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1. Introduccion

1.1.- EL AISLAMIENTO SOCIAL COMO PROBLEMA BIOLOGICOQ.-

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
informacion gque 1le 1llega tanto del medio externo como
interno. En funcién de ella se elaboran patrones coherentes
de actividad gque forman la base de nuestra sensacion,
percepcidn y pensamientos, asi como de nuestro comportamiento
y regulacion funcional. Esta circuiteria precisa no esta
completamente desarrollada en el momento del nacimiento, sino
solo esbhozada en  mayor 0O menor medida segun el
correspondiente patrdn genéticeo. Este patron basico de
conexiones se concreta postericormente, siendo wmodulado
mediante las experiencias senscoriales tempranas, mediante
complejos procesos de plasticidad neural.

Por loc tanto, en etapas criticas del desarrocllo
postnatal el establecimiento de los circultos concretos de
los centros nerviosos depende de interacciones especificas
entre el organismo vy el ambiente gue determinan, a nivel
celular, caracteristicas especificas de sus componentes. Esta
influencia del amhiente scobre el encefalo vy, por tanto, sobre
el comportamiento y fisiologia del individuo, cambia con 1la
edad, de modo gque las experiencias antmalas suelen tener
efectos mas 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 caracteristicas funcionales de los individuos
adultos, es basica en muchas teorias de desarrcllo social y
comportamental en humanos. Asi, existe un buen numero de
investigadores bédsicos y c¢linicos que, desde diferentes
runtcs de vista, han buscado nexos causales entre las
experiencias sociales o© perceptuales fempranas vy las
caracteristicas comportamentales, emocionales y fisiologicas
del individuo adulto.

Una de las primeras evidencias de gue la interaccidn
sccial temprana con otras persconas es esencial para el normal



1. Introduccion

desarrollo, en el hombre deriva de los estudios, en los afios
40, del psiccoanalista René Spitz. Spitz siguid el desarrollo
de nifios criados en un orfanato, en una situacidn de
deprivacién social y sensorial relativa. Al afno de edad,
estos nifios mostraban un desarrcllo motor e intelectual por
debajo de lo normal y muchos de ellos desarrollaban un
sindrome denominado "depresion anaclitica" (Spitz, 1945;
Spitz vy Wolf, 1946}, caracterizado por introversiodn,
manifestacién de sintomas de tristeza, una escasa curiosidad
por el ambiente ¥ una marcada propension a adquirir infeccio-
nes.

El gran interés de este tipo de estudios planted, desde
el principio, la necesidad de profundizar en el conocimiento
de las alteraciones neurobioldgicas gque tienen lugar en este
tipo de situaciones. Esto ha determinade el desarrollo de un
gran numero de estudios en medelos animales gue reproducen,

en mayor o menor medida, las diferentes situaciones
patoldogicas. Asi, en los afhos 60 Harry y Margaret Harlow,
junto con Stephen Suomi, entre otros egquipos de

investigadores, iniciaron la utilizacidén de modelos de
aislamiento social en primates no humanos como los macacos
rhesus (Macaca mulatta). Segin sus estudios, los monos
mantenidos en aislamiento social, es decir, sin contacto con
la madre ni con sus compafieros durante los primeros 6 meses
de wvida, exhibian alteraciones comportamentales en edades
adultas: patrones de actividad motora alterada -
caracterizados por los movimientos estereotipados-, asi como

inhibiciodn social, autoagresion, comportamiento sexual
inapropiado, procesamientos cognitivos atipicos yv sintomas de
desanimo ¢ depresidn {Harlow y col.., 1965; Griffin y Harlow,

1966-63; Harlow vy Harlow, 1969-319; Sackett, 1972; ;
Beauchamp y Gluck, 1888-3 de paperelcisol). Estas anomalias,
gue aparecian inclusc cuande las crias tenian un extenso
contacto visual, auditiveo y olfativo con otros individuos de
la misma especie, iban acompafiadas de cambics fisiologicos,
entre los qgue cabe resaltar 1las alteraciones de tipo
neurocendocrino. Asi, por ejemplo, su separacioén materna y su
aislamiento de las demds crias en el mono provoca un
activacidn persistente del sistema hipéfisis-adrenal (Coe v
col., 1985-302), gue parece ser debido al fuerte componente
estresante de la separacidén materna v social en estos

2



I. Intreduccion

animales (Wiener, Bayart, Faull, Levine, 1990; ver revisiodn
de Wiener, Coe v Levine, 1988:en Wiener y col., 1990}.

Como en tantos otros campos de las ciencias biolégicas,
la mayor informacidén scbre el tema proviene de 1la
investigacion realizada en roedores. En este sentido, hay que
hacer notar la importancia gque tiene el hecho de que las
crias, tanto de rata como de raton, tengan un alto nivel de
actividad soccial durante el periodo de lactancia vy, en
general, durante todo el desarrollo postnatal, existiendo una
importante relacidn con la madre e interaccidn con los demas
compafnieros de la camada. Igualmente, es importante el
incipiente estado de desarrcllo sinaptoldgico 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 configuracidn de los circuitos y
sobre las respuestas comportamentales vy fisioclogicas del
animal adulto. Asi, se ha podido constatar gque el aislamiento
social a lo largo del proceso del desarrollo (antes del
destete, © desde el momentc del destete)}) y durante largos
periodos de tiempo, provoca importantes alteraciones
comportamentales vy neurcendocrinas de caracter duradero e
irreversible, Entre la primeras, se ha encontrade de forma
consistente una excesiva reactividad vy agresividad de los
animales aislados ante el maneijo por parte del
experimentador, asi comoc un sindrome de hiperactividad
locomotora en ambiente novel (Hatch vy col., 1965; Weinstock
v Speiser, 1973; Thoa vy col., 1977-51; Einon y Morgan, 1978;
Garzon y col., 1979-21; Garzon y del Rio, 1981-23; Gentsch y
col., 1988-54). Por otra parte, se han constatadc importantes
alteraciones neurcendocrinas en los animales criados en
aislamiento social, concretamente en relacidn con la
actividad adrenccortical (Hatch y c¢ol., 1963-18; Hatch vy
col., 1965-17; Gentsch vy col., 1981-3032; Gamallo y col.,
1986-13; Holson vy cel., 1991-2). El conjunto de anomalias gque
se desarrollian en la rata en esta situacidn experimental se
denominé en un principic como "sindrome de estrés por
aislamiento” {(Barnes, 1%959-308; Weltman y col., 1962-309:
Hatch y cel., 1963-18; Baer, 1971-305). Sin embargo, hay que
destacar gue este concepto aparentemente homogéneo, a medida
que se han ido completando los estudios con una mayor
diversidad de situaciones e¢xperimentales vy pardmetros

3
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estudiados, ha sido revisado y matizado en muchos aspectos,
llegandose a la idea de que existe una tremenda dificultad a
la hora de caracterizar las alteraciones provecadas por la
gituacion de cria en aislamiento social. En gran medida, el
trabajo de esta Tesis intenta ser una aportacidén en este
sentido.

Una de las causas de la complejidad biclégica gue
encierra la situacién de aislamiento es su caracter
estresante. E1l taymine "estrés" no tiene facil definicidn. Se

puede considerar como una reaccidn que tiene lugar cuando las
expectativas -~tanto geneticamente 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 induced activation..."en Bailliére's
Clin Endocrin...). Ateniéndenos a esta definicidn, el
aislamiento seria una situacion claramente estresante, pero
el elemento "percepcidon del medio"” encierra una gran cantidad
de factores wvariables de caracter Dbicolégico tanto an su
aspecto externoc (variacion en los estimulos) como interno
{recepcidén e integraciodn de esos estimulos). Dejando de lado
la wvariabilidad de los posibles estimulos externos qgue
suponen un estrés para el animal, estandarizables hasta
cierto punto, en un estudio experimental bien controlado, hay
gue considerar la variabilidad del otro elemento (el
intrinseco), gque radicarada en las caracteristicas propias de
los sistemas organicos del individuc que responden al agente
egstresante. Entre estos sistemas se encuentra el sistema
nervioso, gue resulta afectado en una situacidn de
aislamiento en sus diferentes componentes y en sus diferentes
niveles de compleijidad. El grado de desarrcllec y maduracion
del conjunte de estructuras del sistema nervioso va a
determinar que el aislamiento soccial provogue un cuadro
concreto de alteracidn -mas 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.

Centrandonos en este segundo aspecto, vamos a recordar

primeramente e’ <ovosvte olasico de "medio interno” de Claude
Bernard (1859-320) gque lo consgsidera como una atmésfera
figsioldégica gqus toa cowr: agente intermediario entre el

4



1. Introducciéq

elemento vive vy el exterior de cada ser. Bernard estudid este
medioc interno destacande la importancia de su estabilidad en
la supervivencia del organismo, y 1la existencia de dos
sistemas reguladores principales: sistema nervioso vy
endocrino. En relacidn con esta idea de constancia del medio
interno como elemento esencial para la supervivencia del
individuo, Walter Cannon (1932-362) acufido posteriormente el
término conoe o COmo "homeostasis". Los mecanismos

homecstaticos consisten en la interaccion entre el sistema de
percepcitn e integracidn de la respuesta (sistema nervioso)}
v el otro sistema de comunicacidén e integracidon de las
funciones organicas a través de hormonas {(gue constituye el
sistema endocrine}, lo cual da lugar a un sistema regulador
global neuroendocrino.

En términos neuroeéendocrinos los agentes estresantes
(desafios reales o percibidos como tales) serian agquéllos que
provocan respuestas hormonales dirigidas a minimizar las
variacicnes de la homeostasis (Selye, 1952). Segun esta
interpretacion del estreés, dgqueda precisada en buena medida la
definicion de Geoldstein (1987), con el inconveniente gue
tiene su simplicacion, pero con la ventaja de gue concreta
este concepto en un terreno mas relacionado con el presente
estudio.

Entre los sistemas neuroendocrinos activados por los
agentes estresantes, el eje hipotalamo-hipéfisis~
adrenccortical (HHA) es de extrema importancia, hasta tal
punto gue los investigadores han utilizado su activacion,
tanto en animales como en humanos, como elemento indicador
del grado de estrés gque esta experimentando el organismo. A
través de el se canalizan importantes mecanismos fisioldgicos
de respuesta, frente a situaciones de estrés agudo o crénico.

Ademds de las estructuras del sistema HHA, hay gque
considerar la importancia de todos aguellocs centros vy
circuitos nervicosos gque llevan a cabo el control superior de
su actividad. Entre estos centros extrahipotalamicos, es
fundamental el papel regulador del gsistema limbico (Sawchenko
y Swanson, 1983-153; ver Holsboer, 1988-6£6) v concretamente
de la amigdala, la cual, sobre la base de sus abundantes
conexiones con el hipotalamo, a través de la estria terminal

5



I. Introducciodn

vy la via 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 limbico-
hipotalamico-hipofisario-adrenal (LHHA} gque constituye uno de
los sustratos morfofuncionales de 1la respuesta frente a
situaciones estresantes. Debido a la compleja regulacidn
maltifactorial de este sistema, no se producen pautas fijas
de respuesta frente a los distintos agentes estresantes, como
es, por ejemplo, la situacidn de aislamiento. No hay, por
tanto, un unico "sindrome de estrés por aislamiento" siendo,
por lo tanto, las repercusiones de la situacidn de
aislamiento muy diferentes en los diferentes modelos animales
utilizados, como se vera a lo largo de esta tesis.

La importancia de las condiciones de vida durante las
primeras etapas del desarrollco del sistema HHA, ha sido
puesta de manifiesto en numerosas ocasiones. Asi, en la rata
parece estar sujeto a regulacién por factores de origen
materno, vy es también dependiente de 1las interacciones
sociales de los individuos con los compafiercs de camada
(Hofer, 1987-321; Stanton y Levine, 1988-26; Rosenfeld y
col., 1992-37). Por tanto, el aislamiento social durante
etapas "criticas'” del desarrollo postnatal del animal vy, en
concreto, del propio eje HHA, puede provocar cambios
profundos a largo plazo en s5us caracteristicas
morfofuncionales gque afecten a los mecanismos reguladores de
su actividad.

Dada la importancia experimental de la cria en
aislamiento social desde el punto de vista neurobiocldgico, va
que puede 1lustrar mecanismos basicos de desarrollec vy
plasticidad en el establecimiento de circuitos neuronales
implicadeos en la respuesta al estrés, hemos abordado el
trabajo de la presente Tesis con el objetivo global de
caracterizar mediante wun abordaje multidisciplinario las
posibles alteraciones en el funcionamiento del sistema LHHA
de la rata adulta, como consecuencia de su c¢ria en
aislamiento social tras un destete prematurc {(gque implica
también un per: i ‘b Jdapriosacion maternal.
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1.2.- PAPEL DEL EJE LIMBICO-HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-
ADRENAL EN LA RESPUESTA DEL ORGANISMO AL ESTRES.-

Los estimulos estresantes provocarn, entre otras
respuestas del organismo, dos tipos de reacciones de caracter
general: a) la activaciodn del sistema simpatico
adrenomedular, gue determina un incremento en la liberacidn
de catecolaminas desde la médula adrenal vy b) la activacidn
del eje Hipotalamo-Hipdéfisis-Adrenal, gque supone una cadena
de procesos complejos neurcendocrinos gue determinan, en
gltimo término, un incremento de la secreciodn de
glucocorticoides desde la corteza adrenal. En su conjunto
estos dos mecanismos generales frente a una situacién de
emergencia suponen lo gque Selye (1952} denomind ‘“respuesta
inespecifica al estrés" gque podria considerarse como la
condicidén basica gue capacita al individuo para superar la
situacion efectiva o potencial de peligro.

Ademas de estos mecanismos comunes, los distintos
agentes estresantes pueden activar mecanismos
neurcendocrinoes, autonomos y comportamentales especificos que
contrarrestan el desequilibrico particular con el cual se
enfrenta el organismo en ese momento existiendo también, por
tanto, "respuestas especificas"” ante un agente estresante en
particular.

Centrandonos en el estudio del eje LHHA vamos, en primer
lugar, a esbozar un cuadro esgquematico de sus principales
compenentes y sus mecanismos de regulacidn ante una situacion
de estrés (figura 1.1). Los estimulos estresantes inducen una
activacidon del sistema -condicionada por la intervencion de
centros superiores de caracter integrader, principalmente
corticales- qQue provoca la secrecion de factores de
liberacién hipotalamicos en la eminencia media, de donde
pasan al sistema porta hipotalamo-hipofisario. Entre estos

factores se encuentran la hormona liberadcora de
corticotropina (CRH)}, asi como la vasopresina (AVP) y la
oxitocina (0T}, neurchormonas gque provocan un incremento de

liberacion de la adrenccorticotropina (ACTH} hipofisaria a la
circulacidn general (Rivier y Plotsky, 1985; Antoni, 1986-
311; Gibbs, 1986-128),
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1. Introduccion

Los niveles plasmaticos elevados de ACTH estimulan la
liberacion de- glucocorticoides adrenales, sustancias
altamente catabolicas gue producen lipolisis y catabolismo
proteicc ~incrementando con ello la disponibilidad de acidos
grasos libres y aminodcidos en plasma como sustratos para la
gluconeogénesis hepdtica- asi como glucogenolisis, provocando
con ello un incremento de los niveles de glucosa en sangre
(Munck y col., 1984; Baxter y Tvrrell, 1987: los dos en
Meaney y col., 1991-62). Estos mecanismos en conjunto
incrementan la disponibilidad de substratos energéticos enun
momento en el que drganos como el corazon y el cerebro estan
sometidos a wuna intesa actividad. Los glucocorticoides
también estan implicados en otras acciones como, por ejemplo
en la supresidn de la respuesta inmunitaria (Munck et al.,
1984), protegiendo contra la inflamacitn en un momento en que
la movilidad puede ser importante para el animal.

Sin embargce, la exposicién continuada a niveles elevados
de glucocerticoides puede represenftar un riesgo para el
organismo. Ademas de la supresion general de procesos
anabolicos, la exposicidn prolongada a glucocorticoides puede
ocasionar miltiples efectos: atrofia muscular, disminucién de
la sensibilidad a insulina y riesgoe de diabetes inducida por
estercides, hipertensidn, hiperlipidemia,
hiperceolesterolemia, amencrrea, impotencia, y alteracion del
crecimiento y reparacién de tejidos, asi como inmuncsupresion
(Baxter and Tyrrell, 1987). Por tantc, una vez gue el agente
estresante termina, se debe "apagar" la respuesta del eje HHA
al estrés, en beneficio del individuo. La eficacia de este
proceso estéd determinada por la capacidad de los corticoste-
roides de inhibir la subsiguiente liberacidén de ACTH,
mediante el efectc de retreoalimentacidn negativa gue ejercen
estas hormonas adrenales sobre distintos niveles del eje
LHHA, a traves de receptores especificos de estas hormonas
(ver Keller-Wood vy PDallman, 1984-51 y Sapclsky vy col., 1986-
45) .

Existen dos tipos de receptores de corticosteroides en
el eje LHHA:
~ el receptor mineralocorticoide {(MR) o tipo I
principalmente localizado en el sistema limbico, vy
- el receptor gluccocorticeoide (GRY o tipo II, en su

!
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1. Introduccion

mayoria localizado en el hipotalamc (sobre todo, en el NPV)
y en el sistema limbico, aungue también se ha descrito su
presencia en otras regiones como la hipOfisis.

Se ha propuesto gue los receptores MR estan
principalmente implicados en el mantenimiento de la actividad
basal del eje LHHA (Dallman y col., 1987 en revisidn de
Harbuz y Lightman, 19%2-24}. Sin embargo, parece que tanto
los MR como los GR estan implicados en la regulacidn de la
sensibilidad y la duracién de 1la activacién del eje HHA
inducido por estrés: la accién de la corticosterona
corticosterona (B) mediada por MR controla el umbral del
sistema de respuesta al estrés, mientras gue la accidn de la
B mediada por GR suprime la activacidn inducida por estrés
{Reul y De Kloet, 1985, en revision de Harbuz y Lightman,
1992-24).

Sobre 21 cuadro pancoramico general de la respuesta del
#je LHHA al estres (fig. 1.1 vamos a detallar, a
continuacidén, cada uno de leos procesos estudiados en el
presente trabaic. Para ello seqguiremos un orden centripeto,
desde losg sistemas perifericos -efectores de la respuesta-
hasta los centros nerviosos reguladores del ele, a niveles
superiores.

1.2.1.- El sistema hipotalamo-hipofisis.
Histofisiologia vy regulacidn.-

La hipdfigig es una glandula endocrina dividida
cléasicamente en dos partes con distinto origen (Halmi y
Moriarty, 1982-75; Page, 1988-77, 1986-76):

a) La neurohipofisis, de origen nervioso, formada a
partir de una evagihacidn ventral del diencéfalo caudalmente
al gquiasma optico. Esta constituida mayoritariamente por
terminales axdnicos del tracto hipotalamo-hipofisario que
contienen OT y AVP procedentes de las neurcnas magnocelulares

de los nicleos hipotaiamicos supradptico {NSO) v
paraventricular {NEPV) hipotalamicos, células gliales
denominadas "piiloioiies" v oabundantes capilares fenestrados

9



1. Introduccion

{lo cual indica gue en esta regidn no existe Dbarrera
hematcencefalica). Los terminales nervioscs existentes en la
neurohipofisis liberan su contenido al espacio perivascular
de estos capilares fenestrados, pasando de este modo a la
circulacion sistémica (fendmeno denominado "neurosecrecidn”
v esquematizado en la figura 1.2}.

b) La adenchipofisis, gue posee una estructura tipica de
glandula endocrina de origen epitelial, formada por células
gque sintetizan hormonas proteicas {(tanto tréficas como de
accidn directa) vy las secretan a los abundantes capilares
fenestrados que existen en la zona. Entre las hormonas

sintetizadas en la adenohipéfisis se encuentra la
adrenocorticotropina {ACTH: hormona corticotropa o
corticotropinsa ;. polipoptican de 39 aniacdsidos g ) que
estimula la secrecién de glucocorticoides en la corteza de
las glandulas adrenales.

La ACTH procede de la escision proteolitica de su
molécula precursora, la proopiomelanocortina (POMC), de la
gue también derivan otros péptidos como la B-~endeorfina, la a-
MSH (ACTH; ;), la B-MSH, la 8- lipotropina (#8-LPH) vy el péptido
intermedio equ: oo o D cOrtiCohranpias 00 BCTHpg 33)
entre otros ({(ver Eipper y Maing, 1980- 312) Las células
corticotropas de la pars distalis adenchipofisaria (lcébulo
anterior de la hipofisis), procesan este precursor
principalmente a ACTH, B-LPH, v B-endorfina, mientras que las
células melanotropas de la pars intermedia adenohipofisaria
{l16bulo intermedic de la hipt6fisis) contintan procesando la
ACTH para la obtencidn de a-MSH, CLIP y a-LPH, asi como la 8-
LPH para dar R-endorfina y aifa-LPH (gque, a su vez, puede ser
procesada a B-MSH).

El contrel hipotalamico de la secrecion de la ACTH
sintetizada por las ceélulas corticotropas de la pars distalis
adenchipofisaria se realiza a través de secretagogos
hipotalamicos (principalmente CRH, AVP vy 0T}, gue son
secretados en la zona externa de la eminencia media y
conducidos hasta los corticotropos adenchipofisarios a traves
del sistema porta hipotalamo-hipéfisis (fig. 1.2). En dicho
esquema también se representa la existencia de una ruta de
drenaje vencso desde el loébulo neural al lébulo anterior
hipofisario, siendo esta "via corta portal’” abundante en en
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Pl, pars intermedia adenchipofisaria; QO,
quiasma éptico.

* célula corticotropa, --- - - corte transversal a
nivel de fa eminencia media (Fig. 1.3].



algunas especies (p.e., rata, ratén y conejo) (Page y col.,
1976-323, 1978-322).

Como parte del complejo hipotalamo-hipdfisis, la
eminencia media (EM) 3juega un importante papel en los
mecanismos reguladores neurcendocrines suministrando una
conexidén anatoémica entre el hipotalamo y la hipdéfisis. 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 ventriculo; debajo de ella se
localiza la zona interna de la eminencia media (ZIEM), cuya
capa de fibras esta formada en su mayoria por los axones del
tracto hipotalamo-hipofisaric que contienen OT y AVP, y gue
no presentan terminales axdnicos en esta zona, sino gue se
dirigen hacia el 16ébulo posterior de la hipdfisis. La zona
externa de la eminencia media (ZEEM) se situa ventralmente a
la ZIEM v contiene principalmente terminales nerviosos
procedentes de neurconas hipofisiotrdpicas, entre las cuales
se encuentran los terminales gque contienen CRH y provienen
mayoritariamente del NPV parvicelular (Palkovits, 1982), asi
como algunos terminales nervicscos que contienen AVPE y 0T
{Antunes vy col., 1977; Vandesande y col., 1977-85). Estos
terminales nerviosos se localizan proximos al espacio
perivascular de los capilares portales existentes en la ZEEM
{gque presentan un endotelic fenestrado)}, donde secretan su
contenido. En la rata estos terminales se encuentran de forma
mayoritaria en la capa en empalizada de la ZEEM {(Bugnon v
col., 1982; Merchenthaler y col., 1982).

De un modo genera! puede Jdecirse o ! hipotédlamo juega
un papel importante para asegurar la supervivencia tanto del
individuc come de la especie, siendo responsable de integrar
las respuestas endocrinas, autdénomas y comportamentales que
garantizan 1la regulacion del metabolismo, el suministro
adecuado de nutrientes v agua desde el ambiente, la defensa
del animal frente a los predadores y otras amenazas, asi como
de permitir la generacién y el cuidado de la descendencia.
Dentro del hipo:t #lame, ! pacleo paraventricular (NPV) juega
un papel crucial en el control de funciones neurcendocrinas
y autonomas, incluyendo el control de la actividad
hipofisaria-adrenccortical y su respuesta a los estimulos
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1. Introducciéq

estresantes. E1 nucleo puede ser subdividido en funcidn de
sus caracteristicas citolégicas y neuroquimicas, densidad de
empaquetamiento celular y existencia de zonas con patrones
particulares de conexiones aferentes y eferentes. Sin
embargo, esta compartimentalizacidn del NPV no es rigida ni
tiene cariacter excluvente, yva que existe la posibilidad de
solapamiento entre sus distintas subdivisiones (Swanson y
col., 1986-338).

E]l NPV contiene una llamativa diversidad de ceélulas, en
las que se han localizado mas de 20 neurctransmisores vy
neurcopéptidos diferentes. Ademdas de esta diversidad, se ha
demostrado que las neuronas del NPV presentan la capacidad de
egxpresar distintos neurcmediadores simultaneamente, siendo
posible gue una neurcna individual bajeo diferentes
condiciones fisioldgicas presente diferentes combinaciones de
ellos (Kiss, 1988-135). Todo estoc hace gue el NPV sea
considerado mas apropiadamente como un mosalco dinamicc de
subgrupos de neuronas especificadas quimicamente, cuya
composicidn estda sometida a una gran plasticidad funcional.

El NPV hipotalamico presenta dos tipos neuronales de
tamano vy morfeologia caracteristicos, agrupados en las
divisiones magnocelular (formada por neurcnas de somas
grandes, entre 20-35 pm de diametro) y parvocelular (gue
contiene neuronas de menor tamafio, con somas de unas 15 pm de
diametro). Estas divisiones difieren entre si, ademas, por su
composicion neuroguimica y sus conexicnes aferentes vy
eferentes. De acuerdo con el criterio citoarquitectonico de
Swanson y Kuypers (1980-334) v Sawchenko y Swanson (1983-

153y, esquematizado en la figura 1.4, la divisién
magnocelular del NPV se divide a su vez en los subnicleos:
magnocelular anterior (ma), magnocelular medial (mm) vy

magnocelular posterior (mp). Las neurchormonas vasopresina
(AVP) v oxitocina (0OT), asi como sus neurofisinas asociadas,
Se sintetizan en su mayoria en neuronasS separadas de esta
altima subdivision que puede dividirse, por tanto, en otros
dos compenentes -seguin Sawchenkc y Swanson (1983-153):

magnocelular posterior medial {(mpm), gque contiene neuronas
oxitocinérgicas, y magnocelular posterior lateral (mpl), que
contiene neuronas wasnpresindrgicas,
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1. Introduccion

La mayoria de las neuronas magnocelulares del NPV
proyectan al 1l6buloc neural de la hip6fisis, donde los
nonapéptidos AVP y OT son 1liberados a la circulaciodn
sistémica (Vandesande y Dierickx, 1975-335; Van Leeuwen y
Swaab, 1977-336; ver Dierickx, 1980-124}, constituyendo parte
del "gistema magnocelular neurosecretor” clasico del
hipotalamo, junto con el NSO (fig. 1.2). Los axones de las
neuronas vasopresinérgicas y oxitocinérgicas que proyectan a
neurchipofisis abandonan el NPV en su vértice y cursan
lateral y luege ventralmente alrededor del fornix, para
unirse con las proyecciones del NSO y formar el tracto
hipotalamo-hipcfisario. Este fasciculo de axones
magnocelulares se aproxima a la eminencia media a través del
drea retroquiasmatica lateral y pasa de lateral a medial al
desplazarse caudalmente para entrar en la eminencia media
desde su extremo anterior, cursando por la ZIEM hasta
alcanzar el 1débulo neural de la hipéfisis (figura 1.5).

Segun los criterios citoarquitectdnicos gue estamos
siguiendo (Swanson y Kuypers, 1980-334; Sawchenko y Swanson,
1983-153), la division parvecelular del NPV se subdivide
también en logs componentes: parvocelular anterior ({pa),
parveocelular medial (pm}, parvocelular lateral {(pl),
parvoceliular dorsal (dp} v periventricular (pv],
esquematizadas en la figura 1.4. La divisidn parvocelular
medial del NPV fué subdividida, a su vez, en los componentes
parvocelular medial dorsal {(pmd) vy ventral (pmv) por
Sawchenko Y Swanson {1983-153). Las subdivisiones
parvocelulares antericr, periventricular y medial dorsal
constituyen una dgran poblacion de células neurosecretoras
parvocelulares que forman parte del sistema hipotalamico
hipofisiotréfico gue controla la liberacién 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: i iBUSCAR EN CALZA Y Co0l.1990,
EN CASA!!!). Entre los neuropéptidos gue se sintetizan en
estos componentes de la divisidn parvocelular del NPV se
encuentran el CRH, la hormona liberadora de tirotropina
(TRH), la colecistogquinina (CCK}, la sustancia P (SP), el
factor 1liberador de 1la hormona de crecimiento (GRF), 1la
angiotensina II (AIl1), la somatostatina (SRIF), la encefalina
{ENK), la dinorfina, y la neurotensina (NT) {(ver Swanson Yy
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Sawchenko, 19832-337).

Los axones de estas neuronas parvocelulares gue
provectan a la eminencia media abandonan el NPV también en su
vértice lateral, para seguir el curso de los axones
magnocelulares del tracto hipeoctalamo-hipofisario. El
fasciculo de axcnes con origen parvocelular entra
anterolateralmente en la eminencia media a traves del area
retroquiasmatica lateral, de modo gue sus terminales axonicos
se localizan en el espacio perivascular de los capilares
portales de la ZEEM (figuras 1.2 y 1.8}).

Por su parte, la mayoria de células en las divisiones
parvocelulares dorsal, lateral y medial ventral proyectan a
médula espinal y nicleos del tronco cerebral relacionados con
funciones autdénomas, como el nuclec del tracto solitario y el
nucleo motor dorsal del vago (Swanson, 1977; Sofroniew, 1980;
Swanson y Kuypers, 1980-334; Sawchenko y Swanson, 198la;
Swanson y Sawchenko, 1983-153: iilas referencias gue no
tienen codigo estan en CALZA Y Col., 1990!!1}).

El CRH, sintetigzado mavoritariamente en las neuronas de
la divisidén parvocelular medial dorsal del NPV (ver Swanson
v Sawchenkeo, 1983-337) constituye el factor principal
responsable de la sintesis y liberacidn de la ACTH de la
hipéfisis anterior (Vale y col., 1981-340; Rivier y col.,
1982~101). Los axones de estas neuronas que contienen CRH
presentan terminales nerviosos en la ZEEM (Bugnon y col.,
1982~341; Merchenthaler yv col., 1982-342), donde su producto
neurosecretor es transpertadeo via circulacidn portal a la
hipéfisis anterior (Silverman vy Pickard, 1983-130) para
inducir la transcripcidon del mRNA para POMC y provocar la
liberacion de ACTH.

Ademds del CRH, existen otros neuropéptidos, como la AVP
y la OT gue funcionan comc secretagogos del ACTH, al ser
liberados en la ZEEM a la sangre portal en respuesta a
ciertos tipos de estrés, haciendo peosible la existencia de un
control multifactorial y complejo de la actividad HHA.

En el caso de la AVP, se ha comprobadoe que se trata de
un  potente agente gque controla la liberacién de ACTH,
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potenciando de forma sinérgica el efecto liberador que tiene
el CRH sobre la ACTH adenohipofisaria (Rivier y Vale, 1983-
129; Tilders y col., 1985-310; ver Antoni, 1986-311; Gibbs,
1986-128}. Esta AVP tiene un origen diferente del
clasicamente establecido para las neuronas vasopresinérgicas
magnocelulares del NPV, ya que es sintetizada en una
subpoblacién de neurcnas de la subdivisidn parvocelular
medial, en coexistencia con el CRH (Roth v ccl., 198Z y Tramu
y col., 1983: iilas dos en Calzd y col., 1990!!; Whitnall,
1988-130; wver Harbuz vy Lightman, 1992-24). Estas neuronas
CRH/AVP proyectan a la ZEEM (figura 1.2), donde se aprecian
terminales axénicos gue liberan AVP a los capilares portales
hipofisarios (Zimmerman y c¢ol., 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, gue participan en la regulacidn de la funcidén ACTH
adenohipofisgsaria (Silverman y Zimmerman, 1975-344; Vandesande
y col., 1977-85}).

Ademas de la AVP, se ha descrito la existencia de fibras
inmunopositivas para OT proximas a los capilares de la ZEEM
{Vandesande y col., 1977-85; Vandesande v Dierickx, 1980-124;
ver Sofroniew, 1985-79; Richard y col., 1891-123). Estas
fibras oxitocinérgicas tTambién liberan su contenido a 1la
circulaciodn portal hipofisaria {(Buma y Nieuwenhuys, 1988-152)
permitiendo a la OT actuar come co-secretagoge de la ACTH
(ver Antoni, 1986-311; Gibbs, 1986-128). La OT ejerce, por
una parte, un efecto sinergico sobre la accién liberadora del
CRH scobre la ACTH y, por otra, tiene un efecto aditivo sobre
la accion de 1la AVP (Link v col., 1992-115).

Por ultimo, y debido a la existencia del sistema de
drenaje de la "via corta portal" (esquematizado en la figura
1.2}, tanto l1la AVP como la OT neurchipofisarias pueden
alcanzar también los corticotropos de la pars distalis,
suministrando otra via de control sobre la liberacidn de la
ACTH adenochipofisaria (Richard y ccl.,1991-123),
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1.2.2.- Control aferente del nicleo
paraventricular (NPV): regulacién del eje HHA.

La zona de la division parvocelular medial del NPV rica
en CRH, presenta una gran diversidad de aferencias, 1o cual
parece coherente si se tiene en cuenta la gran variedad de
modalidades sensoriales y diferentes estimulos estresantes
capaces de provocar la activacidn del eje HHA. Segun Swansaon
(1987-133) y Sawchenko (1991-213), estas aferencias se pueden
agrupar en cinco categorias: viscerales, somatosensoriales,
circunventriculares, hipotalamicas v limbicas, gue
constituyen vias nerviosas gque controlan la liberacidn de CRH
a la circulacidén portal (figura 1.6):

1.- Las vias de transmisién de la informacion visceral

o interoceptiva se encuentran entre las aferencias mejor
caracterizadas de las neuronas-CRH del NPV, Este circuito
nervioso se centra en el nucleo del tracto solitario (NTS),
principal receptor de las aferencias gloscfaringeas v
vagales. Dentro del NTS existen tres territorios de diferente
naturaleza (adrenérgica, noradrenérgica v peptidérgica) gue
proyectan a la region parvocelular del NPV, También proyectan
a esta regién otras dos zonas del tronco cerebral gue reciben
aterencias del NTS: el grupo celular €} adrenérgico
{localizado en la meédula oblonga o bulbc raguideo) y el
nucleo parabragquial lateral (Levin vy col., 1987-346;
Cunningham vy Sawchenko, 1988-345). Cuando se realizan
lesiones en componentes de esta via, se puede alterar la
respuesta hipofisaria-adrenal frente a distintos agentes
estresantes de caracter sistémico como, por ejemplo, la
exposicion a vapores de eter, hemorragia, etc. (Szafarczvk vy
col., 1985-248; Carlsson y Gann, 1987-347}).

2.- Por el contrario, no estan tan claras las rutas
nerviosas a traves de las ¢naleg la informacion sensorial
somatica vy especial (nocicepcién, informacion visuwal vy
auditiva, etc.} alcanza el NPV hipotalamico para provocar la
activacion de la secrecién adrenocortical. Existen algunos
estudios recientes en los cuales se implica la participacidn

en estas vias de ciertas proyecciones mesencefalicas vy
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1. Introduccion

pontinas a la divisidén parvocelular del NPV (Levin y col.,
1987-346), como se refleja en la figura 1.6.

3.- Las proyecciones desde O6rganos circunvetriculares a
las células gque contienen CRH en el NPV, como es el caso del
organo subfornical (OSF), pueden estar implicados en la
liberacién coordinada de CRH, AVP y OT en situacicnes como
hipovolemia (Sawchenko y Swanson, 1983-153).

4.~ Se conoce también la existencia de proyecciones

desde distintes nicleog hipotalamicecs a la region

parveocelular del NPV gue contiene CRH como, por ejemplo,
desde el drea preoptica, nicleo ventromedial, areas
hipotalamicas anterior y lateral, y nucleo supraguiasmatico
(ver Swanson y Sawchenko, 1983-337). Parece probable gque
estas proyecciocnes transmitan informacidn que viaia en el
fasciculo telencefalico medial (FTM) v en el sistema
reriventricular procedente del sistema limbico, formacidn
reticular y sustancia gris central mesencefalica, etc.

Este tipo de conexién tiene, por lo tanto, relacidn en
algunos casos con las conexiones del apartade siguiente.

5.~ Por ultimo v de forma relevante, las proyecciones
desde ciertas estructuras limbicas ejercen un importante
efecto regulador scbhre la actividad HHA, constituyendo lo que
Se ha denominado como eje LHHA. Ademds de que la manipulacién
de clertas estructuras del sistema limbiceo (como la formacién
hipocampal v 1los nuclecos amigdalinos y septales) altera de
forma clara la actividad HHA, éstos son sitios sobre los
cuales los corticosteroides ejercen su efectos de
retroalimentacicon scbre el eje, provocando gue estas regiones
ejerzan, a continuacidn, una inhibicidn transinaptica de la
secrecidn de CRE y AVP desde el NPV (Dallman vy col., 1986-
110; Sapolsky y col., 1990-108).

El sistema limbico es importante en el procesamiento de
la respuesta al estrés, especialmente al de tipo psicogénico

{(p.e. el @l s NS ‘nmovilizacion), gue implica
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procesamientc nervioso en el cortex cerebral, es decir,
actividad cognitiva. Debido a que el neocortex ne proyecta
directamente al hipotalamo, la informacidn que provoca la
liberacidn de CRH al sistema portal se transmite al NPV
hipotalamico a través de estructuras del sistema limbico.

En la figura 1.7 se representan esquemdaticamente las
principales vias limbicas implicadas en el control de ia

actividad HHA {(Feldman v col., 198Z-2Z18; Felidman y Saphier,
1989-315):
i.~ Por una parte, se ha comprobado gque la estimulacidn

eléctirica del hipocampo dorsal y ventral provoca incrementos
en la secrecion de B a través del fornix dorsal vy la fimbria
de]l hipocampo, respectivamente (Feldman y col., 1987-349}.
Las fibras procedentes de ambas redgiones proyectan a
componentes del septum lateral gue envian fibras al
hipotalamc, concretamente a la divisidn parvocelular del NPV
(Meibach y Siegel, 1977-3050}).

7.~ Por otra parte, la estimulacidén de ciertas regiones
amigdalinas (p.e. la amigdala medial} provoca un incremento
de las conceniraciones plasmaticas de B gque se atenua tras la
iesién de 1ia estria terminal, del nuclec de 1l1a estria
terminal (NEST) o del Area predptica (APO) (Feldman vy
Saphier, 1989-315}. Estos resultados indican gue la amigdalia
juega un papel importante en el contrel de la actividad HHA
a traveés de proyecciones sobre el NPV gue cursan via estria
terminal o a traves de la via amigdalofugal ventral {De Ulmos
v col., 198B5-316). Dichas proyecciones amigdalinas pueden ser
directas sobre el NPV o indirectas a través del NEST y del
P

o=l
-

Conviene sefitalar, por ultime, la importancia funcicnal
que tTiliene el (FTM) -impertante sistema ascendente vy
descendente de fibras que conecta telencéfalc y mesenceéfaloe
atravesando el area predptica e hipotalamica lateral
(Nienwenhuys vy <ol., 1982-3523)-. Este sistema de fibras
interviene en ia conduccidn de estimuios nerviosos
procedentes no sélo de estructuras limbicas, sino también de
estructuras mesencefalicas, etc., que activan el sistema HHA

{Feldman v col |, 945418 Foldman v Conforti, 198%-297) tal
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1. Introduccicén

vy como se comentara mas adelante y en el capitulo de
Discusion.

De todo el conjunto de circuites limbicos implicados en
la regulacién del eje HHA hemos centrado nuestra atencidn en
agquellos gue implican a la amigdala ya gue, por una parte
estan bien estudiados desde el punto de vista fisioloégico vy,
por otra, pueden jugar un papel importante en ciertas
situaciones estresantes, como es el caso particular del
aislamientc soccial.

1.2.2.a.- Provecciones amigdalinas al NPV
hipotalamico.-

Como hemos dicho, 1a amigdala estd implicada en el
control de maltiples funciones endocrinas, asli comc en
mecanismos autonomos y comporfamentales dgque permiten la
supervivencia del organismo. Nosotros vamos a centrar nuesira
atencion, a manera de introduccidn, en los trabajos basicos
relacionadoeos con la amigdala y sus proyecciones hipotalamicas
implicadas en la respuesta neurcvendocrina al estrés.

La amigdala esta localizada en los 1ldébulos temporales
del cerebro, sirviendo come centrc de relacidn entre el
neocortex vy ciertas regiones hipotalamicas, del tronco
cerebral y médula espinal implicadas, resgpectivamente, en el
control de la respuesta neuroendocrina y autoncma a estimulos
amenazadores para el organismo.

