicos

posiblemente alterados durante el período comprendido entre

el día 15 y el 75 de vida. Los cambios ambientales a los que

nos referimos abarcan desde el empobrecimiento de estímulos

sensoriales> hasta la deprivación materna, con todo lo que

ésta conlíeva, así como la carencia de experiencias sociales

con los compañeros de camada. Todo ello, en un momento

especialmente sensible o “crítico’ de la vida del animal

(justo antes del destete) en el cual las repercusiones de

estas alteraciones pueden ser sinaptológicamente importantes.

También hay que considerar que no todas las neuronas de un

centro nervioso tienen un mismo ritmo de formación de

sinapsis. En este sentido, se toma como regla general que las

neuronas de axón largo con papel efector se diferencian y

maduran antes que las interneuronas, además de que éstas

están más influidas por el entorno aferente (Jacobson, 1974;

Jacobson, 1978). Las neuronas objeto de nuestro estudio han

sido consideradas de un modo general como posibles

interneuronas (Valverde, 1965), lo cual apoya la idea de que

pueden ser especialmente plásticas en el establecimiento de

sus contactos sinápticos.

Por último, la edad de estudio escogida (75 días) constituye

una edad adecuada para nuestros propósitos> ya que las ratas

son animales adultos, de modo que el tiempo transcurrido

desde el momento del aislamiento es adecuado para estudiar

fenómentos de plasticidad neuronal pero> a la vez> los

animales no están sujetos todavía a procesos de

envejecimiento (Machado Salas y col, 1977; Vaughan, 1977;

Ruiz-Marcos y col, 1992).
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3.— Efecto del aislamiento social sobre la densidad de

espinas dendríticas de neuronas_del área preóptica_medial

estrial (APM—ST

)

Dentro del área preóptica medial existen varias

condensaciones celulares o núcleos, entre los que se

encuentra la denominada parte estrial del área preóptica

”

(APM—ST), estudiada en detalle por Raisman y Field (1973). En

secciones teñidas mediante el método rápido de Golgi estos

autores describen que los axones de la estría terminal

(procedentes de la amígdala) cursan verticalmente en

dirección ventral en esta región, lo cual coincide con lo

observado por ‘?alverde (1965). Las neuronas estudiadas por

nosotros en el APM-ST (descritas en Resultados) corresponden

al tipo descrito por Raisman y Field (1973-241), presentando

somas de tamaño pequeño o mediano, y dendritas varicosas

características con pocas espinas> orientadas en el plano

horizontal en dirección latero-medial desde los somas> de

modo que hacen intersección en ángulo recto con los axones de

la estría terminal> estableciendo los correspondientes

contactos sinápticos con ellos.

Aunque los límites entre el APM-ST y la región ventral del

NEST no son claros> los tipos neuronales son claramente

diferenciables por su distinta morfología: las células del

NEST tienen somas sustancialmente mayores (Ju y Swanson,

1989—193), y sus troncos dendríticos están más ramificados y

extendidos en todas direcciones, presentando abundantes

espinas dendríticas, tal y como había sido descrito por

‘?alverde (1965).

Desde el punto de vista cuantitativo> en los animales criados

en aislamiento social hemos encontrado un incremento en la

densidad de espinas dendríticas en las dendritas orientadas

de neuronas del APM—ST, que representa un 23% más que en los

animales control.

Teniendo en cuenta que la densidad de espinas dendríticas es

un indice de conectividad neuronal, el aumento que observamos

en los animales aislados reflejaría un incremento en el

número de contactos sinápticos de tipo axo-espinoso que

presentan las neuronas del APM-ST, indicativo de un mayor

número de aferencias. Además, este incremento supone no sólo

mayor recepción de información, sino también un mayor grado

de complejidad en la integración de esta información

aferente, si consideramos el papel funcional de las espinas
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dendríticas según las interpretaciones de Diamond y col
(1970), Goss y Perkel (1985)> Pongracz (1985) y Jaslove
(1992).

- Posible intervención de la estría terminal en los cambios
detectados.- Nuestros resultados son especialmente
interesantes, si tenemos en cuenta que las espinas

dendríticas de las neuronas del APM-ST son receptoras de
aferencias amigdalinas a través de la estría terminal y que
la conectividad entre estos axones estriales y las espinas

dendríticas de las neuronas estudiadas> constituye
aproximadamente el 34% del total de las sinapsis axo-

espinosas en este área (Haisman y Field, 1973). Se podría
sugerir, por tanto, que el aumento de densidad de espinas

dendríticas tras el aislamiento social está condicionada, en

parte, por cambios funcionales y/o estructurales en la estría
terminal, los cuales supondrían, de un modo u otro> un
incremento del input aferente amigdalino a las neuronas del

APM-ST.
Esta idea está basada en la intepretación más convencional de

este tipo de resultados, consistente en que el número y forma

de las espinas dendríticas se ven influidos por la presencia
y estado funcional de los axones aferentes, de modo que un
incremento de las estructuras postsinápticas debe

corresponderse con un incremento en número y/o actividad de
estructuras presinápticas. Se trataría, por lo tanto, de un
caso de inducción directa (Globus y Scheibel, 1966). Esta

inducción directa fué puesta de manifiesto experimentalmente

en trabajos en los que se provocaba una degeneración en una

vía nerviosa> o bien un descenso de actividad en ella. Los

ejemplos más ilustrativos son los estudios realizados en

neuronas de la corteza visual en rata o ratón, mediante dos

tipos de manipulación: enucleación o cría de animal en

oscuridad. La enucleación monocular tras el nacimiento
determinaba un descenso de espinas dendríticas en los tallos

apicales de las neuronas piramidales de la capa ‘?, a nivel de

la capa 111-1’?> principal receptora de aferencias específicas

visuales (Globus y Scheibel, 1967; Valverde> 1967; Valverde

y Ruiz-Marcos, 1967; Ryugo y col, 1975; Sánchez-Toscano,

1980). Los resultados tras la cría en oscuridad o sutura de

párpados eran similares en este aspecto tanto en rata

(Filková, 1967,1968), como en gato (Cragg, 1975).

Por otra parte> y apoyando la misma idea, se ha demostrado
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que una sobreestimulación experimental de las vías
sensoriales provoca un incremento de espinas dendríticas en

las correspondientes neuronas corticales receptoras (Rutledge

y col> 1975).

Según este mecanismo de inducción directa también podrían ser

explicados, en líneas generales, los resultados encontrados

en la bibliografía relativa a los efectos de enriquecimiento

o empobrecimeinto ambiental sensorial sobre el desarrollo de

sinapsis de un área cortical concreta.