La amigdala de mamiferos presenta una gran complejidad
estructural y funcional. Clasicamente se ha dividido en un
grupo de micleos corticomedial, localizado superficialmente
y un grupo basolateral situade mds profundamente (Johnston,
1923-353). Posteriormente se han considerado diversas
subdivisiones (fig. 1.8):

- La amigdala corticomedial estda formada por el
nucleo cortical {localizado medialmente al cortex piriforme}),

nicleo medial {medialmente advacente al nicleo cortical), el
nacleo central {localizado entre el nucleo medial vy
caudadoputamer : - <! nurlen del tracto olfatorio lateral
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(localizado anteromedial al nudcleo cortical) (Krettek vy
Price, 1978-354; Price y col., 1987-317). Estos autores
dividen el nidcleo cortical en miclec cortical anterior,
posterior y cortex periamigdalince. El1 area amigdalina
anterior (una regidon difusa cerca del polo rostral de la
amigdala, dque se mezcla con el ndclec central) y el area
amigdalchipocampal {caudal al nucleo medial) también estan
incluidos como parte de la amigdala corticomedial.

- La amigdala basclateral esta formada por el
nicleo accesorio basal -mds profundo que el cortex

periamigdalino, denominade nucleo basomedial por Krettek vy
Price {(1978-354)-, peor 1los niucleos basales magnocelular vy
parvocelular -localizados mas profundamente gque el nacleo
basal accesoric vy denominados, respectivamente, subdivisiocones
anterior vy posterior del micleo basolateral por Krettek vy
Price (1978-3%4)- vy por el nucleo lateral situado mas
lateral y dorsal).

La complejidad de funciconamiento de la amigdala se basa
en la existencia de conexiones caracteristicas entre cada
ntcleo amigdalinoe vy numerosas areas extrinsecas, a la vez gue
se establecen complejas conexiones intrinsecas entre 1los
distintos nicleos amigdalinos. Estos circuitos intra-
amigdalincs permiten que tenga lugar en este centro limbico
la integracidn y la asociacidn de la informacidén procedente
de algunos centros cerebrales superiores, para gque
posteriormente las proyeccicnes amigdalinas eferentes puedan
modular las actividades endocrinas, viscerales Yy
comportamentales correspondientes.

De acuerdeo con estas conexiones intrinsecas (Nitecka vy
cel., 1981-355; De Olmos y col., 1985-316) los niucleos
amigdalincs se han divido en:

- tipo cortical (semejante a corteza): nucleo basal,
lateral, basal accesoric y cortical, cortex periamigdalino,
area amigdalohipocampal vy nuicleo del tractc olfatorio
lateral. Presentan dos tipos neurcnales caracteristicos:
neurcnas piramidales de proyeccidn e interneuronas gue
establecen una complicada micreocircuiteria.

- tipo no-cortical: nlcleos central yv medial, asi como
el darea amigdalina anterior. Sus neuroconas eferentes no son de
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1._Introduccién

tipo piramidal, existiendo, no obstante, un complejo sistema
de circuitos internocs.

Como se ilustra en la figura 1.9, estos dos grupos de
formaciones amigdalinas Jjuegan diferentes papeles en 1la
circuiteria intrinseca de la amigdala: Llos nicleos tipo
cortical presentan abundantes conexiones entre si y también
proyectan a los ndcleos de tipo no-cortical, mientras gue
éstos ultimps presentan escasas proyecciones hacia los
primeros. Por tanto, la compleja informacidn que reciben los
micleos amigdalinos tipo cortical de la corteza de asociacion
sensorial (visual, auditiva, somestésica y multimodal) es
transmitida -via conexiones intra-amigdalinas- hacia el
nicleo central (por los miclecos tipo ceortical mas profundos,
situados hacias o rzauviorda de la Tioner towr w1 nucleo
medial (hacia el gue proyectan mavoritariamente los nucleos
tipo cortical mas superficiales! (McDonald, 1892-3i4}). Estos
dos nucleos, central (ACe} y medial de la amigdala {(AMe)
influyen, a su vez, sobre distintas estructuras nerviosas a
través de proyecciones eferentes diferentes, constituyéndoese
como estaciones dltimas determinantes de la elaboracidén de la
respuesta amigdalina.

Por otra parte, el AMe y el ACe presentan conexiones
reciprocas con partes andlogas en e1 NEST, habiéndose
propuesto dque amigdala y NEST constituirian una entidad
anatomica que podria ser dividida en dos unidades, basandones
en criterios citoargquitectdnicos, histoguimicos vy de
conectividad: la unidad AMe-NEST medial y la unidad ACe-NEST
lateral (De Olmos v col., 1985-316; Price y col., 1987-317;
Moga v col., 188%9-192}):

-~ El1 ACe v el NEST lateral fcorman un continuo que
se caracteriza por sus conexiones reciprocas con areas del
tronco cerebral como el area parabraguial o el bulbo raguideo
{concretamente, con el NTS v con el nicleo motor dorsal del
vago), implicadas en la regulacidn autdnoma central (De Olmos
y col., 1985-316). Ademas de estas conexiones mayoritarias,
es Lnteresante destacar que el ACe (al 1gual gue el NEST
lateral) también proyecta al APO, mas concretamente, al area
predptica late::z: 747! : v 4 eutructuras hipotalamicas como el
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NPV (Berk y Finkelstein, 1981-24%; De Olmos y c¢ol., 1985-
316), principalmente a través de la via amigdalofugal
ventral, aungque existen algunas fibras gue cursan via estria
terminal (Price vy col., 1987-317).

- E1 AMe v el NEST medial forman un continuo gque se

caracteriza por sus proyecciones mayoritarias al hipotélamo
medial, &rea predptica medial (APM), hipotalamo anterior,
hipotalamo ventromedial, etc. (De Olmes y col., 1985-316;
Price v col., 1987-317}). Entre estas conexiones interesa
destacar, por su importancia con el control de la actividad
del eje HHA, las proyeccicnes del AMe hacla la division
parvocelular del NPV hipotalamico, dque cursan en su mayoria
a través de la estria terminal, bien mediante proyecciones
directas {(Silverman y col., 1981-356; Tribollet vy Dreifuss,
1981) o bien mediante provecciones indirectas, principalmente
a través del NEST y del APO (Krettek v Price, 1987-328;
Weller v Smith, 1982-208; De Olmos v col., 1985-316}, como se
aprecia en la figura 1.10. Otras fibras de origen amigalino,
en cambio, parecen entrar en el hipotalamo a traves de la via
amigdalofugal ventral (Price y col., 1987-317).

Tanto el NEST como el APO presentan conexiones nerviosas
directas con la division parvocelular del NPV que contiene
CRH (Saphier vy Feldman, 1986-357; Sawchenko y Swanson, 1983-
153; Silvermar y col., 1981-356),

1.2.2.b.- Nicleo de la estria terminal

(NEST) .-

E1l NEST es un componente telencefalico muy estrechamente
relacionado con la amigdala -tal v comc se ha explicadeo-, la
cual supone su principal fuente de aferencias a traveés, scbre
todo, de la estria terminal {(Weller v Smith, 1982-208; De
Olmos v col., 1985-316). Presenta interconexiones complejas,
ademas, con otros centros telencefalicos, hipotalamicos y del
tronco cerebral tales como la sustancia innominada, el area
precptica, el hipotalamo ventromedial, la region tegmental
ventral, la sustancia gris central mesencefalica y el ndcleo
parabraquial, entre otras (Swanson y Cowan, 1979; Sofraniew,
1979; Sawchenko vy Swanson, 19832~153), a través de los cuales
es capaz de regqular la funcionalidad de los sistemas
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adrenocortical auténomo, reproductor, asi como ciertos tipos
de comportamientos como el agonistico y sexual (Allen y col.,
1981; Beltramino y Taleinsnik, 1980; Dunn, 1987: Eremy ¥y
Sachs, 1976; Faiers y col., 1976; Kawakami y Terasawa, 1974;
Shaikh y col., 1986a éiTodos en Phelix y Paull, 1990727).

Ei NEST, como parte del sistema LHHA, es uno de 1l1o0s
principales nicleos telencefdlicos implicados en la
regulacidén central de la respuesta al estrés, tanto de tipo
ambiental como psiceoscocial. Concretamente, ciertos estudios
gue utilizan lesiones han demostrado que la integridad del
NEST es necesaria para la transmisitn al hipotalamo de la
informacidén gue activa la secrecidn adrenocortical tras la
ostimulacioén de la amigdala medial (Feldman y col., 1990-
327%.

La iocalizacidn del NEST aparece reflejada
esquematicamente en la figura 1.11. Este nucleo ha sido
dividido tradicionalmente en una subdivision medial y en una
subdivision lateral (Krettek y Price, 1978-354). Sin embargo,
mas recientemente se ha comprobado que el NEST presenta una
suborganizacioén basgtante mas compleja, de acuerdo con sus
caracteristicas citocargulitectdnicas, inmunocitoquimicas y de
conectividad (De Olmes vy col., 1985-316; Moga vy col., 1987;
{en) Moga y col., 1989-192; Del Abril, 1988~194). No vamos,
sin embargo, a desarrollar este aspecto ya que no aporta
informacion de interés en relacidn con los objetivos del
presente trabajo.

1.2.2.¢c.- Area preoptica (APO}.-

El AP0 es un derivado diencefalico que ha sido
relacionado con el contrcocl de miltiples funciones, como son
la regulacidn de la ftemperatura corporal, el mantenimiento
del equilibriec hidrico, la regulacidn de la funcidn
cardiovascular, asi como de la secrecién de gonadotropinas y
del comportamiento sexual (Page, 1988-77). Igualmente, vy de
un modo especialmente interesante, lleva a cabo la
integracién de la respuesta adrenocortical con las respuestas
autonomas ante estimulos estresantes. Concretamente en
relacidon con ] eje LHHA objeto de nuestro estudioc, se ha
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comprobadoc que la estimulacidn eléctrica del APO provoca un
incremente de la secrecidén adrenococortical {Redgate vy
Fahringer, 1973-358; Saphier y Feldman, 1986-357), 1o que
sugiere una importante implicacidn de este area en el control
de la actividad LHHA. BAdeméds, y como vya hemos comentado
anteriormente, esta participacién en la regulacién de la
actividad adrenocortical parece estar mediada en gran parte
per las aferencias amigdalinas que recibe, bien a través de
la estria terminal o a través de la via amigdalofugal ventral
y, a continuacidn, mediante sus conexiones eferentes con la
divisidén parvocelular del NPV. Esto explicaria el hecho de
que la lesiodn del APO disminuve la respuesta adrenccortical
gue se produce tras la estimulacidn eléctirica de la amigdala
{Feldman y col., 1990-327).

Bnatomicamente, el limite antericr del APO viene
definido por la lamina terminal ¥ la banda diagonai de Broca,
ventralmente por el gquiasma optico Y el nucleo
supraquiasmatico y dorsalmente por 1a comisura anterior
{Page, 1%88-77; Bleier y coi., 1879-232). Lateralmente, el
APO estd limitada por 1la sustacia innominada y €l globus
pallidus. Caudalmente, el limite entre el APO y el resto del
hipotalamo es dificil de definir, ya gque la transicidn se
produce de forma casi indistinguible entre el APM v el area
hipotaléamica anterior {(AHA), asi como enitre el APL v &1 area
hipotaldmica lateral {AHL). El APO limita dorsomedialmente
también con el NEST, gue en realidad entra en el APQO en su
extension mds anterior {(para representacidn esqguemdtica del
APG, ver figura 1.113).

Segun los criterios de Gurdjian (1927), Ban (1966-238),
Bleier vy col. (1979-233), Bleier yv Byne {(1985-234,, el APO
puede dividirse citoarquitectdnicamente en 3 grupos
celulares: un a4rea preoptica medial (APM), un area predptica
lateral (APL) y un estrato predptico periventricular. En
general, nc hay fronteras claras entre dreas, sinc que estas
regicones se denominan de acuerdo con la posicidn topografica
gue ocupan dentro del APO.

Ei APM se distingue del APL por sSer una regidn mas
densa en células, dentro de la cual se pueden distinguir
vartias condensaciones c¢elulares o nucleos (Simerly y col.,
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1984-228), entre los gque se encuentran el nidcleo sexualmente
dimérfico del APM (SDN-APM) y también la parte dorsal estrial
del APM (APM-ST) descrita por Raisman y Field (1973-241).
Este Gltimo nuclec presenta unas neuronas caracteristicas,
cuyas dendritas tienen wuna apariencia arrosariada y se
disponen medio-lateralmente, de forma que sinaptan con los
axones de la estria terminal, perpendiculares a ellas. Ademas
de este tipo especial de neuronas, el APM en general recibe
un importante contingente de aferencias amigdalinas,
concretamente de los nucleos cortical y medial de la
amigdala, principalmente a través de la estria terminal (De
Olmos, 1272-239; Krettek y Price, 1978-328; Berk v
Finkelstein, 1981-245).

El APL es una region con menos densidad celular, a
través de la cual atraviesa el hipotalamo el importante
sistema de fibras ascendentes vy descendentes denominado
fascicule telencefalico medial (FTM), que interccnecta una
gran variedad de estructuras telencefédlicas con el hipotalamo
vy el tegmentc mesencefalico (Valverde, 1965-249). E1 FTM
constituye un sistema efector comun de fibras de regiones
telencefalicas comoe el cortex piriforme, amigdala, tubérculo
olfatorio, cortex frontal, septum, etc., gue en su paso hacia
el mesencéfalo emiten colaterales sobre el area preoptica vy
otras regiones hipotalamicas (Valverde, 1965-249; Ban, 1966-
238). A su vez, el FTM esta formado por un sistema ascendente
de fibras con origen mesencefalico, gque se dirige hacia
centros del telencéfalo (Cowan, Guillery v Powell, 1964; Ban,
1966-238) y cierra el circuito denominade "sistema limbico-
mesencefalice” por Nauta (1958). Como se puede ver en la
figura 1.12, las neuronas localizadas en la zona de paso del
FITM rogtral reciben mas aferencias de la amigdala, cortex
piriforme y tubérculo clfateoric gue las neuronas localizadas
caudalmente en el APO, que reciben mas aferencias de 1la
formacion reticular mesencefalica.

E1l APL, por tanto, constituye una regidn a lo largo de
la cual existe un interaccién continua entre sistemas
olfatorios, limbicos, corticales, talamicos, hipotalamicos y
mesencefalicos, de la cual emerge un programa coordinado de
respuestas neuroendocrinas, auvtdnomas y comportamentales gque
conforman el estadc emccional particular del animal.
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Entre la gran diversidad de aferencias del APL, esta
zona -al igual gque el APM- recibe proyecciones de la
amigdala, principalmente a través de la via amigdalofugal
ventral (De Olmos, 1972-239), parte de cuyas fibras cursan
caudalmente y se incorporan al FTM. Debido a que existen
fibras del FTM gue proyectan al NPV (12 de 297-tesis), parece
16gico suponer que esta via esta implicada en el control de
la actividad adrenocortical. Efectivamente, se ha comprobado
gue la integridad del FTM es necesaria para gue produzca una
respuesta adrenocortical normal ante ciertos tipos de estres,
como por ejemplo, la estimulacidn acustica y fotica {Feldman
vy col. 1971-298) o ante la estimulacidn de estructuras
limbicas como la amigdala (Feldman y Conforti, 1985, 1987;
Feldman v col., 1983-318}.

Las neuronas gue existen en el APO, y mas concretamente
las del APL son neuronas multipolares con escasas dendritas,
gue suelen ser largas, de trayecto rectilineo y =scasamente
ramificadas; estas caracteristicas de su arborizacion
dendritica, juntoc con el tipo de aferencias gque reciben,
hacen gqgue cada neurona tenga capacidad de captacién de
impulscs de distinta procedencia, Jque se someten a un
procesamiento de integracidn relativamente sencillo. La
mayoria de las neuronas del APO cumplen estas
caracteristicas, considerandose pertenecientes al tipo
neuronal denominado reticular (Leontovich y Zhukova, 1963-
363} o isodendritico (Ramdén-Moliner, 1975). Seguin Valverde
{1965-249), la morfologia y disposicicdn de las células del
APO indica un posible papel como interneuronas en circuitos
tanto intrinsecos come extrinsecos. Este area, por lo tanto,
parece a nuestro juicic importante desde un punto de vista
funcional por la diversidad de informacidn gque recibe,
integra -con mayor © menor complejidad- y posteriormente
transmite.

Aungue no se puedan establecer circuitos claros de
conexiones en el AP0, debido a gue éstos son muy difusos y
las aferencias gue reciben sus neuronas tienen gran
diversidad de origen, es claro que se trata de una zona rica
en circultos intrinsecos -microcircuitos- particularmente
entre las diferentes areas que la componen, asi como con
otros nucleos del hipotadlamc antericy (Bleier vy Byne, 198%5-
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234 .

Podria, per lo tanto interpretarse como un gran area de
integracién difusa de informaciones de procedencia muy
diversa de la cual puede emerger informacidn importante en
relacion con el equilibrio del medio internc. Entre este
abanico de funciones, la regulacion neurocendocrina 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 principic de la Introduccidn, 1la cria
en aislamiento sccial de un animal como la rata, de caracter
fuertemente gregario, produce un sindrome comportamental de
hiperactividad locomotora que va acompanado de otra serie de
alteraciones, entre las cuales es importante destacar las de
indole neuroendocrinologica. El animal, sometido a esa
situacidén estresante, va a manifestar toda una serie de
alteraciones hormonales determinadas por un complejo sistema
de respuesta frente al mismo, del cual el ultimo responsable
es el sistema nervioso central.

Centrandonos concretamente en las alteraciones
neurcendocrinas que se producen en el eje LHHA, la primera
consideracidén a hacer es gue existe bastante bibliografia en
lo referente a los aspectos puramente endocrinos, aundgue 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
parametros esgstudiados, es decir, al complejo conjuntoe de
circultos nerviosos gue regulan las diferentes respuestas al
estrés. Como se comentara mas profundamente en la Discusidn,
estos elementos son extracordinariamente sensibles a las
condiciones experimentales utilizadas. Por ejemplo, la edad
a la dJue se aislan los animales vy, por tantec, el grado de
desarrcollc de las distintas estructuras y sistemas que se
estudian parece ser determinante en la induccion de un cuadro
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concreto de alteraciones. Por tedo ello resulta dificil
caracterizar el aislamientce de un modo claro, y mas
concretamente en relacidn con las alteraciones hormonales que
suscita.

Mds complicado todavia resulta el hecho de relacionar
dichos cambios hormonales con alteraciones en los niveles
centrales del eje LHHA de los animales aisladeos. En este
sentido, la escasez de estudios es notable y los trabajos que
existen tratan solo aspectos parciales del tema, como los que
se centran en el estudio del efecto de la cria en aislamiento
social sobre los niveles hipofisarics de ciertos péptidos
derivados de la POMC en la rata (Holson y col., 1988-53), o
sobre el contenido de CRH en el NPV de mono {Ginshberg y col.,
1993-273).

Sin pretender, ilusoriamente, dar respuesta a todas las

cuestiones vy problemas que estamos planteando, hemos
pretendido en it Crabais -y ége Ui ot pbjetivo

global- desarrollar un estudio multidisciplinario integrado
que permita caracterizar las posibles alteraciones morfo-
funcionales gue tienen lugar en el eje limbico-hipotalamico-
hipofisis~adrenal en Ia rata, provocadas por la cria en
condiciones de aislamiento social desde una fase temprana
(predestete) y prolongado hasta la edad adulta.

Con este planteamiento haremos un eénfasis especial en la
importancia gue puede tener la carencia de estimulos de
origen materno durante esa fase temprana del desarrollo
previa al destete, asi como la eliminacion de la interacciodn
social con log compalieros de la camada. Ambos factores, tal
y como se ha puesto de manifiesto (Hofer, 1987-321: Stanteon
y Levine, 1988-26; Rosenfeld vy col., 1992-37), =on de gran
importancia en la compleja regulacion del desarrollo del
sistema LHHA. Su conocimiento, de un modo integrado, puede
ayudar a profundizar en algunos de los aspectos referentes a
la organizacién de la respuesta del corganisme a las
situaciones estresantes en general.

A continuacidén, vamos a ir analizando, lo mas concretamente
posible, los coneocimientos existentes sobre los principales
aspectos incluidos en el preoblema estudiado, precisando, en
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relacién 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 activacidén del eje HHA,
determinando un incremento de la secrecidn adrenal. La
medicion de las concentraciones plasmaticas de corticosterona
(B} se ha considerado clasicamente come un indicador muy
sensible de la activacion adrenocortical y, por tantco, de la
intensidad del estrés experimentado por el animal, ya gue
esta hormona es el producto final de 1la activacidon del
sistema HHA en la rata. Ademds de la corticosterona, se han
utilizado también como indicadores de la actividad
adrenocortical los pesos de ciertas glandulas endocrinas como
el timo v las propias glandulas adrenales (Hennessy y Levine,
1978~-324; Levin vy col., 1887-96; Klein vy col., 1992-52;
Aguilera y col., 1993-1). El papel de estas glandulas como
marcadores de estrés se explica si tenemos en cuenta que la
exposicion al estres provoca un incremento de los niveles
plasmaticos de B que, en caso de ser prolongado, origina una
hiperfuncionalidad de las glandulas adrenales ~que
incrementan su peso-, asi como la involucidn timica y la
supresioén de la funcion reproductora (ver Brain, 1972-325;
Levin y «col., 1987; Scribner, 1991-34; Klein vy col.,
19921 IANADIR CHARPENET Y Col., 1981, SAREZ Y Col., 1977, MANN
Y Col., 1982). La alteracidn de 1la funcién reproductora
incluye la posibilidad de que los glucocorticoides secretados
durante el estrés provoquen efectos supresores directos sobre
la funcidn gonadal (ver Brain, 1972-325; {(LCANADIR CHARPENET
Y Cel., 1981, SAEZ Y Col., 1977, MANN Y Col., 198272727).

Algunos trabaios iniciales que estudiaban los efectos de
la cria en aislamiento social, como los de Hatch y col.
(1963,1965), detectaron la existencia de una actividad
adrencocortical incrementada en los animales aislados. Estos
resultados, unidos a las alteraciones comportamentales gque
presentaban estos animales, did lugar a gue se acufara el
termine "sindrome de estrés por aislamiento". Sin embargo, va
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indicamos al comienzo de la Introduccidn que este concepto de
"estrés" se ha revisado posteriormente al existir resultados
contradictorios en las investigaciones dque se han venido
realizando sobre el tema. Asi, mientras en unos casos se ha
corroborado la existencia de una actividad adrenocortical
incrementada {Gamallo y col., 1986-13; Holson y col., 1%91-
2}, otros autores no han encontrade alteraciones en dicha
funcidn {Benton y col., 1978-306; Morinan y Leonard, 1980-3;
Holson y col., 1%51-2), e incluso se han obtenidc evidencias
de gque dicha actividad estd disminuida, sobre todo, cuando se
estudia la respuesta de los animales aislados al estrés

1981-303; Viveros
v col., 1988-36). Estos datos se refieren principalmente a

a e

{Brain y Nowell, 1871-326; Genstsch v col.,

las concentraciones plasmaticas de B; en lus trabajos en los
gque se observa una variacion de los niveles basales de esta
hormona, se produce paralelamente una variacidn inversa del
peso del timo. Sin embargo, la mavoria de los trabajos a los
gue nos estamos refiriendo no detectan cambios evidentes en
los pesos de las glandulas adrenales o de 1os testiculos.

Tomande como referencia la controversia existente en
relacion con las alteraciones gque produce la cria en
aislamiento scocial sobre la actividad adrenocortical de los
animaies, nos planteamos como primer objetivo de nuestro
trabajo: anaiizar I1os efectos del aisiamiento social
premature y prolongado sobre la actividad adrenccortical de
ia rata. Para elio se procedid a estudiar ias concentraciones
plasmdticas de corticosterona, y los pesos de las gldndulas
adrenales y timo en los animales aislados. Con el objetc de
comprobar también si la funcidn gonadal habia sido afectada
por la situacidn de aislamiento, se procedid a estudiar el
peso de los testiculos de los animales.

Se ha comprobado que los cambios comportamentales vy
fisicldgicos provocados a largo plazo por las alleraciones
sociales tempranas se hacen mas patentes bajo condiciones gque
impilican algun grado de desafio para el animal -situaciones
estresantes- (Moore, 1968; Plaut y Grota, 1971-19). En
ausencia de agentes estresantes, er cambio, dichas
alleraciones comportamentales y fisionidgicas pueden
permanecer enmascaradas. Por este moitivo, en nuestro trabajo
realizamos, ademas del estudioc de la actividad basal del eje
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LHHA en los animales aislados, su respuesta al estrés agudo,
utilizandeo para ello la exposicidn del animal a 15 minutos de
inmovilizacion. Por tanto, e] estudio del efecto del
aislamiento social sobre las concentraciones plasmaticas de
B se realizdé tanto en situacion basal como tras los 15 min.
de la inmovilizacion.

La inmovilizacidén supone un estrés agudeo de tipo
moderade, con caracter tanto fisico como psicogénico (Romero
y col., 1993-272), interesante para nuestro trabajo porque
regquiere la integridad del sistema 1limbico vy, mas
concretamente, de la amigdala, para qgque se produzca una
respuesta normal del sistema HHA (12 de Van de Kar, 1991-7;
Van de Kar vy col., 1991-205).

1.3.2.- Alteraciones del sistema hipotdlamo-
hip6fisis en aislamiento.-

Como se ha indicado anteriormente, 21 eie LHHA es
un sistema neurcendocrine integradc por miultiples estructuras
v sometido a una regulacion multifactorial compleja. EIL
estudio de la actividad adrenocortical -a través de 1los
niveles de B v pescos de los drganos- apcerta informacidn sobre
la resultante de la actividad del sistema en su conjunto y,
por lo tanto, indica de un modo muy general e1 tipo de
alteracidn que se produce como consecuencia del aislamiento
social.

Dade que nuestro propésito consistia en realizar un
estudio integrade de las alteraciones que produce la
situacion experimental de aislamiento sobre diferentes
niveles del eje LHHA, a continuacidn centramos nuestra
atencidon sobre la funcicnalidad de los centros de mayor
significacion como compenentes del sistema hipetalamo-
hipofisario, esto es, el nicleo paraventricular hipotalamico,
la eminencia media y la propia hipédfisis. Come ya se ha
comentado, se han estudiado tanto en condiciones de actividad
basal como en respuesta a estimulos estresantes, y se han
intentado relaciconar los resultados obtenidos con los del
capitulo anteriocr, ya gue las alteraciones en este complejo
pueden ser Cedpns o lag de leos cambios endocrinos
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periféricos.

Los datos en relacidn con los efectos del aislamiento
sobre el sistema hipotalamo-hipéfisis existentes en la
bibliografia son escasos. Ademas, en general, en los trabajos
gue hemos utilizado no se realizan estudios completos de
estos centros teniendo, por lo tanto, un caracter parcial. En
relacion con la actividad del complejo hipotalamo-~-hipdfisis
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 péptideos derivados de la POMC esta disminuido en la
hipdtisis de animales aislados desde el destete, sin gue se
estudien los efectos del aislamiento scobre su respuesta al
estrés. También los estudios de Ginsberg vy col. (1993-273}),
puntualizan gque la cria en aislamiente scocial ne provoca
cambios de contenido de CRH en el NPV.

Sin embargo, si existen datos interesantes obtenides en
otros modelos de estrés repetido o crdonico, en los gque se
producen alteraciones de secreciodn adrenocortical. Estas se
deben a la existencia de alteraciones en el contenido de ACTH
en hipdofisis y/0 a alteraciones de sintesis y/0 liberacidn de
sus secretageges hipotalamicos, tratandcose todas ellas de
cambios especificos del tipo de estreés cronico aplicado. Como
eijemplos, podemos citar el estrés crénico por restricciaén,
frio o etancl, tras los cuales se produce un incremento del
contenido de ACTH en hipofisis antericr (ver Harbuz vy
Lightman, 1992-24), asi comc los cambios gue se producen en
el contenido de CRH y AVP en el NPV v en ZEEM tras ciertos
tipos de estrés cronico como la inmovilizacidén (De Goeij y
col., 1991-118; De Goeij v col., 1992-127; Bartanusz y col.,
1993-276).

Segun Holsboer (1988-66), existen otras situaciones gue
cursan también con alteraciones de la secrecion
adrenocortical, como el hipercortisolismo que se produce en
la depresidén, y que, en parte, reflejan una anomalia del
sigtema hipotalamo-hipofisario o bien de centros superiores
gue regulan este sistema, de modo gue, como resultado, el CRH
y otros factores hipotalamicos secretagogos del ACTH podrian
ser liberados en exceso al plasma portal.
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Basandonos en la informacioén comentada, el segundo
objetivo concreto del presente trabajo consistid en estudiar
las alteraciones neuroquimicas producidas por la cria en
aislamiento social en el complejo hipotdlamo-hipdéfisis que
contrcla la actividad adrenocortical. Para ello, se realizd
un estudio inmunocitoquimico de los péptidos de dicho sistema
implicados en el control de la secrecidn de corticosterona:

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

- y por otro, de los principales neuropéptidos
hipotaldmicos secretagogos de la ACTH: CRH, 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 Ia eminencia media (que pueden
reflejar cambios de liberacidn.

Con el objeto de caracterizar mejor las alteraciones de
la actividad hipotdlamo-hipofisaria, y al 1igqual gque en
relacion con las alteraciones en la secrecion adrenocortical,
no solo estudiamos los efectos del aislamientc social sobre
la actividad bhasal del sgistema, <ginc gue completamos los
estudios analizando su patron de respuesta a un estres agudo
por exposicion de 1os animales a 15 min. de inmovilizacicn.

El estudio mediante las técnicas inmunocitoguimicas nos
ha permitido analizar tanto cambios de distribucidn como de
contenido de los péptidos estudiados, siendo, a nuestro
juicio, la metodologia mas adecuada de acuerdo con el
objetivo planteado en este trabajo.

1.3.3.- Efectos de la situacién de aislamiento
sobre 1la fisioclecgia del sistema de control
nervioso aferente del NPV (sistema  limbico-
hipotalémico).-

El siguiente aspectoc de nuestro trabajo radicaba en
comprobar si el aislamiento social alteraba el control
nervioso aferente del NPV hipotalamico, v por tanto de la
actividad del sistema HHA, Como vya hemos comentado
anteriormente < i Introduccion, existen abundantes
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evidencias de que centros extrahipotalamicos participan en el
control de la secrecidén adrenccortical, tanto en situacion
basal como en respuesta a agentes estresantes. Entre ellos,
va hemos indicado la forma en la que el sistema limbico, ¥
mas concretamente la amigdala, juega un papel importante en
la regulacidon central de la actividad del sistema HHA
(Zolovick, 1972-359; Feldman y Conforti, 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
bibliografia que estudien los efectog del aislamiento sccial
sobre la funcionalidad de dicho sistema limbico-hipotalamico.

La amigdala, v de forma especial el AMe -a traves de sus
conexiones masivas con el hipotalamc medial-, participa tanto
en el control de la secrecidn basal de glucocorticoides
(Matheson v col., 1971 en 204-tesis; Redgate y Fahringer,
19732-358), como en la respuesta adrenocortical a ciertos
tipos de estrés agudo, incluyendo el estres por inmoviliza-
cidn (Beaulieu v col., 1987-204; 12 de Van de Kar vy c<ol.,
1991-7; Van de XKar v col., 1991-205). En relacién con esto
ultimo, se ha comprobado gque la estimulacion eléctrica de la
amigdala corticomedial produce un incremento de la secrecion
de B (Matheson v col., 1971; Redgate y Fahringer, 1973-358),
lo cual permite utilizarla experimentalmente comc simulacion
de una situacion estresante.

Las proyecciones amigdalinas gque intervienen en la
respuesta adrenocortical a los estimulos estresantes cursan
a través de la estria terminal y la wvia amigdalofugal
ventral, directamente hasta la division parvocelular del NPV
(Silverman y c<ol., 1981-356; Tribollet y Dreifuss, 1981;
Gray, 1989-206) o bien mediante proyecciones indirectas,
principalmente a fraves del NEST y el APO (Krettek v Price,
1978-328; Weller y Smith, 1982-208; De Olmes y col., 1985-
316, Gray y cel., 1989-206; Feldman y col., 1990-327). Tanto
el NEST como el APQO, a su vez, presentan conexiones nerviosas
directas con la regidn del NPV rica en CRH (Saphier vy
Feldman, 1986-357; Sawchenko y Swanson, 1983-153; Silverman
v col., 1981-356).

La secrecion de CRH, AVP, yv OT, al igual que sucede con
otras neurchormonas, es dependiente de la actividad eléctrica
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de sus células neurosecretoras, de modo que resulta posible
obtener wuna medicién indirecta de la actividad secretora
mediante la observaciodn de su actividad eléctrica. Por tanto,
un estudio completo de la funcionalidad del sistema LHHA
implica el desarrollo paralelo de estudios neuroendocrinos y
electrofisiologicos.

Ademas del evidente intereés de los estudios
electrofisioldégicos de actividad espontanea celular, se ha
demostrado gue las neuronas hipofisicotréficas del NPV
responden a los estimulos estresantes provocando una
actividad adrenocortical semejante a la que tiene lugar tras
la estimulacion eléctrica de las mismas estructuras nerviosas
que transmiten los estimulos, como es el caso de la amigdala
{Feldman vy col., 1987; Saphier y Feldman, 1987a--los dos en
proyecto David receptores GC), lo cual también da validez al
uso de aproximaciones electrofisioldgicas para examinar la
regulacidén nervigsa de la actividad del eje HHA.

Basandonos en la hipGtesis de gque una disfuncidn
hipotalamica provocada por el aislamiento s0cial de animales
desde una edad temprana podria tener su origen en la
alteracidon de la actividad limbica, especialmente de la

amigdala y de sus wias al hipotalamo, {(Reite y Capitanioco,
1985-227), nos silantoanos, oL Jespects, o tercer objetivo en

nuestro trabajo, que seria estudiar electrofisiocldgicamente
el efectc del aislamientc social sobre lIa actividad
espontdnea de células del NEST, APC y NPV, asi como sobre sus
respuestas provocadas por estimulacidn eléctrica del nidcleo
medial de la amigdala. Para ello, se realizaron registros
extracelulares de la actividad unitaria en dichos nicleos
antes y despuds de la estimulacidn amigdalina.

El interés de este estudio se centraba en la informacion
gque podria aportarse sobre la actividad basal de estos
nuclecs asi como sobre su respuesta a estimulos estresantes
mediados por la amigdala medial; es decir, informacién
relativa a la funcionalidad basal y en respuesta a estimulos
estresantes del circuito limbico-hipotalamicc que estamos
estudiando en los animales aislados y que esta implicado en
el control de 1a socoravion adrenocortical.
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Ademas de constituir datos pioneros en este aspecto,
debido a la ausencia de trabajos de este tipo en modelos de
aislamiento social, pensamos que nuestros resultados pueden
ser de interés, ademas, en lo referente al conocimiento del
control que ejerce la amigdala sobre el sistema hipotalamo-
hipofisaric en situaciones de estres crdénico.

1.3.4.~ Conectividad sinaptica en el eje LHHA.
Alteraciones producidas por el azislamiento.-

Los cambios fisiologicos que un determinado centro o
sistema de centros nerviosos experimentan en una determinada
situacion se basan en alteraciones de sus circuitos nerviosos
constituyentes, tanto en la cantidad de sinapsis comc en la
manera en gue se establecen. Las poblaciones neurcnales se
reorganizan, normalmente, de modo que sSUs contactos
sindapticos responden frente al ambiente, sobre todo, en
funcion de las aferencias concretas gue reciben.

Las técnicas de estudio que permiten investigar 1a
sinaptologia cerebral son multiples v su utilidad depende, en
gran medida, del problema concreto planteado. Dentro de
ellas, el estudio cuantitativo del campo dendritico neurcnal,
iniciade por Sholl (19853-361), ha sido bastante fructifero en
el estudic de los efectos de determinadas situaciones
experimentales sobre tipos neuronales bien caracterizados
dentro de las estructuras cerebrales. En este sentido, se ha
demostrade que los cambics en el campo receptivo neuronal
estan relacionadeos con los cambicos de la actividad funcional
de los centros nervioses y que, por otra parte, son buenos
indicadores de la cantidad y estado funcicnal de las vias
aferentes a los mismos. Por estos motivos, este tipo de
estudio puede proporcioconar informacicén sobre la circuiteria
en la cual puede estar implicado un tipo neuronal concreto.
Incluimes en el concepto de campo receptivo, ademéds del soma,
que no vamos a considerar, tanto la arborizacidn dendritica
come las espinas dendriticas (gque juntos constituyen el campo
dendritico}. Las espinas dendriticas, descubiertas por Ramén

y Cajal (1891}, son estructuras especializadas en 1la
recepcién e integracidén postsinaptica (Rall, 1970-330;
Pongracwz, 198%; wey Coss ¢y Perkel, 1985-329) y su namero ¥
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tamafio estan influidos, en mayor © en menor grado, por la
presencia y estadce funcional de las aferencias axonales
{Globus y Scheibel, 1966-331; Valverde, 1967; Hamori, 1973-
332).

Los trabajos de cuantificacidén del campo dendritico se
han centrado principalmente en estudios de la corteza
cerebral de mamiferos tras alteraciones experimentales de las
aferencias sensoriales. En este sentido, son especialmente
resaltables los trabajos pioneros de Rosenzweig, Bennett,
Krech, Diamond y col. (el denominado "grupo de Berkeley"),
gquienes demostrarcn 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 esta relacionado con
un incremento de sinaptcleogia en las neuronas de areas
corticales estudiadas, asi como de una cilrcuiteria mas
compleja (Rosenzweig y col., 1962; Krech vy col., 1963;
Diamond y col., 1964, 1967; etc.). En el mismo sentido, cabe
citar trabajos posteriores como los de Greenough vy col.
(1973), Uylings y col. (1978), Connor y col. (1981), gue
amplian el estudio a edades diferentes, incluyendo animales
adultos, asi como las posibilidades de reversibilidad de las
alteraciones.

Por el ccontrario, la cria en ambhientes pobres en
estimulos, © en situaciones de deprivacién sensorial, provoca
una disminucidn del campo dendritico y del numerc de sinapsis
en las neuronas piramidales corticales (Globus y Scheibel,
19¢7; Valverde y Ruiz Marcos, 1969; Valverde, 1971; Cragg,
1975h; etc.).

El establecimiento mas preciso de la relacidn entre el
campo receptivo neuronal vy sus aferencias concretas fué
establecida casi paralelamente a los trabajos anteriores,
utilizando principalmente como situacidn experimental 1la
enucleacidn postnatal temprana. En esta linea se encuentran
los trabajos de Globus vy Scheibel (1966-331), Valverde
(1968), Ruiz Marcos vy Valverde (1970}, Sanchez-Toscano
(1980), Heumann y Rabinobicz (1982}, Yinon y c¢ol. (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 ratdn, donde se establecen relaciones
interesantes entre el campo dendriticc vy las aferencias
concretas que recibe (Sotelo, 1976; Bradley y Berry, 1978].

En relacidn concretamente, con el aislamiento
social, cabria inclulr, como precedentes, todos los trabajos
pioneros mencionados gue estudiaban los efectos de un
ambiente enriquecido (o empobrecido) sobre la corteza
cerebral. No obstante, en ellecs el interes se centraba en la
importancia gue una mayor © mencor cantidad de estimulos
podria tener en la sinaptologia cortical y su repercusion
gsobre el comportamiento, en el sentido de determinar una
mayor © menor "inteligencia"™ en los animales.

En la misma linea, pero profundizando en el estudio
comparative de las areas de integracion y sensoriales
primarias, Struble y Riesen (1978-258) constataron, en monos
aislados socialmente desde el nacimiento, una reduccidn de la
ramificacion dendritica en neuronas piramidales de las areas
somatosensorial y motora, pero no de otras (cortex visual y
prefrontal). El caracter especifico de estos efectos del
aislamiento social en monos ha sido también comprobado en el
cerebelc, donde las celulas de Purkinie presentaban somas mas
pequenos y una menor ramificacidn dendritica, mientras gque
otras células cerebelosas comp, por ejemplo, las células
granc nec variaban (Floeter y Greenough, 1979-260). Estos
autores proponen que el aislamiento scocial produce fenémenos
especificos de plasticidad en ciertas areas cerebrales,
argumentande en contra de algin tipo de efecto generalizado
scbhre el crecimiento cerebral.

En todtos estog casos la interpretacion de los resultados
es acorde con las ideas establecidas en los demas trabajos
gue hemos comentado: la extension y complejidad del campo
dendritico de un tipo neuronal se correlaciona, de un modo
directo, con la cantidad v complejidad de su informaciodn
aferente v es indicativa, a grandes rasgos, de la funcionali-
dad del centro al cual pertenece. No ocurre lo mismo, al
menos aparentemente, en el trabajo de Juraska vy col. (1985-
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262), los cuales encontraron que el aislamiento social de
ratas de 23 dias de edad durante un mes inducia un incremento
en la densidad dendritica alrededor del soma en células
granulares del giro dentado hipocampal. Los autores no hacen
referencia a posibles variaciones en la densidad de espinas
dendriticas, pero sus resultados indican que la relacidn
directa entre ambiente y campo dendritico no es tan
facilmente interpretable. Légicamente, cuanto mayor
conocimiente se tenga del circuito estudiado y de sus
aferencias, mayor informacidén puede obtenerse al respecto.

Quizas, por esta razén, los estudios de esta naturaleza
desarrollados en estructuras nerviosas directamente
implicadas en 1la regulacidén del medio interno sean mas
escasos. Entre ellos cabe citar los estudlos planteados en
relacion con el dimorfismo sexual vy la accion de los
esteroides gonadales por Raisman y Field (1973-241) en la
parte dorsal estrial del APO, Miyakawa y Arai (1987) en el
septum, y Frankfurt v col. (1990) en el ndcleo ventromedial
hipotalamico. Del mismc modo, perc con una orientacidn
diferente Sanchez-Toscano y col. {1989-223) estudiaron las
neuronas del NSO durante la hibernacion en el erizo de
tierra, c¢onstatando un incremento generalizado de su campo
dendritico. Los resultados obtenidos en estcs nuicleos son
coherentes, en lineas dgenerales, con los supuestos extraidos
de la bibliografia tradicional sobre plasticidad sinaptica
aunque, como ya hemos hecho notar y se vera extensamente en
la Discusién, cabe pensar en la existencia de mecanismos de
plasticidad alternativos.

De acuerdo con el objetivo glcobkal enunciado al principio
de esta Introduccidn, en el sentido de desarrollar un estudioc
integrade de las alteraciones del eje LHHA que tienen lugar
en el aislamiento, nos planteamos llevar a cabo un estudio
preliminar sobre la conectividad de algun centro gque pudiera
ser especialmente relevante en la regulaciodn del efecto. A la
vista de los resultados obtenidos en los diferentes apartados
del estudio vy, sobre todo, en los electrofisioldgicos,
consideramos que el APO podria constituir, en su conjunto, un
centro significativo a la hora de estudiar posibles
alteraciones en la conectividad sinaptica del eje. Los
motives de esta eleccidn, gue se explicaran con detalle a lo
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largo de la tesgis, serian, principalmente:

- E1 APQ constituye una 2zona interpuesta entre el
sistema limbico -en concreto, la amigdala- v el sistema HHA,
en la que han de llevarse a cabo impertantes funciones de
integracion de aferencias y elaboracidon de respuestas.

- BAlgunas de sus aferencias estan relativamente bien
delimitadas, por ejemplo, la estria terminal, y existen
neurcnas predpticas directamente implicadas en su recepcldn -
especialmente las neuronas del APM-ST (Raisman y Field, 1973-
241)-.

- Estad suficientemente bien establecida la conectividad
entre APQO v NPV, elemento esencial del eje, como se ha visto
anteriormente.

- Por ultimo, vy 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 Metodos).

Por todo ello, el cuarto objetivg de nuestro trabajo fué
estudiar, desde el punto de vista cuantitativo, las posibles
alteraciones de conectividad sindptica del APC tanto en su
divisidn medial come lateral, mediante la valoracion de
determinados pardmetros significativos del campe dendritico
en poblaciones neuronales homogéneas.

Para ello, el estudico se dividio en dos vertientes:

1} Cuantificacién de la densidad de espinas
dendriticas en neuronas del Aarea preoptica medial estrial
{ APM-ST), gque reciben aferencias amigdalinas bien
caracterizadas anatdmicamente sobre sus dendritas orientadas
a través de la estria terminal. Con ello pretendiamos
comprobar el papel de esta via en la regulacion de la
actividad del eje HHA en los animales aislados.

2} Cuantificacidn de una serie de pardametros del
campo dendritico de neuronas del APL, pertenecientes a un
tipo homogeneo previamente definido por nosotros, con dos
fines concretos:
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- comprobar si se producen cambios que
raesponden a un patrdn general de alteracicdn
dentro del APO.

- comprobar si la conectividad del APL -
principalmente relacionada con 1 FTM-,
diferente de la existente en el APM-5T, puede
llevar a cabo efectos moduladores diferentes
sobre la sinaptologia de las neurocnas.
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RESUMEN DE OBJETIVOS:

Con e} presente trabajo se pretendia desarrcllar un estudio
multidisciplinario integrado qQque permitera caracterizar las
posibles alteraciones morfo-funcionales gque tienen lugar en
el eje limbico-hipotalamico-hipdéfisis-adrenal en la rata,
provocadas por la cria en condiciones de aislamiento social
desde una fase temprana (predestete) y prolongado hasta la
edad adulta. En este sentide, se plantearon los siguientes
chijetivos parciales:

# Analizar los efectos del aisiamiento social prematuro
vy prolongado sobre la actividad adrenoccortical de la rata.
Para 110 se procedlo a reallzar el estudio de los efectos de
dicha situacicn sobre las concentraciones plasmaticas de

— 2 A

corticosterona -en situacidn basal ¥y en respuesta a estrés
b

agudo por inmovilizaciodon-, asi como los pesos de las

glandulas adreﬂales ¥y timo. Con e

L T}

1 hieto de comprobar
también si la funcidén gonadal habia sido afectada por la
| = d

situacidn de aislamiento, se procedid estudiar el peso de

los testiculos de 1os animales.

alteracliones neurgoguimicas producidas por
en aisiamiento social en el complejo hipotalamo-

la corit
nipofisis gue controla la actividad adrenocortical. Para
ello, se realizd un estudio inmunocitoguimico de los péptidos
de dicho sistema implicados en el control de la secrecidn de
corticostercona:
- por un lado de la hormona corticotropa {(ACTH) en
ia adenchipofisis,
- y por otro, de los principales neuropeéptidos
hipotalamicos secretagogos de la ACTH: CRH, AVPE y
OT, tanto a nivel de los somas gue 1os sintetizan
en el NPV, como a nivel de las fibras gue 1los
contienen en la eminencia media
*# Examinar electrofisiologicamente el efecte del
aislamiento social sobre la actividad espontanea de células
del NEST, APO y NPV, asi como sobre sus respuestas provocadas
por estimulac1ww =ieot o del ndcleo medial de la amigdala.



1. Introduccion

Para ello, se realizaron registros extracelulares de la
actividad unitaria en dichos nicleos antes y después de la
estimulacidén amigdalina.

* Estudiar, desde el punto de vista cuantitativo, las
posibles alteraciones de conectividad sinaptica en
peblaciones neuronales homogéneas del APM-ST y del APL. Para
ello, se procedi¢ a la cuantificacidon de:

- la densidad de espinas dendriticas en neurcnas
del &rea preoptica medial estrial (APM-ST), que
reciben aferencias amigdalinas bien caracterizadas
anatomicamente sobre sus dendritas crientadas a
través de la estria terminal.

- una serie de parametros del campo dendritico de
neurcgnas del APL, pertenecientes a un tipeo
homogénec previamente definido por nosotros.
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2. Material y Metodos

2.1.- ANIMALES Y CONDICIONES EXPERIMENTALES: MODELG DE
AISLAMIENTO SOCIAL.-

Z.i.1.- Modelo de aislamiento social.-

Para 1la realizacidén de este +trabajce se han
utilizado un total de 72 ratas macho albinas: 48 individuos
de la cepa Wistar -procedentes de la Facultad de Biologia de
la Universidad Complutense de Madrid-, y 24 animales de la
cepa Sprague-Dawley -procedentes de la Escuela de Medicina de
1a Universidad Estatal de Louisiana (U.S.A}-, utilizandose

estos aliimos en lous experimentos de electroiisioclogia.

Las camadas se igualaron a 10 crias {5 machos y 5
hembras) en el dia del nacimiento, manteniéndose los animales
enn coundiciones controladas de temperatura (22°C), humedad
{50%) y luz (19:00-7:00hr). Se utilizdé un {foioperiodo

nvertido con el fin de realizar 1os experimentos en la fase
1l i jad de la rata (anim &€ actividad nocturna),

De acuevrdo con nuestros objetivos, se utilizd un modelo
experimenial de aisiamiento social -modificacion del modelo
de depresion experimental de Garzon y col. (1979)- en el cual
se destetaron premaluramtente ilag Ccrias de rata,
manteniéndolas aisladas socialmente hasta la €poca adulta.
Por tanto, lous grupos experimentales consisiieron en:

a) un grupo de animales destetados prematuramente a 1os

o

i dias de edad {momento en el Jgque se produce la
calcificacidn de los incisivos) y mantenidos en aislamiento
social durante 2 meses {(hasia los 75 dias de edad) en jauias
opacas individuailes de 2hxZbxibem (AZM);

Este modelo de aislamiento social implicaba, por 1lo
Lanto, una situacidon en la cual los animales Lenian
experiencias auditivas y olfativas relativamente normales,
pero noe podian ver, o tener contacio Laciil con ningan oiro
animal de la colonia. De este modo, las condiciones de vida,

x A
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2. Material vy Métodos

en cuanto a las relaciones scociales y estimulos sensoriales
derivados de ellas, fueron diferentes entre los dos grupos
experimentales.

La manipulacién de los animales por parte del
experimentador se redujo al minimo, consistiendo en 1la
limpieza de las jaulas 1 vez por semana y en el pesaje de los
animales Z dias antes de la realizacidén de los experimentos.

Los animales aislados fueron alimentados con pienso
compuesto enriguecido {al igual que las hembras lactantes) y
leche los primeros 6 dias de aislamientc, para evitar
problemas de malnutricidn en estas crias. A partir de los 21
dias de edad tanto los animales control come los animales
aislados socialmente fueron alimentados con pienso compuesto
estandar vy agua ad Ilibitum hasta el momento de su sacrificio.

El procedimiento experimental, asi comc los estudios a

los que se destinaron los grupos experimentales, sSe expresan
esquematicamente en la Figura 2.1:
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Figura 2.1.- Representacion esguematica

del procedimiento experimental.

Destete —————p- Ratas control
{21 dias edad) {C2M)

?

Nacimiento
(dia O}

v

Destete prematuro — Ratas aisladas ——J

{15 dias edad} (A2M}

!
r

75 dias de edad

Primer experimento

Actividad del gje HHA tanto en situacion basal {8 animales CZM y 8 AZM)
como tras estrés agudo por inmovilizacidn (8 ratas C2ZM y 8 AZM):
1 - Valoracion de la actividad adrenocaortical:
Determinaciéon de los niveles plasmaticos de
corticosterona.
- Medicién de tos pesos de las gldndulas adrenales, timo y
testiculos. -
Z.. Estudio inmunohistoquimico de la ACTH hipofisaria y de sus
secretagogos hipotaldmicos: CRH, AVP y OT.

Sequnde experimento

Cstudio de la actividad unitaria extraceiular en el NEST, APG y NPV,
nucleos cerebrales implicados en el control de la actividad HHA (14
animaies C2M y 10 animales AZM):

- Actividad espontdnea neurconal.

- Respuesta a la estimudacién del AMe.

Tercer experimento

Estudio cuantitative del campo dendritico en neuronas dei drea predptica (8
animales C2M v 8 AZM}:

1.- APM-ST,

2.- APL.
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2. Material y Métodos

2.1.2.- Estudio del peso corporal y de la ingesta
y consumo de agua.-

A lo largo de la vida de los animales se realizaron
observaciones periddicas sobre su estado general. Igualmente,
se realizé la comparacidn del peso corporal, ingesta vy
consumo de agua entre los animales contrel y aislados. El
peso corporal de los animales se midid 2 dias antes de la
realizacioén de los experimentos, y el contreol de la ingesta
y del consumo de agua se realizd suministrando a locs animales
cantidades de pienso compuesto y agua pesados previamente,
midiéndose el consumo realizado cada 24 horas, darante 10
dias consecutivos previos al dia de sacrificio. Las medidas
se expresaron en gramos de agua o piensc compuesto consumidos
por animal y dia.

El tratamiento estadistico de estos datos se realizd
mediante un test t de Student, comprobandose previamente la
normalidad de las distribuciones mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov.

2.2.~ ACTIVIDAD DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL
(HHA) .~

2.2.1.- Digefi0 experimental.-

En este primer experimento se utilizaron un total de 32
ratas macheo Wistar, de las cuales 16 fueron destetadas a los
15 dias de edad y ailsladas a continuacion durante 2 meses
{AZ2M}, de acuexrdo con las condiciones experimentales
expuestas en el apartado anterior. Log 16 animales restantes
constituyercon el grupo control (C2M).

Para el estudio de las distintas wvariables indicativas
de 1a actividad del eje HHA en situacidn basal, se
sacrificaron por decapitacién 8 animales C2ZM v 8 AZM
inmediatamente despueés de extraerlos de sus respectivas
jaulas, procediendc rapidamente a la toma de muestras: sangre
del tronco, encéfalo, hipofisis, glandulas adrenales, timo y
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2. Material y Métodos

testiculos. Con el objeto de eliminar la influencia de las
variaciones hormonales circadianas todos los animales fueron
sacrificados entre las 9:00h y las 11:00h de la mafiana,
alternandose el sacrificio entre animales de los diferentes
grupos. El tiempo de extraccion de los distintos tejidos y
6rganos nco excedid de 3 minutos por rata.

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

a) valoracién de la actividad adrenocortical, para lo
cual se tomaron como indicadores la concentracién de
corticostercona en plasma, asi como los pescos de las glandulas
adrenales y timo. Se mididé también el peso de los testiculos
con el fin de comprobar si el aislamiento habia afectado la
funcion gonadal.

b} Estudic inmunohistogquimicc de la ACTH hipofisaria, vy
de sus secretagogos hipotalamicos: CRH, AVP y OT.

Con el obieto de caracterizar el patréon de las
alteraciones causadas en la actividad HHA por la deprivacidn
social, no s6lo estudiamos los efecteos sobre la actividad
basal del eje, sino que completamos los estudics analizando
su patrdn de respuesta a un estrés aqude, gque constituye una
situacion fisioldgica 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 inmovilizacidn mediante su introduccidn en conos
de plastico gque restringian totalmente el movimiento de los
animales {Orr vy col., 1990). Tras los 15 min. de estrés por
inmovilizacidn, se procedi¢ al sacrificio de los animales por
decapitacidon y posterior obtencidon de muestras, comc en la
situacién basal.

2.2.2.~ Valoraciodn de la actividad
adrenocortical.-
2.2.2.a.~ Determinacién_ de 1ps niveleg

circulantes de corticosterocna.

Tras la decapitacién de cada animal, se recogiéd la
sangre del tronco en tubos con EDTA (20ul de EDTA/ml de
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2. Material y Metodos

sangre, concentracién: 30 mg de EDTA/ml de agua destilada}
mantenidos en hielo. Después de 15 minutos de centrifugacidn
a 3000 r.p.m., se extrajo el plasma y se almaceno a -70°C
hasta la realizacidn del radiocinmuncensayo de corticosterona
(B) de acuerdo con el método de Gwosdow-Cohen y col. (1982),
reflejado esquemdticamente a continuacion:

- Extraccion de los esteroides tanto del plasma como de
los estandares mediante cloruroc de metileno, dejando evaporar
durante la noche.

- Resuspensidn de la B extraida en 100 unl de tampoOn
fosfato salino-gelatina (PBS-G) a los que se afiadieron 200 ul
de antisuerc anti-B {dilucidén 1:2000), genercsamente cedido
per el Dr. G. Niswender (Colorado State University, CO,
U.5.A.). Se dejod incubar la mezcla durante 30 minutos a
temperatura ambiente., A continuacién, se afladieron 100 pl de
[3H]B (actividad especifica: 72 Ci/mmcl; New England Nuclear,
Boston, MA, U.S5.A.) a todos los tubos (15000 CPM), dejando
incubar a 4°C durante toda la noche.

-~ Adicidén de 200 nl de dextranocarbone, deijandce incubar
la mezcla durante 10 min. en hielo. A continuacidn se
centrifugaron los tubos a 2000 rpm durante 5 min., se tomaron
300 upl de schrenadante y se realizd el contaje de
radiactividad en un contador de centelieo.

La reactividad cruzada con otros esteroides fué menor
del 1%, excepto para la deoxicorticosterona y la lli-beta-
hidroxiprogesterona (7%). Los coeficientes de wvariacién
intraensayo fueron menores del 5%.

2.2.2.b.- Medicidén de los pesos de las

glandulas adrenales, timo v testiculos.-

Para controlar los efectos del aislamiento social sobre
el peso de las glandulas adrenales, timc y testiculos, se
procedid a la diseccion rapida de estos Organos asil como a la
eliminacion del teiido conectivo y adiposo que los rodeaba.
Inmediatamente después, se midieron sus respectivos pesos
frescos.

49



2. Material y Métodos

2.2.2.c.— Analisis estadistico de los datos.-

Para la comparacion de peso medio de organos entre los
grupos C2M y A2M, se utilizé el test t de Student, comproban-
dose previamente la distribucién normal de los datos mediante
el test de Kolmogorov-Smirnov (como ya se ha comentado con
anteriocridad}.

En el estudio de 1la concentracidn plasmatica de
corticosterona se utilizd un andlisis de varianza de doble
via, previa comprobhacidn de la normalidad de las
distribuciones vy de la homogeneidad de varianzas mediante el
test de Cochran. Cuando al ANOQVA revelod efectos
significativos, se aplico el test de Scheffé como prueba para
la comparacién de las medias a posteriori.

2.2.3.- Estudio inmunohistoquimico de 1la ACTH
hipofisaria, y de sus secretagogos hipotalamicos:
CRH, AVP y OT,

2.2.3.a.- Eijacién v preparacicon de 1los
tejidos.

Para el estudio inmunchistoquimico de los péptidos
implicados en el control de la secrecién adrenocortical a
nivel hipotalamico e hipofisarig, se utilizaron 4 animales
por cada grupo experimental especificado antericrmente, los
cuales fueron sacrificados por decapitacidn rapidamente para
evitar las alteraciones gue se producen en el eje HHA durante
el proceso de anestesia y perfusion.

Tras una rapida extraccion de la hipdfisis y el encefalo
de la cavidad craneana, se obtuvo del dltimo una pieza gue
contenia el hipotdlamo, tomando como limite rostral para la
diseccidn el quiasma optico v como limite caudal los cuerpos
mamilares. Todo el procese se realizo rapidamente (en menos
de 3 min. desde el sacrificico del animal) y manteniendo los
tejidos en hielo para evitar la degradacion de los peptidos
a estudiar.

Con el objeto de preservar la estructura de los tejidos
asi como la de los diferentes antigenos que contienen, las
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hip6fisis y los Dblogues de cerebro gque contenian el
hipotdalamo fueron fijados por inmersidon en paraformaldehido
al 4% en tampdn fosfato (PB) 0.1 M a pH 7.4 durante 24 y 72
horas, respectivamente, a 4°C. Tras la fijacion de los
tejidos, los blogques se crioprotegieron mediante su inmersiodn
en sacarosa al 30% en PB 0.1 M a 4°C durante 48 horas.

A continuacioén se realizaron secciones coronales del

teiido de 40 um de espesor mediante la utilizacidn de un
microtomo de congelacidn.

2.2.3.b.- Antisueros utilizados.-

Para el estudio de los distintos peéptidos estudiados en
la presente tesis se utilizaron 1los antisueros que se
describen a continuacidn:

TABLA T
Antisuero desarrollado dilucién Procedencia referencia
en de uso
a-ACTH, | -y, conejo 1:8000 Chemicon ABY0OZ
International

Inc. (Temecula,

CA, U.5.A.)
a-AVP coneio 1:3000 Chemicon Int. ABSY37
a-0T ceneio 1:3000 Chemicon Int. ABO11
a-CRH conejo 1:3000 Dr.W.Vale, Salk rc/0
Inst. (La Jolla, {Swanson y
CA, U.85.A.)

col., 1983}
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2.2.3.c.- Inmunodeteccion: método de la
peroxidasa-antiperoxidasa (PAP; Sternberger,
1979).

Tras el periodo de fijacidn y crioproteccidn, las
secciones histolégicas permanecieron durante 1 hora en H;0,
al 0.3% en tampon fosfato salino (PBS) para eliminar la
actividad peroxidasa endégena. Despuses de este tratamiento
las secciones se lavaron intensamente con PBS y se
preincubarcon en suero normal de cabra diluido al 3% durante
30 minutos para bloquear 1los posibles lugares de unién
irespecifica de los anticuerpos.

Todos los antisueros fueron diluidos en PBS con Triton
X-100 al 0.2% para permeabilizar las membranas celulares. Los
lavados entre incubaciones se realizaron siempre con PBS.

Las incubaciones con los antisuercos primarios (a-CRH, a-
AVP,na—OT V4 a—ACTHuqéﬁ se realizaron durante toda una noche
a 4'C en libre flotacién y agitacién continua, a las
diluciones indicadas en la Tabla I. A continuacidn, se
lavarcn las secciones con PBS y se incubarcon con un antisuero
de cabra frente a IgG de conejo (Sigma, St. Louils, 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.S5.A.) diluido 1:1.000, durante 1
hora y media a temperatura ambiente. Tras varios lavados se
procedico al revelado de la reaccion de la actividad
peroxidasa, mediante la incubacidn de las secciones de los
tejidos en una solucion de tetrahidrocloruro de 3,3'-
diaminobenzidina (DAB; Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) al
0.06%, a la que posteriormente (después de 10 min.)} se afiadiéd
H,O, al 0.003%. Una vez parada la reaccion mediante el lavado
abundante c¢on PBS, se montaron las secciones sobre
portacbjetos gelatinizados al 0.5%, para ser después
deshidratadas y montadas con Permount (Fisher Scientific,
Fair Lawn, NJ, U.S.A.) para su observacion al microscopio.

Comc controles de las inmunotinciones realizadeos, se
llevaron a cabo dos clases de controles negativos.
a) Sustitucidn del antisuero primario por tampdn fosfato
salinc (PBS;.
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b) Sustitucidén del antisuero primarico 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
dilucién de uso del antisuero primario.

El analisis de los resultados inmunchistoguimicos se
realizé utilizando codigos que impedian la identificacidn del
grupo experimental al que pertenecian las preparaciones dque
se estaban estudiando. Ademés, los estudios se verificarocn
varias veces por distintos experimenftadores, considerandoc que
existian diferencias entre grupos experimentales sélo cuando
se repitieron de forma consistente en todos los animales del
mismo grupo.

2.3.- ESTUDIQO DE LA ACTIVIDAD UNITARIA EXTRACELULAR EN
NUCLEOS CEREBRALES IMPLICADOS EN EL CONTROL DE LA
ACTIVIDAD HHA.-

Con objeto de comprebar si el aislamiente social
provocaba cambios en la actividad espontanea y/o en la
excitabilidad de las neuronas de algunos centros nerviosos
implicades en el control de la actividad HHA, se realizod el
registro extracelular de la actividad espontanea de células
del nicleo de la estria terminal (NEST), el area preédptica
(AP0} y el nucleo paraventricular hipotalamico {(NPV), asi
como el estudio de sus respuestas provocadas por estimulacion
del nucleo medial de la amigdala (AMe).

2.3.1.- Animales y condiciones experimentales.-

En la realizacidn de estos experimentos se
utilizaron 24 ratas macho albinas de la cepa Sprague-Dawley,
de 220-250 g de peso y 75 dias de edad. Diez de ellas
procedian de un grupo en el qgue los animales fueron
destetados prematuramente a los 15 dias de edad y aislados
socialmente durante 2 meses (AZM). Las 14 ratas control
fueron destetadas a los 21 dias de edad v criados en grupos
de 4 animales por Jjaula hasta el momento del estudio
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electrofisioldgico (CZM).

Todes los animales fueron mantenidos bajo las
condiciones descritas de iluminacidn, temperatura y humedad,
y alimentados con piensc compuesto y agua suministrados ad
libitum, tal y como se ha comentado anteriormente.

2.3.2.~ Metodologia para el estudio
electrofisioldgico. -

2.3.2.a.- Preparado experimental.-

Los animales se anestesiaron intraperitonealmente con
uretano (1.4 g de carbamato de etilo/Kg de peso corporal, en
solucgidén acuosa al 25%) y se fijaron en un aparatoe
estereotaxico {mod. 1204, David Kopf Instruments; Tujunga,
CA, U.S.A.}.

Se realizaron invecciones periddicas del anestésico
local lidocaina (al i%) en los puntos de presicn
esterectaxica v en las incisiocones practicadas para aseqgurar
la analgesia. Durante el experimentc sSe monitorizo el
electrocardicgrama v se mantuveo la temperatura corporal del
animal a 37+1°C mediante una placa de temperatura regulable.

Los experimentos se desarrellareon en una habitacidn
mantenida en oscuridad parcial y con un nivel de ruidos
minimeo.

Tras practicar una incisidén en la piel sobre la linea
media del craneo, desde unos milimetros por delante de bregma
hasta algunos posterior al Jlambda, se desinsertaron las
aponeurosis v los masculos temporales en su regidn mas dorsal
y se dejo el craneo libre de pericstio.

Los electrodos de estimulacitn vy registro se insertaron
siguiendo las coordenadas (en mm} del atlas estereotaxico de
Pellegrino y col. (1979), utilizandose bregma como referencia

aspacial para al calculo de las coordenadas
anteroposteriores, la linea media para el calculo de las
laterales y la =o' 12 nortical para el de las verticales.
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2.3.2.b.- Método de registro de la actividad
unitaria y estimulacidén eléctrica.-

Una vez obtenidas las coordenadas
anteroposterior vy lateral, se realizd una trepanacion en la
calota de unos 3x4mm gue permitio descender los electrodos de
registro para el estudioc de la actividad neuronal unitaria.
La duramadre se corté y reclindé cuidadosamente hacia los
lados para permitir introducir facilmente el microelectrodo,
evitando su rotura. Se utilizé la superficie cortical como
referencia para el cadlculo de las coordenadas verticales.

Los electrodos se situaron estereotaxicamente en el NEST
(AP: 1.2-1.6, L: 1.2-1.4, V: 5.7-7.%), 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 estimulacidn (AMe).
Las pulsaciones cerebrales se redujeron para facilitar 1la
obtencién de registros estables mediante el recubrimiento de
la zona con una pelicula de agar.

Como electrodos de registro se utilizaron micropipetas
de vidrio de 1.2 mm de diametro internc construidas mediante
un estirador de pipetas (mod. PE 2Z; Narishige Scientific
Instruments Lab, Japdn) y que, debido a su pequefio diametro,
permiten la realizacidén de trayectos con un minimo dafo
fisular. Las microplipetas se llenaron por capilaridad con el
colorante Chicago sky blue al 2% en una sclucidn de cloruro
de sodio (NaCl} 2ZM para realizar el registrc y posteriormente
marcar dicho sitic 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
amplificacidon de 1la sehal registrada. Como electrodo
indiferente se wutilizo otro alambre de plata clorurada
insertado en la piel del animal.

La micropipeta se fue desplazando verticalmente en pasos
de 1lum a través de los nmacleos de interés mediante un
micromanipulador hidraulido (mod. 640, David Kopf) hasta
obtenerse un registro unitario estable.
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Una vez filtrada la sefial entre 1kHz-30kHz y amplificada
mediante un amplificador para registro en corriente alterna
(mod. P16, Grass Medical Instruments; Quincy Mass, U.S.A.)},
fué observada en un osciloscopio de rayos catodicos (mod.
%113, Tektronix; OR, U.S.A.) y, a la vez, conectada a un
audiomonitor (mod. AM8, Grass). Los registros se almacenaron
en cinta magnética mediante un grabador PCM VCR (mod. 20D;
A.R. Vetter Co., Rebersburg, PA, USA) para su posterior
andalisis off-line, gque ademas permiti¢ tomar fotografias de
la actividad neurcnal de 1las unidades registradas vy
visualizadas en el oscilocospio analdgico mediante una camara
Polaroid para osciloscopio (mod. C-5C, Tektronix).

Se realizd otra trepanacidn con una broca de 1 mm de
didmetro para permitir la implantacidon del electrodo de
estimulacién en el AMe del hemisferico derecho, medificando
las coordenadas del atlas para su disposicidn oblicua (20°
regpecto a la superficie de 1la rcalota) en el plano
parasagital correspondiente (A: -3.8, L: 3.2, V: 9.4). La
estimulacidn eléctrica se realizd a traves de un electrodo
bipeclar concéntrico de acero inoxidable (mod. SNEX 100,
Rhodes Medical Instruments; Woodland Hills, CA, USA), de 0.1
mm de diametre interno y 0.25 de diametro externo,
sobresaliendo el internc 0.75 mm. Los dos componentes estaban
aislados totalmente excepto 0.20%mm en su extremo final.

La estimulacion eléctrica del AMe se realizd mediante un
estimulador Grass S88 a traves de una unidad fotoeléctrica de
glslamientc del estimulo (mod. FSIU6, Grass) que generd
pulsos de corriente de intensidad proporcional a los voltajes
seleccionados en el estimulador. La estimulacion eléctrica se
realizd suministrando pares de pulsos rectangulares bipolares
de corriente de 0.5 ms de duracion con un maximo de
intensidad de corriente de 1 mA pico a pice, a una frecuencia
de 0.2 v 0.5 Hz,

2.3.2.c.~ Seleccidn v analisis de los
resultados. -

Para el aislamiento de las unidades nos
basamos en criterios estandar de registro extracelular como
son la estabilidad y la amplitud de la sefial {(que debe ser,
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como minimo, el doble del ruido de base). Una vez aislada una
unidad en el NEST, APO o NPV, se monitorizdé su actividad
espontdnea durante varios minutos y a continuaciodn se estudid
su respuesta a la estimulacién eléctrica de la AMe mediante
el registro de la actividad eléctrica en el osciloscopio.

L.as ceélulas registradas se clasificaron de acuerdoc ol
su tipo de respuesta a la estimulacidén del AMe:

a) Respuesta ortodrdmica:

a.l.- Activacidn ortodromica (OD+): la egtimulacion
del AMe provocaba un incremento de descarga de potenciales de
accion.

a.2.- Inhibicidén ortodrdmica (QD-): la frecuencia
de descarga de la célula fue anulada o0 reducida tras la
estimulacion del AMe.

b} Respuesta antidrdmica.
c¢) No hubo respuesta (NR).

E]l] analisis de los resultados fue 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.K.), para realizar 1las distintas medidas:
frecuencia de descarga espontdanea de la unidad aislada,
respuesta a la estimulacion de la AMe, asi como la latencia
y duracion de dicha respuesta.

El andlisis estadistico de las frecuencias de descarga
espontdnea, latencia y duracidn de la respuesta, asi como de
la profundidad a la que se localizaban las unidades aisladas
en cada nucleo estudiado, se realizd mediante el test t de
Student. Cuando los requerimientos de normalidad no fueron
satisfechos, se llevd cabo dicheo analisis mediante el test U
de Mann-Whitney.

Por otra parte, se utilizd la prueba xzpara el analisis
estadistico de las frecuencias de cada tipo de respuesta
provocada en los nucleos estudiados por la estimulacidn del
AMe
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2.3.2.d.- Estudic histoldgico de control.-

A través de la micropipeta de registro se pasd
una corriente continua negativa de 10 pA de intensidad
durante 5 minutos mediante un estimulador Grass S4K para
marcar con el ccolorante Chicago sky blue el lugar final de
registro, modificacidén del método de Thomas y Wilson (1965).

A continuacion, los animales fueron perfundidos
transcardialmente con una solucidén de NaCl al 0.9%, seguida
de una solucidén fijadora (formaldehido al 10%, en tampdn
fosfato 0,1M de pH 7.4). Se ezxtrajeron los cerebros y se
postfijaron en formaldehido al 10% a 4°C durante 4 horas,
tras lo cual se cricoprotejieron manteniéndolos en sacarosa al
30% a 4°C durante 24 horas. A continuacidn, fueron congelados
v se realizaron secciones transversales de los mismos a 40 pm
mediante el uso de un criostato (Reicherf HistStat).

La localizacion de los electrodos de registro y de
estimulacion se verificd mediante microscopia Optica, tras el
montaje de los cortes de tejido de manera seriada sobre
portaobjetos previamente cubiertos de gelatina, y su tincidn
siguiendo el método de Nissl modificado por Fletcher (1947).

2.4.~ ESTUDIO CUANTITATIVO DEL CAMPQ DENDRITICO EN
NEURONAS DEL AREA PREOPTICA.-

2.4.1.- Animales de experimentacién.-

En este estudio se utilizaron un total de 16 ratas
macho Wistar: 8 animales criados en aislamiento social (A2ZM)
y los otros 8 animales pertenecientes al grupo control (C2M},
segun la representacidn esquemdtica 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 dendritico basandonos en los resultados obtenidos en el
experimento de electrofisiologia, y teniendo en cuenta que se
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trata de una zona de integracién de informacidén implicada en
la regulacidén de la actividad HHA, que presenta conexiones
definidas con la amigdala y el NPV (ver Introduccion).

2.4.2.- Perfusidon y método histolégico.-

Los animales fueron anestesiados mediante vapores de
éter etilico especial para anestesia (Panreac, Barcelona},
bajo los efectos de la cual se procedid a la perfusion
transcardial con una scolucidn salina isoténica {NaCl al
0.9%), sequida de una solucidn fijadora {(formaldehido al 103
neutralizade a pH 7.2 con tampdon fosfato). Una ve:z
perfundidos los animales, se extrajo el encefalo de la
cavidad craneana v se obtuvo del mismo una pieza gue contenia
el APO, para lo cual se realizd la diseccidn rostralmente al
quiasma 6ptico y se tomd como limite caudal la parte anterior
de los cuerpos mamilares. A continuacidn, estas piezas se
postfijaron por inmersién durante 48 horas en formaldehido al
10% tamponado a pH 7.2.

La tincidén de los tejidos se realizc de acuerdo con el
método rapido de Golgi, basandonos en el proceder descrito
por Cajal y Castro (1972). Esquematicamente, immplica 1los
siguientes pasos:

- Tras la postfijacicon de la pieza se llevd a cabo su
inmersicén en una disolucion de osmio-dicromato potasice (1
gr. de tetroxide de ocsmic y 12 gr. de dicromato potasico en
500 cc de agua destilada) durante 3 dias.

- Inmersidén en una solucidn acucosa de nitrato de plata
al 0.75% durante 24 horas, tras un breve lavado de 1la pieza
en dicha solucidn.

- Deshidratacién del blogue de tejido en alcohol
absoluto durante 15 minutos.

- Encastrado de la pieza en una mezcla de parafina (de
56°C de punto de fusidén)-vaselina (2:1) para realizar cortes
transversales mediante un microtomo de deslizamiento. Con el
fin de visualizar los campos dendriticos neuronales lo mas
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completos posible, las secciones del tejido se realizaron a
200 pm de grosor.

~ Inmersion de los cortes durante 15 min. en bafios de
alcohol absoluto, terpineol y xilol, sucesivamente.

- Montaje en Permount, sin hacer usc de cubrecbjetos.

2.4.3. Obtencién de las muestras y procesamiento
de los datos.-

El estudic se centrd en las dos zonas del area
pregptica cuyo 1interés ha sido ya previamente comentado.
Dentro de ellas, se plantearon dos tipos de estudio:

-~ Cuantificacidn de la densidad de espinas dendriticas
en dendritas orientadas de neuronas del area predptica medial
estrial (APM-ST).

- Estudic cuantitativo del campo dendritico en neuronas
bien establecidas y caracterizadas del area predptica lateral
(APL Y.

2.4.3.a.- Estudic en el area precoptica medigl
estrial (APM-ST).-

- Delimitacion de la poblacidén neuronal
estudiada. -

La parte del &rea predptica atravesada
por la estria terminal, designada come "parte estrial dorsal
del area predptica" (APM-ST) por Raisman y Field (1973),
engloba un area triangular pobre en neurocnas, justo debajo de
la comisura anterior (CA)}, de 0.5-1.0 mm de distancia de la
parte mas rostral del tercer wventriculc, como se muestra
egsquematicamente a continuacion:
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Fiqura 2.2.- lLocalizacién anatdmica del area preodptica medial
estrial (APM-ST). BAbreviaturas: CAR, comisura anterior; F,
fornix; NEST, nucleo de la estria terminal; QO0, quiasma dptico;
ST, estria terminal; V, tercer ventriculo.

Las preparacicones utilizadas para el presente estudioc
correspondian a la zona rostral deil APM-ST, 1incluvendo sdéle
hasta el nivel de cruce de las fibras de la comisura
anterior, y caudalmente hasta el nivel en que las fibras de
la estria terminal ya no establecian contacto con la comisura
anterior (aproximadamente 400 um de longitud en sentido
rostro-caudal}.

Las ceélulas del APM-ST, de tamafio pequeho ¢ mediano,
tienen dendritas varicosas con pocas espinas, orientadas en
el plano horizontal en direccidn lateral y medial de mocdo que
intersectan en anqulo recto dichos axones estriales.

Estas dendritas, facilmente identificables,
constituyeron nuestra poblacion de estudio.

&1



2. Material y Metodos

- Cuantificacion b4 comparacion
estadistica de la densidad de espinas
dendriticas en neuronas del APM-ST.-

Dentro del APM-5T se estudiaron, por
grupo experimental, 34 dendritas crientadas perpendi-
cularmente a los axones de la stria terminalis,
pertenecientes al tipo neuronal mayoritario de la poblacidn
celular de este drea. En ellas se cuantificd la densidad de
espinas dendriticas, mediante contaje directo en un
microscopio éptico Zeiss Standard 14, dotado de un micrometro
de ocular. Postericormente se cbtuvo el cociente: numerc de
espinas/mm de dendrita, una vez medida la longitud de ésta.
Hay gque hacer notar que debhido al curso rectilineco de estas
dendritas orientadas, ncormalmente no hacia falta variar el
enfogque para su estudico, pudiendo obtenerse su longitud
mediante su medida directa. No obstante, fueron dibujadas
mediante camara clara para ser posteriormente medidas con un
curvimetro Ushikata X-PLAN 3604d.

Neo se pudieron estudiar otros pardmetros representativos
del campo dendritico de estas neuronas debido a las
caracteristicas de las mismas, con muy escasa ramificacidn
dendritica.

La comparacidn estadistica de las medias de los datos
obtenidos se realizdé mediante el test t de Student.

2.4.3.b.- Estudio en el Area predptica
lateral (APL).-

- Delimitacidn anatdmica del tipo neuro-
nal estudiado.-

Una vez localizada el areaz a estudiar, de acuerdo con
los criterios anatomicos previamente descritos en la
Introduccidn (Gurdijian, 1927; Ban, 1966; Bleier y col., 1979;
Bleier y Byne, 1985), llevamos a cabo un estudio preliminar
sobre neurcnas completas del APL en las preparaciones de
Golgi para delimitar descriptivamente los tipos neuronales
existentes, con objeto de encontrar un tipo neurcnal gque
reuniera las c¢ondiciones necesarias para un estudio
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estadistico.

De este modo, se localizdé wuna poblacidén neurcnal
homogénea y féacilmente diferenciable de las demas gque se
situaba rostralmente en el APL y cuyas variables numericas
presentaban poca variabilidad, siendo adecuada, por lo tanto,
para el analisis cuantitativo. Ademas, estas neuronas (que
hemocs dencminado "multipolares rostrales™) no presentaban
variaciones apreciables de campo dendritico dependiendo de su
localizacitn dorso-ventral o medio-lateral. La zona due
ocupan, por otra parte, esta bastante definida y situada
proxima a la estria terminal.

La descripcion detallada de dicho tipo neurcnal es
cbjeto de un apartade de los Resultados, por el interés que
presenta desde ¢ nto de vista descriptivo.

- Estudio cuantitativo del campo
dendriticce de las neurcnas multipolares
rostrales del APL.

a} Cociente: nimero de espinas/mm
de tronco dendritico.

Se estudié el numerc de espinas
dendriticas por milimetro a 1o largoe de los troncos
dendriticos de las neuronas miltipolares rostrales
constituyentes de las muegtras (aproximadamente 30 por
grupc). El1 contaje de espinas se realizo de acuerdo con el
mismo metodo explicado en las neurcnas del APM-S5T v la
longitud de los troncos dendriticos, fué obtenida haciendo
uso del sistema computerizado que se explicara a continuaciodn

y gque hemos utiiizadoe 2 lo largo de este estudio.
b} Cuantificacioén del campo
dendritico.-

La cuantificacidén de parametros dendriticos en el tipo
neuronal estudiade, se ha llevado a cabcoc utilizande un
sistema computerizado de andlisis métrico vy topoldgico
denominado sistema TEAD (Tratamiento de Estructuras en Arbol
Dicotomico) {Abella v col., 1985). Este sistema fué
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desarrollado por nuestro eguipo de trabajo en colaboracion
con el Depto. de Investigacidn y Desarrollo de la Compafiia
Telefénica v se basa en el tratamiento de la neurona come un
grafo en 4arbol dicotdmico tridimensional. Los datos gque se
suministraban al ordenador tienen su origen en los dibujos de
cada una de las neurcnas estudiadas, realizados mediante una
camara clara acoplada a un microscopio optico Zeiss Standard
14, trabajando a 480 aumentos. La informacidn suministrada,
gque permitia al sistema representar graficamente cada
neurona, consistid en la medicidén de las coordenadas x,v,z de
los puntos mas representativos de la arborizacidn dendritica,
tales como el centro del soma neuronal, los puntos de
bifurcacidén, puntos terminales y puntos de inflexidn, tomando
el soma como origen de cocrdenadas (Figura 2.3.a). Las
coordenadas x e y se midieron mediante una tableta qgrafica
acoplada al ordenador, sobre la gue se superponia el dibujo
bidimensional de la neurona.