Frente al razonamiento anterior, o mejor> además del

razonamiento anterior, hay un hecho a tener en cuenta y es la

constatación de que la mayor parte de las sinapsis que se

establecen sobre las dendritas orientadas del APM-ST (el 88%)

no lo hacen sobre las espinas, sino sobre los troncos

dendríticos (Haisman y Field, 1973). Esto plantea la

posibilidad de que el incremento de espinas dendríticas

encontrado por nosotros en los animales aislados no sea

debido a un fenómeno de inducción directa, sino al fenómeno

denominado inducción heterotópica por Hámorí (1973). Este

autor postula la hipótesis de que el desarrollo y

mantenimiento de las espinas de los tallos apicales de las

neuronas piramidales de corteza pueden depender de la

estimulación de la ramificación dendrítica basal de estas
neuronas. El mismo fenómeno ha sido comprobado en las espinas

de las dendritas de las células de Purkinje del cerebelo, en

relación con la presencia de fibras trepadoras que no
establecen contacto directo con ellas. En la misma línea de

razonamiento se encuentran otros estudios que detectan una
respuesta neuronal integrada o “como un todo” frente a sus

aferencias (Bradley y Berry, 1978; Berry y col, 1978).

Aunque posible> en nuestro caso es difícil constatar una
inducción de este tipo, dada la pobreza de estructuras

dendríticas de las neuronas estudiadas y la dificultad de
detectar un proceso global en sus estructuras. No obstante,

el alto porcentaje de conectividad no-espinosa en estas
neuronas, lleva a pensar en la validez de esta posibilidad.

Es decir> las espinas dendríticas podrían haber sido
inducidas (y más tarde mantenidas) mediante el incremento de

aferencias específicas estriales sin que establezcan

necesariamente sinapsis directa sobre ellas, sino sobre otras
regiones de la neurona.
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- Posible origen no-estrial de los cambios encontrados.-ET
1 w
120 733 m
505 733 l
S
BT

Aunque las neuronas elegidas para el estudio tienen

relativamente bien caracterizadas sus aferencias estriales

sobre las espinas dendríticas, hay que considerar que existe

también un gran porcentaje de aferencias de origen no-
amigdalino que realizan sinapsis sobre estas estructuras de
las neuronas del APM-ST (66%) según Raisman y Field (1973-

241). Por lo tanto, existe también la posibilidad de que el

fenómeno de incremento de espinas dendríticas encontrado en
las neuronas del APP4-ST de animales aislados venga mediado

por otros sistemas aferentes que, como el fascículo
telencefálico medial (FTM), se sabe que inervan estas

regiones (Lindvall y Bj~rklund, 1974-246. Aunque no se conoce
exactamente el origen de los terminales axónicos de origen

no-amigdaiino sobre las neuronas del APM-ST (Raisman y Field,
1973-241), parece que el APM en general recibe numerosas

colaterales del FTM descendente> especialmente del componente

septal, además de contribuir al neuropilo del FTM enviando

colaterales axónicos que terminan sobre neuronas de paso

(Millhouse, 1969-248). Se han descrito aferencias al APM con
origen en: septum medial y lateral (Swanson y Cowan, 1979;

Berk y Finkelstein, 1981—245), subículum ventral (Berk y
Finkelstein, 1981-245), NEST, NP’? (Conrad y Pfaff, 1976),

sustancia gris central del mesencéfalo, n. arcuato, n.
ventromedial y núcleos del rafe (Chiba y Murata, 1985; Berk

y Finkelstein, 1981-245). Además, existen algunas evidencias

morfológicas y electrofisiológicas de la existencia de

proyecciones corticales al APM, en concreto desde el córtex

cingulado e hipocampo (Kazakov y col, 1992-254).

El carácter disperso de todas estas aferencias hace pensar,
de un modo intuitivo, que su incidencia en la fisiología y

morfología de las neuronas preópticas mediales debe ser

comparativamente menor que el componenteestrial> el cual se
pone de manifiesto de un modo evidente. Apoyando esta idea

están nuestros propios resultados electrofisiológicos y los
trabajos reseñados en su momento, que demuestran una gran

conectividad entre la amígdala y el APM. No obstante, más
adelante trataremos con mayor profundidad el posible papel

del FTM.

Un punto muy importante en este punto de la discusión> es el

de establecer la relación existente entre nuestros resultados
electrofisioldzt’ <-~ os. morfométricos.
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En base a datos ultraestructurales parece que la mayoría de

sinapsis sobre espinas dendríticas son de tipo 1 (Cray, 1959)
o asimétrico (Colonnier, 1968-292), constituyendo mecanismos
sinápticos principalmente excitatorios (27>28 de Raisman y

Field, 1973). Aunque este criterio ultraestructural no parece
determinante, si consideramos que las espinas dendríticas

contabilizadas por nosotros en las neuronas del APM-ST son

excitatorias (Raisman y Field, 1973), el incremento de
densidad encontrado en los animales aislados significaría que

se ha producido una potenciación de las aferencias (estriales

y/o no-estriales), lo que llevaría a una mayor excitación de
las neuronas y posiblemente del área en su conjunto. Esta

interpretación es difícil de conciliar con los resultados

electrofisiológicos, que indicaban (como ya hemos comentado)
una reducción en la eficacia de las vías excitatorias
amigdalinas al área preóptica medial. Nuestra hipótesis

previa, que consistía en suponer la existencia de un descenso

en la densidad de espinas dendríticas, tuvo que desestimarse,

obligándonos a plantear otras interpretaciones alternativas

:

1) La primera de ellas sería pensar que este tipo

neuronal podría jugar un papel de interneurona inhibitoria

que recibe aferencias amigdalinas excitatorias y

posteriormente modula la actividad de las neuronas del APM

registradas electrofisiológicamente. Sin embargo> las cortas

latencias de inhibición hacen pensar en una respuesta
monosináptica mediada por la estría terminal y, por tanto, en

una inhibición directa sin intervención de interneuronas.
2) Otra posible explicación seria que las aferencias

nerviosas incrementadas en las neuronas de los animales
aislados fueran esencialmente inhibitorias. En este sentido,

se ha sugerido la posibilidad de que existan sinapsis axo-
espinosas de naturaleza inhibitoria> concretamente en el n.
ventromedial hipotalámico (Field, 1972-242), basándoseen la

presencia de sinapsis simétricas sobre las espinas

dendríticas así como en evidencias electrofisiológicas de una

acción inhibitoria. Dicho criterio podía ser extendido a las

neuronas del área preóptica, donde el mismo trabajo encuentra
de un modo general que el 15% de las sinapsis axo-espinosas

son de tipo simétrico. En este caso, quizás el incremento de

espinas dendriticas que hemos encontrado en las neuronas del

APM-ST de los animales aislados podría reflejar un incremento
de aferencias inhibitorias de origen amigdalino (y/o no-
amigdalino), que se puede estar produciendo también en las
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sinapsis axo-dendrítícas. El efecto sería, en este caso>

directo y justificaría los resultados electrofisiológicos.
En cualquier caso, sólo podemos hacer especulaciones al

respecto> ya que habría que comprobar ultraestructuralmente

el tipo de sinapsis axo—espinosa en animales aislados, así
como el grado de funcionalidad de estas sinapsis> etc.
Igualmente, sería interesante estudiar el papel de la estría

terminal en el efecto encontrado. En este sentido> conviene

recordar que en ratas aisladas se produce un incremento de
células del APM que no responden a la estimulación de la

amígdala medial> lo cual puede significar una pérdida de
aferencias estriales, en favor de otro tipo de aferencias

sobre las neuronas.

4.- Efecto del aislamiento social sobre el campo receptivo de
las neuronas rostrales_ multipolares del área preóptica

lateral (APL).-ET
1 w
102 484 m
207 484 l
S
BT


A la vista de los resultados electrofisiológicos. las
alteraciones observadas en el APO parecían ocurrir

principalmente en el APM, aunque en el APL existían también

resultados que apuntaban en el mismo sentido. Nos planteamos,

pues> estudiar en el APL los efectos del aislamiento social

sobre el campo receptivo neuronal, con el fin de comprobar si

las alteraciones encontradas en el APM-ST respondían o no a

un fenómeno generalizado dentro del área preóptica, que
afectara a poblaciones neuronales con distinta conectividad.

4.1.- Descripción del ?\PL: conectividad y tipos neurona--

les. -

Como hemos comentado anteriormente> el área preóptica puede
dividirse en una parte medial> densa en células y una

división lateral (Bleler y Byne, 1985-234) a través de la

cual pasa el largo sistema de fibras que constituyen el FTM
que interconecta una gran variedad de estructuras telence-

fálicas con el hipotálamo y el tegmento mesencefálico

(Valverde, 1965—249) (‘?er esquema número X, anexo... y El APL

es, por tanto, una zona interesante de estudio debido a la
recepción de un importante contingente de fibras procedente>
vía FTM, de la amígdala, septum, cortex frontal> tálamo, así

como por su implicación en el control de funciones

endocrinas. La diversidad de origen de sus aferencias
determina que las neuronas del APL presenten una conectividad
difusa, lo cual plantea problemas tanto metodológicos como de
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interpretación de resultados. Por estos motivos, en nuestro
estudio decidimos realizar la cuantificación global de todo
el campo receptivo (espinas dendríticas y campo dendrítico)
de neuronas que por su homogeneidad de características

morfológicas y localización constituyeran una población bien

definida.
El tipo neuronal estudiado por nosotros se localizaba en el

APL rostral, de acuerdo con los criterios de Bleier y col.
(1979—233), lslillhouse (1969—248) y Valverde (1965—249). Las

características de las neuronas del APL han sido descritas

escasamente y principalmente en trabajos descriptivos

globales del FTM. Así, Millhouse (1969-248), por ejemplo,

describió un tipo neuronal que denominó neuronas “de paso”
por recibir aferencias de colaterales de las fibras del FTM

y que se caracterizaban por sus dendritas largas y pobremente
ramificadas, orientadas perpendicularmente a las fibras del

FTM. Las células descritas por Valverde (1965-249) en el área

preóptica tienen axones que se extienden sólo una corta
distancia, somas de tamaño medio y forma ovoide> escasas

dendritas que se ramifican en todas direcciones> y sobre las

que hacen sinapsis los axones de la estría terminal.
La descripción realizada por McMullen y Almli (1981-250) es

especialmente interesante, ya que se centra en los tipos
neuronales que existen, concretamente, en el APL—AHL. Estos
autores encuentran 3 tipos neuronales distintos basándose

criterios de forma y tamaño del soma, asi como de la
morfología dendrítica:

- Neuronas Clase 1, de soma fusiforme> multipolares con 2-5

dendritas escasamenteramificadas y moderadamenteespinosas.
Presentan gran extensión dendrítica y se orientan

perpendicularmente a las fibras longitudinales del FTM.
- Neuronas Clase II, de somas grandes, multipolares con 2-5

dendritas bastante ramificadas y espinosas> y dominio

dendrítico extenso.
- Neuronas Clase III, de somas pequeños> 2-3 dendritas

escasamenteramificadas y arborización dendrítica de escasa
extension. Presentan tanto dendritas espinosas como no
espinosas.
Nosotros hemos encontrado estos tres tipos neuronales en las
preparaciones de Golgí, siendo nuestras observaciones sobre

ellos coindicentes, en líneas generales, con la descripción
realizada por McMullen y Almlí (1981-250). No obstante, la

expresión mas -v< sns varacterísticas la encontrábamos
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a nivel del AHL, mientras que en el APL mostraban una mayor
variabilidad y además, un gradiente de variación morfológica
rostro-caudal.

Para nuestros propósitos de estudiar cuantitativamente
variaciones en un tipo neuronal es imprescindible, como ya

hemos dicho, que haya poca variabilidad en los parámetros
estudiados, es decir, que sea homogéneo, fácilmente

diferenciable y no dependa de su localización, lo cual no se
cumplía en los tipos anteriormente mencionados.
En este sentido> encontramos en regiones rostrales del APL

una población neuronal bien definida que reunía mejor los
requisitos antes mencionados pero que no había sido> al menos

expresamente, descrita con anterioridad. Esta población de
neuronas multipolares rostrales del APE estudiada por

nosotros comparte las características morfológicas del tipo

neuronal isodendritico (Ramón-Moliner, 1975), también

denominado reticular (Leontovich y Zhukova, 1963-251). Las

neuronas de tipo isodendritico se caracterizan por tener un
soma de tamaño medio y ser multipolares> con pocas dendritas
que suelen ser largas, de trayecto rectilíneo y escasamente

ramificadas; las aferencias que reciben son fibras largas y

pobremente ramificadas de procedencia diversa que emiten
colaterales sobre las dendritas. Debido a esta estructura de
su arborización dendrítica, y a la diversidad de aferencias
que reciben, cada neurona isodendrítica tiene una gran

capacidad de captación de impulsos de distinta procedencia>
los cuales son sometidos a un proceso de integración

relativamente sencillo.
Las neuronas multipolares rostrales del APL son, a nuestro

juicio, claramente diferenciables de los tipos descritos en

APL/AHL de rata por McMullen y Almli (1981-250), tanto por el
tamaño del soma (intermedio entre las de Clase II y III),

como por su campo dendrítico de menor extensión y carente de
orientación predominante. Para compararlas brevemente con

otros tipos neuronales bien establecidos desde el punto de
vista cuantitativo, como son las neuronas piramidales de la

corteza cerebral y las neuronas magnocelulares del NSO, y a

título ilustrativo, mencionaremos que:

1) Se trata de neuronas escasamente espinosas, ya que la

densidad de espinas dendriticas es de 243 e/mm (en el APM—ST
la densidad era de 217 e/mm, bastante parecido, por tanto),
que es inferior a la encontrada en las neuronas piramidales

de la corteza visual de rata (1430 e/mm en dendritas del
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tallo apical y 820 en dendritas basales) según Feldman y Dowd
(1974,1975). Sin embargo> son neuronas con mayor densidad de
espinas que las neuronas magnocelulares hipotalámicas

descritas en el n. supraóptico (NSO), que presentan una

densidad de 45 e/mm (Caminero y col, 1992-264) o las del n.

ventromedial (NVM), cuya densidad es de 50-60 e/mm (Frankfurt
y McEwen, 1991-265). Dado que la densidad de espinas

dendríticas supone un índice de conectividad neuronal, las
neuronas piramidales de corteza recibirían más aferencias

axo-espinosas en un segmento dendritico de la misma longitud
que las isodendríticas del APL o del APM—ST, y éstas más que
las del NSO o N’?M.