La c¢oordenada =z fué contabilizada c¢on eayuda de un
comparador digital de profundidades Carl Mahr (mod. Millitast
1070} acoplade 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 captacion y procesamiento de los arboles dendriticos
fue el centrifugo, es decir, los puntos representatives y las
ramas que los unen se construyen en orden creciente a partir
del centrco del cuerpo neurconal, considerado como origen de
coordenadas {(0,0,0}.

Por otra parte, el orden de rama consistia en un numero
gue se asignaba a cada segmento dendritico comprendido entre
dos bhifurcaciones, en orden numérico creciente desde el soma
hasta 1los puntos terminales de 1la arborizacidn (Figura
2.32.a). Este criterio ha sido considerado como el mas
adecuado cuando se pretende estudiar secuencias de
ramificacidn en el desarrollo asi como para cuantificar la
complejidad de una estructura en arborizacion compleja {(Berry
v cel., 1975; Uylings y col., 1975%).

Del total de células dibujadas, se seleccionaron para su
estudio cuantitative aguellas con el campo dendritico bien
delimitado y que no fue dariade por el corte, resultando una
muestra de 30 neuronas por grupc experimental.
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En base a estos datos, el sistema calcula y analiza toda
una serie de parametros definitorios del campo dendritico
neuronal, entre las que se encuentran las utilizadas en este
egtudio:

a) variables métricas:

- longitud de arborizacidn dendritica total

- longitud por tronco dendritico

- longitud terminal-soma

b) frecuencia de los distintos Ordenes de rama.
c) densidad dendritica en torno al soma, basade en la técnica
de andlisis de Sholl (1953). Consiste en la cuantificacion de
los puntos de interseccidn 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
um) hasta el extremo terminal de la arborizacidén dendritica
(Figura 2.3.b). En nuestro caso se estudidc el namero de
intersecclones por neurcna, en un campo dendritico de 180 um
alrededor del soma, distancia ésta en la cual todas las
neuronas estudiadas eran bien visualizables.

65



2. Material y Métodos

O Punto terminal

® Punto de bifurcacion 2
# Punto de inflexiodn

. Spma neurocnal

Figura 2.3.a.~ Representacidn esquemdtica de una neurona que muestra el
criterio de ordenacion centrifuga utilizado por el sistema de andlisis
computerizado. Leos nimeros indican los distintos ordenes de rama.

Dorsal

Lateral Medial

Ventral

Figura 2.3.b.- Representacion esquemdtica del método utilizado para
calcular la densidad dendritica alrededor del scma. Esta se cbtiene a
partir de las intersecciones entre las ramas dendriticas y esferas
imaginarias creadas por el ordenador. El centro de las esferas es el soma
neurcnal. El radio se incrementaba mediante un valeor constante (20 pm}.
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2.4.4. Tratamiento estadisticc de los datos.-

El analisis estadistice de 1los datos se ha
realizado mediante distintos tests, segin las variables gque
se querian comparar entre el grupo CZM y AZM:

- para la comparacitn estadistica de medias, como es el
caso de longitudes y numero de espinas dendriticas/mm de
tronco dendritico, se utilizo el test t de Student.

- las comparaciones de las distribuciones de frecuencias
de los distintos ordenes de rama se realizaron mediante la
prueba x@

- en el estudio de la densidad dendritica en tornc al
soma neurconal se utilizd un andlisis de varianza de doble
via, previa comprobacidn de la normalidad de lcs datos vy
homogeneidad de las varianzas. La comparacion de las medias
a posteriori se realizd por medico del test de Scheffé.
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3. Resultados

3.1.- OBSERVACIONES GENERALES.-

En lo referente a rasgos comportamentales, los animales
aislados presentaban, en general, sintomas evidentes de
nerviosismo y mayor tendencia a morder cuando eran
manipulados por el experimentador. Igualmente, y de un modo
cualitativo, mostraron mencs latencia de exploracidn y mas
actividad que 1los controles cuandeo se las sometid a la
novedad del ambiente gue supone la jaula de pesaije.

Por otra parte, aungue el estado aparente de los
animales aislados era, en la mayor parte de los casos,
similar al de los animales control, durante el periodo de
tiempo cercano a los dos meses de aislamiento algunos
animales presentaban ulceraciones en los ojos, morro y parte
postericr de las orejas, el pelo hirsuto (con calvas y
manchas en algunas ocasiones), e incluso se observaron
algunos sintomas de parasitosis externas, acompanados de una
apariencia enfermiza de los animales.

A continuacidén vamos a exponer los resultados relativos
a las variables estudiadas en relacion con el desarrollo
somatico 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 1los animailes control v aislados
soclalmente -medido a 1los 73 dias de edad- no era
estadisticamente diferente (tﬂm:0.46, n.s.; Tabla II1).
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TABLA 11

Peso corporal de los animales control (CZM) ¥y
aislados socialmente (AZM).

GRUPOS PESO CORPORAL (gr)
C2M (n=16) 314.44+11.64
AZM (n=16) 321.31£9.52

t(3g}=0.46, n.s.

Los datos representan la mediaterror estandar de
la media (E.E.M. ).

n: numero de animales.

Andlisis estadistico de 1los datos mediante el
test t de Student.

3.1.2.- Ingesta y consumo diario de agua.-

Como se indica en la Tabla II1, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre gl grupo
control yv el mantenido en aislamiento en lo referente a la
ingesta de alicento :?“m=2.24, n.s.j), y al consumo de agua
(t“m:l.lé, n.s.} de los animales durante el pericdo de 10
dias previo al sacrificio de los animales. La variable
utilizada en este caso es el consumo medico diario por animal,
tal v como se especificaba en el correspondiente apartado de
Material v Métodos.
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TABLA II1

Consumo diaric de comida y de agua (gr)} por animal,
en los grupcs control (C2M) y aislado scocialmente

(AZM).
INGESTA CONSUMO AGUA
C2M (n=4) 20.04+0.13 35.51+3.75
AZM (n=16) 19.12+0.39 40.72+3.20
tag=2-24, n.s.  tyy=l.16, n.s.

MediazE.E.M.
n: nuimerc de datos utilizados.
Test t de Student.

De acuerdo con el planteamiento v los objetivos
expresados en la Introduccidon y siguiendo la metodologia
expuesta en el apartado correspondiente, pasamos a exponer a
continuacién los resultados de los blogues experimentales
previamente esquematizadeos en la Figura 2.1 de Material vy
Metodoes:

3.2.~ EFECTOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE LA ACTIVIDAD
A RTICAL. -

3.2.1.- Concentracidén de corticosterona en
plasma.-

Se pretendia estudiar si el aislamiento social prematurc
v prolongado afectaba de alguna manera la actividad adreno-
cortical basal asi como la respuesta al estrés agudo por

exposicidn de los animales a 15 min. de inmovilizacion.

Para ellc, se procedid a la determinacioén de los niveles
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plasmédticos de corticosterona (B) en las dos situaciones
fisioldgicas, de acuerdo con lo explicado en el apartado de
Material y Métodos.

En la Figura 3.1 y Tabla IV aparecen representadas las
concentraciones plasmaticas medias del glucocorticoide en los
grupos experimentales estudiados. Tras el analisis de
varianza de doble wvia se comprobd la existencia de
diferencias significativas entre los distintos grupos
experimentales (FHJM:92'7O’ p<0.0001), tanto respecto al
factor agrupamiento feontrol-aisiamiantc: Eﬁiﬂm:59.918,
p<0.0001) como respecto al factor situacidn fisioldogica
{basal-estrés: %1&&2125'479' p<0.0001}.

Una vez realizada la comparacidn de las medias a
posteriori mediante el test de Scheffé, encontramos que tras
exponer a los animales a 15 min. de inmovilizacidn se produjo
un incremento significativo de las concentraciones
plasmaticas de B tanto en el grupo control (5=7.50, p<0.001),
como en el grupco criado en aislamiento (S5=8.,34, p<0.001)
respecto a sus respectivos grupos basales.

En relacidn con los efectos que produjce el aislamiento
soccial sobre los niveles plasmaticos de B, la comparacion
post hoc de las medias de los grupos indicd gue los animales
alslados presentaban unas concentraciones plasmdticas de la
hormeona significativamente menores que las de los animales
criados socialmente, tanto en situacidén basal (8=5.89,
p<0.001) como en respuesta al estres por inmovilizacidn
(85=5.05, p<0.001).
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CORTICOSTERONA EN F. ASMA
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TABLA III
ng B/ml plasma (MediazE.E.M.)
BASAL 15' ESTRES INMOV,.
CZM i80.82x13.11 329.25+18.32

AZM 64.21x12 .32 229.25+15.26

Figura 3.1.-Concentracion plasmatica de B (mediaiE.E.M.) en
animales control (C2M) vy aislados (AZM), tanto en situaciodn
basal como en respuesta a 15 de estrés agudo por

inmevilizacidn.

Andlisis estadistico de los datos mediante ANOVA de doble via
y el test de Scheffée como prueba post-hoc (* p<0.001).
Valores de F yv § en el texto. n=8 animales por grupo
experimental.
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3.2.2.- Peso de glandulas adrenales, timo vy
testiculog.~

Ademas del estudic de 1los efectos del modelo de
aislamiento utilizade sobre los niveles circulantes de
corticosterona, hemos analizado los pesos relativos de
Organos gue se utilizan también como 1indicadores de la
actividad adrenocortical: timo v glandulas adrenales, junto
con el peso relativo de los testiculos como Indice de
posibles alteraciones en la funcidén gconadal.

Como se aprecia en la Tabla V, el aislamiento produjo un
incremento estadisticamente significativo en el peso relativo
del timo, en comparacion con el grupo control (tHH:2'43’
p<0.05), mientras que no produjo alteraciones significativas
en el peso de 1los demas organos estudiados. Los pesos de los
Organos se muestran en mg/l100 gr de pesc corporal con el fin
de evitar las wvariaciones gue pueden presentarse eantre
animales de peso corporal diferente.

TABLA IV

Peso relativo de timo, gldndulas adrenales y testiculos
{mg/100 gr. de peso corporal}) en ratas macho controles y
aisladas socialmente.

TIMO ADRENALES TESTICULOS
C2M 190.00+12.37 10.69x0.98 452 .80+32.84
AZM 247.94+20.92¢# 9.86+0.59 472.54+23.40

p<0.05 n.s. n.s.

{(MediatE.E.M. ).

hnalisis de los datos mediante el test t de Student.
n.s.: diferencias estadisticamente no significativas.
n=8 animales por grupo, exceptc en # (n=7).
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3.3.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LA ACTH HIPOFISARIA
Y DE SUS SECRETAGOGOS HIPOTALAMICOS: CRH, AVP Y OT.-

Siguiendo el planteamiento experimental resumido en 1la
Figura 2.1 del apartado de Material y Métodos, a continuacidn
centramos nuestra atencion en el estudio de las alteraciones
provocadas peor el aislamiento social en la funcionalidad del
complejo hipotdlamo-hifofisaric gue controcla la actividad
adrenocortical. Para ello realizamos el estudio inmunchisto-
guimico de ia hormona corticotropa (ACTH) a nivel hipeofisario
v de sus secretagogos hipotalamicos: la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), la vasopresina (AVP) y la oxitocina
(0T), a nivel del nuclec paraventricular hipotalamicoc (NPV)
v de la eminencia media {EM), todos ellos péptidos implicadoes
en el contrcl de la secrecidn adrenccortical. El estudio
inmunohistogquimico se realizd tanto en situacicn basal, como
en respuesta a 1% minutos de estrés por inmovilizaciodn.

3.3.1.- Inmunomarcaje de la ACTH.-

Tras el revelado de la inmunoreaccidn para la hormona
corticotropa se apreciaron celulas inmunorreactivas en la
pars distalis, pero no en la pars intermedia de la adenohipd-
fisis. Las ceélulas inmuncopcsitivas para ACTH presentaban
cierta hetercogeneidad tanto en tamafio v morfologia como en la
distribucion citoplasmatica del producto de reacciodn,
dependiendo fundamentalmente del estado fisioldgico en el que
se encontraban los corticotropos hipofisarios:

* FEn  situacidén BASAL, la mayoria de células
inmunorreactivas para la ACTH presentaban una morfologia
estrellada, con granulos inmunopositivos localizados en la
periferia del citoplasma (detalle de las Figs. 3.2A y C),
aunque también se encontraron algunas celulas de morfologia
poliédrica. Las células ACTH-positivas se distribuian
formando grupos dispersos en varias areas glandulares, aungue
también podian aparecer solitarias.

No se apreciaron diferencias entre las adenchipéfisis de
ratas control y de ratas deprivadas socialmente {Figs 3.2A vy
C).
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*# Tras 15 min. de ESTRES por inmovilizacidn se
observé un incremento de células inmunorreactivas para la
corticotropina en el 1dbulo anterior de la hipofisis 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 extensidén del area 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 resultd ser menor en el caso de los
animales aislados socialmente, comoc se aprecia al comparar la
Figura 3.2D con la 3.ZB.

3.3.2.- Inmunomarcaje de la CRH.-

a} Nucleo paraventricular hipotalamico:

Como se aprecia en la Figura 3.3, se localizaron
pequefios somas neuronales débilmente inmunorreactivos para la
CRH, agrupados mayoritariamente en la division parvocelular
medial dorsal del NPV, seqlin el criterio citoarquitectoénico
de Sawchenkc y Swanson (1983}, aunque aparecia alguna célula
dispersa en la regidn magnocelular del nacleo.

Las ceélulas presentaban un pericarion pequefio de
aproximadamente 15 pum de diametro, de forma oval o piriforme.
El producto de la reaccidn inmunohistogquimica se localizaba
en el citoplasma, rodeando al ndcleo de la ceéelula, aungue 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 relacidn con el patron de inmunotincidn para
la CRH en el NPV entre las distintas situaciones experimenta-
les estudiadas.

b) Eminencia media:

Observamos abundantes fibras inmunorreactivas para la
CRH en la zona externa de la eminencia media (ZEEM), en su
mayoria orientadas de forma perpendicular a la superficie de
la eminencia media (Fig. 3.4).
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En esta regién, el aislamiento social (Figs 3.4C y D)
provocé un marcado aumento de la expresidn de inmunorrea-
ctividad para la CRH en las fibras nerviosas localizadas en
EM, en comparacién con las ratas control (Figs 3.4A y B},
tanto en situacion basal como tras estrés por inmovilizaciodn.
Las fibras inmunopositivas para la CRH presentaban una mayor
extension 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 situacidn estresante pudo observarse una ligera
disminucién en la intensidad de marcaje para la CRH en los
animales control (Fig. 3.4B), aunque no se consider¢ signifi-
cativa al no apreciarse en todos los animales estudiados.

3.3.3.- Inmunomarcaje de la AVP y la OT.-

a} Ndacleo paraventricular hipotalamico.-

Los cuerpos inmunorreactivos para la AVP y la OT
correspondian a neuronas de somas dgrandes {20-35 um de
diametro), de forma oval o piriforme, localizadas en las
regiones magnocelulares del NPV (Fig. 3.5 v 3.6). Alguna
célula de menor tamafio (aproximadamente 15 um de diametro)
aparece marcada para la AVP o la OT en reqgicnes parvocelula-
res mediales del mismo nicleo.

En la Figura 3.5 se observa cOmo las neuronas vasopresi-
nérgicas tlenden a agruparse dorscolateralmente en el NPV,
constituyendo su division magneocelular posterior lateral. En
cambio, las células oxitocinérgicas se disponen ventrolate-
ralmente v alrededor de las anteriores (Fig., 3.6}, correspon-
diendo a la divisién magnocelular postericr ventral del NPV
seqgun el criterio citoarquitectdnice que venimos utilizando
{Sawchenko vy Swanson, 1983},

En las ceélulas vascpresinérgicas y oxitocinérgicas el
producto de la inmunorreaceion se localizaba en el citoplas-
ma, rodeando al ntcleo de la célula y dandole a ésta un
aspecto granuloseo {Fig. 3.94 y C, respectivamente). Igualmen-
te, se apreciaba inmunorreactividad en 1las 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 inmovilizacidn
afectaron de forma evidente la distribucidn e intensidad de
la inmunorreaccidn para la AVP vy la OT en las neurconas del
NPV, como puede apreciarse en las Figquras 3.5 y 3.6.

b} Eminencia media.-

Las fibras wvasopresinérgicas vy oxitocinérgicas se
localizaban mayoritariamente en la capa fibrilar de la zona
interna de la EM (ZIEM, Figs 3.7 yv 3.8, respectivamente). Sin
embargo, se observaron algunas fibras varicosas inmunorreac-—
tivas para AVP yv 0T, con grandes dilataciones, proximas a
capilares portales en las capas reticular y empalizada de la
ZEEM (Fig. 3.9B yv D, respectivamente].

No se observaron diferencias apreciables entre los
distintos grupcs experimentales en cuanto al contenido de
fibras inmunorreactivas para AVP v OT en la eminericia media,
ni a nivel de la zona interna, ni a nivel de la zona externa
(Figs 3.7 v 3.8). Tampoco se apreclaron diferencias entre los
grupos estudiados en relacidn con el inmunomarcaje para la
AVP y la OT a nivel de la neurohipdfisis (datos no mostra-
dos).
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Figura 3.2.- Microfotografias a nivel de la adenohipdfisis en
las gque se observan células inmunorreactivas para la cortico-
tropina (ACTH) siguiendo la técnica de la PAP. (A) animal
control C2M, situacidn basal; (B) animal CZM sometido a
estrés por inmovilizacidén durante 15 minutosg; (C) animal
aislado (AZ2M), situacidn basal; (D) animal A2M sometido a
estrés por inmovilizacion durante 15 minutos.

En cada figura se muestran detalles de células cortico-
tropas a mayor aumento. Obsérvese comce el producto de 1la
inmunoreaccion se deposito periféricamente en el citoplasma
en situacion basal (detalle de Figs 3.ZA y C), mientras que
tras 15 min. de estrés se incrementd el area del citoplasma
inmunorreactivo asi como la intensidad de la inmunorreaccidén
(detalle de Figs 3.2B y D). La inmovilizacion provocd,
ademas, un aumento de células inmunorreactivas para la ACTH,
siendc este incremento menocr en el grupo AZM (Fig. 3.2D) que
en el C2M (Fig. 3.2B}.

Barras de calibrado: panordmica 100 um, detalle 10 um.
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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 {CRH, flechas), siguiendo la teécnica de la PAP. (A)

animal control {(C2M), situacion basal; {B) animal C2ZM
sometido a estrés por inmovilizaciodn durante 15 minutos; (C)
animal aislade (A2M), situacidén basal. (D} animal AZM

sometido a estreés por inmovilizacion.

En el detalle se muestra, a mas 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.

IIIV: tercer ventriculo. Barras de calibrado: panoramica
100 ym, detalle 10 um.
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Figura 3.4.- Microfotografias de cortes transversales a nivel
de la EM mostrando fibras inmunorreactivas para CRH, princi-
pralmente en su zona externa. (A) CZM, situacion basal; (B)
C2M, estrés; (C) AZM, situacidn basal; (D) AZM, estrés.

Obsérvese el incremento de marcaje para la CRH en los
animales del grupo AZM. Las flechas indican areas de intensa
inmunorreactividad en las regiones laterales de la =zona
externa de la EM.

IITIV: tercer ventriculo. Barra de calibrado: 100 um.
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Figura 3.5.- Microfotografias de cortes transversales a nivel
del NPV mostrando neuronas (flechas) y fibras inmunorreact-
ivas (puntas de flecha) para la AVP mediante la técnica de la
PAP. {(A) C2M, situacién basal; (B) C2M, estrés; (C) AZNM,
situacidn basal; (D) AZM, estrés.

No se aprecian diferencias entre los distintos grupos
experimentales.

ITIV: tercer ventriculo. Barra de calibrado: 100 nm.
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Figura 3.6.- En las microfotografias de cortes transversales
a nivel del NPV, se muestran neuronas (flechas) y fibras
inmunorreactivas {puntas de flecha) para la OT. (A) C2zZM,
situacion basal; (B) C2ZM, estrés; (C) AZM, situacidn basal;
(D) A2M, estreés.

No se observan diferencias entre 1o0s grupos experimenta-
les.

ITIV: tercer ventriculo. Barra de calibrado: 100 um.
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3. Resultados

Figura 3.7.- Cortes coronales a nivel de la eminencia media
{EM), mostrando fibras inmunorreactivas para la AVP, locali-~
zadas en su mavoria a nivel de la capa fibrilar de la zona
interna de la misma.
{(A) C2M, situacidn basal; (B} C2ZM, estres. () AZM, situacion
basal. (D) A2M, estrés.

No se aprecian diferencias entre los distintos grupos
experimentales.

11T V: Tercer ventriculc. Barra de calibrado: 100 um.
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Figura 3.8.- Microfotografias de cortes transversales a nivel
de la EM, observandose fibras inmuncrreactivas para la OT, en

su mayor parte localizadas en la capa fibrilar de su zona
interna.

(A) C2M, situacidn basal; (B) C2M, estrés; (C) AZM, situacicdn
basal; (D) AZM, estrés.

No se aprecian diferencias evidentes entre los grupos
experimentales.

ITIV: tercer ventriculo. Barra de calibrado: 100 pm.
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e . N 3. Resultados

Figura 3.9.- Detalle de neuronas vasopresinérgicas

(R) ¥
oxitocinérgicas (C)

en la divisidn magnocelular del NPV.

{B} Fibra inmunorreactiva para AVP {flechas) rodeando un vaso
(asterisco) en la capa empalizada (ce) de la ZEEM. (D) Fibra
varicosa inmunomarcada para 0T {(flechas) atravesando la capa

reticulay (cr) de la ZEEM y cursandc hacia la capa empalizada
{ce) de la ZEEM.

Barra de calibrado: 15 upm.
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3.4.- EFECTOS DEL AISLAMIENTO SQCIAL SOBRE LA ACTIVIDAD
UNITARIA EXTRACELULAR DE NUCLEOS CEREBRALES IMPLICADOS
EN LA REGULACIGN DE LA ACTIVIDAD HHA.-

Nuestro siguiente objetivo consistidé en comprobar si las
alteraciones encontradas tras el aislamiento social en la
funcionalidad del eje HHA estaban relacionadas con cambios en
la actividad de centros nerviosps reguladores de dicha
actividad, como son el nucleo de la estria terminal {NEST),
el drea predptica {AP0O) y el nicleo paraventricular hipotala-
mico {NPV). Para ello, se procedid a realizar un estudio de
. las unidades neurcnales mediante el registro extracelular de
su actividad espontanea asi como de sus respuestas provocadas
por estimulacicdn de la amigdala medial (AMe}.

En los animales pertenecientes al dgrupo control se
registraron un total de 123 unidades: 65 en el NEST, 49 en el
BAPO (28 células en el area predptica lateral (APL) y 21
células en el area preoptica medial (APM)) v 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 1los casos se comprobd histoldgicamente 1la
localizacion correcta de los electrodos de registro vy
estimulacidn, como se describiod en el apartado de Material y
Metodos (Figura 3.10A, B yv C).
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Figura 3.10.- Localizacion anatdmica de los electrodos de
registro vy estimalacion.

{A) Fotomicrografia gue muestra un ejemplo del marcaje
ron el colorante Chicago sky blue (flecha) tras el registro
de una unidad en el APL.

Abreviaturas: APL, area preoptica lateral; CA, comisura
anterior. Barra de calibradc: 200 um.

(B} Fotomicrografia gque muestra la localizacién del
electrodo de estimulacicén en el AMe {(flecha).

Abreviaturas: AMe, nucleo medial de la amigdala; QO, guiasma
Optico. Barra de calibrado: 400 jm.
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1gura 3.10 {C}.- Esquema de secciones transversales de
unidades aisladas en el NEQT APO v NPV,
Abreviaturas: APL, drea preodptica lateral, APM, area pred
fornix; NEST, nuclec de la estria terminal; NPV, nucleo p
medullaris; V, tercer ventriculo.

cergbro gue muestran la localizacién anatomlca de algunas

ptica medial; CA, comisura anterior; CC, cuerpo cailoso, F,
araventricular hipotalamice; QO, guiasma optico; SM, stria
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El registro de las unidades se llevd a cabo a partir del
momento en gue se estabilizé la descarga de 1la celula,
eliminandose con ello la posibilidad de que existiera algun
tipo de dafio celular.

Ademas del estudio de la actividad espontanea, se
registré la respuesta de cada unidad a 1la estimulacion
eléctrica del AMe. Las células se ¢clasificaron de acuerdc con
el tipo de respuesta gue presentaban, tratandose en todos los
casos seleccicnados para el presente trabaijo de una respuesta
ortodrémica, sin que la estimulacidn de la AMe provocase en
ningdn caso una espiga antidrdémica. Como se ha expuesto en
Material y Métodos las respuestas de las unidades registradas
provocadas por la estimulacion amigdalina consistieron en una
activacion (OD+}, o en una inhibicidn o reduccion (OD-) de su
descarga (figura 3.11).
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A

Figura 3.11.- (A) 20 barridos superpuestos de la actividad
unitaria registrada en células del NEST tras la estimulacion
eléectrica del nuclec medial de la amigdala {(AMe) a 0.2 Hz de
frecuencia de estimulacidn. La célula mostrd un incrementce de
descarga de potenciales de accion (0OD+) en respuesta a la
estimulacicn amigdalina. La flecha sefala el artefactc del
estimulo.

{(B) Trazos en el osciloscopio de 20 barridcs superpues-
tos de la actividad unitaria registrada en una célula de
tras la estimulacidn eléctrica de la amigdala medial (AMe) a
0.2 Hz de {frecuencia. La descarga de la célula resulto
abolida (0OD-) por la estimulacidn de la AMe. La flecha indica
el artefacto del estimulo.
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Sélamente se registrd una célula "silenciosa" (es decir,
que no descargaba espontdneamente} que fué detectada al
descargar en respuesta a la estimulacicon del AMe.

3.4.1.- Nicleo de la estria terminal (NEST}.-

En este nuicleo se registraron 65 células en logs animales
control y 29 células en los animales aislados socialmente.

La frecuencia de descarga espontanea fue similar en
ambos grupos de animales {control: 3.81+0.60 espigas/segundo
(Hz); aislados: 4.14+x0.67 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 estimulacidn eléctrica del AMe (en
forma de % de neuronas que presenta cada patron de respues-
ta). La mavoria de las unidades aisladas en el NEST aumenta-
ron su frecuencia de descarga en respuesta a la estimulacion
de la AMe en ambos grupos de animales (63.6% en controles y
65.5% en aislados).

L.a comparacidn de las distribucicnes de frecuencias de
respuesta, mediante la prueba gz, indicod que el aislamiento
social no provocaba alteraciones estadisticamente significa-
tivas en el patron de respuesta de las unidades registradas
en el NEST a la estimulacidn eléctrica del AMe (Tabla VI y
Fig. 3.12).
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TABLA VI
Frecuencia de descarga espontanea de las células registradas
en el NEST de ratas control y aisladas, expresada en numero
de espigas/segundo (Hz), asi como su distribuciodn de frecuen-
cias de respuesta a la estimulacidn eléctrica del AMe (en
porcentaje de células).

RESPUESTA A LA ESTIMULACION

fmz) | o+ op- NR
c2M (n-65) 3.81$0.60 | 63.6 %  28.8 3 7.6 %
A2M (n=29) 4.14:0.67  65.5 %  31.0 2 3.5 %
- n.s. # | n.s. $

El andlisis estadistico de los datos relativos a la frecuen-
cia de descarga espontanea se realizd mediante el test t de
Student (#), y el correspondiente a los datos de frecuencia
de cada respuesta se llevd a cabo mediante el test de X (%$).
n.s.: diferencias estadisticamente no significativas. n:
numero de células.

Tipo de respuesta de las células registradas a la estimula-
cion de la amigdala medial: excitatoria (OD+), inhibitoria
{OD-), ausencia de respuesta (NR).
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FEPUERTA A LA ESTIMULACION DE LA AMICUALA MELHAL
Nicleo de la estria terminal

100~ | aislamisnto
LJ control

80 -
& 80
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i
w
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=3 .
a. :
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@ 40
e .

20 -

O [ S

OD+  OD- NR
Fig. 3.12.-

Distribucidon de las respuestas de ceélulas del
NEST a la estimulacidén de la amigdala medial (AMel) en
animales control y aislados. 0OD+: celulas activadas; O0OD-:

células inhibidas; NR: células que no respondleron a la
estimulacion.
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También se analizaron la latencia y duracion de las
respuestas, la frecuencia espontanea de descarga y profundi-
dad a la gque se localizaron las células, una vez agrupadas
segun su tipo de respuesta a la estimulacion de la AMe. Los
resultados de este analisis y 1la comparacion estadistica
entre el grupo contrcl y el grupco mantenido en aislamiento
social se muestran en la Tabla VII, sin gque se oObservaran
diferencias significativas respecto a las variables estudia-
das. Destacamos aqui que, dentro de la poblacidn de neuronas
registradas en el NEST que respondian con OB+ a la estimula-
cidon del AMe, tres células mantuvieron la duracidén de esta
- respuesta por encima de los 200 ms (280, 700 yv 1124 ms) en el
grupc de animales aislados, valor muy por encima de la media
encontrada en =! cyvune de animales contrcel.

TABLA VII

Valores de las distintas variables analizadas tras la
agrupacion de las células registradas en el NEST seqgun su
tipo de respuesta a la estimulacidon de la AMe: profundidad
(mm) a la gque se localizaban las unidades aisladas, frecuen-
cia de descarga espontanea (f) en espigas/sequndo (Hz), vy
latencia v duracién de la respuesta (ms).

T

NEST

‘Respuesta Variables [ _ Control (n=65) = Aislados (n=29) ‘
0D+ ; profundidad (mm) % 6.3740.09 (n=41) @ 6.41+0.15 (n=19)
f (Hz) é 3.030.73 ; 3.78:0.97
Latencia (ms) E 33.9+8.8 | 36.5+13.0
} ;. buracion (ms) | 25.3t6.5 . 135.8#70.44
OD- é Frofundidad {mm) é 6.49+0.11 (n=19) % 6.2510.17 (n=9) |
| f (Hz) | 6.34+1.52 § 5.81+1.18
i Latencia {(ms) ; 9.4:2.8 i 9.6+2.9
N | Duracion (ms) . 195.9+443.5 | 237.7:129.9
NR - Profundidad (mm) | 6.83+0.14 (n=5) | 5.89 (n=1)
Lt 997 080
Media*E.E.M. OD+: respuesta excitatoria; OD-: respuesta

inhibitoria; NR: ausencia de respuesta. n: namero de células
registradas. Test t de Student, excepto cuando no se cumplie-
ron los requerimientos de normalidad, gque se utilizo el test
U de Mann-whitney.
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3. Resultados

En algquna de las células del NEST, tras la activacion
provocada por la estimulacién de la amigdala medial se
pbservo una inhibicién de la frecuencia de descarga,
fenémeno que simbolizamos por OD+/-{B):

SPIKES/BIN

0 100 200 300 400 500

SPIKES/BIN

200 300 400 500
TIME — msec
Fig. 3.13.- Respuestas de unidades del NEST a la estimula-

cidn eléctrica de la amigdala medial (AMe), tomando como
referencia (tiempo 0} la ocurrencia del estimulo. La barra
representa 10 ms y se muestran datos de 20 épocas de estimu-
los. En la figura A se observa la respuesta excitatoria (0D+)
a dicha estimulacion (indicada por la flecha vertical). La
figura B muestra una respuesta inicial excitatoria de menor
latencia seguida por una inhibicidn (OD+/-) de gran duracidn.
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No se encontraron diferencias entre el grupe control y
el mantenido en aislamiento ni respectc a la frecuencia de
aparicion de este tipo especial de respuesta, ni en la
frecuencia de descarga espontanea de las células que 1o
exhibian, ni respecto a la duracion de la inhibicion:

- Controles (n=9 células, 21.95% de las gue fueron

activadas por estimulacidn de la AMe):

f=2.03£0.51 Hz

Duracién de la inhibicion: 759.56%494.96 ms.
- Aislados (n=4, 21.05% de las ceélulas 0D+):

f=6.41+4.18 H=z

Duracidén de la inhibiciodn: 112.00241.79 ms.

Unicamente en tres células registradas en el NEST de
animales aislados se produjo un cambio en la respuesta a la
estimulacion de la amigdala medial después de unos minutos de
registro, pasandc de un incremento en la frecuencia de
descarga a la inhibicidn de ésta (OD+ a OD-). En los animales
control no se detectd este tipc de fendmeno perco, en cambio,
se registraron 3 células gque respondieron con dos pericdos
consacutivos de excitacidn a la estimulacién de la AMe
{intervalo (ms) entre ellos (cdifigura 3¢ del manuscrito AD
como muestra del fendmeno??).

3.4.2.—- Area predptica (APO}.-

En esta regidn se registrd la actividad unitaria de 49
células en animales control y de 50 en animales deprivados
socialmente. Todas las unidades aisladas presentaron activi-
dad espontanea excepto en el caso de una celula dsilente?
encontrada en area preé6ptica lateral (APL) de animal control,
en la que se registré dnicamente su respuesta a la estimula-
cion electrica de la AMe.

Las unidades aisladas en el APO mostraron una frecuencia
de descarga espontanea mayor que Jlas del NEST, y dicha
descarga no se modificd significativamente tras el aislamien-
to social (contrgles: 9.85+1.1 Hz; aislados: 8.10x0.83 Hz;
Tabla VIII y Fig. 3.13). La mayoria de celulas aisladas en el
APO de animales con contacto social fueron activadas por la
estimulacion de la AMe (62%); tras el aislamiento social
disminuy¢ significativamente el numerc de células predpticas
que presentaron dicha respuesta (36%), incrementandose el
porcentaje de células gue resultaron inhibidas (38%), en
comparacicén con el grupo control (p<0.05, X=9.02), como se
muestra en la tabla VII y Figura 3.13.
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TABLA VIII

Frecuencia de disparo espontaneo (f) en Hz de las unidades
aisladas en el area predptica (APO) de ratas control vy
aisladas (mediatE.E.M.}, asi como su patron de respuesta a la
estimulacidn de la amigdala medial {en porcentaje).

RESPUESTA A LA ESTIMULACION

— - - —_— e T
i
I

T D T
(Hz) OD+ OD- NR t
e LY T L LN
L C2M(n=49) . 9.85+1.10 |

e ﬁ___ﬁi,ﬁ_ﬁ_m_ﬂt 62.0 % 14.0 % 24.0%
. A2M(n=50) . 8.10+0.83 | |
o | 1 36.0 % 38.0 3 26.0 % L
e . 3820 _.38.0 .

n.s. # ‘ p<0.05 ¢
#: test t de Student; $: test de Xz. n.s.: diferencias

estadisticamente no significativas,

OD+: activacidn; OD-: inhibicidn; NR: Ausencia de respuesta;
n: namero de celulas.
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RESPUESTA A LA ESTIMULACION DE LA AMIGDALA MEDIAL
Area Predptica

100

el

- aislamiento

L.l control

6),
O

Respuesta (%)
1N
O

20

,‘
-
-

|
gL

L

OD+ OD- NR

Fig. 3.13.- Distribuciodn de las respuestas de ceélulas del
APO a la estimulacién de la amigdala medial (AMe) en animales
control y aislados. OD+: células activadas ortodrdomicamente.
OD-: células inhibidas ortodrdmicamente. NR: celulas que no
respondieron a la estimulacidn. El aislamiento sccial alterd
significativamente el patron de respuesta de las células
registradas (p<0.05, test de X°).
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3. Resultados

Tras el agrupamiento de las unidades registradas en el
APO de acuerdo al tipo de respuesta & la estimulacion de la
AMe, se analizaron: la profundidad a la gue se localizaron
las unidades aisladas, su frecuencia de descarga espontanea,
vy la latencia y duracidn de la respuesta. En la Tabla IX
aparecen refleijados los resultados de este andlisis, obser-
vandose gque la descarga espontanea de las células del APQO gue
no respondieron a la estimulacidn de la amigdala medial era
significativamente menor en animales aislados que en el grupo
control (Z=-1.97, p<0.05). No se obtuvieron diferencias
significativas entre los dos grupos experimentales respecto
a las demas variables consideradas.

TABLA IX

Profundidad (en mm) a la que se localizaban las células
registradas en el APQO, frecuencia de descarga espontdnea (f)
en Hz, latencia de respuesta a la estimulacion eléctrica de
Ia AMe y duracicn de dicha respuesta (ms) en los distintos
grupos de celulas clasificados segun el tipo de respuesta.

| . wo
Respuesta | Variables | Controles (n=19) | Aislados (a=50] |
OD+ CProfundidad (mm) | 7.92¢0.09 (n=30) | 7.3620.19 (n=18} !
F (Hz) | 8.17:1.25 ; 7.2441.25 |
Latencia (ms) | 62.7:24.9 | 54.1+14.6
. buracion (ms) | 53.8412.5  62.7:14.0
oD- profundidad (mm) ; 7.67¢0.24 (n=7) | 7.57£0.13 (n-19) !
£ (Hz) | 9.47+3.25 | 9.21+1.39
~ Latencia (ms) ! 10.4+4.5 é B.7+1.8
Q buracion (ms) | 185.9:77.9 . 103.9:15.3
NR % profundidad (mm) = 7.99+0.18 (n=12) % 7.49:0.12 {n=13) |
T N B TR TR N X I

Los datos muestran la mediatE.S.M.

OB+: activacidn. OD-: inhibicion. NR: Ausencia de respuesta.
n: numero de ceélulas.

*: p<0.05, test U de Mann-Whitney.

Al igual que en el NEST, algunas de las células respon-
dieyron con una secuencia excitacién-inhibicidén (0OD+/-) a la
estimulacidn de la AMe: 2 unidades en el grupo control y 1 en
el grupco aislado (6.5% ¥y 5.6%, respectivamente, de las
celulas con respuesta OD+), cuyas frecuencias de descarga
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3. Resultados

espontanea y duraciones de la inhibicidén fueron:
- gontrol: f=8.0%1.41 Hz; duracion inh.=153%4.24 ms
- Aislamiento: f=22 Hz; duracidn inh.=38 ms

Tras observar alteraciones en la actividad eléctrica de las
neuronas registradas en el Adrea preoptica comoc consecuencia
del aislamiento social, 1las celulas fueron analizadas
separadamente para determinar si dichas alteraciones eran
distintas si las unidades registradas procedian del area
predptica lateral (APL) o del area predptica medial (APM).

3.4.2.a. Area preoptica lateral (APL).-

La frecuencia de descarga espontanea fué similar en las
28 wunidades registradas en el APL de animales contrel
(11.3321.54 Hz} yv en las 35 células aisladas en animales
sometidos a deprivacion sccial (8.24+1.02 Hz), como se
representa en la Tabla IX. Tampoco se encontraron alteracio-
nes gsignificativas debidas al aislamiento social en el patrén
de respuesta a la estimulacion de la AMe, aunque se observd
un incremento en el numero de células gue fueron inhibidas
por estimulacion de la AMe (Tabla X y figura 3.14).
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TABLA X

Frecuencia de disparo egpontaneo (f) en Hz de las unidades
aigladas en el area preoptica lateral (APL) de ratas control
y aisladas (mediazE.E.M.), asi como su patrdn de respuesta a
la estimulacicn de la amicdala medial (en porcentaje).

RESPUESTA A LA ESTIMULACION

' f (Hz)} | OD+ QD- NR

e i C . T

I C2M (n=28) 1 11.33+1.54 | 44.8 ¢ 20.7 % 34.5 2 |

r‘.. T 7,t —_— V—E‘ﬂ,__,,,, B e - -z _,74!

' AZM (n=35) l'g.24:1.02 | 34.3 ¢ 45.7 2 20.0 3

L AZM (n=35) . 8.24231.02 . 4.3 5 45,75  20.0%
n.s. # 7Jm n.s. $

#: BAnalisis estadistico de los datos de frecuencia de
descarga med}ante el test t de Student.

$: test de X° para el analisis de los datos de frecuencia de
respuesta.

n.s.: diferencias estadisticamente no significativas.

OD+: activacion; 0OD-: inhibicion; NR: Ausencia de respuesta.
n: namero de células.
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RESPUESTA A LA ESTIMULACION DE LA AMIGDALA MEDIAL

Respuesta (%)

20

Fig. 3.14.-

B
©

Area predptica lateral

. aislamiento

ﬂ contro!