2) En cuanto a la frecuencia relativa de ramas de los
distintos órdenes, y siguiendo el criterio centrífugo

explicado en Material y Métodos, en el tipo neuronal
estudiado en el APL predomiban las ramas de orden 2, seguidas
por las de órdenes 3 y 4, situación parecida a la de otro
tipo neuronal descrito en APO (Cherry y col., 1992-266). En

neuronas bipolares y multipolares del NSO, en cambio>
predomina el orden 1 (Caminero y col, 1992—264), lo cual

indica que en el NSO las neuronas están menos ramificadas que
nuestras neuronas del APL. Este resultado sugiere, por tanto,

que en éstas existe mayor complejidad de integración de
aferencias en las neuronas del NSO> lo cual coincide con lo
comentado en relación a las espinas dendríticas.
3) Por otra parte> nuestras neuronas del APL presentan su
máximo de densidad dendrítica en torno al soma neuronal a una

distancia entre 30 y 100 pm del soma, mientras que las

neuronas del NSO utilizadas como referencia tienen una
densidad menor y más igualmente repartida, entre 20 y 240 pm

de distancia al soma, de forma parecida al tipo neuronal

preóptico descrito por Gherry y col. (1992-266). Estos datos
de nuevo parecen apoyar la idea de que, dentro del tipo

neuronal isodendrítico, las pequeñas neuronas multipolares
rostrales del APL presentan un cierto nivel de

especialización e integración de la información mayor que

otras del APO y mucho menor, por supuesto, que el tipo

piramidal de la corteza cerebral.
Por otra parte> por su pequeño tamaño y su estructura

dendrítica se parecen al tipo descrito por Valverde (1965-

249) de un modo general en estas áreas como interneuronas.
Sin embargo, no podemos constatar este aspecto al no

apreciarse bien el axón en nuestras preparaciones de Golgí.
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La localización de estas neuronas del APL dentro del FTM
permite pensar que puedan jugar un importante papel en

circuitos implicados en esta vía, funcionando como neuronas
que interconectan centros telencefálicos, entre ellos los

límbicos, con núcleos hipotalámicos y del tronco cerebral.

4.2.- Efectos del aislamiento social.-ET
1 w
182 634 m
409 634 l
S
BT


La cría de los animales en aislamiento social desde etapas

tempranas de su vida provocó un incremento de la densidad de

espinas dendriticas (un 100%, es decir> aumenta al doble) en

las neuronas multipolares del área preóptica lateral rostral

(APL>. Dicho aumento podría reflejar un incremento en el

número de contactos sinápticos tras el aislamiento, similar

a lo encontrado en las neuronas del APM-ST, aunque en éstas

el incremento fué bastante menor (un 23.24%).

La interpretación de este resultado es similar a lo

anteriormente comentado para el APM-ST, esto es, que el
incremento de la densidad de espinas dendriticas normalmente

indica que se ha producido un incremento en el número de

contactos sinápticos axo-espinosos y, por tanto, de las

aferencias.
Las neuronas del APL de los animales aislados presentaron,

además, un incremento significativo de la ramificación

dendrítica> lo cual es indicativo de una sinaptología
incrementada también en los troncos dendríticos de las

neuronas estudiadas dentro del APL tras la situación de

aislamiento social.
Igualmente, existe una tendencia al incremento de las
longitudes y las densidades en torno al soma (entre 60-100 pm

de distancia) que, aunque no alcanza la significación

estadística, sí apoya la tendencia al incremento de campo
receptivo en las neuronas estudiadas. En resumen, varía

ligeramente el patrón de ramificación, la cual es más

abundante en los animales aislados, aunque la ley de

distribución de densidades no cambia. Puede decirse que las
diferencias radicarían tanto en la cantidad de información
aferente como en su forma de procesameinto por parte de las

neuronas del APL.
Tanto el incremento de espinas como de ramificación

dendrítica encontrados apuntan de forma coherente hacia la
existencia de un incremento generalizado de la sinaptología
neuronal en el APO y> por tanto, de las aferencias.

No obstante, el comportamiento de las neuronas estudiadas en
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el APL rostral muestra algunos matices importantes. En primer
lugar, el incremento de campo dendrítico parece moderado en
comparación con el fuerte aumento que se produce en la

densidad de espinas dendríticas de las neuronas del APL> lo

cual pone de manifiesto que las espinas dendríticas son mucho
más sensibles frente a los cambios que tienen lugar durante
la situación de aislamiento social. El hecho de que los

cambios en las aferencias incidan más directamente sobre el
número de espinas que sobre el campo dendrítico en su

conjunto ha sido puesto de manifiesto previamente, tanto en

neuronas corticales (Sánchez-Toscano, 1980; Heutzman y

Rabinowicz, 1982), como en células de Purkinje del cerebelo
(Hollingworth y Eerry, 1975). Valverde (1971) puntualizó, al

respecto, que frente a la enucleación pueden diferenciarse

dos poblaciones distintas de espinas dendríticas en los
tallos apicales de las neuronas piramidales: una fijada
estrictamente bajo control intrínseco de la célula y otra

dependiente de la estimulación ambiental mediante un
mecanismo de inducción. Si consideramos que el carácter

intrínseco o genético de una estructura implica mayor

estabilidad e independencia del medio, hay que hacer notar

que el campo dendrítico presentaría un fuerte componente de

este tipo. Esto queda claramente reflejado en trabajos sobre

mutantes (Caviness y Sidman, 1972,1973; Devor y col, 1975) o

en cultivo de tejidos (Bunge, 1973; 1 ¡BUSCAR MÁS!!).
El distinto comportamiento de espinas y troncos dendriticos

tiene su posible explicación en el mecanismo de expresión de
ambos componentes del campo dendrítico. Según evidencias
ultraestructurales, las espinas dendríticas se pueden

encontrar en distintos estadios de desarrollo, siendo

observables al microscopio óptico como espinas de tipo

‘clásico” cuando están plenamente desarrolladas y son
funcionalmente maduras (Freire, 1978-263). Es importante

señalar que la transición entre los distintos estados de
desarrollo es dependiente de la actividad de las aferencias
en el entorno dendrítico. De acuerdo con estos datos> es

fácil pensar en una gran plasticidad de estas estructuras
postsinápticas, cuyos cambios numéricos muchas situaciones
experimentales reflejan simplemente grados de desarrollo de

las mismas> interpretables como procesos de formación

ateniéndonos a lo observable mediante el método de Golgí.

El desarrollo de árboles dendríticos es también el resultado
de una interacción de factores genéticos y del entorno
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neuronal (Berry y col, 1978; Changeaux y Mikashiva, 1978)
pero su expresión implica, lógicamente> procesos más

complejos y lentos, ya que afectan a la totalidad de la

estructura dendrítica.

En resumen, el desarrollo de las espinas ya “esbozadas”

supone un menor gasto energético para la neurona que la
emisión de ramas dendríticas, lo cual explicaria que los

cambios producidos por el aislamiento social sean más

drásticos en las primeras estructuras.

Aunque en menor grado que la densidad de espinas dendríticas,

el campo dendrítico se ve también influido por su conjunto
particular de aferencias, pudiéndose establecer una relación
entre sus características en una población neuronal concreta
y la actividad funcional del centro nervioso al que pertenece

(Rutledge y col., 1974-45 de trabajo hibernación Fernando;

Sánchez-Toscanoy col., 1977-46 de Ibídem; Scheibel, 1979-49

ibídem). En este sentido, se ha visto que la deprivación
sensorial y la cría en ambientes pobres en estímulos

provocan, al igual que en el caso de las espinas dendríticas,

una disminución en la ramificación dendrítica en neuronas
corticales de rata (Greenough y Volkmar, 1973; Globus y

Scheibel, 1967). Esto se ha comprobado también en el caso del

aislamiento social, incluso cuando se lleva a cabo en
animales adultos (Green y col.> 1983-261; 21-de 261 tesis).
El mayor grado de ramificación dendrítica en los animales

criados socialmente parece deberse a un mecanismo de

crecimiento dendrítico nuevo en este grupo, más que a un

fenómeno de retracción dendrítica en los animales aislados

(Uylings y col, 1978—21 de 261-tesis). Parece, por tanto, que
la complejidad del ambiente puede aumentar el grado de
ramificación dendrítica y conectividad neuronal en

poblaciones bien caracterizadas de la corteza cerebral en

rata.
En estudios de aislamiento social desde el nacimiento
realizados por Struble y Riesen (1978—258) en monos, también

se encuentra una menor ramificación dendrítica en neuronas

piramidales de ciertas áreas corticales (somatosensorial y

motora), pero no de otras (cortex visual y prefrontal). El
carácter específico de estos efectos del aislamiento social

en monos ha sido también comprobadoen el cerebelo> donde las
células de Purkinje presentan somas más pequeños y una menor

ramificación dendrítica, mientras que otras células

cerebelosas como, por ejemplo, las células grano no presentan
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variaciones (Floeter y Greenough, 1919-260). Estos autores

proponen que el aislamiento social produce fenómenos
específicos de plasticidad en ciertas áreas cerebrales,

argumentando en contra de algún tipo de efecto generalizado

sobre el crecimiento cerebral.
En estos casos que estamos comentando, el descenso de la
ramificación dendrítica en neuronas corticales y cerebelosas

de animales criados en aislamiento sería consecuencia tanto

de la deprivación social como de la deprivación de estímulos

sensoriales y de una mayor pobreza de asociación e

integracion senso-motora, idea ya propuesta por Prescott

(1970).

Hasta ahora, los trabajos expuestos se centraban en centros
nerviosos de conectividad relativamente bien establecida,

como son la corteza cerebral y cerebelosa, donde además las

células objeto de estudio eran importantes elementos rectores
de sus correspondientes circuitos, con un claro papel efector
(células piramidales y células de Purkinje). Su relación con

la recepción de información> o bien con la elaboración de
respuestas es relativamente clara y los resultados comentados
son, en general, acordes con lo que cabría esperar en una
situación de deprivación como es el aislamiento.

No ocurre lo mismo con el incremento de espinas

dendríticas y campo receptivo constatado en nuestro trabajo

en neuronas del APa, que sugieren la posibilidad de un

comportamiento distinto en distintos circuitos nerviosos tras

una situación de cría en aislamiento. En este punto, es
interesante comentar el trabajo de Juraska y col (1985-262),
que encuentra que el aislamiento social de ratas de 23 días
de edad durante un mes induce un incremento en la densidad

dendrítica alrededor del soma en células granulares del giro

dentado hipocampal. Los autores no hacen referencia a la

densidad de espinas dendríticas, ni aportan una
interpretación fisiológica de los resultados, pero es patente
la similitud de sus resultados con los nuestros y la
contraposición con la tendencia obtenida en otras regiones

cerebrales. Es posible> e incluso lógico, que en el cerebro
los diferentes grandes sistemas respondan diferencialmente
frente a una situación anómala y que en nuestro caso concreto

de aislamiento social, los circuitos límbico-hipotalámicos y
neocorticales se comporten de forma diferente.

Pasando a un terreno más concreto, en cuanto a la
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interpretación del incremento de campo dendrítico de las

neuronas multipolares del APL rostral en animales aislados y
en lo referente a la posible inducción del mismo, los

razonamientos son parecidos a los ya comentados para el APM>

poniendo, sin embargo, de manifiesto, las siguientes
diferencias:
1) Al tratarse de un incremento global del campo dendrítico,

tanto de espinas como de ramificación, parece más fácilmente

asumible una inducción de tipo heterotópico determinante de

un efecto generalizado.
2> No hay tanto problema en la delimitación concreta de las

estructuras receptivas afectadas, pues parece tratarse de un
efecto en coniunto. Las aferencias alteradas pueden incidir

tanto sobre espinas como sobre troncos dendríticos o sobre
ambos elementos. Además, facilita el asentimiento de que

tales aferencias tengan caracter excitador o inhibidor, ya

que las sinapsis sobre troncos dendríticos pueden ser tanto
simétricas como asimétricas.

Hay que recordar, sin embargo, que las longitudes de los
árboles dendríticos no varían significativamente en nuestro

experimento. Esto significa que aunque se dá una mayor
complejidad del campo receptivo al aumentar la ramificación.

su volumen no varía, por lo que no se puede pensar en que
tenga lugar una extensión de la arborización dendrítica que

permita un mayor alcance de estas células para la captación
de aferencias distintas a la que tiene lugar en los animales

control. En este sentido, las variaciones son menores que las

encontradas en otros trabajos de este tipo.