OD+ OD- NR

Distribucidn de las respuestas de ceélulas del

APL a la egstimulacidn de la amigdala medial (AMe) en animales
control v aislados. OD+: células activadas ortodromicamente.

OD-: ceélulas
respondieron
distribuciodn
mantenido en

inhibidas ortodromicamente. NR: celulas gque no
a la estimulacidn. Las diferencias en la
de la respuesta entre el grupo control y el
aislamiento social se determind por medico del

tegst de X°. n.s.: diferencias no significativas entre grupos.
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En cuanto al andlisis de la profundidad a la que se
encontraron las unidades registradas, la frecuencia esponta-
nea de descarga de las mismas, y la latencia y duracion de
cada tipo de respuesta, tras el aislamiento social se observd
una disminucion significativa de la frecuencia de descarga
espontdnea en las células que no respondian (NR) a la
estimulacion de la AMe (Z= -2.26, p<0.05), comc se refleja en
la Tabla XI. No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos de animales respecto a las demds variables
estudiadas.

TABLA XI

Profundidad (mm} a la gque se Ilocalizaban las unidades
aisladas en el APL, frecuencia de descarga espontanea (f) en
Hz, latencia de regpuesta a la estimulacicén eléctrica de 1la
AMe vy duraci6én de dicha respuesta (ms) en los distintos
grupos de células clasificados segun el tipo de respuesta.

e e e

E ~ APL

Respuesta | Varisbles | Controles (n=28) f_“A%slado§“£n=3§) A
0D+ CProfundidad (mm) | 7.840.14 (n=12) | 7.1420.19 (n=12)
f (Hz) | 8.81+2.18 ; 7.57+1.85 |
~Latencia (ms) i 37.5413.4 : 63.0420.8 |
. CDuracion (ns)  44.8:11.2 | 72.5:18.6
0OD- " Profundidad (mm) ; 7.73+0.28 (n=6) % 7.5140.15 (n=16) |
Cf (Hz) % 8.7143.77 9.8141.60
Latencia (ms) | 10.8+5.4 | 7.2¢2.0
Puracin (ms) i 208.2:0887 | 108.8:19.7
NR Cprofundidad (mm} | 7.89:0.19 (n=10)  7.2410.14 (n=7)

f (Hz) . 15.35:2.98

0512157 * !
Los datos representan la mediatkE.E.M.

OD+: activacién. OD-: inhibicidn. NR: Ausencia de respuesta.
n: numero de células,

*: p<0.05%, test U de Mann-Whitney.

Dentro del grupe control no se encentré en el APL
ninguna ceélula que tras la activacidn provocada por la
estimulacion de la amigdala medial presentara una inhibicidn
de la frecuencia de descarga (0D+/-~) v s6loc una célula
exhibidé tal tipo de respuesta en un animal aislado (8.3% de
las células 0OD+}. Esta unidad descargaba espontaneamente con

una frecuencia de 22 Hz y la duracidn de la inhibicion fué de
38 ms.
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3.4.2.b. Area preoptica medial (APM).-~

Se registraron 21 unidades en el APM de animales control
v 15 en el de animales aislados. El aislamiento social no
alterd la frecuencia de descarga espontanea, como se refleja
en la tabla XII.

La mayoria de células registradas en el APM del grupo
control aumentaron su frecuencia de descarga en respuesta a
la estimulaciodon del BMe (85.7%). La deprivaciodn social altero
dicha respuesta, produciendo una disminucidén significativa
del numero de unidades que eran activadas tras la estimula-
cidén (40%) y un aumento paralelo de células que resultaron
inhibidas (contzales: 4_.8%; 2islados: 20%), como se muestra
en la Tabla XITI y Figura 3.15 (X°=8.23, p<0.05).
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TABLA XII

Frecuencia de descarga espontanea (f) en Hz de las células
registradas en el &area predptica medial (APM) de ratas
control y aisladas (media*E.E.M.}, asi como su respuesta a la
estimulacidén de la amigdala medial (en porcentaje de células
que presentdé cada tipo de respuestal.

RESPUESTA A LA ESTIMULACION

 weseuesta A La ESTDALACION
o swm | o o> wm

| C2M (n=21)  7.6261.47|  85.7% 4.8% 9.5 %

Az (n-15) | 7.79+41.56 | 40.0% 20,03  40.0 % |

#: Analisis estadistico mediante el test t de Student.

$: test de X°.

n.s.: diferencias estadisticamente no significativas.

OD+: activacidn; OD-: inhibicion; NR: Ausencia de respuesta;
n: numero de células.
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RESPUESTA A LA ESTIMULACION DE (A AMIGDALA MEDIAL

Area predptica medial

100? . aislamiento
’ !
] [.J control
|
[ r'*ﬁ
mﬁ } ]
i i |
.
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s
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Q |
3 ;
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Q 40—
m |
20 .
ol 3 .

OD- NR

Fig., 3.15.- Distribucion de las respuestas de células del
APM a la estimulacion de la AMe en animales control vy
aislados. OD+: células activadas ortodrdomicamente. OD-:
células inhibidas ortodrdémicamente. NR: células que no
respondieron a la estimulacién. Las diferencias en el patron
de respuesta entre el grupo control y el mantenideo en

aizcslamiento soclal resultaron estadisticamente significativas
{(X*=8.23, p<0.05}.
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Tras analizar la latencia y duracidén de cada tipo de
respuesta a la estimulacidn de la AMe, asi como la frecuencia
de descarga espontanea y la profundidad a la que se localiza-
ban las unidades aisladas, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente 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 espontanea (f) en
Hz, latencia de respuesta a la estimulacion eleéctrica de la
AMe y duracion de dicha respuesta (ms) en los distintos
grupos de células clasificados segun el tipo de respuesta,.

__APM

!
b e
i
|
|
[

|
-3
|
I

‘Respuesta | Variables | Controles (n=21) _ Aislados (n=15) |

} - e . S

oD+ - profundidad (mm) 7.9840.11 (n=18) % 8.00£0.22 (n=6}
L f {Hz) ; 7.71+1.57 ; 6.58+2.08 ;
tatencia (ms)  79.1:40.7 | 37.8:18.2 |
Cburacion (ms) | 59.6619.8 S0.5:16.8
OD- ? Profundidad {mm) é 7.31 (n=1) i 8.04+0.30 (n=3) |
£ (Hz) 2 14.00 | 6.00:2.56 |
2 Latencia (ms) ! 8.0 é 15.0+3.6 E
' Duracién (ms) _ ke L 81788
NR Profundidad (mm) | 8.480.6¢ (n=2) ! 7.60%0.06 (n=6)
tm) | 12.00811.04  10.53+3.64

Los datos representan mediaterror estandar de la media.
Analisis estadistico de Jlos datos mediante el fest ¢t de
Student..

n: numerco de células.

OD+: activacion ortodromica. OD-: inhibicidn ortedromica. NR:
Ausencia de respuesta.

En el grupo control, 2 células exhibieron una respuesta
OD+/~ a la estimulacién de la AMe, constituyendo el 11.1% de
las unidades activadas (0OD+). Su frecuencia de descarga
espontanea era de 8.0021.41 Hz y la duracién del periodo
inhibitorio: 153.00%24.24 ms, No se encontré este tipo de
respuesta en el grupo deprivado socialmente.
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3.4.3. Nicleo paraventricular hipotalamico {NPV).-

Las unidades registradas en el NPV de animales control
(n=9) y de animales aislados (n=7) presentaban frecuencias de
descarga que no eran significativamente diferentes (control:
6.91+3.03 Hz; aislamiento: 3.39+1.20 Hz), comc se muestra en
la Tabla XIV,.

El NPV contiene una poblacidn de neuronas gque secretan
vasopresina vy se caracterizan electrofisicolégicamente por sus
patrones fasicos de descarga eléctrica esponténeaﬁj3ﬁ3, cComo
se ha descrito en la Introduccidén. En el grupo control del
presente estudio registramos 3 unidades gue mostraban dichos
patrones fasicos de actividad de descarga v se trataria, por
tanto, de células magnocelulares vasopresinérgicas. De ellas,
una resultd activada por la estimulacion de la amigdala
medial, otra fué inhibida y la otra no respondidé. En el grupe
mantenido en aislamiento social no identificames ninguna
neurona que disparase fasicamente.

A continuacion nes centraremos en el estudio de las
células del NPV gue no presentaron un patron fasicoc sino
ténico de descarga espontanea {continuo y heterogéneo) y que
se localizaban histeoldégicamente en la division parvocelular
dorsomedial, por su interés para nuestro trabajo, al poder
incluir células CRF-positivas. Todas las células con activi-
dad no-fasica en animales control fueron activadas por la
estimulacién de la AMe {(100%}); en cambio, el aislamiento
social reduijo significativamente (X2:4.97, p<0.05) dicho
porcentaje (42.9%}), incrementando el nimero de células gue
fueron inhibidas (Z28.5%) vy no respondieron (28.6%), como se
representa en la Tabla XIV y Figura 3.16.
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TABLA X1V

Frecuencia de descarga espontanea (f) en Hz de las ceélulas
registradas en el nucleo paraventricular (NPV) con un patrdén
de actividad no-fasica (mediat*E.E.M.), asi como su patrén de
respuesta a la estimulacidén de la AMe (en porcentaje), tanto
en el grupo control como el mantenidc en aislamiento social.

RESPUESTA A LA ESTIMULACION

s | oo op-/NR |
- cam (n=6) | 6.913.03 | 008 0%
A2M (n=7) 3.39%1.20 42.9 3 57.1 5
T et | .05 5

#: test t de Student; $: test de X2,

n.s.: diferencias estadisticamente no significativas. n:
numerco de células.

QD+: activacidn. OD-/NR: células inhibidas o gue no respon-
dieron (En el grupo alslado socialmente, OD-:28.5% y NR:Z8.-
6%} .
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RESPUESTA A LA ESTIMULACION DE LA AMIGDALA MEDIAL

Nicieo paraventricular (céjulas con actividad no-fasica)

100 ( — . aislamiento
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Fig. 3.16.- Distribucidn de las respuestas de células con

patréon de actividad no-fasica del NPV a la estimulacidn de la
amigdala medial en animales control y aislados. OD+: células
activadas orteodromicamente. OD-/NR: células inhibidas o gue
no respondieron a la estimulacidén. E1 aislamiento social
provoctd una disminucion significativa del numerc de células

que fueron activadas, acompaniiada de un incrementc de celulas
OD-/NR (X‘=4.97, p<0.05).
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No se encontraron unidades gue respondieran a la
egtimulacidén de la AMe con una etapa inicial de activacidn
seguida de un periode extenso de inhibicién (OD+/-) ni en
ratas control, ni en aisladas.

En la Tabla XV se representa la profundidad a la que se
encentraban las unidades con actividad no-fasica registradas
en el NPV, la latencia y duracidn de cada tipo de respuesta
a la estimulacién de la AMe, asi como su frecuencia de
descarga espontanea. Las células gue eran activadas tras la
estimulacidon de la AMe, presentaban wuna frecuencia de
descarga espontanea significativamente menor en los animales
aislados que en los control (t=2.09, p<0.05). En el grupo
contrel todas las células registradas en el NPV respondieron
con activacion a la estimulacion de la amigdala medial.
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TABLA XV

Profundidad (mm) a la gque se localizaban las unidades con
actividad no-fasica aisladas en el NPV, frecuencia de
descarga espontanea (f) en Hz, latencia y duracidn (ms) de la
activacién como respuesta a la estimulacidn eléctrica de la
AMe y duracion de dicha respuesta {(ms].

[
| - NPV uggi
Respueste  Varisbles | Controles (n6) | _ Alslados t=7)
0D+ ? Profundidad (mm) ; 7.6410.06 (n=6) ! 7.1840.35 (n=3)
l f (Hz) ? 6.912.53 i 1.0240.50 *
Latencia (ms) . 55.83£32.58 2 127.3:143.0

Duracion {(ms) 189.17¢100.74  102.0:109.3

e

oD- Profundidad (mm) (n=0) | 7.5120.37 (n=2)
i £ (Hz) 2 — ; 2.3020.99 %
t Latencia (ms) ; - é 10.0+0.0
{Duracién {ms) ; —_— g 127.5+17.7

NR l Profundidad (mm) {(n=0)} é T.67+0.26 {n=2;_
f (Hz) f _ : 8.25:1.06

Los datos representan mediaterror estandar de la media.

n: numero de células.

Analisis estadistico de los datos mediante el test t de
Student (* p<0.05).

OD+: activacidn ortodromica.
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3.5.- EFECTQOS DEL AISLAMIENTO SOCIAL SOBRE EL CAMPO
DENDRITICO DE NEURONAS DEL AREA PREQPTICA.-

Una vez constatada la existencia de alteraciocnes en la
actividad eléctrica espontanea y, sobre todo, en la respuesta
a la estimulacién de la amigdala de las neuronas del area
predptica, asi como del micleo paraventricular, nos propusi-
mos identificar cuantitativamente si dichas alteraciones
estaban relacionadas con cambios en la sinaptologia neuronal.
Para ello, realizamos un estudic en el campoc dendritico de
neuronas del Area predptica tras la situacidn de deprivaciodn
social, yva gque como se ha visto en el planteamiento del
presente estudio, pueden estar implicadas en la regulacion de
la actividad del eje HHA a través de sus eferencias al nucleo
paraventricular.

3.5.1.- Area predptica medial. Densidad de espinas
dendriticas en neuropas del APM-ST. -

El estudio de cuantificacidn se realizo sobre 1las
espinas de dendritas orientadas perpendicularmente a 1la
estria terminalis en neurcnas del 4drea predptica medial
estrial (APM-S8T; Fig. 3.17). Como dato se utilizé el
cociente: numeroc de espinas/mm de dendrita.

Como puede apreciarse en la Tabla XVI, Jlcos animales
alslades presentaban una densidad media de espinas
dendriticas significativamente superior a su respectivo grupo
control en las neurcnas del APM-ST (t=2.5%6, p<0.05}.
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TABLA XVI

Numero de espinas/mm en dendritas orientadas de neuronas del
APM-ST en animales control y aislados (mediatE.E.M.).

e/mm
CZM 217.36x10.86
AZM 267.88+16.47

t=2.56, p<0.05

n= 34 dendritas/grupc experimental
Analisis estadistico mediante el test t de Student.

3.4.2.- Area pre6ptica lateral. Cuantificacién del
campo dendritico de una poblacién homogénea de
neuronas.-

Como se ha dicho con anterioridad, el tipo neuronal
estudiado corresponde a una poblacidon homogénea de neurocnas
situadas en la region rostral del &drea predptica lateral
(APL), localizadas anteriormente al c¢ruce de la comisura
anterior. Dado que dicho tipo neuronal ne ha sido definido
previamente, al mencs de forma expresa, en este A&rea
trataremos, en primer lugar y de un modo detallado, sobre sus
caracteristicas diferenciales, estudiadas mediante el método
de Golgi.

3.5.2.a.- Estudio descriptivo del 1ip¢ neuro-
nal estudiado: neurconas multipolares rostra-
les. -

Dentro del APO, ¥ siguiendo los criterios anatomicos
descritos en el apartadoe de Material y Métodos para delimitar
el APL, cenitramos nuestra atencidn en un tipo neuronal que
aparece a lo largo de 600-800 um en direccion rostrocaudal,
entre el limite rostral del APL y el cruce de la comisura
anterior, gue supone el limite caudal.

Se trata de un &re2 muy rica en fibras, en la cual la
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poblacidn dominante es 1la estudiada por nosotros
(aproximadamente el 45% de las existentes)} pero donde,
ademas, aparecen de forma dispersa otras celulas de
diferentes tamafos v formas (Bleier v col., 1979).

La poblacidn neuronal delimitada en este estudio dentro
del APL rostral estaba constituida por unas pequefias neuronas
multipolares {(de 3 a 4 troncos dendriticos por neurona, en
algunos casos 2] de soma polimorfo (con gran abundancia de
somas redondeados) vy 15 um de diametro, aproximadamente
(Figura 3.18A ¥ B). Presentan prolongaciones dendriticas
finas vy de trayecto bastante rectilinec, aundque en algunos
casos se encueniran zonas de curvatura. El campo dendritico
gue describen, de forma eliptica o circular, oscila entre
200-300 um de diametro., Las dendritas desarrocollan, en
general, pocas espinas dendriticas, las cuales son
pedunculadas y aparecen dispuestas perpendicularmente a la
dendrita.

La ramificacion del campo dendritico es, en general, mas
abundante que en otros tipos neuronales del APL. Siguiendo un
griterio centrifugo (ver apartade de Material vy Métodos), los
Oordenes de rama 1, 2 y 3 eran los mas abundantes (85.5%),
seguidos de los oOrdenes 4 (11%) y 5 (2%), mientras que los
Oordenes 6, 7 u B aparecian de forma muy escasa (0.5%). Los
axones eran dificilmente observables en nuestras prepara-
ciones, pudiendo constatarse sSu insercion en el soma o en
dendritas proximales. En alguna ocasion se visualizé alguna
ramificacién temprana en los mismos.

La frecuencia de aparicicon de este tipc neuronal sigue
un gradiente rostrocaudal, de tal forma que caudalmente al
cruce de la comisura anterior estas neuronas se hacen muy
escasas o0 no existen.

Este tipo de neuronas, gue mantenia las caracteristicas
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 mas caudales del APL yv en el AHL
{ver apartado de Discusidn).
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3.5.2.b.- Efectos del aislamiento social sobre las
neurconas multipolares rostrales del APL.-

— Numerc de espinas dendriticas/mm de tronco
dendritico

Como se muestra en la Tabla XVII, el aislamiento social
produjo un incremento significativo de la densidad de espinas
dendriticas en las neuronas del APL en comparacién con la
situacidn control (t=7.53, p<0.01).

TABLA XVII

Nimero de espinas dendriticas/mm de tronco dendritico (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<0.01
n= 30 troncos dendriticos/grupo experimental
Andlisis estadistico de los datos mediante el test ¢ de Stu-
dent.

- Caracteristicas cuantitativas del
campe dendritico.

a} Variables métricas.

En la Tabla XVIiII1 se representan los datos
correspondientes a longitud total de la arborizacidn
dendritica por neurona y por tronco dendritico, asi como la
longitud terminal-soma por arbel dendritice. No se obtuviercn
diferencias estadisticamente significativas entre animales
contral vy ails:adas o Cnanbto a estas variables se refiere
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(longitud por neurona: t©=0.83, n.s.; longitud por tronco
dendritico: t=1.27, n.s.; longitud terminal-soma: t=0.81,
n.s.j.

TABLA XVIIJ

Longitud de la arborizacidn dendritica por neurona y por
tronce dendritico, asi como longitud terminal-soma en um
(mediazE.E.M.) de las neuronas multipolares rostrales del
darea pretdptica lateral de animales contrel v aislades
socialmente.

POR NEURONA

POR TRONCO TERMINAL-SOMA

DENDRITICO
CONTROL  1065.2463.6  235.6+14.4  120.2¢2.9
AISLADOS  1153.6%76.0  265.4%11.7  116.9:2.6
77777 - t=0.83, n.s. t=1.27, n.s.gw£:b.él,-;:éj “

Analisis estadistico de los datos mediante el test t de
Student.

n=30 neuronas para la medicidn de la longitud total de la
arborizacidn dendritica v n=30 troncos dendriticos (l/neuro-
na) para la longitud por tronco dendritico. Para la longitud
terminal-soma, en controles n=69 terminales y en aislados
n=76 terminales.

n.s.: Diferenc:»s nu 2ignificativas.

b) Grado de ramificacién dendriti-
ca de las neuronas del APL.

Tal y como se explico en Material y Métodos, el
parametro indicative del grado de ramificacidén neuronal fué
el nuamero de ramas dendriticas de los diferentes ¢érdenes, de
acuerdo con un criterio centrifugeo. Los resultades se
utilizaron en forma de frecuencias absoclutas para el analisis
estadistico y en forma de frecuencia relativa para la
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representacion grafica en el diagrama de barras de la Figura
3.19. Como se muestra en ella, los 6rdenes mas abundantes de
ramas en ambas situaciones experimentales eran el 2 y el 3,
Una vez realizado el test de szara comparar las frecuencias
absolutas de ramas de los distintos Ordenes entre el grupo
control y el scometide a aislamiento social, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas (X2:32.49,
p<0.01) entre ambas situaciones experimentales. Asi,
podriamos establecer gue el aislamiento social provoca una
disminucidn en la frecuencia de aparicicén de ramas de o6rdenes
bajeos (1 yv 2) de las neuronas del APL, mientras gque aumenta
la frecuencia de ramas de ordenes altos {(concretamente, las
correspondientes a Jlos Ordenes 4 y 5). Estos resultados
reflejan, por lo tanto, un aumento significativo de 1la
ramificacion en la situacidon de aislamiento, en comparacidn
con la situacion control.
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RAMIFICACION DE NEURONAS DEL APL
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Figura 3.18.- Frecuencia relativa de ramas de los diferentes
ordenes en neuronas del APL. C2ZM: grupe control de 75 dias de
edad; A2M: animales aislados durante 2 meses desde el destete
a los 15 dias de edad (75 dias de edad).

Tras el analisis estadistico de los datos mediante el test de
X’ se encontrd un incremento significativo de ramificacidn en
el grupo A2M respecto del C2M (X%=32.49, p<0.01). n=30
neuronas.
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¢} Densidad dendritica en torno al
soma neuronal.

El estudio se llevd a cabo mediante la cuantificacidn de
las intersecciones de lag dendritas con esferas imaginarias
concéntricas de radios crecientes de 20 um a partir del soma
neuronal, tal como se describia en el apartado de Material y
Métodos.

La Figura 3.20 representa el valor medic de
intersecciones (zE.E.M.) con cada esfera concéntrica de Sholl
por neurona en los dos grupos estudiados: AZM yv C2ZM., En ella
se aprecia un aumento de la densidad neuronal en torno al
soma en los animales aisladeos respecto de los controles de la
misma edad, concretamente entre 40-100pum de distancia al
soma.

No obstante, la comparacion estadistica global de los
datos de ambas condiciones experimentales mediante un ANOVA
de doble wvia ngo detectd diferencias estadisticamente
significativas (FH&&:2'616’ n.s.), por lo cual no se
procedid a realizar ningun tipo de analisis a posteriori

De todo este grupo de resultades puede concluirse que
las neuronas multipolares rostrales experimentan un fuerte
incremento en su densidad de espinas dendriticas y un aumento
mas moderado {significative o no, segun la wvariable
estudiada) de su ramificacidn dendritica.
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DENSIDAD CENDRITICA EN TORNG AL SOMA NEURONAL (AFL)
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Figura 3.19.- Comparacidn de la densidad dendritica en torno
al soma neuronal (mediazE.E.M.) de las células estudiadas en

el APL de la rata, entre el grupo control (CZM} vy el criado
en aislamiento social (ARZM).

Comparacién de los datos mediante analisis de varianza de
doble via {F=2.616, n.s.). n.s.: diferencias no significati-
vas. {iiifalta por representar en la figura de HG3 el error
estandar de cada media!!!). n=30 neuronas.
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4. Discusion

PLANTEAMIENTO GENERAL.-

De acuerdo con los objetives expuestos ern la
Introduccién, hemos intentado definir, mediante un abordaje
multidisciplinario, las alteraciones morfo-funcionales que
una situacién de aislamiento social prematuro y prolongado
puede provocar en determinados centros del eje limbico-
hipotalamico-hipofisario-adrenal (LHHA).

Las caracteristicas de este sistema son complejas y sus
procesos de plasticidad frente a condiciones experimentales
requieren un estudic de tipo integrade. Ademas, debido a gque
el eje LHHA esta constituidoe por maltiples centros
funcionalmente interdependientes es necesario centrar el
estudio en aquél o agquéllos niveles gque puedan ser mas
importantes. Esto hace que la bibklicgrafia sea heterogénea en
cuanto a los centros estudiados, asi como en lo referente a
los tipos de situacidn experimental, lo cual, como vamos a
var, condiciona enormemente los resultadoes.

Por ello, la Discusion va a desarrollarse sgun el
siguiente esguema:

- En primer lugar ze veas:izara ung Discusion parcial por
apartados, intentando llegar a conclusiones validas en cada
une de 1los blogues de resultados obtenidos con  una
determinada técnica o respecto a un determinado parametro.

- Posteriormente, y de forma progresiva, se hard una
Discusion global, en la que se integren las conclusiones
parciales para llegar a una interpretacién conjunta. En esta
etapa nos moveremes, €n gran parte, a nivel de hipdtesis,
susceptibles de ser contrastadas en estudios posteriores.

4.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANIMALES.-

Antes de pasar a comentar los resultados obtenidos en
parametros neuroendocrinos, electrofisicldégicos o)
estructurales relacionados directamente con el eje LHHA,
vamos a considerar aguéllos otros implicados en ciertas
caracteristicas bDbiologicas de los animales tales como el
desarrollo corpo:ai . naesta, actividad, ete.

122



4. Discusion

4.1.1.- Alteraciones comportamentales.-

E1 comportamiento y la fisiologia del animal adulto
estan determinados, en parte, por las relaciones sociales que
establecen las crias con la madre y los compafieros de camada.

En el caso de mamiferos sociales superiores, como los
primates se ha comprobado que la experiencia de la separacion
prolongada de las madres suele provocar graves alteraciones
comportamentales vy sintomas de depresién (Harlow,H.F.,
Zimmermann,R.R. (1959). Affectional responses in the infant
monkey. Science 130:421-432; Harlow y col., 1965 en Kandel;
Scott et al., 1973). Existen también evidencias de gque la
pérdida permanente de los padres durante la infancia provoca
graves reacciones depresivas en humanos (Spitz, 1940: en
libro Kandel:; Heinicke, 1973 en Garzdn y col., 1979-21).
Aunque los datos son algo contradictorios en rata, parece
existir un acuerdo general al considerar gue el aislamiento
social a lo largo del proceso del desarrcllo (antes del
destete, o0 desde el momento del destete) y durante largos
periocdos de tiempo, provoca importantes alteraciones
comportamentales vy neurcendocrinas de cardcter duraderc
(Hatch y col., 1963-18; Hatch vy col., 1965-17; Baer, 1971-2
de paperelcisol; Morgan y col, 1975-40 de elcisolpap; Garzon
y col., 1979-21; Garzdn y del Rio, 1981-23; Holson y col.,
1988-53) que han sido caracterizadas, en algunos casos, como
un "sindrome depresivo” (Garzdén y col., 1979-21; Garzon y del
Rio, 1981-23}.

Segin el modelo de depresicn experimental de Garzon y

col. (1979-21), el aislamiento social en ratas durante 9-10
meses desde ios 16-18 dias de edad, producia un sindrome
comportamental caracterizado por la existencia de

hiperactividad locomotora an campoc abierto Y mayor
reactividad frente al experimentador, sindrome gue podia
blogquearse selectivamente mediante 1la administracién de
antidepresivos,

Las condiciones experimentales utilizadas en nuestro
estudio estdn basadas en este modelo de Garzdn v col. (1979-

21}, aunque reduciendo la duracion del aislamientc social a
un periodo de 2 meses. El1 motivo de dar por buena esta
modificacidén »avae nuanstiros propositos estd en que las
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alteraciones comportamentales descritas por estos autores
eran detectables va desde las 6 semanas de aislamiento
(Garzén vy del Rio, 1981-23), aungue el sindrome de
hiperactividad locomotora se hacia significativo, permanente
y estable a partir de los 10 meses de aislamiento. Ademas, en
otros modeleos de aislamiento social gque se realizan a partir
del destete se encontraba este tipo de alteracién a las 6-8
semanas del aislamiento (Weinstock y col., 1978-9; Syme,
1973: en Garzén y col., 1981; Jones y col, ?7?-48; Koch y
Arnold, 1972-60; Morgan y col., 1975-62}. Sin embargo, cuando
el aislamiento social prolongadce se aplica a partir de los
dos meses de edad de la rata, nc se producen diferencias
entre la actividad en campo abierto de ratas control vy
aisladas (Garzdn y del Rio, 1981-23). De acuerde con esto,
parece que la induccidn del aislamiento en el periodo critico
pre-destete provoca alteraciones profundas en las estructuras
vy circuitos cerebrales que se expresan en forma de
alteraciones comportamentales pero que, lédgicamente, deben ir
acompanadas de numeroses cambics en toda una serie de
parametros del eje LHHA obieto de nuestrc estudic. Desde este
punto de vista, el proceso seguide en este trabajo nos
parecia adecuado considerando, por otra parte, la
simplificacion que suponia un acortamiento tan importante del
periodo de estudio.

Segun las observaciones realizadas en nuestro trabajo,
los animales aislados presentaban evidentes sintomas de
nerviosismo y mayor reactividad cuando eran manipulados por
el experimentador, mostrando, ademas, mas actividad
locomotora gque los animales control cuando se las sometid al
ambiente novel gue suponia la jaula de pesaje. Esta excesiva
reactividad al manejo por parte del experimentador v 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, 1973; Thoa y col.,
1977-51; Einon y Morgan, 1978; Gentsch y col., 1988-354),
denominandose a esta situacion "sindrome de estrés por
aislamiente". Este tipo de desdrdenes de actividad se han
encontrado también en humanos 2% parecen deberse,
parcialmente, a influencias sociales. Tales cuadros son
denominados clinicamente: Desorden de Hiperactividad vy
Déficit de Atencién (Roth y col, 1992: Zeitschrift fiir Med.
Psych. ).
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Existen varias hipotesis que intentan explicar la base
de las alteraciones comportamentales producidas por la cria
en aislamiento social. Por una parte, existen
interpretaciones como las de Thoa y ccl. (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  hipbtesis, se ha propuesto que la
hiperactividad detectada tras el aislamiento social,
concretamente en estudios de campo abierto, refleja en
realidad una menor reaccidén 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 podria representar una "desconcentracién” o actividad
mas dispersa del animal gue no facilite, sino que mas bien
inhiba el reconocimiento adecuado del ambiente y de su
posible adversidad (13 de bH4-tesis).

En relacién con las alteraciones comportamentales

degscritas en animales aislados, sSe han encontrado
alteraciones neuroguimicas subyacentes como, por ejemplo, en
los ciertos sistemas dopaminérgicos (Guisado y col., 1980)
vy/0 serotonérgicos centrales (Grece y c¢ol., 1989). La
existencia de estos procesos dia una idea de "plasticidad" a
nivel neurogquimico durante el aislamiento, pero los

resultados existentes son demasiado payciales como para
implicar circuitos concretos en relacidn con la determinacién
del comportamiento.

Concluyende 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 gue esta de acuerdo con la biblicgrafia al respecto.
Dicho sindrome pensamos que debera establecerse sobre la base
de alteraciones en los procescs de maduracicén y desarrcllo
neuronal.

4.1.2.~ Pesc corporal. Ingesta y consumo de agua.

Una segunda caracteristica analizada en este estudio fué
el efecto del aislamiento sobre el desarrcllo corporal, la
ingesta y el consumo de agua de los animales.

El aislamiento social prematuro y prolongade no produijo
alteraciones en el peso corporal de los animales, lo cual es
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coherente con los resultados de consumo diaric de comida y
agua, gue tampoco varian en los intervalos estudiados en
nuestros animales. Por tanto, puede decirse dgue no se
produjeron patrones de crecimiento anormal durante el
aislamiento v 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; Adelil
y col., 1990; Armario ¥ col., 1990; Gamallo y col, 1986-300;
i iPEDIR VICTOR PUBLICACIONES TABLAS PANLAB!!).

Un aspecto importante a comentar sobre estos resultados es
gque la dieta de los animales aislados fué suplementada con
leche desde el momento del aislamiento (a los 15 dias de
edad) hasta la época de destete de sus compafieros control (a
los 21 dias de edad), para evitar problemas de malnutriciodn
vy, dentro de 1lo posible, de diferencia de calidad del
alimento ingerido durante este periode. Este hecho es
relevante para nuestro estudio, ya que se ha comprobado que
ia ingesta de leche regula los cambios fisioldgicos que
produce la separacidn materna en las crias de rata de 2
semanas de edad {(Hofer, 1973-43) v puede tener un papel en
los efectos de la deprivacidon materna sobre la respuesta
hipofisaria-adrenal al estrés (Stanton v c¢el., 1988:Behav
Neurosci 102). Por otra parte, la nutricidn, especialmente en
fases tempranas del desarrcllo tiene efectos sobre el
desarrcllo neuronal v 1a sinaptologia de determinados centros
nerviosos (Salas y col., 1974:en tesis Fernande), por lo cual
era importante normalizar al maximo este aspectc en los
animales experimentales.

Otro aspecto a tener en cuenta es el hecho de gue no
hemos realizado el sequimiento de pesos a distintas edades de
loes animales aislados para no alterar de ningin modo las
condicicones experimentales.

Como puede apreciarse en el cuadro 1, no existe
homogeneidad en la biblicografia en cuanto a los efectos que
provoca el aislamiento social prolongado desde épocas
tempranas de la vida scobre el pesco corporal del animal
adultc. Esta marcada variabilidad entre estudios puede ser
atribuida a diferencias de las condiciones experimentales
durante el aislamiento en los distintos trabajos. En esta
situacidn puede influir la edad a al gque se produce el

:

destete y, conscruenianonte, el comienzo del aislamiento, que
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oscila entre 21-28 dias de edad en la bibliografia
consultada.

El aislamiento produce, en la mayoria de los casos, un
incremento de ingesta en los animales gue puede ir © no
asociado con un incremento de pesc corperal (Theoa y col,
1977-51; Morgan y c¢ol, 1975-62; Morgan y Einon, 1977-267;
Morinan y Leonard, 1980-3; Miller y <col, 1971-59). La
informacién relativa al consumg de agua es mucho mas escasa,
de modo gue se pueden extraer aidin menos conclusiones al
respecto.

Dado que la cria en aislamientco social ha sido considerada
una situacion estresante para el animal (Hatch y col, 1965-
17; Baer, 1971-305}), hemos incluido en el cuadro, ademas de
resultados de ciertos trabajcs de aislamiento, trabajos sobre
los efectos de distintos tipos de estrés crénico sobre el
pesoc 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 cronico sobre
al peso corporal que, en la mayoria de los casos, esta
relacionado con una disminucién de la ingesta alimenticia. En
los casos en los que la ingesta de alimento es similar gue en
animales control, el incremento de los niveles basales de B
gque se produce normalmente es estas situaciones de estres
cronico podria ser responsable de la reduccidn del peso
corporal, bien directamente debido a una accidn catabdlica de
los gluceccorticoides (Munck y cecl, 1984-en Meaney y col,
1991; Baxter y Tyrrell, 1987-en Meaney y col, 1991; 36 v 137-
de Van de Kar y col., 1991-7; Danowski, 1962 en Hatch y col.,

(1965-17); 1 iREVISIONES O REFERENCIAS CLASICAS DE EFECTOS
GC!!) o bien indirectamente, mediante la inhibicidén de 1la
secrecion de hormona de crecimiento (Wexler, 1980-

306iTiMASI!IL) .

Integrando todo 1lo comentado en este apartado v
cemparando los resulfados de aislamiento con los efectos que
produce el estrés crdnico, la situacidn estudiada por
nosotros parece suponer una alteracidn experimental
"moderada'", va gque noe tiene efectos sobre wvariables
relacionadas con el desarrollo corporal.
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4.1.3.- Manifestaciones patoldgicas.-

Para concluir este capitulo dedicado a comentar el
estado general de 1los animales durante el periodo de
aislamiento social hay gque sefialar la existencia, en algunos
casos, de ciertas manifestaciones patoldégicas exclusivamente
en el grupo experimental.

Asi, pudimos encontrar sintomas de parasitosis externas,
ulceracion de mucosas, calvas vy 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, podria indicar una situacion
alterada del sistema inmune.

La ideas de gue el estrés, debido a las variacicnes gue
origina en los niveles circulantes de corticeosterona, pueda
afectar la funcidén inmunitaria fué va enunciada por Selye
{1950), existiendo una abundante bibliografia al respecto gue
asi lo confirma, pero en la cual no vames a entrar vya que
excede los objetivos del presente trabajo.

Sin embargo, teniendo en cuenta la consideracidn de autores
como Stein y col (1985: J Immunology 13%) o Klein y col.
{1992-52) de gque el efecto del estres repetido sobre el
sistema inmune depende de la naturaleza, duracidn e
intensidad del estimulo estresante, asi como de las
caracteristicas sociales de la especie estudiada, vamos a
comentar alguncs datos no publicados obtenides en nuestros
mismos animales aislados, dentro de una colaboracidn con otro
equipo de investigacion del Departamento de Biologia Celular
de la Facultad de Ciencias Bioldégicas de la Universidad
Complutense de Madrid. Segun 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 1los 2 meses de
aislamiento, mientras que las IgM no varian). Del mismo modo,
se han detectado alteraciones en la histologia del bazo, etc
(Leceta, 1993, comunicacion personal). Estos resultados estéan
de acuerdo con alteraciones inmunecldégicas encontradas en
monos ardilla aislados de la madre y de los compafiercs de
camada, donde la alteracidn mas impertante es la disminucién
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de niveles de IgG a los 7 dias del aislamiento, siendo mucho
menor la de IgA e IgM. En este caso, los niveles volvian a
los valores normales a los 14 dias del aislamiento social,
sugiriéndose gque el efecto de 1la separacidn sobre las
inmunoglobulinas era transitoria (Coe y col, 1985).

Estos resultados, gque necesitan un analisis mas profundo,
apoyan la idea de la existencia de una alteracidn inmunitaria
durante la situacion de aislamiento, la cual peodria estar
mediada, en mayor o menor medida, por los niveles circulantes
de corticosterona y, por tanto, quizas sea dependiente de la
funciconalidad del eje LHHA,

La conclusion final que se puede obtener de estos tres
primeros apartados es gue los animales destetados
prematuramente {(a los 15 dias de edad) vy aislados durante 60
dias, muestran una situacidn bioldgica levemente alterada
dentro de un cuadro tradicionalmente denominado "sindrome de
estrés por aislamiento". Este sindrome deberia estar
determinado por alteraciones en el funcionamiento del eje HHA
que repercutirian en distintos parametres dependientes del
mismo, los cuales son objeto de discusidn en los apartados
siguientes.

4.2. ACTIVIDAD ADRENOCORTICAL.-

Comc hemos comentado anteriormente, la cria en
aislamiento social de un animal normalmenie gregarioc, como la
rata, produce un sindrome comportamental caracterizado por el
incremento de reactividad del animal, incluyendo la aparicidn
de hiperactividad ante la novedad del ambiente. Estas
alteraciones comportamentales, juntc con la existencia de
endocrinopatias, dieron lugar a gue se acufiara el término
"sindrome de estrés por aislamiento" {(Hatch v col., 1963-18;
Baer, 1971-305 i(ianadir otros clasicos!!). Sin embargo, la
investigacidn posterior de los aspectos fisiolégicos del
sindrome de aislamiento no ha conseguidce dar validez a este
concepto de "estrés", aunque existen evidencias de
alteraciones neurcendocrinas, concretamente de la actividad
adrenocortical de los animales aislados (Hatch v col., 1965~
i7; Gamallo v col., 1986-13; Genstch y col., 1881-12 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 glandulas adrenales y del timo,

Ahmbos tipos de parametros se utilizan generalmente como
indicadores de la funcidn adrenal (Hennessy y Levine, 1378-en
Armario y col., 1990-10tesis; Levin y col, 1987; Aguilera y
col, 1993; Klein y c¢ol, 1992-52;). Por otra parte, tambien
analizamos el peso de los testiculosg, comc indicador de
alteraciones en la funcidn gonadal, gque resulta suprimida por
el estrés (Brain, 1972-6 de 306 de tesis; iimds referencias
clasicas de alteraciones de gdénadas por B!!).

La corticosterona plasmatica es un producto final de la
activacion del eje hipotalamo-~hipofisis-adrenal (HHA), de
modo que, come se ha descrite en Introduccicén, la exposicidn
del animal a distintos agentes estresantes provoca la
secrecidn de corticosterona por las glandulas adrenales. E1
incremento de concentracidn de B que se produce en plasma,
ademas, un indice muy sensible de la liberacién de ACTH
(Barrett vy Stockham, 1963), todo 1lo cual hace de la
corticosterona un marcador muy sensible de la respuesta al
estres.

En nuestro trabajo, las valoraciones de B se realizaron en
dos situacicones fisioldgicas diferentes: situacion basal y
respuesta a 15’ de estrés agudo por inmovilizacidn, ya que la
actividad basal de eje HHA puede aparecer relativamente
normal tras ciertas situaciones experimentales, mientras que
puede resultar alterada la respuesta al estrés, que supone
una situacidn fisioldgica diferente del eje. Se ha comprobado
gue las consecuencias comportamentales y fisioldgicas a largo
plazo de las experiencias sociales tempranas, se expresan con
mds probabilidad bajo condicicones que implican algun grado de
novedad o desafio, situaciones gue son estresantes v tienden
a provocar reacciones emocionales (Moore, 1968; Plaut vy
Grota, 1971). En ausencia de estrés, en cambio, los patrones
comporiamentales y fisioldgicos atribuibles a experiencias
sociales tempranas diferentes estén probablemente
enmascaradas.

Ademds de 1los niveles circulantes de corticosterona, 1los
pesos de las glandulas endocrinas pueden suministrar
evidencias de estreés créniceo en una situacidn experimental.
Asi, cuando se scmete el eje HHA a una activacion prolongada,
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el incremento de los niveles plasmaticos de corticosterona
resultante provoca involucion timica, incrementc en el peso
de las capsulas suprarrenales y supresidén de la funciodn
reproductora (Selye, 1936-1 de Klein y col, 1992; Brain,
1972-6 de 306 de tesis; Levin y col, 1987; 6-de Scribner vy
col, 1991-34; Scribner, 1991-34; Klein vy col, 1992;
Christian, 1971-1 de Rivier y col, 1986}.

Por todo ello, resulta conveniente realizar la discusiton
conjunta de los resultados de los niveles plasmaticeos de B y
de los pesos de glandulas adrenales vy time, con el fin de
obtener una vision de conjunto de los cambios provocados por
el aislamiento social en la actividad adrenocortical. Los
resultados relativos a los pesos de testiculos seran
comentados mas adelante.

4.2.1. Niveles circulantes de corticosterona. Peso
de la gléndulas adrenales y timo.

Los niveles circulantes de corticosterona obtenidos en
nuestro estudio se encuentran dentro de los rangos descritos
en la bibliografia para ratas de esta edad (75 dias}, tanto
en situacién basal (Swanson y Simmons, 1989; Greco y col.,
1989; Viveros y col., 1988; Meaney vy col., 1992, 44D), como
en respuesta a 15' de inmovilizacidn (Orr v col., 1990-tesis;
Aguilera y col., 1993; Saavedra y col., 1979-64). Hay gue
destacar aqui gue existe una gran variabilidad en los niveles
basales de corticosterona en plasma descritos en 1la
bibliografia en animales control. Las diferencias entre
estudios se pueden explican, fundamentalmente, por el hecho
de gue la toma de muestras se realiza en distintas fases del
ritme circadiano. En nuestro trabaio hacemos notar que los
niveles basales son los correspondientes a la fase oscura del
ritmo circadiano ("luces apagadas"), que corresponde con el
periode de actividad de la rata, de modo gque 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)} (Bartova, 1968-32;
Kant y col., 1988; Swanson y Simmons, 1989-28; Aguilera y
col., 1993-1; Yates et al, 196l-en Barrett y Scockham, 1963).
Por otra parte, el incremento de los niveles circulantes de
corticosterona que se produjo en respuesta al estrés agudo
por inmovilizacidn entra dentro del rango correspondiente a

131



4, Discusion

la secrecidén dJde corticosterona en respuesta a un estrés
moderado (Akana y col,., 1988, en Swanson y Simmons, 1989).
Nuestros resultados son también coincidentes con los de la
bibliografia en cuantec a los pesos relativeos de glandulas
adrenales v timo en ratas control {(Hatch y col., 1965-17;
Gamallo y col. 1986-13; Holson y col., 1991-2; Aguilera y
col., 1993-1)

Como mostramos en el capitulo de Resultados la cria en
aislamiento social desde fases tempranas de la vida de 1la
rata provocd en el animal adulto una disminucion de 1la

concentracion plasmatica de B, tanto en situacidn basal, como
en respuesta a 15' de estrés por inmovilizacidn, siempre en
comparacion con el grupo criado socialmente. Esta reduccidn
de log niveles circulantes de B indica la existencia de una
actividad adrenccortical disminuida en ambas situaciones
fisioldgicas.

Aungue en los animales aislados no varid significativamente
el peso relativo de las glandulas adrenales, el peso del timo
de los animales aislados resulto incrementado. Este
incremento es coherente con la disminucion de concentracidn
de corticostercha en plasma encontrada en los animales
aislados ya gque, como se ha mencionado anteriormente, 1las
concentraciones de B son impeortantes en la regulacidn del
peso fresco del timo (Selye, 1936-1 de Klein v col, 1992;
Levin y col, 1987; 6-de Scribner y col, 1991-34; Scribner,
1991-34). Estos efectos estan relacionados con la existencia
de receptores para glucocorticoides en este 6rganc linfoide
(McGimsey y col, (1991-106).

La discusion de estos resultados vamos a hacerla en relacidén
con trabajos previos de aislamiento existentes en la
biblicografia, asi como con otros trabajos de estres cronico,
en los cuales se manifiestan también alteraciones en la
secrecidn adrenccertical normal. Con ello pretendemos
realizar una caracterizacion lo mas completa posible de las
alteraciones encontradas en nuestro modelo, asi como
establecer una interpretacidn hipotética de 1los posibles
mecanismos a nivel del eje HHA gue 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 gque 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, 1992-305), otros no obtienen
diferencias entre el grupco aislado y el contrel {(Gentsch vy
col., 1981-303; Gentsch y col., 1986-12 de 54 de tesis;
Holson v col., 1991-2; Morinan y Leconard, 1980-13; Hatch y
col., 1965-17; Viveros y col, 1988-36; Benton y col, 1978~
306; Iglesias vy col., 1991-47; Plaut y Grota, 1971-19; Irwin
v col., 1986-20). Por ultimo, y de de un modo acorde con
nuestros resultados, también existen trabajos gue detectan
disminucioén de 1logs niveles circulantes de corticosterona
{(Brain y Nowell, 1971-9 de 306; 24 y 31 de Holson y cel.,
1988-53). 4Como puede explicarse esta variabilidad de
resultados?. Holson y col. (1988-53) comentan un factor
importante a considerar; en su trabajo ellos detectan una
disminuciodon de los niveles basales de B (de 100ng/ml en

contreoles a unos 70 ng/ml en aislados) en la fase diurna,
aungue sin alcanzar la significacion estadistica, y sugieren
que esta tendencia diurna podria traducirse en diferencias
mas evidentes durante la fase oscura del ritmo circadianco.
Por tanto, cabe pensar que aquellos trabajos gue no detectan
variaciones en los niveles basales de B en fase diurna, si
podrian detectarlos en forma de disminucion durante la fase
oscura, del mismo modo gue lo obtenido en este trabajo.

En cambic, el aislamiento social no afecta, en general, el
pesc de las glandulas adrenales. De acuerdc con ello,
nosotros tampoco obtuvimos variaciones en los pesos de las
adrenales de los animales aislados, lo cual indica dque las
alteraciones causadas por el aislamiento en la actividad
adrenocortical no han sido demasiado graves, ya gue no se ha
producide hipertrofia ni atrofia en estas glandulas
endocrinas.

Por otra parte, ya se ha comentado anteriormente que el timo
es un organo muy sensible a las alteraciones de los niveles
circulantes de B, de modo que resulta coherente que, tal ¥y
como se muestra en el cuadro 2, los trabaios que obtienen
alteracicnes en la concentracion plasmatica basal de B 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 mas
intenso que sobre los niveles basales de B (ver cuadre 2), lo

cual parece deberse a que las alteraciones sociales
tempranas provocan cambios funcionales que se hacen mas
patentes bajo condiciones que implican algun grado de desafio
para el animal (Plaut y Grota, 1971), como ya ha sido
comentado anteriormente.

De nuevo, el efecto del aislamiento social sobre la respuesta
adrenccortical al estrés, aungue mas homegéneo que sobre los
niveles basales de B, es distinto en los diferentes trabajos.
Asi, mientras existen algunos trabajos que encuentran un
incremento de respuesta en los animales aislados (Holson y
col., 1991-2; Suomi, 1991-40; idiMoore, 1968, i1iBUSCAR!!12?72),
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 idltimc, también existen evidencias de
gque el aislamiento social no provoca cambios en la respuesta
al estrés (Holson vy col., 1991-2; Irwin y ccl, 1986-20).

Es interesante precisar que pueden haber existido diferencias
en las condiciones experimentales durante el aislamientoc
social gue expligquen la gran variabilidad de resultados
constatada. En este sentido, hemos encontrado tres elementos
gque pueden ser especialmente determinantes: a) el nivel de
estimulos sensoriales recibidos y procesados por el animal
aislado, b} la duracidn del aislamiento social y ¢) la edad
a la gue se inducia dicho aislamiento.

a) En cuanto a la estimulacidn 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 demas animales
de la colonia, asi comoc el contacto con el experimentador
{gue se produce, normalmente, durante la limpieza de las
jaulas). Considerandc gue  pueden exigtiy diferencias
drasticas entre los distintos estudios en relacidén con estas
condiciones de aislamiento, podrian producirse varios tipos
de "sindrome por aislamiento" con caracteristicas distintas.
Agi, el denominado "estrés por aislamiento" (Hatch y col,
1963-18; Baer, 1971-3051i1ji+++!!), caracterizado por una
mayor reactividad del animal aislado a los estimulos
estresantes, se corresponderia con unas condiciocnes de cria
en aislamiento social con una reducciodn drastica de estimulos
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sensoriales. Cuando se ha reproducido este mismo modelo, se
ha encontrado hipersecrecidén de B en respuesta a estimulos
estresantes {(Holson y col, 1991-2). Sin embargo, en los
modelos de aislamiento en los gue la manipulacidén 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), © bien se produce una
reduccioén de la misma (Gentsch y col, 1986-12 de 54 tesis;
Viveros y col, 1988-36; Plaut y Grota, 1971-19). Este ultimo
es el caso de nuestros resultados.

En este sentido, existen evidencias experimentales gue
demuestran que la manipulacién de los animales por el
experimentador desde épocas tempranas de su vida modula la
respuesta del sistema hipdfisis-adrenal al estrés en el
adulto, reduciendo 1la reactividad de 1los animales a los
estimulos estresantes (Meaney y col., 1989-55).

B} En cuanto al factor duracidén del pericodo de
aislamiento social, es especialmente ilustrative el trabajo
de Iglesias v col. (1991}, gque encuentra un incremento en los
niveles circulantes de B cuandc se aislan ratas juveniles

durante 20 dias, mientras que si se prolonga el aislamiento
(40-45 dias) las diferencias con el grupo control
desaparecen. Sugieren, por tanto, que el aislamiento es un
agente estresante gque proveca un incremento en la funcion
adrenal cuando la exposicidn es corta, pero gque en
exposiciones prolongadas provoca un fendmenc de "habituacidén”
(términc que volveremos a comentar mads adelante} a dicho
estres.
Como puede verse, las duraciones de los modelos de
aislamiento recogidos en el cuadre 2 son generalmente
extensas, de modo que la hipdtesis de Iglesias vy col (1991)
podria ser perfectamente aplicada para interpretar 1los
resultados recogidos en €1, asi como los de nuestro trabajo.
c) El tercer factor gque puede intervenir en la
determinacidn de los dieferentes efectos de los diferentes
estudics de aislamiento es el momento de la vida del animal
en el gue se 1inicia el aislamiento social. Es interesante
destacar aqui gue el modelo de aislamiento social utilizado
en nuestro trabajo se desarrolla desde una fase previa al
destete (a los 15 dias de edad)}, mientras gque los demas
trabajos estudian 1los efectos del aislamiento desde el
destete o0 en fase adulta. Se ha comprobade gue la época
previa al destete es una etapa de la wvida de 1la rata
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especialmente sensible al aislamiento social (concretamente
entre los dias 17-18 postnatales), de modo gque las
consecuencias del mismo se reducen mucho cuando se produce a
partir de los 20-21 dias de edad (Yates y col, 1991-268).
Parte de la gran sensibilidad de las crias al ailslamiento
durante esta etapa previa al destete (16-18 dias de edad)
radica en Qgque en estos momentos estan asumiendo la
responsabilidad principal en el mantenimiento del contacto
con la madre, de modo que la deprivacion materna, ademas de
la separacién de los companeros de camada, es altamente
estresante para los animales. Por tanto, hay gque tener en
cuenta gue cuando el aislamiento social se desarrolla desde
esta fase pre-destete aparece un nuevo factor, el factor
"deprivacidén materna", gque no aparece en los modelos de
aislamiento gue se desarrollan a partir del destete.

Se ha visto que la deprivacidn materna {(sumada o0 no al
aislamiento de 1los compafieros de camada) durante cortos
pericdos de tiempo en ratas de 14-18 dias provoca una
elevacidn de los niveles plasmaticos de B (Takahashi y col.,
1991-46; Hennessy vy Weinberg, 1990; Rosenfeld y col., 1891-
58; Stanton y Levine, 1988-27). Esta activacidon de 1la
secrecidn adrenocortical se esta produciendo en unos momentos
en qgue el sistema hipotalamo-hipdfisis-adrenal esta en
desarrclilo {Bartova, 1968; Vazquez y Akil, 1992), de modo gue
puede provocar cambios a distintos niveles del eje si se
mantiene la sobreestimilacidn del sistema. De hecho, se ha
comprobade gque cuando se mantienen elevados los niveles
plasmaticeos de B de las crias de rata desde el nacimiento al
destete, se producen unas alteraciones equivalentes a las
obtenidas por nosctros en 1a actividad adrenocortical,
consistentes en unos niveles basales de B plasma disminuidos
cuando los animalises tienen 75 dias de edad, ademas de que se
reduce también la secrecidn de corticosterona en respuesta al
estrés {Benesovd y Pavlik, 1989-42).

Considerando tedo 1o anterior, podemes pensar que las
alteraciones producidas por la situacidén de aislamiento
utilizada en nuestro estudio podrian ser diferentes
cualitativa v cuantitativamente si el destete no hubiera sido
prematurc, debido al diferente estado de maduracion y de
sensibilidad en que se encontraria el sistema estudiado. En
apoyo a esta hipotesis, se ha demostrado que el sistema HHA
en desarrollo estd fuertemente sujeto a la regulacidn materna
{Stanton y col., 1988-26), de manera gque la deprivacion de la
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madre sufrida por nuestros animales, combinada con el
aislamiento social prolongado, seria responsable del conjunto
de alteraciones gque estamos comentando.

En resumen, puede decirse que el aislamiento social prematuro
vy prolongado utilizado en esta tesis provoca una disminucion
de la actividad adrenccortical, reflejada tanto en la
disminucidén de los niveles basales de B {acompafada de un
aumento paralelo del peso del timo), como en la menor
secrecidén de B en respuesta a estrés por 157 de
inmovilizacidén. La hipotesis explicativa gque planteamos es

que estas alteraciones de la funcidén adrenocortical son el
resultado de la alteracidén del eje HHA en desarrocllo debido,
por una parte, a la deprivacidén materna gue supone el destete
prematuro y, por otra parte, a la cria en aislamiento social
hasta lcgs 75 dias de edad de la rata.

A continuacidn, vamos a discutir nuestros resultades a la luz
de algunos eijemplos experimentales de estrés cronico
(situacitn ésta que afecta la actividad adrenccortical normal
del individuo) ya que, aungue de naturaleza diferente, pueden
resultar ilustrativos para interpretar mejor los mecanismos
subyacentes a los cambios encontrados en animales aislados.
Seqgin los ejemplos recogidos en el cuadro 3, las alteraciones
gue producen lasg distintas situaciones experimentales parecen
mas homogéneas gque las encontradas en los modelos de
alislamiento social anteriormente comentados. Quizas el motivo
sea gque las manipulaciones experimentales se realizan
principalmente en individuos adultos.

La exposicidn constante o repetida a un estimulo estresante
en estos casos provoca, en general, un incremento de los
niveles basales de B, acompafiado de invelucidén timica y
reduccidn del peso coyporal, asi como una mayor secrecidn de
B en respuesta a estrés agudo. Estos tipos de cambios se han
considerado indicadores clasicos de las situaciones de estrés
créonico, vy reflejan wuna ‘“"hiperactividad" del sistema
hipofisario~adrenal en situacién basal, asi comoc una
"sensibilizacion" ante los estimulos estresantes {Scribner y
col., 1991-34; Arymario y col., 1988-38; Pittman y col, 1990-
3; De Goeij y col, 1992-126)

Sin embargc, existen otros trabajos cuya interpretacién no
coincide con {a anterior. Asi, en el cuadro 3 encontramos
también evidencias de que la repeticidén de un estrés agudo
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provoca "habituacién" o "adaptacién" del eje HHA al estimulo,
provocando que los niveles basales de B vuelvan a los valores
control tras un cierto periodo de tiempo de exposicidn al
estrés (Hashimoto y col., 1988; Kant y col., 1985; Spencer y
McEwen, 1990..todos en Harbuz y Lightman, 1992-24). La
habituacién parece ser especifica del agente estresante
repetido, de modo gue aungue no existe respuesta al mismo
estimulo, situaciones de estrés agudo diferentes pueden
provocar una respuesta normal {Spencer vy McEwen, 1990; Kant
y col., 1985} o incluso incrementada respectc de los animales
control (Hashimoto y col., 1988).

La manifestacion de un fentmeno de sensibilizacidén o de
habituacion a un estimulo estresante depende fundamentalmente
de los siguientes factores: a) la intensidad del estimulo
estresante gue se aplica cronicamente, de tal forma que a
mayor intensidad del estimule se da una mencor magnitud de
habituacioén (Pittman vy col, 1990-3) ¥ una mayor magnitud de
sensibilizacidn (Orr y col., 1990-tesis};: b) la frecuencia y
duracién de la exposicicén al estimulo: asi, cuando el animal
vive continuvamente eén exposicion a un agente estresante, se
produce una habituacidn completa, veolviendo su actividad
adrenocortical a los niveles pre-estrés (Mason, 1972: en
Pittman y col, 1990-3}. Todo lo expuesto hasta agqui corrcbora
parte de lo va propuesto por Thompson and Spencer (1966: en
Pittman y col., 1990-3) en el sentido de que "la exposicion
frecuente a un estimulc estresante de haia intensidad suele
provocar habituacidn al estimulo, mientras gue la exposiciodn
poco frecuente a un estimulo de gran intensidad suele
provocar una sensibilidad exagerada al mismo, asi como a
otros estimulos estresantes”.

Como hemos visto, el tipo de aislamiento social utilizado por
nosotrog provocaba una actividad adyenocortical disminuida en
situacion basal asi como una capacidad disminuida del eje HHA
para responder al estres agudo. Esta hipoactividad podria
deberse al fendmeno descrito de "habituacidn” o mas bien a
una "desensibilizacidon" del sistema HHA ante la exposicidn
permanente y prolongada al aislamiento, gque constituye un
estimulo estresante de baja intensidad. Esta
desensibilizacion se produciria tanto frente al aislamiento,
de manera que exXplicaria la disminucidén de los niveles
basales de B en plasma, como frente a estimulos estresantes
diferentes, reduciendo, por tanto, la secrecidén de B en
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respuesta a los 15' de inmovilizacién. Los animales aislados
resultan ser, por tanto, menos reactivos a los estimulos
aversivos o estresantes.

Como ya hemos indicado, consideramos que estas alteraciones
no se deben exclusivamente a la exposicidn prolongada de los
animales al aislamiento como factor estresante, sino también
a la carencia de estimulos sociales y sensoriales gque son
necesarios para la maduracién 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 tendria
sus ventajas adaptativas frente al hiperadrenoccorticismo
mantenido, =1 cual supone un "alto precio" patofisioldgico,
originando: inmunosupresion, atrofia muscular,
osteoporosig/hipercalcemia, hiperglicemia/hiperlipidemia,
diabetes esteroide, etc. (Baxter v Tyvrrell, 1987-en Meaney vy
col, 1991; 8,10 de Sapolsky y col., 1986-45). Sin embargo,
las alteraciocones obsgervadas el modelo de aislamiento social
utilizado por nosotros son, dentro de lo gque cabe, de
caracter moderado, como gqueda indicado por la ausencia de
efectos sobre el peso corporal, la ingesta, el consumo de
agua v el pesc de las glandulas adrenales y testiculos, como
ocurre también en casos de estres cronice suave (Adell vy
col., 1960; Alaric y col, 1987).

Por otra parte, a la vista de nuestros resultados, 1la
alteracioén en la actividad adrencocortical no parece
repercutir de un modo drastice en la funcidn gonadal de los
animales aislados, al menos teniendo en cuenta que el peso de
los testiculos neo varia. La actividad del eje hipotalamo-
hipéfisis gonadal vy la funcién reproductora resultan
generalmente suprimidas por estrés, constatandose un descenso
en el pesc de los testiculos (Rivier y ceol., 1986: Science
231; Benesova vy Pavlik; mas referencias clasicas de
intreduccicon), habiéndose encontrado alteraciones de pautas
comportamentales sexuales en machos aislados desde el destete
{Vivercs y Hernandez, 1989). Sin embargo, también en este
caso existen datos contradictorios en la bibliografia,
existiendo trabajos que no cobservan alteraciones en el eje
HHG tras estrés crénice (Armarico y col., 1988:Riology
Psychiatry 24, pg. 447-450) ni en el pesco de testiculos tras
la cria de los animales en aislamiento sccial (Morinan vy
Leonard, 1980-3; Hatch v col.,1965-17). Nuestros resultados
al respecto vuelven a apuntar hacia la existencia de una
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alteracion moderada y, por tanto, apoyvan la idea propuesta de
una adaptacién frente a la situacidn estresante prolongada.
La disminucion en la actividad adrenocortical debe implicar
la existencia de alteraciones a distintos niveles del eje
HHA. Dentro de ellas, hemos centrado nuestro estudic a
niveles centrales del eje estudiando, como se ha expuesto
previamente, ciertos centros del sistema limbico-hipotalamo-
hipofisario implicados en el control de 1la secrecidn
adrenocortical.

4.3. EFECTO DEL AISLAMIENTQ SOCIAL SOBRE PEPTIDOS
HIPOTALAMICOS E HIPOFISARIOS REGULADORES DE LA SECRECION
ADRENOCORTICAL . -

En el apartado anterior de la discusidn vimes cdmo el
aislamiento social desde una fase previa al destete vy
prolongado hasta los 75 dias de edad de la rata provocaba una
actividad adrenccortical disminuida en los animales,
indicando que se podria haber urn fendomeno de
"desensibilizacidn" ante los estimulos aversivos.

Log cambios que se producen en los niveles circulantes de
glucocorticoides no neos permiten, sin embargo, extraer una
informacion concluyente en relacidén con las alteraciocnes que
experimenta el sistema hipotalamc-hipofisaric-adrenal en su
conjunto. Esto se debe a que los parametros periféricas
pueden estar determinados por cambicos diversos en distintos
niveles que, ademas, pueden responder a patrones de
alteracion diferentes.

Nuestro objetivo, por tanto, fué estudiar a continuacidn
las alteraciones neuroguimicas que podia haber provocado el
aislamiento social a niveles centrales del eje HHA,
concretamente sobre la funcionalidad del complejo hipotalamo-
hipofisis. Para ello se realizo, comoe ya se vio en
Resultados, el estudio inmunocitogquimico de péptidos
implicados en el control de la secrecidn adrenccertical: la
hormona corticotropa (ACTH) en hipéfisis y neuropéptidos
hipctalamicos secretagogos de la ACTH (CRH, AVP,O0T). Con el
fin de caracterizar el patrdn de las alteraciones causadas en
la actividad hipolalamo-hipefisaria por la deprivacion
social, no solc estudiamos los efectos sobre la actividad
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basal del eje (gue puede aparecer relativamente normal tras
ciertas situaciones experimentales), sino gue completamos los
estudios analizando su patrén de respuesta a un estrés aqudo,
gue constituye una situacién fisiocldégica diferente del eje.

Antes de comenzar la discusidn de nuestros resultados en
este capituleo hay que recordar el cuadro funcional general
del eje HHA desarrollado en el capitulo de Introduccion
(paginas..., figuras...). en el cual se refleja que la
exposicion a un estimulo estresante provoca la activacién del
sistema hipotdlamo-hipdofisis~adrenal. Esta activaciodn provoca
cambios dindmicos en el contenido hipotalamico de CRH, AVP y
OT, asi como en el contenido de ACTH en la hipdfisis, gue son
diferentes segun el tipo de estrés aplicado (ver revisicn de
Harbuz y Lightman, 1992-24), lo cual indica gque la respuesta
al estrés agudeo del sistema hipotalamo-hipofisario eas
realmente especifica del agente estresante aplicado. Los
cambios o alteraciones gque se producen en este complejo son
adin mas hetercgénos cuando el animal se expone de forma
cronica al estimulo estresante, como trataremos mas adelante.
Para cerrar esta breve introduccidn, recordaremos que el eje
HHA presenta también ciertos mecanismos de autoregulacion gque
evitan el riesgo de la exposicidon continuada del organismo a
niveles elevados de glucocorticoides. El mas importante de
eilos eg la propia capacidad de los glucocorticoides
circulantes de inhibir la liberacién subsiguiente de ACTH
como respuesta al estres, mediante el efecto de
retroalimentacidn negativa que ejercen a nivel de hipdfisis
e hipotdlamo {(ver figura 1), asi como a nivel de ciertas
estructuras cerebrales extrahipotaldmicas (*Rivier vy col.,
1982-101; Plotsky et al., 1986; Dallman et al., 1987; Van
Loon and De Souza, 1987; sobre hipocampo: *Herman y col.,
1990).

La discusidn de nuestros resultados inmunocitoquimicos
se va a realizar en dos bloques separados, debido a 1ia
diferente localizacion anatémica y papel funciocnal de 1los
peptidos estudiados dentro del complejo hipotalamo-hipéfisis:
por una parte analizaremos los resultados de ACTH en
hipofisis y, por otra, los de sus secretagogos hipotalamicos:
CRH, AVP y OT.

Z.- Inmunomarcaie para la ACTH en hipdéfisig.-
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Como se ha expuesto en la Introduccion, la ACTH es una
hormona proteica con una cadena udnica de 39 aminoacidos que
se encuentra en pars distalis de la hipdéfisis (Li y col.,
1955:232 de Page, 1988-77; Eipper y Mains, 1977:282 de Page,
1988) y cuya sintesis y liberacidén por los corticotropos
hipofisarios es estimulada por el CRH hipotalamico y por
otros secretagogos que llegan a la hipéfisis via circulaciodn
portal (Vale y col., 198l1:cldsico; Rivier y col, 1982).
También se ha encontrado una forma mas corta de la hormona:
el ACTH{17~39), localizada en 1la pars intermedia de la
hipofisis de rata, conejo, cerdo y vaca (en revision de Page,
1988-77), aungue aparece en menor concentracion gque 1la
anterior.

Esta wdltima feorma del ACTH no fue detectada en nuestras
preparaciones, ya gque el antisuero utilizado por nosotros en
el estudio inmunocitogquimico reconocia el fragmento 1-24 de
la molacula del ACTH, por lo que solo se aprecio
inmunoryreaccion en las células de la pars distalis y no en
las de la pars intermedia de la hipofisis.

2.1.- Distribucidn de la inmunorreactividad
para ACTH en animales contrel.-

* Situacion basal. - Las células
inmunopositivas para ACTH eran heterogéneas en cuantec a
tamaro y morfologia, aunque en situaciodn basal la mayoria de
células inmunoreactivas presentaban una morfologia
estrellada, con granulos inmunopositivos localizados
periféricamente en el citoplasma, existiendo también algunas
células de morfologia poliédrica, de acuerdo con descrip-
ciones previas de otros autores en hipdofisis de rata
{Siperstein,E.R.and Allison,V.F., 196% n¢ 1 de yef. 71;
Childs,G.V., 1991-86; Halmi y Moriarty, 1982-75; Yoshimura
and Nogami, 1980-74). Las células ACTH-positivas aparecen
formando grupos esparcidos en varias zonas a través de 1la
glandula y deben su forma estrellada a la extensidn de los
procesos citopldsmicos entre las células vecinas (Yoshimura
and Nogami, 1980-74).

* Respuesta al estrés por
inmovilizacidn.- Tras 15' de estrés por inmovilizacidn se
produjo un incremento apreciable de celulas inmunoreactivas
para la corticotropina tanto en la adenohipdfisis de ratas
control como de ratas aisladas. La respuesta al estrés se
caracteriz¢d también por una mayor intensidad y extensidn del
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area celular inmunoreactiva. Nuestros resultados concuerdan
con los cambhios gque se producen como consecuencia de la
exposicién a otros tipos de estrés agudo como, por ejemplo,
ia novedad del ambiente o el frio (Sasaki y col., 1990-87) o
como consecuencia de la estimulacidn de los corticotropos por
CRH (Westlund y col., 1985-149), suministrandc una evidencia
morfolégica de que las tasas de sintesis y almacenamiento de
ACTH se incrementaron durante la exposicidn al estres, lo que
permite concluir gque las células corticotropas estaban
activadas. Estudios de hibridacién "in situ" han corroborado
que, efectivamente, se produce un incremento de sintesis de
LCTH en los corticotropos hipofisarios tras 15'-30' de
exposicion a estrés agudo, que se refleja en el incremento de
células que presentan mRNA para proopiocmelanocortina (POMC),
la molécula precursora del ACTH (Wu y Childs, 1991-88; Shiomi
y akil, 1982-100}.

Ademas de estas c¢onsideraciones, es interesante destacar que
segun diverscs autores la inmovilizacidn del animal durante
15" produce un incremento de los niveles circulantes de B y
ACTH (Orr y col., 1990-35; De Goeij y col., 1991-118; Haas y
George, 1988-151; Tizabi y Aguilera, 1992-157), 1lo cual
indica gque en esos momentos se estd produciendo también
secrecion de ACTH a plasma desde 1los corticotropos
hipofisarios. Este dato puede aplicarse a nuestros animales,
va gque el incremento de niveles circulantes de ACTH se
produce de forma generalizada a partir de 2z de
inmovilizacidn (De Socuza Y Van Loon, 1985-102; De Goeij ¥y
cel., 1991-118; Gibbs, 1984-120), alcanzandeose los niveles
maximos entre !0-60' (De Goeij y cel., 1991-118).

2.2.- Efectos del aislamiento social sobre l1a
inmunorreactividad para ACTH:

* En situacién BASAL, no se apreciaron
diferencias entre animales aislados vy control en cuanto al
inmunomarcaje para ACTH en la pars distalis de la hipofisis,
Existen algunos datos previos gque indican gue el estrés
social cronico de intensidad relativamente baja no produce
cambics evidentes en la hipofisis de 1los animales; por
ejemplo, el estrés por hacinamiento durante 1 afio no provoca
cambics de peso en la hipdfisis, ni en la morfologia de las
células hipofisarias, ni tampoco en la proporcion de tipos
celulares {Komitowski v col., 1988-68). Nuesgtras
observaciones estan, pues, de acuerdo con este tipo de
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resultados.

*# E1 aislamiento social, en cambio,

si provocd alteraciones en la respuesta de 1los corticotropos
hipofisarios al ESTRES 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 hipdtesis propuesta
en el apartado anterior de gue existe una "desensibilizacidén®
del eje HHA ante los estimulos estresantes, que produce una
menor respuesta de los corticotropos hipofisarios al estres
agudo en los animales aislades.
El hecho de dgue el aislamiento provogue alteraciones en la
respuesta de los corticotropos hipofisarios al estrés sin gue
existan cambios en el contenido basal de ACTH no es
sorprendente. Ya que, tal como se ha comentado en el apartado
anterior de la discusién, las alteraciones fisiclogicas vy
comportamentales producidas por experiencias sociales
anormales durante una época temprana de la vida del animal se
expresan con mas probabilidad bajo condiciones gue implican
algun grado de novedad o desafioc (Plaut y Grota, 1971). En
ausencia de estrés, en cambio, las alteraciones provocadas en
sistemas fisicldgicos por este tipo de situaciones tempranas
estan probablemente enmascaradas.

Cuando nos planteamos el analisis comparative de nuestros
resultados con los de otros trabajos de aislamiente 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 debidc a las diferencias de disefio
de los modelos de aislamiento (distinta duracion y momento
del aislamiento) y, por otra, a la distinta metodologia
utilizada para el anédlisis del contenido de los péptidos
derivados de la POMC hipofisaria.

Asi, en contraposicion con nuestros resultadeos, Holson y col
{1988) han encontradc mediante radiocinmuncensayo gque el
contenido basal de ciertos péptidos derivados de la POMC,
como la fB-endorfina, estan disminuidos en la hipéfisis de
animales aislados desde el destete hasta la edad adulta, sin
qgue se estudien los efectos sobre la respuesta al estrés. Las
diferencias con nuestros resultados pueden deberse, en este
caso, a la distinta técnica de estudic utilizada, ya que en
caso de haberse producide pequenos cambios de contenido basal

144



4. Discusion

de ACTH en las hip6fisis de nuestros animales aislados,
quizds éstos no podrian haberse detectade mediante la técnica
inmunocitoguimica utilizada.

Sin embargo, las diferencias pueden ser debidas también al
distinto momento de la vida del animal en el gque se produce
el aislamiento: época pre-destete (15 dias de edad) en
nuestro trabajo, y desde el destete (21 dias de edad) en el
de Bolson y cel (1988). En este sentido, v en relacidn con
este factor, Vazquez y Akil (1992-94) han estudiado los
diferentes efectos gue produce el aislamiento crdénico
intermitente en ratas de 14 y 21 dias de edad sohre el
contenide de ACTH y del mRNA para POMC, su molécula
precursora, en el 1ébulo anterior de la hipdéfisis. En ratas
de 21 dias de edad este aislamiento produce una disminucioén
tanto del contenido basal de ACTH como del mRNA para POMC en
hip6fisis. Sin embargo, en ratas de 14 dias no se producen
alteraciones, 1o cual concuerda con nuestros resultados
inmunocitoquimicos en situacidn basal. Parece, por tantc, gque
la magnitud de las alteraciones gue provoca el aislamiento
crénico en hipdfisis variaria con la edad del animal, ya que
al estar madurande el sistema HHA durante este periodo
tempranc de la vida, el patrén v la magnitud del dafio que se
produce puede ser diferente en muchos aspectos y, por tanto,
dificil de comparar entre distintos trabajos. De nuevo, en el
trabajo de Vazquez y Akil (1992-24) no aparece informacidn
relativa a posibles cambios en la respuesta del sistema
corticotropo hipofisario al egtrés en los animales aislados,
aungue si pone de manifiesto la importancia del factor
"maduracidn cerebral” en la determinacion de las
consecuencias funcionales del aislamiento temprano.

Vamos a pasar a comparar a continuacién nuestros resultados
con aquéllos obtenidos en una serie de modelos de estrés
cronico, yva que en ellos podremos encontrar mas informacion
relativa a las alteraciones gque produce la exposicidn
repetida o© continuada a un agente estresante a nivel
hipofisario, asi como scbre los mecanismos subyacentes a
dichas alteracicnes.

En general, parece gque distintos tipos de estrés crénico
provocan un incremento del contenido basal de ACTH (y de
otros péptidos derivados de POMC), asi como del mRNA gque
codifica para POMC en el idbulo anterior de la hipoéfisis (ver
ravision de Harbuz y Lightman, 1992-24). Este es el caso del
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estrés crénico por chogque eléctrico, por restriccidn o por
frio (H6llt 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 cronico
aplicados. Asi, por ejemplo, se ha descrito que tras estrés
crénico de régimen variable el contenido basal de ACTH no
sufre alteraciones en las hip6fisis de los animales (Chappell
vy col, 1986-147).

Algunos de estos trabajos han sido comentados en el apartado
anterior de discusién como ejemplos del fendmenoc de
"habituacién'" del eje HHA frente a la exposicidn crdnica a
los estimulos estresantes, fendmeno caracterizado por el
retornc de los niveles circulantes de glucccorticoides de los
animales sometidos a estrés crdnico a las concentraciones
basales de los animales contreol (ver revision de Harbuz vy
Lightman, 1992-24). Si tenemos en cuenta que en las hipofisis
de estos animales se produce un incremento del contenido de
ACTH y de mRNA para POMC, parece que, efectivamente, los
niveles circulantes de B no son un buen indicador del status
neurcendocrino del animal sometido a estres cronico,
Existen evidencias de gque ciertos tipes de estrés croénico
también producen alteraciones en la respuesta de 1los
corticotropos hipofisarios frente al estreés agudo.
Concretamente en el trabajo de Young vy Akil (1985-103), las
ratas sometidas a estrés crdonico por chogue eléctrico
experimentan un aumentc de contenido de ACTH en el 1ldébulo
anterior de la hipdfisis, tanto en situacidén basal, como en
respuesta a estreés agudo, siempre comparando con los animales
control.

De un modo general, las alteraciones producidas por el estrés
créonico parecen, €n principio, opuestas a las que produce el
aislamiento scbhre el contenido de ACTH y de mRNA para POMC en
hipéfisis, segun lo expuesto anteriormente en nuestros
resultados, asi como en los trabajos de Vazquez y Akil (1992-
94} yv de Holson yv col (1988). En este sentido, consideramos
gue hay tres factores gque pueden ser c¢laves en la
determinacidn concreta de los cambhios que tienen lugar: a) el
tipo v el grado de severidad del factor estresante, b) la
duracién y ¢) la edad del animal que lo experimenta. Respecto
al primer elemento, se ha comprobado que el incremento de
mRNA para POMC gue se produce en corticotropos hipofisarios
es menor cuanice ol oatres gque se aplica al animal es mas
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débil (Wu y Childs, 1991-88). De acuerdo con ello, es 1dgico
pensar que el aislamiento social, con su cardacter complejo
pero relativamente moderado, puede haber provocado un patron
de alteracién caracteristico a nivel de la hipéfisis, que no
se produce en otras situaciones estresantes mas drasticas. Un
punto interesante a resaltar es que en el modelo de
aislamiento social gque hemos utilizado los patrones de
alteracién de los niveles circulantes de B y del contenido de
ACTH en hipofisis parecen ser coherentes, demodo gue apuntan
hacia una hipofuncionalidad del sistema HHA tanto a nivel
hipofisario como periférico, gque se hace mas evidente cuando
el sistema se ve retado por una situacidn de estrés. En esto
parece seguir siendo fundamentada nuestra hipotesis de
"desensibilizacion" del eije HHA ante los estimulos
estresantes.

Ademds de la naturaleza vy severidad del estrés, estan
los otros dos factores antes mencionados, gue pueden ser
determinantes de los cambios encontrados: la prolongada
duracicn de nuestro modelo de aislamiento social, y la época
temprana de la vida del animal en la gue se lleva a cabo el
destete v el aislamiento consiguiente. Es evidente gue en
nuestro estudio se ha producido una interferencia compleia en
los procesos normales de MADURACION de los corticotropos
hipofisarios, punto éste que vamos a comentar detenidamente.
El contenido de ACTH en hipofisis de rata aumenta desde el
nacimiento, preduciéndose un fuerte incremento entre la
segunda y la quinta semana de vida, momento en el gque alcanza
niveles préximos a los de adulto (Bartova, 1968; Noel vy
Mains, 1991-89). Este incremento en el contenido hipofisario
de ACTH en rata se debe, de acuerdc con la bibliografia, al
merncs a dos mecdanismos:

1) Durante el desarrollo postnatal se produce un
aumentc en el procesamiento de la molécula precursora del
ACTH: 1la proopiomelanocortina (POMC) y un cambio en la
naturaleza de 1los productos finales de escisidén. El
mantenimiento de un alto porcentaje de material precursor
{POMC) hasta la quinta semana de vida postnatal sugiere que
los principales mecanismos de procesamiento proteclitico de
PCMC se desarrollan durante un largo periodo de tiempo
durante el cual el contenido celular de los péptides
derivados de POMC se mantiene a niveles bajos (Noel y Mains,
1991-89; Satc y Mains, 1985-69).

Por lo tanto, el aislamiento social puede haber provocado
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alteraciones en el proceso normal de maduracion de 1los
mecanismos de procesamiento proteolitico de POMC, de modo que
cuando los corticotropos son activados por el estres, se
manifiesta una deficiencia en la produccidn de ACTH, que no
se aprecia en situacidn basal.

2] Se produce un incremento de contenido de
corticotropos en el 16bulo anterior de la hipofisis (Sato y
Mainsg, 1985-69), ademds de que existe un proceso de selecciodn
de los mismos.

Durante el desarrollc postnatal se estén produciendo cambios,
no solo en la cantidad de células que contienen ACTH, sino
también en el tipo de corticotropc que madura. En este
sentido, en el lébulo anterior de la hipdfisis de rata en
desarrolle se han descritoe corticotropos de contenido
multihormonal, habiéndose demostrado, por ejemplo,
almacenamiento conjunto de ACTH y TSH (Kawarai, 1980-en 86 de
tesis; Childs y col., 1989-en 86 de tesis), asi como de ACTH
v gonadotropinas (FSH vy LH) {Childs vy col., 1982-71;
Yoshimura y Nogami, 1980-74). Estas observaciones, sin
embargoe, se vuelven minoritarias en el animal adultoe (ver
revision de Childs, 1991-86). Es posible que estas células de
contenido multihormonal sean celulas "tronco", y por tanto
mas abundantes durante el desarrollo que en el animal adulto.
Childs y col. (1982-71) encontraron abundancia de células
corticotropas que almacenan ACTH y gonadotropinas (FSH y LH)
durante el desarrollc postnatal vy sugirieron que esta forma
de célula tronco podria diferenciarse, segun las necesidades
del animal, en corticotropica o gonadotrdopica. Segun Lorenzen
vy col. (34 de 71-tesis) existe una especie de "competicion"
a nivel hipofisario para mantener la funcionalidad del
sistema hipofisis-adrenal o el hipdéfisis-gonadal, que sequn
Childs vy col (1982-71) se produciria a nivel la célula gue
almacena ACTH v gonadotropinas, celula que tras
manipulaciones experimentales como la ADX v castracidn, elige
preferentemente sostener el eje hip6fisis-adrenal.