A la hora de analizar los sistemas aferentes a las
neuronas del APL que pueden haber resultado afectados por el

aislamiento social> nos encontramos con un problema añadido:
la conectividad difusa de este área. El APL es una zona de

paso del FTM, vía común formada por fibras ascendentes y

descendentes que conectan telencéfalo y mesencéfalo. Como ya
se ha dicho> el FTM constituye un sistema efector común de
fibras de regiones telencefálicas como el cortex piriforme>

tubérculo olfatorio> cortex frontal, amígdala, septum.. .que

se dirigen hasta niveles mesencefálicos (Valverde, 1965-249;

Ban 1966—238ÑAÑADIR MÁS REFERENCIAS CLASICAS:¿¿Millhouse,
1969-248??). A su vez, se ha descrito un sistema ascendente
de fibras en el FTM con origen en el tegmento mesencefálico
(Cowan. Guillery y Powell, 1964; Ban 1966—238), que apoya la
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existencia de un circuito cerrado “sistema limbico—
mesencéfalo’ ya sugerido por Nauta (1958). Por tanto, el APL
constituye una extensión de neuropilo a lo largo de la cual

existe una interacción continua entre sistemas olfatorios>

límbicos, corticales, talámicos, hipotalámicos y

mesencefálicos. . .De esta estructura> por tanto, emerge un
programa coordinado de respuestas endocrinas y nerviosas que

conforman el estado emocional particular de un animal.
Concretamente, la importancia del ETM en el correcto

funcionamiento del eje LI-TEA ha sido repetidamente puesta de
manifiesto en trabajos como los de Feldman y Confortí

(1985,1987) y Feldman y col (1983-318), de tal manera que una
lesión en el mismo a niveles anteriores del hipotálamo,

concretamente en el APO, determina un descenso en la
secreción adrenocortical en respuesta a la estimulación de
diversas estructuras límbicas (incluyendo la amígdala) o del

córtex prefrontal. Estos efectos no se producen, o son menos

claros cuando la lesión del FTM se realiza en el hipotálamo
posterior (Feldman y Confortí, 1985; Feldman y ?W?t1993

iWCOMPROBAR Y AÑADIR!!!), lo cual apoya que las
proyecciones límbicas a través de diversas vías (como las

amigdalinas a través de estría terminal, vía amigdalofugal

ventral y FTM) están directamente implicadas y tienen una
gran importancia en las respuestas a situaciones estresantes.
Dentro de la gran diversidad de aferencias al APL, esta zona

recibe también proyecciones de origen amigdalino

mayoritariamente a través de la vía amigdalofugal ventral (De
Olmos, 1972-239), cuyas fibras cursan caudalmente y se

incorporan al FTM. Intentando coordinar nuestros resultados

histológicos con los electrofisiológicos, en este sentido,

hay considerar que quizás exista un incremento del input

amigdalino al APL> como consecuencia del aislamiento social,
que determine el incremento de conectividad detectado en las
neuronas del APL. Pero esta participación amigdalina sería

minoritaria en comparación con la importancia de las

aferencías de origen amigdalino sobre las neuronas del AP?’!-

ST, que cursan principalmente vía stria terminalis.
Como puede verse> esta interpretación conjunta plantea, en

líneas generales, los mismos problemas tratados con

anterioridad para las neuronas del APM-ST ya que existe

también una aparente contradicción entre ellos: una menor

actividad basal en ciertas neuronas del APL y un incremento

de inhibición por estimulación de la AME, frente a una mayor
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riqueza de campo receptivo neuronal tras el aislamiento

social.
No obstante, analizando comparativamente los resultados de

los experimentos electrofisiológicos en el APM y en el APL,

se observan diferencias que merece la pena señalar:
1) - En primer lugar, la estimulación de la amígdala medial

en animales control produce menor % de respuesta en las
neuronas del APL que en las del AH’!, apoyando el hecho
anatómico de que existen proporcionalmente menos aferencias

amigdalinas sobre estas neuronas (citas de apartado

electrofisiología).
- Por otra parte> basándonos en los % de respuesta

excitatoria e inhibitoria a dicha estimulación amigdalina, en

animales control la proporción: aferencias

excitatorias/inhibitorias relacionadas con la amígdala (mono

o polisinápticamente) es mayor en las neuronas del AP?’!
(17.85) que en el APL (2.16). Esta diferencia indica que la
via amígdala-área preóptica es mayoritariamente excitatoria>

pero de forma mucho más patente en el caso del APM.
2) - El aislamiento social provocó cambios en la actividad

basal de ciertas neuronas del APL, mientras que no produjo
modificaciones en el APM. Estos cambios consistieron en que
las células del APL que no respondían a la estimulación

amigdalina (NR) presentaban una descarga más lenta en
animales aislados que en los control. Evidentemente,
aferencias no-amigdalinas están influyendo en la actividad

basal de estas neuronas NR del APL, disminuyéndola, y
sugiriendo que el incremento de aferencias (postulado al
detectarse el incremento de conectividad) puede tener

carácter inhibitorio y funcionar en situación basal.
- Por otra parte> la respuesta de las células del APL a la

estimulación de la amígdala medial sufrió sólo ligeras
modificaciones debidas al aislamiento social, que no

alcanzaron la significación estadística. Los efectos del

aislamiento social fueron más drásticos sobre la respuesta de

las células registradas en el APM. De nuevo, estos resultados

parecen deberse al diferente “peso” de las aferencias de

origen amigdalino en ambas regiones, de modo que en el APL

parecen estar más diluidas entre la gran diversidad de

aferencias que presentan.
Ya que el aislamiento provoca un incremento de espinas
dendríticas más drástico en las neuronas del APL que en las

del APM, parece más consistente la hipótesis de que se han
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incrementado, sobre todo las aferencias no—amigdalinas sobre
las neuronas estudiadas en el APL.
3) El aislamiento social provoca un incremento de inhibición

por estimulación de la AME tanto en APM como en APL, aunque
menor en la última, indicando que, en caso de haberse

incrementado las aferencias amigdalinas sobre las células de

estos núcleos, se trataría de aferencias inhibitorias.
En resumen, podría sugerirse como hipótesis que en el APL se

incrementan las aferencias inhibitorias no-amigdalinas

(provocando una disminución de la actividad basal de estas
neuronas) y que también se incrementarían, aunque
ligeramente> las aferencias inhibitorias amigdalinas (que

funcionarían tras la estimulación de la amígdala medial).

El incremento de aferencias inhibitorias que puede haberse

producido sobre las neuronas del APL debido al aislamiento

social, podría determinar el incremento de sinapsis axo—

dendríticas y/o axo-espinosas, lo cual determinaría, directa

o heterotópicamente, el incremento en el conjunto del campo
dendrítico -

5.- Respuesta sinaptoqénica global en el área preóptíca

.