Debido a que 21 aislamiento social se produce prematuramente,
durante una fase critica del desarrcllo del animal, cabe
pensar en gque se esta afectando el proceso de diferenciacidn
de estas celulas corticotropas "tronco" en un tipo hormonal
concreto {(p.e. en gonadotropo ¢ corticotrope) vy, por tanto,
alterando de alguna forma la poblacidn de corticotropos que
responderan al st as on el adulto.

148



4, Discusion

De una manera u otra, nos encontramos con la situacidn
de gue en nuestros animales no se detectan alteraciones en el
contenido basal de ACTH y si una respuesta disminuida de los
corticotropos frente a un estrés agudo. dJ4Como puede
explicarse este hecho?. Se ha descrito que la exposicion a un
estimulo estresante durante 15'-30' provoca la activacidn de
células corticotropas adicionales a las due presentan
contenide basal de ACTH, tratdndose quizas de células que
producen ACTH unicamente cuando son activadas por el estreés.
Estas células pueden estar normalmente en un estado de
descanso y requerir un umbral superior de niveles de
secretagogos para ser activadas (ver revision de Childs,
1991-86). Nuestros resul tados reflejan dgue tras el
aicslamiento no habia cambios en la poblacién de celulas
corticotropas detectables inmunocitoguimicamente en situacion
basal, mientras gue se producia un menor aumento de la
poblacidén de células inmunorreactivas para ACTH tras 15' de
estrés por inmovilizacidn, gque en animales control. Esto
puede suceder por los siguientes motivos:

1- Porque aumente el umbral de sensibilidad al estres,

por ejemplo mediante una "desensibilizacion" de los
corticotropos a las mismas concentraciones de secretagogos
(CRH, AVP, OT, u otros) que llegan a la hipofisis via portal.
Existen evidencias de fentmenos de desensibilizacién en las
células corticotropas, por ejemplo, tras estrés cronico per
inmovilizacidon. Esta desensibilizacidn se produce mediante
una pérdida de receptores de CRH en la hipéfisis anterior que
provoca una menor activacion de los corticotropos ante los
mismos niveles de este secretagoge (CRH) (Hauger v col.,
1990-107}.
También se sabe que algunas celulas corticotropas responden
con mas intensidad gue otras al estrés debidc a Qque presentan
receptores en sus membranas para varios secretagogos (p.e.
para CRH vy AVP) que potencian su accién sobre los
corticotropos de forma sinérgica (Childs vy Burke, 1987.
Endocrinology 120, 439-444; Childs, 1991-86). En nuestro
estudio la situaciodn de aislamiento podria haber alterado la
cantidad o afinidad de estos receptores celulares,
determinando los resultados obtenidos.

2- Por incremento de la retroalimentacidn negativa de
los glucocorticoides sobre corticotropos, que reduciria la
sintesis vy liberacidon de la ACTH  hipofisaria. Esta
posibilidad, s:in -ubhacgo, no parece probable, pues los
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niveles basales de B en aislados son inclusc mencres Jue en
los animales control. Solamente si se hubiera producido un
fuerte incremento en el numero ¢ afinidad de los receptores
de glucocorticoides gque existen en las células corticotropas
hipofisarias (McGimsey y col, 1991-106; Spencer y col, 1991-
107; Cintra y Bortolotti, 1992-109) podria aceptarse la
validez de esta hipodtesis.

En sintesis, 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 maduracién de estas ceélulas. Como antes
mencionamos, la repercusion del aislamiento sobre estos
parametros es diferente a los 14 dias de edad que a los 21
(Vazquez y Akil, 1992-94) y en su determinacion no solo
estaran implicadas las la maduracion de las celulas
corticotropas -segun las posibilidades comentadas-, sino
también la maduracidén de los circuitos nerviosos implicados
en la activacidén de la respuesta hipofisaria al estrés. El
aislamiento social en esta época '"critica" puede provocar
alteraciones a nivel del sistema nervioso central gue causen
un defecto de sintesis vy/o liberacion de secretagogos
hipotalamicos de  ACTH, disminuyendo, por tanto, la
concentracién de secretagogos de ACTH que llega a hipcéfisis
en respuesta a estrés, sin que necesariamente tenga que
variar el umbral de activacién de los corticotropos
hipefisarios.

Esto justificaria, ademas, el hecho de gque el contenido basal
de ACTH en hipo6fisis no se vea afectado por el aislamiento
social yva gue los niveles basales de sintesis y liberacidn de
ACTH durante la fase nocturna del ritmo circadianc estan
sujetos a distinte control nervioso dgue la respuesta al
estrés, aungue dependan de la liberacion de CRH a la
circulacidén portal (Van Oers y Tilders, 1991).

3.- Inmunomarcaje para CRH, AVP Y OT
Como se ha expuesto anteriormente, el contrel de la sintesis
y secrecion de i1a ACTH hipofisaria se ejerce principalmente
a través de secretagogos hipotalamicos gque acceden a los
corticotropos de la hipéfisis anterior wvia circulacidén
portal. Enftre estos secretagogos existen tres neurohormonas
fomucien paraventricular hipotalamico (NPV)

sintetizadas en !
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gque tienen un papel esencial en el control de la respuesta
hipofisaria-adrenal al estrés: CRH, AVP y OT {(*Vale v col,
1981: Science 213; *Antoni, 1986; *Rivier y Vale, 1983-129;
De Goeij vy col., 1991; *Gibbs, 1986-128).

E1 CRH fué identificado en 1981 por Vale y col (Science
213:1394) como un péptido de 41 aminoacidos que constituye el
factor principal responsable de la secrecion de ACTH y B-
endorfina de la hipéfisis anterior (Rivier y col, 1982: In
vivo CRF...!. Por otra parte, OT y AVP son nonapéeptidos
sintetizados en grupos separados de neuronas neurosecretoras
magnocelulares y parvicelulares del NPV (Dierickx, 1980-124;
comprobar otras revisiones), gue desempefian un papel complejo
en la regulacién de la secrecion de la ACTH hipofisaria en
respuesta al e=-trés.

3.1.- Distribucién de la inmunorreactividad
para CRH, AVP y OT en NPV y eminencia media
de animales control.-

* Situacion basal. - Nuestros
resultados referentes a la localizacidon de cuerpos celulares
v fibras inmunoreactivas para AVP, OT y CRH estan basicamente
de acuerdo con descripciones previas (Buma and Nieuwenhuys,
1987; Dierickx, 1980; Yoshimura and Nogami,l980; Whitnall,
1988-130). Las observaciones realizadas sobre estos péptidos
son las siguientes:

1) CRH.~

Como se expuso en el capitulo de Resultados (Fig. 7?77},
se localizaron pequefios sSomas neuronales débilmente
inmunoreactivos para el CRH mayoritariamente en la divisidn
parvocelular medial dorsal del NPV ~seguin los criterios
citoarguitectdnicos utilizados (Swanson y Kuypers, 1980;
Sawchenko y Swanson, 1983:J Comp Neurcl 218, pg. 121-144) -~
ver figura 3-. Estas observacicnes egstan en concordancia con
descripciones previas de otros autores (Kiss, 1988-135;
Swanson y col., 1983-131; Sawchenko y Swanson, 1989-132]).
También se localizaron algunas ceélulas CRF-positivas en la
division magnocelular en la gque predominan las células
inmunorreactivas para OT, segun ha sido puesto de manifiesto
por Swanson y col., 1983-131; 17,633,121 de 132-tesis. En esta
region se ha demostrado que existe colocalizacion de estos
des peptides (Pretel vy Piekut, 1990-160; 15, 75,98 vy 103 de
132-tesis).
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También de forma concordante con la bibliografia, hemos
encontrado abundantes fibras inmunorreactivas para CRH en la
zona externa de la eminencia media (ZEEM), mayoritariamente
orientadas de forma perpendicular a la superficie de la
eminencila media. En la rata, estas fibras CRH-
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 paraventriculo-neurohipofisario.

2) AVP y OT.-

En nuestra preparaciones (figuras x v z de Resultados)

aparecen grandes somas inmunoreactivos para AVP localizados
mayoritariamente en un grupo dorsolateral de la parte central
de la reqgidén magnocelular del NPV, que se corresponde con el
NPV posterior magnocelular lateral -ver figura 3 (Swanson y
Kuypers, 1980; Sawchenko y Swanson, 1983:J Comp Neurol 218,
pg. 121-144)-. Por otra parte, los somas inmuncrreactivos
para OT pertenecen a neurconas también magnocelulares gue se
localizaban en regiones situadas alrededor de las anteriores,
constituyendo la subdivisidén magnocelular ventral del NPV
(Fig. 3}. La localizacidn de estas neurconas magnoceljulares
vasopresinérgicas y oxitocinérgicas concuerda con la descrita
en estudics inmunocitoguimicos previos {Vandesande y col.;
1977-85; Kiss, 1988-135; Dierickx, 1980-124; Sofroniew, 1985-
79).
Ademas de estas células de tamafio grande, aparecilan algunas
células vasopresinergicas u oxitocinergicas de soma pequelio,
localizadas en la regidn parvocelular del NPV, similares a
las va descritas por otros autores (Page, 1988-77; Whitnall,
1988-130; Sofroniew, 1985-79; Kiss, 1988-13%; Sawchenko vy
Swanson, 198Z2: en ref 79 de tesis). Entre estas células
existe un grupo especialmente interesante, formado por
neuronas vasopresinérgicas parvocelulares de la regidn
parvocelular medial, que presentan coexistencia de AVP y CRH,
y son las gue participan activamente en la respuesta al
estres, ademas de ser sensibles a la retroalimentacioén
negat iva por glucocorticoides (Whitnall, 1988-130; Sofroniew,
1985-79; Sawchenko y Swanson, 1989-132).

Los axones de las células vasopresinérgicas v
oxitocinérgicas del NPV dejan el nacleo en su véertice y
cursan lateral y wventralmente alrededor del fornix para
incorporarse al tracto hipotalamico-hipofisario, que
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atraviesa la zona interna de la eminencia media para terminar
en el 16bulc neural de la hipéfisis {Vandesande y col, 1977-
85; ver revision 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 bobliografia al respecto
(ver revisiones de Sofroniew, 1985-79 y Page, 1988-77)
también hemos observado algunas fibras varicosas con grandes
dilataciones prdximas a capilares portales en 1las capas
reticular vy empalizada de la zona externa de la EM, lo cual
habia 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 mayeoritariamente del NPV (Vandesande y col.,
1977-85), liberan su contenido neurcosecretor a la circulacidn
portal hipofisaria (Buma y Nieuwenhuys, 1988-152}, al igual
gque los terminales nerviosos dque contienen CRH (Silverman vy
Pickard, 19832-120). La ZEEM de rata contiene un numerc
moderado de fibras nerviosas vasopresinérgicas u
oxitocinérgicas, perc este contenido se incrementa de forma
marcada en ciertas situaciones, como el estrés croniceo (De
Goeilij vy col, 1992-126; De Goeij y col, 1991-118}) o la
adrenalectomia bilateral {Vandesande v col.,1977-85;
Dierickx, 1980-124; Sawchenkc, P.E. (1987): J Neuroscl 7, pg.
1093; Sofroniew, 1985-79).

*Respuesta al estrés por

inmovilizacion.- Como se ha visto en Resultados, el estrés
agudo por inmovilizacion durante 15' no afecto, de forma
evidente, a la distribucidn ni a la 1intensidad de

inmunoreaccion para CRH, AVP y OT en las neuronas del NPV de
los animales contreol.

Sin embhargo, se produjo una ligera disminucion en la
intengidad de marcaje para el CRH en la ZEEM, aunque no se
apreciaba en todos los animales estudiados. Tampoco se
observarcn cambios en el inmunomarcalje para AVP ni OT a nivel
de esta zona.

En el Cuadro 5 se muestra esquematicamente un conjunto
de datos previos de la biblicgrafia referentes al tema,
utilizando como estrés agude la inmevilizacion o restriccidn,
Los resultados que recoge son dificilmente comparables entre
si v con los cbtenidos por nosostros en este trabajo de
aislamiento, debido a mualtiples causas entre las gque cabe
sefialar: no tedos los trabajos apertan informacidn sobre los
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tres secretagogos de la ACTH; 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
circulacidén general; la duracidén del estrés agudo por
inmovilizacidén o restriccién no es la misma en todeos los
trabajos, y ademds puede variar el momento en el cual se

hacen las valoraciones... Debidc a todos estos factores,
vamos a concentrar la discusion de nuestros resultados,
exclusivamente, en aquéllos puntos mas claros vy mas

relacionados con la situacidn experimental estudiada.

- Fijandoncs en el CRH, objeto de un mayor numero
de estudios, puede constatarse que tras tiempos de
inmovilizacidn ¢ restriccidn supericres a los 15" (30', 607,
2 horas, etc.), en general (aunque no siempre) se encuentra
un descenso del contenido de CRH en la ZEEM, tanto utilizando
técnicas inmunocitoguimicas (Whitnall, 1989-119; De Goeij y
col, 1991-118, Kiss vy Aguilera, 1992-274; Aguilera y col,
1993-1) como radiocinmunoensayo {Chappell v col, 1986-147}). E1l
tiempo de exposicilidn al estimulo estresante es importante en
relacion al grade (cuantia) de la deplecion de CRH que se
produce en ZEEM, como puede apreciarse claramente en el
trabajo de De Goeij v col (1991-118), donde tras 30', 60', o
150" de inmovilizacion se encuentra que el contenido de CRH
ha descendido hasta un 66%, 62% o0 49% de los niveles control,
respectivamente. De acuerdo con estos datos, se ha propuesto
que existe una liberacidén de CRH a la circulacidn portal,
dependiente de la intensidad del estrés y dependiente,
también, de la duraciodn del mismo. Sin embargo, la magnitud
del fendmeno es dificilmente detectable y su percepcidn esta
en funcion de la sensibilidad de la técnica utilizada. Asi,
por ejemplo, Romero vy col (1993-272) nc encuentran
variaciones de CRH en ZEEM tras un periodo de restriccidn 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),
seria 1logico gque los estudios gque utilizan tiempos de
inmovilizacidn por debajo de la media hora, entre los cuales
se encuentra el nuestro, noe encuentren variaciones
detectables, inclusc mediante radicinmunoensavo (Haas v
George, 1988-151; 4iTilders y Berkenbosch, 1986 en 151 de
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tesis y 28 de 156l-tesis, PARA COMPROBAR R.I.A.-ESTAN PARA
BUSCAR EN CAJAL?7?)}). No obstante, el hecho de que en todos
estos casos se produzca la activacion del sistema ACTH en
hipéfisis indica que probablemente se esté dando una
liberacion de CRH a circulacidn portal, aungque el descenso
del contenide del péptido en 1la ZEEM sea dificilmente
detectable. Esto puede ser debido, por wuna parte, a
dificultades de sensibilidad en las técnicas utilizadas pero,
por otra parte, es posihle que exista una elevada tasa de
recambio en esos momentos gue compensaria la liberacidn de
CRH mediante un incremento de sintesis y transporte del
mismo. Podria pensarse, de acuerdo con lo propuesto por
Chappell v col. (1986-147), que existe una reserva de CRH en
ZEEM para su rapida liberacidn cuando el animal es expuesto
a un estimulo estresante durante un periodo corto de tiempo,
provocando una disminucidn mas o menos medible del péptido en
EM que es inmediatamente enmascarada por el incremento de
sintesis vy transporte del péptido.

Refiriéndonos concretamente a nuestros resultados, el hecho
de gue algunos animales contrcel mostraran un mencr marcaje de
CRH en la ZEEM tras el estrés agudo parece indicar gue se
estd produciendo el fendmeno comentado.

Fn relacidn con el contenido de CRH en NPV, los
distintos autores coinciden en no encontrar variaciones tras
estrés agudo por inmovilizacidn, de acuerdo con nuestiros
resultados. S5i se encuentran incrementos, sin embargo, cuando
se valoran 1os niveles de su mRNA (Imaki y col, 1992-11s6;
Harbuz v coi., 1993-277}.

-~ Los trabajos sobre AVP y OT en NPV y ZEEM son mas
escasos e igualmente dificiles de comparar con los nuestros
(Cuadro 5). En cuanto a AVP, los resultados apuntan en el
mismo sentido gue para el CRH, de modo gque cuando el tiempo
de inmovilizacion es mas prolongado se constata la deplecidn
del contenidc de AVP en ZEEM (De Goeij y col, 1891-118). Sin
embargo, de nuevo adqui los datos no son homogénecs, pues
cuandc se aplica el estrés por restriccion durante el mismo
tiempo (30" ) pueden no detectarse variaciones de AVP, aungue
s1 un descensc del contenido de OT en ZEEM (Romero y col,
1993-272). No es de extrafar, por tanto, gue en nuestro
estudic no se observen variaciones de AVP ni de OT. Sin
embargo, gquizas existan variaciones de otro tipo en los
niveles de estos dos péptideos, como por ejemplo en plasma,
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donde existe una abundante bibliografia gue constata cambios
diversos tras cortos periodos de inmovilizacidn O
restriccioén, asi como tras otros tipos de estrés agudo
(Husein v col, 1979; Gibbs, 1984; Lang y col., 1983; Wu y
Childs, 1990). Estos resultados indican gque, en relacion con
la AVP y la OT, hav que considerar la posible importancia de
una via de actuaciodon de estas hormonas sobre las células
corticotropas, a través de una via alternativa distinta del
sistema porta hipofisario, procedente del lobulo posterior de
la hipéfisis (referencias.....), sobre la cual solo podemos
comentar que nosctros no hemos encontrado variacion en las
fibras vasopresinérgicas y oxitocinérgicas en neurohipdfisis
de lops animales aislados.

Aungue la exposicién corta a la inmovilizacidn (1') provoca
gue disminuyan los niveles hipotalamicos de OT pero no de AVP
{Miaskowski y col., 1988~121), nc hemos encontrado trabajos
que estudien el contenido de estos péptidos concretamente en
el NPV tras 15' de estrés por inmovilizacidn. La exposicidn
durante 15" a otros tipos de estrés agudo, como la novedad
del ambiente y el frio, sin embargo, tampoco parece produciry
alteraciones en el contenido de AVP en NPV o eminencia media
(Wu y Childs, 1990-145), en concordancia con nuestros
resultados, aunque si se incrementa el contenido de su mRNA
en el NPV a los 30' del estrées.

De lo comentado hasta el momento se puede extraer la
conclusion de gue existe uvna gran heterogeneidad en la
respuesta hipotalamica al estres, ya gque incluso parece que
no todeos los tipos de estrés provocan liberacidn de CRH a
través de los mismos mecanismos neurales (Haas y George,
1988~151). Parece, por tanto, gue la respuesta al estrés
varia cualitativamente de acuerdo con el tipo, intensidad,
duracion y momento en que se aplica el estimulo estresante,
lo cual se contrapone con el concepto clasico de Selye de gue
supone una "respuesta no-especifica del cuerpo a cualquier
demanda" (33). La activacidon del eije hipofisario-adrenal
seria una caracteristica constante, pero la contribucidn
hipotalamica al control de la secrecidn de ACTH parece ser
diferente en respuesta a distintos e inclusc al mismo tipo de
estrés.

3.2.- Efectns del aislamientn social sobhre 15

inmunorreactividad para CRH, AVP vy OT en NPV
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vy emlinencia media.-

Segun nuestros resultados, el aislamiento social no
produjo cambios aparentes en el patron de distribucidn ni en
el contenido de somas inmunorreactives para CRH, AVP ni OT en
el NPV, como tampocc en la intensidad de inmunorreaccidn.
Igualmente, no se encontraron variaciones en el contenido de
dichos péptidos tras la exposicidén de los animales aislados
a 15' de estrés por inmovilizaciodn.

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 expresion de inmunoreactividad para CRH en las fibras
nerviosas localizadas en la lamina externa de la EM, tanto en
situacion basal como tras 15' de estrés agudo por inmoviliza-
cién, en comparacion con 1los animales control (fig. de
resultados?). Los animales aislados presentaban, ademas, un
mayor campo de extensidn de estas fibras dentro de la EM, asi
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 croénico. La bhibliografia consultada tiene un caracter
parcial y variado, centrandose exclusivamente sobre algunos
aspectos concretos de los sistemas estudiades. Vamos a
comentar, en este apartado de discusion, solamente aguélios
trabajos y aspectos gue puedan proporcionar informacidn util
en relacidn con nuestros resultados considerando, en todo
momento, la gran cantidad de factores técnicos v de disefio
experimental gue dificultan las comparaciones.
- Estudios en el nuclec paraventricular.-

La ausencia de modificaciones constatada por nosotros esta
basicamente de acuerdo con lo cbtenidoc por Ginsberg y col
(1993-273), gquienes tampoco han encontrado cambiocs en el
contenido de CRH a nivel de este nucleo tras la cria de monos
rhesus en aislamiento social desde el tercer dia postnatal.
Este trabajo, que utiliza también técnicas inmunocitogquimicas
de estudio, no aporta informacidén ni sobre el contenido de
CRH en eminencia media, ni tampoco acerca de los otros
secretagogos del ACTH (AVP y QT). De acuerdo con nuestros
resultados y los aportados por Ginsberg y col (1993-273),
podria sugerirse, de un modo general, gue el aislamiento
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social no altera la sintesis de CRH en el NPV.

Sin embargo, cuando el aislamiento prolongado se lleva a cabo
en ratas adultas, se han descrito ciertos cambios; en
concretc, se produce un incremento de células que contienen
CRH, v de la proporcion de ellas que contienen también AVP en
la region parvicelular del NPV (Barrett y col, 1989-278).
También se ha detectado un aumento de expresion del ARNm para
AVP en la misma regioén (Anguloc y col, 1991-146); el hecho de
gue este incremento se produzca exclusivamente en el NPV y

no, por ejemplo, en el NSO permite su asociacidn con el
incremento de actividad adrenocortical constatado en los
animales aisladeos por estos mismos autores.

La disparidad de estos resultados respecto de 1os nuestros y
los obtenidos por Ginsberg y col (1993-273) vuelve a poner de
manifiesto la importancia del momento de la vida del animal
an la cual se realiza el destete y se induce el aislamiento,
en relacion con las alteraciones gue determina este en el eje
HHA. En relacion oo este factor desarrollo, comentado
previamente, hay que sefialar gque la base estructural del
complejo hipotdlamo-hipofisario estéd presente desde el
momento del nacimiento, siendo el sistema funcionalmente
activo a partir de la primera semana postnatal en rata (Fink
v Smith, 1971-275). De este modo la rata de 14 dias presenta
va una respuesta intacta al estrés, asi como una sensibilidad
adecuada del sistema de sintesis de CRH y POMC a la
retrcalimentacion negativa por glucococorticoides (Grino vy
col., 1989-%3). Sin embargo, en el momento del aisjamiento,
cuando las ratas tienen 15 dias de edad, nc se ha completado
todavia la maduracion de 1os sistemas de neurcpéptidos que
estamos estudiando. Concretamente, el contenido de CRH a dia
21 postnatal alcanza el 63% de los niveles del adulto,
mientras gue la AVP en esos momentos sé¢lo alcanza
aproximadamente el 17% , incrementandcecse fuertemente sus
niveles entre los dias 21-40 de vida (Rundle y Funder, 1988-
161). En cuanto a la OT, parece gue existe una maduraciodn
rédpida entre los dias 12-20 postparto, apareciendo niveles
equivalentes a los de adulto en el dia 21 postnatal (4 de 161
tesis).

Teniendo en cuenta que los periodos de desarrollo del animal
son periodos especialmente "plasticos", v que las
alteraciones durante 1os mismos pueden repercutir fuertemente
en el conjunto de un circuito nervioso, puede pensarse gue
log diferentes resultados obtenidos tras aislamientc pre- y
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postdestete se deben fundamentalmente a este factor
"desarrolle"”. Las alteraciones dque producen an el
funcionamiento del sistema hipotalamo-hipofisario-adrenal
seran, por tanto, cualitativa y cuantitativamente diferentes
v la posible activacidén gque tiene lugar en el NPV tras
aislamiento en los animales adultos no parece tener lugar
tras aislamiento prolongado desde los 15 dias de edad.
- Estudios en eminencia media.-

Como vya se ha dicho, hemos encontrado inmunomarcaje
incrementado para CRH en la eminencia media de los animales
aislados, tanto en gituacidn basal como tras 15' de estrés
por inmeovilizacidn.

También agqui la bibliografia al respecto es escasa.
Concretamente, no hemes encontrado estudios de esta zona en
situaciones de aislamiento, siendo los datos mas relacionades
aguéllos realizados en situaciones de estrés cronico, tanto
de tipo social, como no-social. Los datos de estos ultimos
trabajos no son concordantes con los nuestros. Asi, en lo
referente al CRH, tras el estrés cronico se constata
deplecion del contenido de su contenido en EM (Chappell vy
col., 1986-147; Bartanusz y col (1993-276) o bien que no se
producen variaciones (Haas y George, 1988-151; De Goeil ¥y
col, 1991-118; De Goeij y col, 1992-126), todo ello en
situacidn basal. Dichos trabajos no hacen referencia al
efecto del estrés créonico sobre el contenido del CRH en
respuesta a estrés agudo.

Regpecto a los niveles de AVP en eminencia media {que no
presentan alteraciones evidentes en nuestro experimentco), los
escasos estudios existentes apuntan hacia un incremento del
contenido basal tanto tras estrés crénico por inmovilizacioén
(Bartanusz v ¢ol, 1993-276; De Goeij y col, 1991-118) como
tras estrés cronico de caracter social {(De Goeij y col, 1962-
126). Este trabajo es especialmente interesante, como veremos
a continuacion, por la interpretacion funcional que dan a los
resultados.

La informacidn gue aportan los datos de contenido de los
secretagogos del ACTH en eminencia media sobre la
funcicnalidad del eje HHA dependen, ademds, de gque se
complementen con la informacidon existente sobre:

- tasa de sintesis de los péptidos en el NPV

- concentracion de los mismos en plasma portal

- dgradc de activacidén de las ceélulas corticotropas
hipofisarias y/0 niveles circulantes de ACTH en plasma.
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Ninguno de 1los trabajos citados anteriormente reune,
satisfactoriamente, informacidon completa sobre todos estos
puntos, aungue el trabajo de De Goeij y col, (1992-126) si
pone de manifiesto que en los animales sometidos a estrés
social cronico se produce una hipofuncionalidad del eje HHA,
concretamente en respuesta a estrés social agudo. En primer
lugar, estos autores constatan dque en ratas control se
produce una deplecicdn importante de AVP en la ZEEM cuando son
sometidas a una situacidn de estrés social agudo, sin que
varie el contenido de fibras que contienen CRH. Por tanto,
parece gque se produce una liberacion de AVP a la circulacion
portal con la dque el animal responde eficazmente a la
situacidon puntual de alarma. En el caso de los animales
sometidos a estrés social croénico, no se produce dicha
deplecidn de AVP en ZEEM en respuesta al estrés, lo cual
indica que no se libera el péptido a circulacién portal en
respuesta al estrés, cambio gque parece responsable de la
menor respuesta adrenccortical de estos animales frente al
estrés agudo (hipofunciocnalidad del sistema HHA}. En este
caso, la presencia de unos niveles proporcionalmente elevados
de AVP en ZEEM de los animales sometidos a estrés crdénico son
reflejo de una insuficiencia funcional del del eje HHA en
parte debida a un problema de liberacidn del péptido a la
circulacion portal.

Es interesante gue este caso de hiposensibilidad del eje HHA
se deé en un modelo de estres cronico de tipo social, ya que
presenta mas parecide con la situaciodon de aislamiento que
otros modelos de estrés cronico, como por ejemplc, por
inmovilizacidon. De acuerdo con leos datos obtenidos en nuestro
estudio, algunos de ellos comentados en otros apartados,
parece que se refuerza la hipdtesis ya propuesta de una
hipofuncicnalidad del eje HHA provocada por el aislamiento
prematuro vy prolongado. Por un Iado, noc habia cambios
vigsibles en 1las ceélulas corticotropas hipofisarias en
situacidén basal, mientras gque su respuesta al estrés esta
proporcionalmente disminuida; fijandonos en el CRH veiamos
que sus niveles no varian en NPV en ninguno de los dos casos;
g$in embargo, s$e produce un incremento de este secretagogo en
la EM de animales aislados tantc en situacidn basal como
frente a un estrés agudo de 15' de inmovilizacién. Si
consideramos que el aislamiento es una situacion estresante
gue induce liberacidén de secretagogos de ACTH a Ja
circulacidn portal (Alexander y col, 1988) se puede sugerir
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que tal liberacion esta disminuida en nuestros animales (por
lo menos en lo que al CRH se refiere), con lo cual tenemos
una funciodn deficitaria del eje HHA en este nivel, tanto en
condicicnes basales como en respuesta aguda a una emergencia.
El razonamiento seguido esta basado en el mecanismo de
alteracion propuesto por De Goeij y col (1992-126), aunque la
diferencia fundamental con este trabajo es el secretagogo de
la ACTH cuyo contenido se incrementa en la ZEEM: CRH en
nuestro trabajo, y AVP en el de estos autores. Esta
diferencia es dificil de interpretar, aunque puede estar
basada en el hecho de que los sistemas hipotalamicos gue
controlan la secrecidn de ACTH hipofisaria estan dotados de
una elevada plasticidad quimica y estructural dependiente del
tipo, intensidad, duracidn y momento en el gue se aplica el
estimulc estresante.

Una wvez propuesta la hipdtesis de gque el incremento de
contenido de CRH en ZEEM puede deberse a un deficit funcional
en la liberacion de CRH a la circulacion portal, se plantea
el interrogante de cual puede ser el mecanismcec implicado en
esta situacidn. Sin entrar en detalles pormenorizados sobre
este punto, vamos a limitarnos a esbozar cudales son, a
nuestro juicic, las posibilidades en este sentido teniendo en
cuenta gue la constataciodn de cualguiera de ellas regueriria
estudios complementarios:

1} Un primer mecanismo podria ser la alteracion a nivel de
las interacciones que se producen entre distintos sistemas de
fibras en la ZEEM y que nmodulan la liberacidn de ciertos
factores (Bouchavd y Bosler, 1986-8B0). Asi, por ejemplo
podrian haber resultado alterados por el aislamiento ciertos
sistemas neurotransmisores como 1os catecolaminérgicos gue
tienen un papel facilitador de la liberacion de CRH a nivel
de 1la ZEEM (Kiss vy Aguilera, 1992-274). Ademas de las
catecolaminas, gque tienen un papel facilitador de 1la
liberacion de CRH a nivel de la ZEEM (Kiss v Aguilera, 1992-
274) podrian estar alterados otros sistemas neurctransmisores
como acetilceolina, serotonina vy GABA, asi c¢omo otros
neurcopéptidos que pueden modular la secrecidén de CRH a
circulacidn portal (28, 29, 30, 31 de Kiss y Aguilera, 1992-
274; Kordon, 1985-17171iCOMPROBAR!!).

Par tanto, seria interesante comprobar si estos sistemas
neurotransmisores estan o no alterados en la eminencia media
de los animales aislados.

2) Por otra parte, también se podria haber producido un
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aumento de la retroalimentacidén negativa del CRH sobre su
propia liberacién a nivel de la eminencia media, mediante un
aumento de 1los receptores (o de su afinidad) para CRH
existentes en los terminales de las fibras gue contienen este
péptido (52 de Calogero y col, 1988-148}.

Para concluir este capitulo podria establecerse de

una manera razonable que el aislamiento social
prolongado e inducido tras un destete prematuro impiica
una situacién de hipofuncionalidad del eje HHA que se
pone de manifiesto especialmente cuando estos animales
son expuestos a una situacidn de emergencia, vya gue
entonces la reactividad de las células corticotropas
hipofisarias es inferior a la normal. El origen de la
alteraciodn podria radicar a nivel de la eminencia media
v concretamente afectaria a los mecanismos de liberacion
de CRH. Estos resultadoes, en general, no 50n
coincidentes con los obtendios en otras situaciones de
aislamiento o estrés crénico cuando tienen lugar en
edades adultas, siendo por lo tanto, fundamental el
componente del desarrolle en la determinacidn del cuadro
estudiado.
No sa hacen patentes, mediante técnicas
inmunocitogquimicas, cambios en los niveles de CRH, AVP
y OT en el NPV, lo que puede indicar una situacidn
normal en cuanto a la sintesis de los mismos. No
obstante, segun los objetivos de este trabajo y para
obtener informacidn sobre 10s niveles superiores gue
regulan la actividad HHA, incluyendce la amigdala como
centro limbico representativo, se llevaron a cabo los
estudios electrofisiolégiceos anteriormente explicados
cuyos resultados son objeto de discusion en el capitulo
siguiente.

Ademas de estos mecanismos es posible que se produzcan
modificaciones centrales en la neurosecrecion de CRH
(secrecisdn a circulacidn portal) a través de la alteracidn de
sistemas neurotransmisores limbicos, participando en 1la
diferente actividad basal Y estimulada hipofisaria-
adrenocortical observada entre las ratas control y aisladas.
Un defecte en la transduccion de la sefial de estrés en
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neurosecrecidn de CRH, debido a estimulacidn insuficiente de
estas neuronas, debido a alteraciones en las wvias de
neurotransmisores. Quizds por una inervacion inmadura del NPV
(39,40,41 de ref. 157-tesis) en la época del aislamiento, que
resulto alterada por dicha situacidn.

Por tanto, aungque nosotros no hayvamos encontrado alteraciones
en la inmunorreactividad para (CRH, AVP, OT en NPV, pueden
estarse produciendo cambios de actividad en los centros
estudiados que nosotros no detectamos mediante las técnicas
inmunocitoguimicas. Se deberian desarrcllar otres estudios
para detectar cambios en la actividad de 1los sistemas
analizados y si las alteraciones encontradas se deben a
alteraciones en vias extrahipotalamicas gue reqgulan la
sintesis y liberacidn de CRH, AVP y OT en neuronas del NPV.
Se pasa, por tanto, a los estudios electrofisiolbgicos o
cuantitativos.

4.4.~ EFECTO DEL AISLAMIENTO SOBRE VIAS
EXTRAHIPOTALAMICAS QUE CONTROLAN LA ACTIVIDAD HHA:
SISTEMA AMIGDALO-HIPOTALAMICO.-

Toda una serie de estudios han indicado gue, ademas de
les centros nervioses  hipotalamicos, existen centros
extrahipotalamicos gque participan en el control de 1la
libheracidn de corticosterona en situacion basal, asi como en
la inducida por situaciones estresantes. Entre ellos, el
sistema limbico -y mas concretamente la amigdala- juega un
papel importante en la regulacion central de la actividad del
sistema hipotdlamo-hipdfisis—-adrenal (Zolovick, 1972);
Feldman y Conforti, 1981; Feldman, Conforti y Saphier,1990).
Las alteraciones gue hemos descrito hasta el momentc en 1los
animales aislados -~gque sugieren, comgo se ha visto, una
hipofuncionalidad del eje HHA en situacién basal, perc sobre
todo en respuesta al estrés por inmovilizacion- dejaban
abilertas bastantes incognitas acerca de los posibles
mecanismos alterados. Ello nos 1levé a plantear el bloque de
experimentos de electrofisiclegia, en el cual nuestro
objetivo era analizar si dicha hipofuncionalidad estaba

relacionada con alteraciones en ciertas vias
extrahipotalamicas gue requlan la secrecion adrenccortical
{eje limbico~hipotalamico-hipofisarico-adrenal: LHHA},

ceoncretamente, en las proyecciones de amigdala a hipotdlamo.
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Como ya ha sido comentado en la Introduccidon (ver <4icuadro
577}, las proyecciones amigdalinas que intervienen en 1la
respuesta adrenocortical a los estimulos estresantes cursan
mayoritariamente a través de la estria terminal hasta el
ntcleo paraventricular hipotalamico (NPV}, bien mediante
proyecciones directas (Silverman y col., 1981; Tribollet ¥y
Dreifuss, 1981; Gray, 1989), © bien mediante proyecciones
indirectas, en parte a través del nicleo de la estria
terminal {NEST} y el area predptica (AFO) (Krettek y Price,
1578a; Weller v Smith, 1982; De Olmos y ceol, 1985; 17; Gray
y col, 1989-206). Tanto el NEST comc el APC presentan
conexiones nerviosas directas con la divisién parvocelular
del NPV (52-5b5,57,58; Sawchenko y Swanson, 1983; Swanson ¥y
col., 1983), donde se concentran las neuronas gque contienen
CRH y gque constituyen la via final de integracion en 1la
activacion de la secrecidn adrenocortical.

Por tanto, los estudios de la actividad espontanea y de la
respuesta provocada por la estimulacion del nidcleo medial de
la amigdala, realizados en el NEST, APO y NPV, podrian
aportar informacidén valida sobre sgscobre células y circuitos
implicados en el control de la actividad adrenocortical.

En primer lugar, haremos un resumen de los resultados
electrofisiclogicos obtenidos en nuestro estudio, los cuales
se recogen esquemdaticamente en la figura 6, para una mejor
comprension de los mismos:

1. El aislamiento sccial provoed una disminucion de 1la
actividad espontanea en determinadas poblaciones celulares
del NPV y del APL, perec ne en el resto de estructuras
estudiadas (NEST, APM;.

2. El aisglamientc sccial alterd la respuesta de las células
de ciertos nicleos a la estimulacidn elécirica de la amigdala
medial. Asi, e&n el NPV y APM se redujc el numero de células
gue eran excitadas por dicha estimulacidén amigdalina,
produciéndose un incremento paralelo del numero de unidades
que eran 1inhibidas © no respondian a la estimulacion.

Estos resultados electrcofisiclégicos, junto con la
disminucion de los niveles plasmaticos de B y otras
alteraciones descritas anteriormente en los  animales
aislados, sugieren la existencia de una reducciotn de 1a

actividad limbico-hipotaldmica-hipofisaria-adrenal COmo
consecuencia del aislamiento social prolongado, cuando éste
se produce en :: soia temprana previa al destete,

*..J
N
W



4, Discusion

A continuacion, vamos & pasar a la discusién de estos
resultados, estructurados en dos blogues: por una parte, los
efectos del aislamiento social sobre la frecuencis de
descarga espontdnea de las células y, por otra parte, las
alteraciones gque se producen en la respuesta a la
estimulacién del n. medial de la amigdala:

1.- FRECUENCIAS DE DESCARGA ESPONTANEA.-
La actividad espontanea de las unidades aisladas en los
animales control era similar a la descrita en estudios
previos para el NEST(9,67) y NPV(33,53,54,56}. En el casc del
APO, aungue las células dlSparaban algo mas rapido gue en

de descarga sespontanea

otros estudics (55, 56), la frecuenci
encontraba dentro del rango de fr
os autcres (Gardner y Phillips,

a
ecuencias descritas por
T 1

3 de tesis).

977-203; Dyer, 1973-en

.

Ei aislamientc social provecéd una disminucidn de la
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forma paralela, incrementcos en los niveles circulant

e
en el animal (17,39,56}. Por tanto, la menor acti
espontanes de 1

— T
[=3
relacionada con 1

celulas del NPV ¥y del APC podria estarx

disminucidn de los niveles basales de B en

uowm

plasma encontrados en los animales deprivados socialmente.

S5i analizamos con mds detalle los resultados, las células del
NPV gue presentan mencr actividad espontanea en los animales
aislados son precisamente las que resultan activadas tras la
estimulacidn de la AME, de modo gue estarian

i
studiando, participando también activamente

via gue estamos e

en el incremento de la actividad adrenccortical gue se
produce tras la estimulacion amigdalina. Se puede sugerir,
por tarnto, gue la hipofuncionalidad basal de estas células
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podria ser parcialmente responsable de la disminucidn de los
niveles circulantes de B en los animales aislados.