Posibles mecanismos. -

La homogeneidadde los efectos del aislamiento social en
las neuronas del APM-ST y del APL, esto es, el incremento de

campo receptivo observado en ambas poblaciones neuronales

sugiere la posibilidad de que se haya producido una respuesta

de carácter global en las neuronas preópticas, ya que no

parece deberse al incremento de una misma vía aferente. Si el

aislamiento social tiene un efecto generalizado sobre el área
preóptica, el incremento del campo receptivo de las neuronas

podría explicarse de una forma más o menos convencional (como
hemos venido haciendo hasta el momento) o bien mediante algún

otro mecanismo alternativo propuesto de una forma más o menos
explícita en la bibliografía.

Así, se podría proponer que el incremento de campo receptivo
observado en neuronas del APM-ST y APL en animales aislados

es un proceso que permite mantener la actividad basal de

estas regiones en unos niveles normales, es decir,
equivalentes a los de los animales control. Aunque se
trataría de un fenómeno de adaptación a la situación de

aislamiento para mantener la homeostasis en el sistema> de
alguna manera la respuesta a los estímulos (bien sea un

agente estresante, bien sea la estimulación de la amígdala
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medial) no llegaría a ser del todo normal y estas neuronas no
estarían preparadas para responder con la misma intensidad

que en los animales control.
Es decir, la respuesta sináptica podría tener un carácter

“compensatorio” o “reactivo”, posibilitando un funcionamiento
hasta cierto punto normal en un eje funcional importante para

la vida del individuo.
Los fenómenos compensatorios de explicación más sencilla son
los de “compensación intermodal”, que consisten en mecanismos

de reorganización del sistema nervioso para compensar la
pérdida de una función sensorial, mediante potenciación de

otras modalidades sensoriales. Estos fenómenos incluyen
procesos de plasticidad neuronal como el incremento de
espinas dendríticas en neuronas piramidales de cortex

auditivo tras la eliminación temprana del ojo o las vibrisas

(Ryugo y col 1975) o como el incremento del volumen y el

número de células del n. coclear en ratas que no reciben
input visual desde el nacimiento (Dyson y col., 1991—256). La

explicación de estos casos puede establecerse en base a la
existencia de una competencia de los terminales axónicos por

sinaptar sobre determinados campos receptivos (Hubel y

Wiesel, año y trabajo???). Cuando un tipo de aferencia está
en minoría es reemplazada, incluso con mayor eficacia> por

aferencias de otro origen.
Este tipo de explicación aplicada a nuestros resultados no

cambia sustancialmente el tipo de interpretación que hemos

manejado hasta ahora y es muy difícil, en nuestro caso, de

corroborar debido a lo incierto del origen y tipo de

aferencias.
Otras veces la explicación es más compleja dado que la
reactividad se dá en las mismas estructuras afectadas de un

modo directo. La existencia de este tipo de fenómenos

compensatorios ha sido descrita ya por Altman (1966) y
Sprague (1966), que afirman que la corteza visual puede
“reaccionar frente a la deprivación lumínica o frente a

lesiones debido a la existencia de desequilibrios
homeostáticos corticales que provocan una desorganización en

la morfogénesis sináptica, que podría derivar en un
incremento de sinapsis y actividad nerviosa.

Esta idea se ha concretado en estudios “invitro” (Mattson y

Kater, 1989-294) en los que se ponía de manifiesto la
importancia de un equilibrio entre la información excitatoria

e inhibitoria a la hora de determinar la arquitectura
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dendrítica en neuronas embrionarias del hipocampo. En este
caso, la sobreestimulación con el neurotransmisor excitador

glutamato determinaba un menor desarrollo de campo

dendrítico, así como efectos degenerativos sobre el mismo.

Por tanto> aunque el glutamato es un neurotransmisor
excitador, su exceso implica disminución de las capacidades

receptivas de las neuronas hipocampales. También en neuronas

del hipocampo, Watanabe y col (1992-295) han encontrado que

tras estrés crónico tiene lugar una disminución de la

longitud y ramificación de las dendritas apicales. Estos

autores especulan acerca de la posibilidad de que sea

precisamente el incremento de neurotransmisión excitatoria

mediada por glutamato en esa región en respuesta al estrés

71 IREFERENCIAS EN WATANABEY GOL, 1992-295, SOBRELIBERACIÓN

DE GLU EN ESA VtA EN RESPUESTAAL ESTRES AGUDO) el elemento

responsable de la reacción constatada en dichas neuronas

hipocampales, de modo semejante al anteriormente

comentado. 7 ¡ ¡COMENTARIO DE NUESTROS RESULTADOS: LA MENOR

EXCITACIÓN Y MAYORINHIBICIÓN PODRÍAN HABER RESULTADOEN UNA

REACCIÓN COMPENSATORIA DEL CAMPO DENDRITICO> INCREMENTANDO! 1!
La idea que se puede entresacar de todo lo anterior es que el

comportamiento de las estructuras postsinápticas frente a una
llegada alterada de aferencias no tiene por qué ser igual en

todos los tipos celulares ni coincidente siempre con las
hipótesis de inducción tradicionales. Las neuronas,

dependiendo del tipo, localización y papel del circuito en el
que están implicadas, responden de un modo diferencial.

Esta hipótesis es ilustrada de un modo muy interesante por

una serie de estudios realizados en situaciones naturales de
la vida del animal en las que se han encontrado procesos

aparentemente reactivos o compensatorios. Así, por ejemplo,

durante la hibernación se produce un descenso drástico global

de la actividad eléctrica cerebral, de carácter transitorio

(ver revisión de Heller, 1979—224) que se hace especialmente

patente en zonas que> como la corteza cerebral, están

sometidas a aferencias sensoriales lógicamente muy
disminuidas durante esta situación. No obstante> a nivel del
hipotálamo, y concretamente en las neuronas magnocelulares

del NSO, se ha detectado un importante incremento en el

número de espinas dendríticas y en el campo dendrítico

(Sánchez-Toscano y col, 1989). Igualmente, en esta situación

las células de Purkinje del cerebelo muestran un enorme
incremento en el número de sus espinas dendríticas, las
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cuales, además, se hacen mayores y cambian su morfología
(Boycott y Guillery, 1959; Boycott Y Wassle, 1974; Boycott,
1982). Más interesante todavía es el hallazgo de que en la
corteza cerebral del erizo de tierra la hibernación determina

un descenso significativo de espinas dendríticas en los

tallos apicales de las neuronas piramidales de la capa V, a

nivel de la capa IV, mientras que otras neuronas aumentan su

campo receptivo a ese mismo nivel (Sánchez-Toscano,
Martín---congreso¡ [1 ¡BUSCAR! ! 1).

La interpretación de estos fenómenos puede hacerse mediante

una visión clásica, proponiendo un incremento de aferencias
de diferente origen y naturaleza, pero también cabe pensar,

en la posibilidad de que frente a una situación pobre en
actividad neuronal las neuronas mencionadasdel NSO, cerebelo
o corteza aumentan su campo receptivo para “escuchar mejor”
(o captar mejor los pocos estímulos existentes> y mantener

así un nivel de actividad aceptable, bien de forma efectiva
o a modo de “reserva’. De acuerdo con esta idea, podríamos

pensar que en nuestras ratas aisladas las neuronas del APO
mantienen su actividad basal> de un modo casi general (ya que

existen algunas neuronas del APL en que disminuye la

actividad espontánea) mediante un campo receptivo
incrementado. Este incremento, sin embargo> no seria

suficiente para responder frente a los estímulos mediados por

la amígdala medial.
La explicación de esta respuesta peculiar y específica de

cada tipo neuronal frente a cada tipo de circunstancia
biológica (que no sería> en principio> aplicable a

situaciones excesivamente traumáticas -como son las lesiones-
habría que buscarla a nivel de mecanismos moleculares que
sensibilicen a las células para llevar a cabo sus funciones

del modo más adaptativo posible.
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El modelo de aislamiento social prematuro y prolongado
que se ha utilizado en esta tesis representa claramente una

situación compleja, tras la cual las ratas socialmente

deprivadas no realizan ajustes neuroendocrinos apropiados

ante ciertos estímulos. Estas alteraciones podrían ser la
suma de múltiples factores que están afectando a los

animales, entre los cuales hay que considerar la escasa

experiencia de los animales con señales sutiles que proceden

de la madre y cuyo significado cambiante puede modular el

desarrollo temprano del eje 1-lEA (3>40>. Las limitaciones del
ambiente social, o la restricción somatosensorial que

experimentan los animales aislados también participarían en

las alteraciones encontradas en las ratas aisladas del

presente estudio> como se ha sugerido para explicar el

comportamiento anormal de monos aislados(61).
Es evidente que sería necesaria la realización de estudios
complementarios para suministrar más información relativa a

las alteraciones encontradas, que completarían el cuadro de
las vías nerviosas alteradas, el papel de los

corticosteroides y de otros factores que intervienen en la
modulación de la actividad neuroendocrina de los animales

aislados, etc.
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5. conclusiones

1) La deprivación social provocó una disminución de

los niveles circulantes de corticosterona tanto en situación

basal como en respuesta al estrés, en comparación con el
grupo control, indicando la existencia de una actividad

adrenocortical disminuida en ambas situaciones fisiológicas.

El incremento del peso del timo en los animales aislados
es coherente con la disminución de concentración basal de

corticosterona en plasma, confirmando con ello la existencia

de una hipofuncionalidad de la actividad adrenocortical tras

el aislamiento social.

Sin embargo, el peso de las glándulas adrenales no se
vió alterado por la situación experimental, indicando que las

alteraciones producidas fueron de carácter moderado.

Del mismo modo, el peso de los testículos no varió en
los animales aislados, sugiriendo que la función gonadal

posiblemente no estaba alterada.

2) El aislamiento social prematuro y prolongado en
rata provocó que el incremento de células inmunorreactivas

para la AGTH que tiene lugar en la pars distalis de la

adenohipófisis en respuesta a 15 minutos de estrés por

inmovilización fuera menor que en la situación control. Sin

embargo, no provocó alteraciones en la inmunotinción en

situación basal.

Las ratas aisladas mostraron un marcado aumento de
inmunorreactividad para la CRE en las fibras nerviosas

localizadas en la ZEEN, en comparación con las ratas control,

tanto en situación basal como tras 15 mm. de estrés por
inmovilización.

No se apreciaron cambios en el inmunomarcaje para CRH,
AVP ni OT a nivel del NPV tras el aislamiento social.

Tampoco se detectaron diferencias en la inmunotinción
para fibras vasopresinérgicas ni oxitocinérgicas en la EM.

El aislamiento social produce, por tanto> una
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hipofuncionalidad en el sistema HHA a distintos niveles

del eje, tanto en situación basal como en respuesta al

estrés agudo por inmovilización, aunque las alteraciones

que se producen en ésta última son más drásticas.

3) Los resultados electrofisiológicos demuestran que el

aislamiento social desde una época temprana -previa al

destete- provoca en la rata una disminución de la actividad

espontánea de poblaciones específicas de células en el NPV y

APL, sin provocar alteraciones en el resto de las regiones

estudiadas, Además> dicha situación experimental alteró las

respuestas neuronales a la estimulación eléctrica del núcleo

medial de la amígdala (AMe), reduciendo la frecuencia de

neuronas del APO (concretamente, del APM) y NR\1 que son

excitadas y aumentando el porcentaje de células inhibidas o

que no responden a dicha estimulación.

Estos resultados electrofisiológicos, junto con las

concentraciones plasmáticas reducidas de corticosterona,

indican una actividad LHHA reducida tras el aislamiento

social. El hecho de que la actividad espontánea de las

células de los núcleos estudiados resultara afectada en menor

medida que el comportamiento del sistema en respuesta a la

estimulación del AMe refuerza la idea de que las alteraciones

del eje LHHA son más evidentes frente a los estímulos

estresantes que en situación basal.

4) El aislamiento social prematuro y prolongado

incrementó la densidad de espinas dendríticas en dendritas

orientadas de neuronas del área preóptica medial estrial
(APM-ST) y en neuronas multipolares del área preóptíca

lateral rostral (APL). Dicho aumento de densidad de espinas

dendríticas podría reflejar un incremento en el número de

contactos sinápticos tras el aislamiento.

Las neuronas del APL de los animales aislados

presentaron, además, una mayor ramificación dendrítica que

los animales control.

Estas diferencias parecen apuntar conjuntamente a la

existencia de una sínaptología incrementada en ciertos
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circuitos en los que están implicadas las neuronas de las
áreas estudiadas dentro del área preóptica tras la situación

de aislamiento social.

La interpretación de estos resultados es especialmente
complicada ateniéndonos a los criterios más convencionales
sobre la inducción de fenómenos de plasticidad en el campo
dendrítíco neuronal; por este motivo, en este trabajo hemos
propuesto la existencia de procesos de plasticidad

alternativos.

Para concluir este trabajo, podríamos señalar de un modo

global que la situación de aislamiento social en la que
se cría a los animales desde un destete prematuro
produce una hipofuncionalidad del sistema LEliA que se

pone de manifiesto especialmente frente a situaciones de
emergencia o de estimulación experimental de dicho eje.

El cuadro de resultados no coincide con los
descritos previamente para situaciones de aislamiento o

estrés crónico cuando éstos son inducidos en edades

adultas. Nosotros proponemos que el determinante

fundamental de estas características particulares del
modelo de aislamiento estudiado podría radicar en la

importancia que los procesos de sinaptogénesis y
maduración neuronal pueden tener en etapas tan críticas

del desarrollo cerebral, así como del tipo de estímulos
-especialmente el ambiente materno y las interacciones

sociales con el resto de los compañeros de camada- que

intervienen en la maduración del sistema liliA durante

este período.
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