En cambio, aungue se ha comprobado gue el APO contribuye de
alguna forma al control de la expresién basal de mRNA para
CRH y su secrecién (Herman y col, 199C, 30 de manuscrito-
isol), las ceélulas del APL gue presentan menor actividad
espontdnea tras el aislamiento social son precisamente las
que no responden a la estimulacidn de la amigdala medial vy,
por tanto, estarian implicadas en vias diferentes de la
estudiada por nosctreos. Quizds alguna de estas vias podrian,
a su vez, participar en el control la actividad HHA basal
como se ha propuesto, por ejemplo, para ciertas provecciones
hipocampales multisinapticas descritas al area preoptica o
mediante la via amigdalofugal ventral (Herman y col, 1890, 30
de manuscrito-isol) que realmente conecta el cortex
periamigdalince con el APL

En relacidn con los posibles mecanismos gue subyacen a la
disminucién de la descarga espontanea de estas celulas, ya
hemos comentado gque el aislamiento en un periodo temprano
anterior al destete provoca un incremento en los
glucocorticoides circulantes(29,60) en un momento en gue el
eje HHA egta todavia madurando (Vazquez y Akil, 1992-943.
Teniendo en cuenta la modulacicn que ejercen las hormonas
adrenales sobre la frecuencia de descarga de las células
(7,10,52), el incremento de concentracidén de corticosteroides
podria haber causade efectos de larga duracion en la
actividad espontdnea de las células, mediante, por eiemplo,
modificaciones de sus caracteristicas electrogénicas, en la
distribucion de sus receptores, etc. De hecho, se han
encontradce cambios de este tipo como, por ejemplo, un
incrementc en &l numerc de canales de calcio en células de
cortex frontal y n. caudado, cuando el aislamiento social se
produce desde los 21 dias de edad hasta los 3 meses (Czyrak
y col, 1992-57). Sin embargo, no podemos excluir la
posibilidad de que a la actividad espontdnea disminuida
contribuyan también diversas alteraciones en agentes
extrinsecos a las celulas estudiadas, como, por ejemplo,
cambios en las aferencias de estas neuronas, gue podrian
tener o no el mismo origen hormonal.

También podria pensarse en el casoc contrario, es decir, que
las alteraciones de actividad espontédnea detectadas en las
ceélulas del NPV y APL tengan su corigen en los bajos niveles
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basales de B en plasma de los animales aislados adultos. En
este sentido, se ha descrito que los corticosterocides reducen
la frecuencia de descarga de las células del NPV y células
gue proyectan a ellas(36,52,62) a través de receptores de
corticostervides existentes en las mismas (Fuxe y col, 1985-
en 24 de tesis; Arriza y col, 1988-en 24 de tesis;
Ceccatelli, 1989-134; McGimsey y col, 1991-106)}. Sin embargo,
si éste fuera el caso, la baja concentracidén de B en plasma
de los animales aislados habria provocado un incremento, mas
gue una disminucidén en la actividad espontanea de las células
del NPV y APL. La posibilidad que estamos analizando es
especialmente dificil de justificar en el caso de las celulas
del APL, si tenemos en cuenta el hecho de que no se han
detectado receptores para corticosteroides en 1la region
predoptica (Fuxe y col, 1985-en 24 de tesis; Arriza y col,
1988-en 24 de tesis; Ceccatelli, 1989-134; McGimsey y col,
1991-106). Por todo ello, parece dificil establecer una
relacion directa entre la disminucidén de actividad espontanea
que se produce en las ceélulas del APL y NPV de los animales
aislados y una posible alteracidon en la retroalimentacion
negativa de los corticosteroides.

2.- ALTERACIONES EN LA RESPUESTA A LA ESTIMULACION DEL

N. MEDIAL DE LA AMIGDALA.-
Procederemos a discutir separadamente los resultados
obtenidos en cada nuicleo estudiado:

2.a. NUCLEO DE LA ESTRIA TERMINAL.

Los registros realizados se localizaron principalmente en la
division medial del NEST, y dentro de ella, sobre todo, en
las regiones anteriores, siguiendo los criterios clasicos de
citoarquitectura y conectividad del nucleo (Bleier, 1961;
Krettek vy Price, 1978; De O©Olmos y <¢ol., 1885), cuyas
subdivisiones han sido revisadas recientemente (Moga y col.,
1989-~192; Del Abril, 1988-194). Segun estos criterios, la
subdivisidn medial del NEST estaria conectada con grupos
celulares como el n. medial de la amigdala, area preodptica
medial e hipotalamo ventromedial y, por tantc, implicada en
la regulacidn de procesos neurcendecrinos (Krettek y Price,
1978; BSaper vy col., 1976; Swanson, 1976). En este sentido,
nosotros estédbamos especialmente interesados en realizar los
registros de actividad unitaria en las regiones
anteromediales del NEST debido a gue gu estimulacion
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eléctrica produce un incrementc de los niveles plasmaticos de
B (14}, ademds de gue sus células reciben inervacidn directa
de la amigdala medial (9; Weller y Smith, 1982-208}.
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- En animales control la estimulacion eléctrica de la AME
provocd 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) vy el porcentaje de unidades gque no respondian a la
aestimulacién fué realmente bajo (7.6%). Estos resultados
sugieren que la proyeccién estudiada era predominantemente
axcitatoria Y estan de acuerdo con estudios
electrofisiclogicos previos(1,5,9,67), asi como con estudios
neuroanatomicos gque demuestran la existencia de proyecciones
desde AME a NEST{9,32), mayoritariamente a través de la stria
terminalis(17,33}.

La inhibicidn de la descarga que se produjo tras la respuesta
excitatoria en aproximadamente el 21% de las células que
eran activadas ( fendmenoc denominado OD+/-3, podria
representar un mecanismo gue limitaria la excitacidn que se

produce en las células tras la estimulacidn amigdalina. Este
fenomenc, gue ha sido previamente descritc en el NEST tras la
estimulacidén de la estria terminalis por Yajeya vy col {1989)
podria generarse por varios mecanismos: a) activacion de
interneurocnas inhibitorias, b) posthiperpclarizacicdn temprana
iy disfacilitacidon tardia?? que siguen a cada potencial de
accitn, d) algiun tipo de mecanismo inhibidor postsinéptico
mediante colaterales recurrentes.

En cuanto a las latencias de respuesta, la excitacidon se
produjo en el NEST con una media de latencia larga (33.9%8.8
ms}), lo cual indica que estaba mediada por una via
polisinaptica {1,5,67). Sin embargo, hay que tener en cuenta
gue las latencias de activacion eran muy hetercgéneas,
existiendo bastantes neurcnas (alrededor deil 6€60% de las
celulas excitadas} que presentaban latencias cortas {(<10ms)
Yy gue, por tanteo, serian excitadas mediante una proyeccion
monosinaptica desde el nucleo medial de la amigdala {(Yajeva
vy col,, 198%). En cuanto a la respuesta inhibitoria, ésta se
produje con una latencla homogeneamente mas rapida (9.4122.8
ms}, indicando gque probablemente estaba mediada por una
proyveccion monosindptica desde el n. medial de la amigdala
{1,50).

- Una vez caracterizada la respuesta de las células del NEST
a la estimulacion de la AME en los animales control, sélo nos

gueda por coménlar ue 14 oria en aislamijento social no
provoceo alteraciones significativas en el patrén de dicha
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respuesta, del mismo modo gque tampoco se encontraron
diferencias en la actividad espontdnea de las células del
NEST entre Jlos grupos estudiados (como se ha discutido
anteriormente), o en las latencias de respuesta.
La observacioén realizada en tres de las unidades registradas
en estos animales aislados, de un incremento espectacular de
la duracidn de la excitacidén tras estimulacidén amigdalina
puede ser objeto de un breve comentario, 81 bien su caracter
excepcional aconseja no extendernos demasiado en este punto.
De Kloet y col (revisidn,1991-10 de elcisolpap; iiBUSCAR Y
ARADIR EL PAPER ORIGINAL DE INTRACELULAR!!)} han descrito que
los corticosteroides pueden reducir la excitabilidad de
células del sistema limbico, concretamente del hipocampo. Se
podria proponer, por tanto, gque los bajos niveles circulantes
de B en los animales aislados podrian ejercer un menor efecto
de retroalimentacién negativa sobre la excitabilidad de las
células del NEST, a travéeés de 1logs receptores para GC
descritos en ellas {(Neurosci Lett 77, 25-30:iiBuscar en
CAJAL!!: afadir ref. De Kloet del Congresc ENEA 93.Lisboa}.
La estimulacion eléctrica de la amigdala medial, al igual que
el estrés, provoca una excitacién en las células del NEST
medial {(comc se deduce de nuestros resultados en animales
control y de datos previos en la bibliografia) que, a su vez,
provoca un aumento en 1la concentracion plasmatica de B
{14,28). Estos datos han llevadc a proponer al NEST como un
nicleo gqgue participa en la regulacidon de la secreciodn
adrenocortical en respuesta a los estimulos estresantes. Sin
embargo, &l hecho de gque en animales aisladcs este nuclec no
vea alterada su actividad eléctrica parece indicar gue la
hipofuncicnalidad que presenta el eje HHA de estos animales
no tendria su origen en alteracicnes de la actividad basal
del NEST, ni de su excitabilidad ante estimulcs procedentes
del n. medial de la amigdala.

2.b. AREA PREQPTICA.
En nuestrc estudio, leos registros se realizaron en las
regiones rostral y medio-laterales del APQ, siguiendo los
criterios citoarquitectdnicos de Bleier y col (19789-en
morfmapo.met), Millhouse (1969-Ibidem} vy Simerly y col.
(1984-228). Se ha demostrado gue la estimulacidn eléctrica de
estas zonas provoca un incremento de secrecidn adrenocortical
{Redgate y Fahringer, 1973-49 elcisolpap; Saphier y Feldman,
1986-54 elcisolpap), lo gue ha llevade a sugerir gue su
implicacié en el control de la actividad HHA.
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- En animales control, la estimulacidon de la AME proveco
excitacion en un elevado numero de células predpticas (62%),
mientras gque el porcentaje de células gue resultaron
inhibidas (14%) o no respondieron a la estimulacidn (24%) fué

menor .
La respuesta fué diferente en el APM {(0OD+=85.7%; 0D-=4.8%;
NR=9.5%) que en el APL (OD+=44.8%; OD-=20.7%; NR=34.5%}:
Como puede apreciarse, el porcentaije de células que
no respondian a la estimalacidén de la AME fué menor en el APM
gue en el APL (donde esta pobklacion de celulas era bastante
elevada), lo cual estd de acuerdo con los datos obtenidos por
Adamec (1989-1 de elcisolpap). Este fendmeno podria reflejar
la existencia de una mayor proyeccion desde la AME al APM gue
al APL, cuvyas aferencias amigdalinas parecen proceder
mavoritariamente del cortex periamigdalinc a través de la via
amigdalofugal ventral en la rata (Powell y ccl, 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 vy
APL, que se establecen, en parte, a traves de las conexiones
reciprocas entre APM vy APL(8; Simerly y Swanson, 1988-229).
Pcr ctra parte, si nos fijamos en las células que
respondieron a la estimulacion amigdalina, los porcentajes de
excitacion e inhibicién fueron también diferentes en el APM
y APL, de modo gue el cocilente excitacidn/inhibicidn es mucho
mayor en e1 APM (17.85) gue en el APL (2.16). Estos
resultados indican gque la via amigdala-darea predptica es
mayoritariamente excitatoria, pero de forma mucho mas patente
en el caso del APM. La existencia de esta aferencia
amigdalina mayoritariamente excitatoria sobre las células del
APM es acorde gon lo descrito por otros autores (8, 44,50;
Fenske y col, 1975-207)} y parece mediada principalmente a
través de la estria terminal (12,27,48).

La latencia media de excitacidn era elevada en las células
del APO (APL=37.5%+13.4ms; APM=79.1+40.07ms), lo cual sugiere
la intervencidén de wuna via oligo o polisinaptica. Esta
interpretacidén aparece abundantemente recogida en la
bibliografia sobre el tema (1, 44; Gray y col., 1989-206;
Magnuson y Gray, 1988-29 de 1la 205 de tesis; Gardner y
Phillipsg, 1977-203), aunqgue las latencias de respuesta que se
describen en 1los trabajos cubren un amplio rango. Esta
heterogeneidad de latencias de excitacidn era alin mayor en el
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APO que la ya comentada en el NEST (sobre todo para las
células del BPM), existiendo un menor porcentaje de células
con latencias cortas de excitacion (<20 ms, alrededor del 30%
de las células excitadas). Estas células podrian ser
excitadas mediante una proyeccion monosindptica desde el AME,
probablemente via la estria terminal (Perkins y col, 1977),
pero parece yue esta proyeccidn es menor gue en el caso de
las céluias del NEST.

En cambio, la inhibicidén de la descarga de las células del
APO por estimulacién de la AME se produjo con latencias
menocres y mas homogéneas (APL=10.8+5.4 ms; AFM=8.0 ms), 1o
cual sugliere, como ya vimos en &l NEST, la existencia de una
via inhibitoria monosindptica rapida que podria estar mediada

por aferencias directas desde la amigdala medial {(50).

\

- Por otra pari=, «1 aislamiento social disminuyd el namero

de cé&lulas del APM gue eran excitadas por la estimulacion del
AME {(controles:85.7%; aislados:36%) e incrementd el nuimero de
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aisjados:38%}) o no respondian {controles:5.5%; ai .
En cambio, en el APL se produjeron ligeras modificaciones que
no fueron estadisticamente significativas. El hecho de que el
aislamiento social tenga un efecto mds drastico sobre 1la
respuesta de las céliulas del APM quizds podria deberse a una
alteracidén de las aferencias con origen en &€l AME que, como
ya se ha dicho, son mds abundantes sobre el APM.

Por otra parte, las latencias de respuesta no variaron en 10s
animales aislados.

Teniendo en cuenta todo 1o dicho en este apartado puede
conicluirse, por lo tanto, gue las aferencias amigdalinas a
ias céjulas del APM eran maycoritariamente excitatorias, y el
aumento de actividad que se provoca en las células predpticas
se puede relacionar con el incremento de actividad que tiene
lugar en el sistema HHA en resgspuesta a 1os estimulos
estresantes (17,56). Por tanto, se puede proponer gque la
reduccion de la excitacidén que se produce en el APM de los
animales aislados al estimular la AME, Jjunto con el aumento
de inhibicidn y del porcentaje de celulas gue no respondern,
determinaria una menor secrecion adrengcortical en estos
animales. Esto parece coherente si tenemos en cuenta los
resultados presentados en otros apartados de la tesis, de los
que 3se deducia que 108 animales aislados presentaban una
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menor activacion del eje HHA en respuesta al estrés por
inmovilizacién; esta hiposensibilidad de la actividad HHA al
estrés podria estar relacionada con una reduccidon de la
excitabilidad de las células del APM ante los estimulos, como
hemos c¢onstatado en el caso concreto de 1los estimulos
procedentes de la amigdala medial. Hay que tener en cuenta
que el APM presenta proyecciones que sinaptan sobre las
neuronas parvocelulares del NPV (8,53,54,58,62, Simerly y
Swanson, 1988-229), siendo dicha proyecciodn predominantemente
excitatoria sobre la actividad eléctrica del NPV (54,55).
Asi, la estimulacién del n. medial de 1la amigdala, al
producir una menor excitacidn de las células del APM, podria
provocar, a su vez, una disminucion del efecto excitatorio
sobre el NPV, reduciendo consecuentemente la actividad
adrenocortical (49), al menos en respuesta a los estimulos
mediados por la amigdala medial.

2.c. NUCLEQ PARAVENTRICULAR.
- En los animales control todas las células gue presentaban

un patrén de actividad espontanea no-fasica fueron excitadas
por la estimulacidén de la AME (100%), lo gue sugiere gque la
proyeccion amigdalina estudiada era excitatoria, de acuerdo
con estudios previos{(56). Aunque no pecdamos asegurar las
provecciones de las unidades registradas, existen evidencias
para sugerir gue las células estudiadas en el NPV podian ser
neurcnas parvocelulares que proyectaban a la eminencia media,
ateniéndonos a los siguientes criterios: a) la posicion del
electrodo de registro en la divisidn parvocelular medial del
NPV, seqgin los criterios citoarquitectdnicos de Sawchenko y
Swanson (1983-290); b}l el patron de descarga espontanea
continua y no-fasica (45,53,63, Pittman y col, 1980-196); vy
c) el hecho de que la mayoria de ellas eran excitadas tras la
estimulacion de la AME en animales control(b6; Ferreyra y
col. 1983-216),

Al igual qgue en los centros anteriores, el tiempo medio de
latencia al que se produjeron las respuestas excitatorias en
el NPV provocadas por la estimulacién de la AME fué bastante
heterogénec (55.83+t32.58), De las 6 células aisladas, cuatro
presentaron una latencia de excitacidn pequeiia (<20 ms) vy
podria considerarse gue son unidades activadas mediante una
proyeccidn excitatoria monosinaptica, teniend¢ en cuenta gue
se han descrito proyecciones directas de la amigdala medial
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al NPV(11,45,56,58). Las largas latencias de excitacidn
encontradas en las otras dos células sugieren que es también
posible la existencia de una via oligosinaptica desde AME, en
parte mediante la via de proyeccidn que estamos estudiando,
gue hace relé en el NEST y/o en el APO, areas que a Su vez
proyectan al NPV (17; Gray y col, 1989-206).

- El aislamiento social redujo el nuimero de células del NPV
con actividad no-fasica que aumentaban su frecuencia de
descarga en respuesta a la estimulacidn de la AME (controles:
100%; aislados:42.9%) y aumentd el numero de las gque eran
inhibidas (28.%%) © no respondian {28.6%). En cambio, las
latencias de respuesta no fueron diferentes en ratas control
y aisladas.

Como va se ha comentado anteriormente, la estimulacion de la
BME, al igual que los estimulos estresantes neurogénicos,
provoga un incremento en la frecuencia de descarga de las
células parvocelulares del NPV que secretan CRH en la rata
originando, €l Su ver, un incremento de secrecion
adrenocortical {39,506). Por tanto, 1a mencr respuesta
excitatoria que se produce en las células del NPV de IJos
animales aislados tras la estimulacidn de la AME, originaria

una  menor respuesta adrenocortical a los egtimulos
procedentes de la amigdala medial. Si tenemos en cuenta que
la AME participa en la respuesta del sistema HHA al estrés
por inmovilizacidon (Van de Kar y ceol., 1991-205), parece
logico sugerir que la disminucion de esta respuesta observada
en los animales aislados pedria tener su origen, en parte, en
la menor excitabilidad de las células del NPV ante los
estimulos precedentes de la AME. Esta menor excitabilidad
pedria estar también relacionada con un descenso de la
entrada excitatoria al NPV procedente del APM, ya que en este
centro se han encontrado también alteraciones en la respuesta
a la estimulacion de la AME que apuntan en el mismo sentido.

Por tanto, el aislamiento sccial parece haber proveocado
alteraciones en 1la respuesta del animal a los estimulos
mediados por la amigdala medial, alteraciones que tienen su
origen en vias especificas implicadas en el control de 1la
actividad HHA, en concreto desde el AME a APM v a NPV,
resultando menos sensibles a la situacidén de aislamiento
social las provecciones de AME a NEST y APL. Las alteraciones
consistian en una disminucidon de la respuesta excitatoria a
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ia estimulacion de la AME, junto con un incremento de
inhibicién y del porcentaje de células que no respondian a
dicha estimulacidn. Estos resultados sugieren una disminucion
en la EFECTIVIDAD DE LA VIA ESTUDIADA en los animales
aislados, de manera gue se puede sugerir que se produciria
una disminucién de la respuesta del eje HHA, al menos ante
los estimulos estresantes mediados por la BME, como es el
caso del estrés por inmovilizacidén (Van de Kar y col., 1991~
205,

LQué posibles mecanismos subyacen a las alteraciones de
respuesta del APM y NPV a la estimulacidn del n. medial de la
amigdala?:

* La primera posibilidad es gue se haya reducido la
actividad o funcionalidad de las vias excitatorias y/0 se
haya aumentado la de las vias inhibitorias desde AME a POA
(concretamente a APM) y NPV, sin que, por el contrario, se
hayan alterado las proyecciones al NEST. Es decir, el
aislamiento social podria determinado la alteracion
aspecifica de algunas de las proyecciones estudiadas.
Teniende en cuenta las provecciones del n. medial de la
amigdala esguematizadas en la figura 5, y segin los criterios
de Cowan y col (1965-210), Heimer y Nauta (1969, en Hamilton,

1976) vy De OQOlmos ({1972-239), los resultados podrian
explicarse si se hubieran producideo alteraciones en 1la
radiacion hipotalamica exlstente en la divisioén

supracomisural del componente dorsal de la estria terminal,
que proyecta especificamente desde los nucleos cortical y
medial de la amigdala a 1la region predptica medial e
hipotalamo, pero no al NEST. Sin embargo, no se habrian
afectado la division retrocomisural del componente dorsal de
la estria terminal, que conecta dichos nuclecos amigdalinos
con el NEST vy regidn predptica; tampoco parece haberse
afectado la efectividad del componente ventral de la ST,
formado por fibras originadas en los n. medial vy basclateral
de la amigdala gque terminan postcomisuralmente en el NEST y
en la regidn predptica.

Esta interpretacidn de nuestros resultados estaria 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
(Sanchez-Toscano y col, 1991}, que quizds tienen su origen en

175



4. Di ;.

alteraciones de las propias neuronas amigdalinas. En este
sentido, se ha comprobado que existe degeneracifn en neuronas
amigdalinas de perros aislados (Zhavaniia, 1989). En cuanto
a los resultados negativos de nuestro estudico, existen
evidencias de gque el aislamiento social desde una época
temprana, concretamente en monos, tampoco produce
alteraciones en el NEST (34), aungque esite estudio se refiera
a alteraciones de tipo neuroquimicco. Todas estas evidencias
nos permiten sugerir que el aislamiento social temprano
podria producir cambios selectivos de neurotransmisidn en
regiones cerebrales especificas, sin afectar otras.

Los efectos del aislamientc social sobre las vias
estudiadas por nosctros podrian haberse producido mediante
alteraciones de los sistemas de neurotransmisores o de
neuropéptidos presentes en la estria terminal. Asi, el
incremento de efectividad de las vias inhibitorias gque se
produce en las ratas aisladas podria deberse, por ejemplo, a
un incremento de la proyeccion inhibitoria directa
{monosinaptica) 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
(McDhonald, 1987-214}.

Por otra parte, 1la disminucicn de efectividad de la via
excitatoria estudiada peodria tener su origen en la reduccidn
de los sistemas de neurotransmiscres o© neuropeptidos
excitatorios, como por ejemplo el glutamate (Sawada vy
Yamamoto, 1981-198) © la neurotensina {Sawada y col., 1980-
220; Woodhams vy col, 1983-2224). Si bien esta hipdtesis seria
valida para explicar la disminuciocn de respuestas
excitatorias monosindpticas, hay gue tener en cuenta que
existian bastantes c¢élulas en APM y NPV que parecian
excitarse a traves de una via oligo o pelisinaptica, de modo
que en este caso no podemos averiguar qué sistemas pueden
haberse alterado desde la AME hasta APM o NPV.

Si1 se produjera un incremento de las aferencias amigdalinas
inhibitorias a APM y NPV esto podria, ademas, modular 1la
actividad de las vias excitatorias amigdalinas sobre las
mismas zonas. Este efecto modulador de la excitacidn se ha
descrito, concretamente para ia somatostatina, cuya
aplicacion reduce el incrementc de descarga inducido por el
sistema glutamatérgico procedente del AME sobre las células
predpticas (50-paperelcisel)}. La situacién podria complicarse
aun mas si considerames 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 periodo temprano de la vida de los animales, las
alteraciones que se producen en las proyecciones del n.
medial de la amigdala a APM y APL podrian tener su origen en
alteraciones de la normal maduracidén © desarrollio de 1los
sistemas neurotransmisores implicadeos, guizas debido, en
parte, a las elevaciones en los niveles plasmaticos de B que
experimentan los animales de esta edad ante la situacidn de
aislamiento (29,60,65). En este sentido, ya hemos comentado
anteriormente el trabajo de Vazquez y Akil (1992-94), en el
que se hace referencia a la inmadurez de las vias nerviosas
extrahipotalamicas gue convergen scbre las neuronas del NPV
hipotaldmico gue sintetizan y liberan CRH y AVP, alrededor
del periodo del destete. Algunas de estas vias parecen
alcanzar el patron adulto de operacionalidad alrededor de la
cuarta-quinta semana de vida postnatal en la rata(43-45 de 64
tesis).

* Sin excluir los anteriormente expuestos, podria haber
otros mecanismos determinantes de las alteraciones
encontradas en los animales aislados. Concretamente, vamos a
comentar dos de ellos:

1} La posible alteracion de 1la sensibilidad de sistemas
receptores de neurotransmisores en las células estudiadas.
En este sentido, por ejemplo, los bajos niveles basales de B
de los animales aislados podrian provocar un incremento de
sensibilidad del sistema receptor de NA, como ha sido
observado tras ADX por Mobley y Sulser (1980-199), mientras
gue la elevacioén de los niveles hasales de B, como sucede en
estrés cronico, reduce la sensibilidad de dicho sistema
{(Stone, 1979- en 199 tesis). Teniendo en cuenta gue la NA
inhibe la descarga inducida por estimulacion de aferencias
amigdalinas excitatorias sobre las células predpticas (44),
cuyas aferencias noradrenérgicas parecen proceder
mayoritariamente del FTM {Ungerstedt, 1971l-en 44-
paperelciscl}, el incremento de sensibilidad del receptor de
NA en estas células podria reducir la respuesta excitatoria
de las mismas por estimulacion de AME en los animales
aislados.
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2) Alteraciones en 1los mecanismos de retroalimentacidn
negativa por glucocorticoides. Las acciones supresoras de los
corticosteroides sobre la actividad adrenocortical, ademas de
producirse a nivel del NPV a través de receptores para estas
hormonas esteroideas (Ceccatelli vy col, 1989-134; Cintra y
col. 1987-195; McGimsey y col., 1991-106; Uht vy ccl., 1988~
183), se ejercen también sobre la actividad funcional de
aferencias extrahipotaldmicas al NPV (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 limbico, incluyendo areas como
el n. medial de 1la amigdala (Cintra v <ol., 1987-195;
Warembourg, 1975-191) y el NEST (Cintra y col.,1987-195; De
Kloet y col., 1993-175), mientras gue en el APO se han
descrito neuronas que son sensibles a glucocorticoides (42)
y la integridad de este &rea parece necesaria para una
retroalimentacion negativa adecuada de los corticosteorides
(Feldman y Conforti, 1980-187). Teniendo en cuenta el efecto
supresor de los corticosteroides sobre la actividad de los
nucleocos en los que hemos realizado los registros
electrofisiolidgicos, los niveles basales disminuidos de B en
los animales aislados podrian haber favorecidce el incremento
de la respuesta excitatoria de las ceélulas a la estimulacion
amigdalina, en lugar de la disminucidn observada en el NPV y
APM. Esta contradiccidén sdélo podria explicarse si  se
incrementara el efecto de retrcalimentacidn negativa de los
corticosteroides en estos nucleos tras el aislamiento social
mediante, por ejemplo, un incremento de los receptores de
corticosteroides (0o de su afinidad), como se ha comprobado
que sucede tras ADX en sistema limbico e hipotalamo (Spencer
v col, 1991-107). O bien, seria posible si1 consideramos la
combinacion con otre tipo de alteracicnes. Asi, por ejemplo,
existen evidencias dgue demuestran dque la deplecion de
aferencias excitatorias sobre células que contienen CRH en el
NPV, incrementa el efecto supresivo dgque tienen 1los
glucoccorticoides sobre la secrecidon de B en plasma en
respuesta a ciertos tipos de estrés (Feldman y Weidenfeld
1991-181).

Nosotros nos 1inclinamos a pensar gue las alteraciones
encontradas en el estudio electrofisioldégico en los animales
aislados ne son principalmente debidas a 1os niveles
disminuidecs de B circulante. Y para ellc nos apoyamos en
resultados obtenidos por nuestro equipe en un estudio
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electrofisioldgico en el NEST y APO paralelo al expuesto en
esta tesis, con animales adrenalectomizados (datos sin
publicar):

Por una parte, la ADX bilateral no alterd la actividad
espontadnea de las células registradas en NEST y APO, en
contraste con la disminucién de actividad basal detectada por
nosotros concretamente en el APL de animales aislados. Por lo
tanto, en este dltimo caso deberia existir un tipo de
mecanismo distinto a la disminuciodn de los niveles basales de
B. En cuanto a las alteraciones que provoco en la respuesta
de las células a la estimulacidén de la AME, la ADX incremento
el ndimerc de células del NEST gque eran excitadas y redujo la
cantidad de células que resultaban inhibidas, sin alterar el
porcentaje de células que no respondian a la estimulacidén. En
cambio, la ADX no alterd la respuesta de las células
preopticas a la estimulacidn de la AME, sugiriendo gue dicha
respuesta es glucocorticoide-independiente. Estos resultados
son opuestos a los obtenidos tras aislamiento social, per una
parte porgue en los animales aislados las alteraciones de
respuesta ze produjeron en el APO, pero no en el NEST vy, por
otra parte, porgue la ADX provocd un incremento de excitacion
y una disminucidn de inhibicidén, justo lo contrario gque el
aislamiento sccial. A la vista de todo ello, no parece gue
jos efectos del aislamiento en los nitcleos estudiados tengan
su origen en los bajos niveles circulantes de B, los cuales,
s1 produjeran algin tipoc de modulacidn, podria ser
enmascarada o superada por la gran potencia de la activacién
trans-sinaptica de las vias nerviosas gque estamos estudiando.
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COMENTARIOS GLOBALES. (figura 6)

Come resumen de este apartado de discusion, y ateniéndonos a
las conclusiones que se pueden extraer de un modo
razonablemente c¢laro, vamos a realizar wuna serie de
comentarios a la vista de la figura 6.

Ya hemos comentadc anteriormente que el aislamiento prematuro
y prolongado en ratas inducia hipoadrenocorticismo en la
época adulta, tanto en situacion basal como en respuesta al
estrés. Los cambios electrofisiolédgicos discutidos mostraban
que la hipofuncionalidad de 1la via extrahipotalamica
estudiada se producia fundamentalmente tras activacidén de la
via vy no en situacidn basal (como se ve en la figura 6), lo
cual parece indicar que las alteraciones son diferentes en
ambas situaciones. Se mantiene asi la toénica general
encontrada hasta ahora en nuestros resultados de otros
apartados (i iDECIR CUALES!!), en los cuales los efectos del
aislamiento social eran mas drasticos sobre la respuesta de
los animales a estimulos estresantes que en situacidn basal.
Estos resultados podrian deberse a gque la secrecion basal de
CRH estd regulada por una via nerviosa diferente de la
secracion inducida por estrés (Keller-Wood y Dallman (1984-
51), resultando menos alterada por el aislamiento social.

/777077 /La amigdala parece partipar en ambos tipos de
control: basal {(Matheson y col, 1971 en 204-tesis; 49 de
paper elcisol) o en respuesta al estres como la
inmovilizacidn (Van de Kar y col., 1991-205; ACE: Beaulieu vy
col, 1987-204), como se ve en la figura 6.{<iHacer un esguema
de via hipotética de control basal de la secrecidn de B? EI
control basal de la actividad HHA parece mediada via
estructuras interconectadas por medio de la via amigdalofugal
ventral asi como proyeccicnes hipocampales multisinapticas al
area predptica {Herman y c¢ol, 1990, 30 de manuscrito-
isol).///7777

Ya habia sido propuesto c¢on anterioridad gue las alteraciones
de los lazos afectivos y de la experiencia social, como
sucede, por ejemplo, en el caso del ailslamiento de la madre
y demas companeros de camada, provocan una disfuncion
hipotalamica que podria tener su origen en la alteracidn de
la actividad limbica, especialmente de la amigdala y de sus
vias al hipotalamo, incluyendo la estria terminal v la via
ventral amigdalofugal (Reite y Capitanio, 1985: Social
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gseparation and social attachment; libro: "The psychobiology
of attachment and separation". pg.243). Esta hipdtesis parece
confirmarse a la vista de nuestros resultados
electrofisiolégicos v de otros trabajos gue relacicnan las
alteraciones de comportamiento, expresioén emocional vy
respuestas a estimulos externos que se preoducen tras el
aislamiento social con una actividad anormal en el sistema
limbico v areas de relé sensorial(26), asi como con cambios
ultraestructurales en la amigdala, hipocampo vy cortex
cerebral, gque indican neurcdegeneracitn en estos centros
{68). Nuestros resultados, ademas, parecen apoyarse con losg
encontrados en otras situaciones en las Jgue se 1las
alteraciones de la actividad HHA basal y en respuesta al
estrés, como es el caso de razas de ratas emocionalmente
diferentes, parecen deberse a modificaciones de la
nenrosecrecién de CRH originadas en alteracicones de 1los
sistemas neurotransmisores limbicos que convergen en las
células del NPV (66).

4.5.- ESTUDIO CUANTITATIVO DE LOS EFECTOS DEL
AISLAMIENTO SOBRE EL CAMPO DENDRITICO DE NEURONAS DEL
AREA PREGPTICA.-

l.- Ambito del trabajo.-

En el apartade anterior de la discusidn hemos comentado
ciertos efectos del aislamientc social sobre la actividad
espontanea y la respuesta a la estimulacion de la amigdala de
neuronas del APQ v del NPV. En estas regiones cerebrales se
cbhservéd una disminucion en la efectividad de las vias

excitatorias, asi como un incrementeo en la efectividad de los
cistemas inhibitorios desde el AME, ademas de un incremento
del numero de células que no respondian a la estimulacidn
amigdalina. Por tanto, se proponia que en los animales
aislados se reduciria la respuesta en el APO y en el NPV
frente a los estimulos gque proceden de la amigdala medial, lo
cual podria estar relacionado con la hiposensibilidad
encontrada en el sistema HHA en situaciones de estrés agudo.
Los cambios mencionados podrian estar relacionados con
modificaciones en la sinaptologia de las células registradas,
lo cual seria indicativeo, a su vez, de alteraciones mas
amplias en los circuitos implicados. Para comprobarlo,
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realizamos los estudios detallados previamente en Material y
Métodos referentes a dos tipos neurcnales dentro del APO: a)
por una parte, desarrollamos el estudic de la densidad de
espinas dendriticas en neuronas del area predéptica medial
estrial, ya que éstas reciben aferencias amigdalinas bien
caracterizadas anatomicamente sobre sus dendritas
"orientadas" (Raisman y Field, 1973). Y por otra parte, b)
realizamos la cuantificacion de una serie de parametros
indicativos del campo receptivo de neurcnas del APL,
pertenecientes a un tipo previamente definido por nosotros,
con el fin de comprobar si los efectos producides por el
aislamiento social, de haberse producido, respondian 0 no a
un patron general de alteracidn dentro del area preodptica. Es
interesante recordar aqui gue tanto el APM, como el APL
parecen estar implicadas en la regulacion de la actividad del
eie HHA a través de sus eferencias al NPV, tal y como se ha
comentado ampliamente en capitulos anteriores
(8,53,58,62:elcisol-manusc.; Simerly y Swanson, 1988-229). El
conocimiento de la plasticidad sinaptica de las neuronas de
este Area supondria, segun nuestros planteamientos, un avance
en el conocimiento de los cambios en el eje HHA ante la
situacion de aislamiento tras el destete prematuro chijeto de
nuestro estudio.

Como se habia comentado extensamente en Introduccidén, la
conclusion gque puede sacarse a la vista de una extensa
bibliografia al respecto, es que la pobreza o rigqueza de
estimulos del entorno ambiental del animal influye, de alguna
manera, en la complejidad de recepcidén e integracidn de sus
centros nerviosos, lo cual se basa en cambiocs de los
circuitcos existentes en ellos. Estos cambios son detectables
a través del estudio cuantitativo de una serie de parametros
neuronales indicativos del campo receptivo neuronal, tales
como longitudes dendriticas, Ordenes de ramificacidn,
densidades dendriticas, nimerco de espinas dendriticas, etc.,
los cuales se han mostrado muy plasticos frente a diferentes
situaciones experimentales.

Por lo tanto, nuestra pretension de estudiar la plasticidad
neuronal en aislamientc social del APO como elemento
indicativo de posibles reajustes en la sinaptologia de 1la
misma, parecia justificada. Sin embargo, la interpretacidn de
nuestros resultades ha sido particularmente dificil ya que
los datos obtenides no concordaban, en principio, con 1la
hipotesis previamente establecida sobre criterios
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convencionales. Ello hizo que nos plantedramos mecanismos de
plasticidad algo diferentes a los clasicamente establecidos,
asi como hipotesis alternativas sobre la naturaleza de la
gituacion 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 dias de edad) y el aislamiento prolongado
posterior (durante 2 meses) en los procesos de desarrollo y
maduracidn de las neuvronas del area predéptica de rata.

En primer lugar, los quince dias es una edad en la gue el
cerebro de la rata se encuentra inmerso en un imnportante

desarrocllo sinapfogeénico gue comprende aproximadamente 1las
tres primeras semanas de vida (Aghajanian y Bloom, 1967;
Dobbing, 1974). Los cambios detectados en este periodo
afectan a todos los parametros relacionadeos con la
conectividad, tanto a nivel de microscopia Optica, como a
nivel wultraestructural. En lo referente a las espinas y
arborizacidén dendritica, la mayoria de 1os trabajos se han
rentrado en la corteza cerebral, constatandese de un modo
general para la rata una importante sinaptogénesis en los 25
primeros dias {(Eayrs y Goodhead, 1959; Schade v col, 1964),
seguido de un periodo de maduracidn mas suave gue dura
aproxXximadamente hasta el cuarto mes de vida, durante el cual
se llega a una estabilizacidn transitoria del incremento de
astructuras receptoras (Sanchez-Toscano, 1980; Sala, 1981;
Rihn vy Claiborne, 1990-226}. EIl nacimiento tampoco marca el
final del desarrollc sinaptogenico en el hipotdlamo de rata,
de modo gue la maduracidn de las estructuras y de la
organizacién sindptica continda de forma intensa hasta la
segqunda semana de vida postnatal (633,634 de Page, 1988).
Concretamente en relacion con la sinaptogénesis en el &rea
predptica, y mas concretamente en el APM, se ha descrito que
existen sinapsis maduras en el APM de ratas recién nacidas,
aungue son escasas en numero (Reier y col, 1977-291). La
cantidad de sinapsis se incrementa fuertemente entre los 5-15
dias de edad, y sigue aumentando hasta los 25 dias, momento
en gue parece estabilizarse en los niveles del agdulto.
Concretamente las sinapsis scobre espinas dendriticas se
desarrcllan de forma mayoritaria entre los 10-25 dias de
edad. La cronologia de estos fendmenos sinaptogénicos en el
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APO nos hace sugerir que el aislamiento social desde el dia
15 postnatal puede haber afectado la maduracidn definitiva de
los contactos sinapticos sobre las neuronas preopticas,
produciendo con ello alteraciones tanto el numerc como el
tipo de sinapsis sobre las células.

De los trabajos de plasticidad neuronal se extrae la
conclusion de gque son los periodos de maxima sinaptogénesis
los gque se muestran mas "plasticos” y susceptibles de
experimentar cambios frente a situaciones andmalas. En
nuestro experimento, &l desdete prematurc a los 15 dias de
edad, seguido del aislamiento social, supone un cambio
drastice de las condiciones ambientales en las dque =ge
desenvuelve el animal, lo cual tiene como consecuencia las
alteraciones funcionales y comportamentales encontradas, que
tendrdn su base estructural en procesos sinaptoldgicos
posiblemente alterades durante el periodc comprendido entre
el dia 15 y el 75 de vida. Los cambios ambientales a los que
nos referimos abarcan desde el empcobrecimiento de estimulocs
sensoriales, hasta la deprivacion materna, con todo 1o gque
ésta conlleva, asi como la carencia de experiencias sociales
con los compafieros de camada. Todo ello, en un momento
especialmente sensible o "critico" de la vida del animal
{justo antes del destete} en el cual las repercusiones de
estas alteraciones pueden ser sinaptoldgicamente importantes.
También hay gque considerar gue no todas las neuronas de un
centro mnerviosc tienen un mismo ritme de formacidén de
sinapsis. En este sentido, se toma como regla general que las
neuronas de axon large con papel efector se diferencian y
maduran antes gque lag interneuronas, ademas de gue eéstas
estan mas influidas por el entorno aferente {Jaccobson, 1974;
Jacobson, 1978). Las neuronas objeto de nuestro estudio han
sidp consideradas de un modo general como posibles
interneuronas {(Valverde, 1965), lo cual apoya la idea de que
pueden ser especialmente plasticas en el establecimiento de
sus contactos sinapticos.

Por uiltimec, la edad de estudio escogida (75 dias) constituye
una edad adecuada para nuestros propositos, va gque las ratas
son animales adultos, de modo gue el tiempo transcurrido
desde el momento del aislamiento es adecuado para estudiar
fentmentos de plasticidad neurcnal pero, a la vez, los
animales no estan sujetos todavia 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 gsobre la densidad de

estrial (APM-ST}.-
Dentro del area predptica medial existen varias

condensacicnes c¢elulares o nucleos, entre los gque se
encuentra la dencominada "parte estrial del area predptica”
(APM~ST), estudiada en detalle por Raisman y Field (1973). En
secciones tefiidas mediante el método rapido de Golgi estos
autores describen que los axones de la estria terminal
(procedentes de la amigdala) cursan verticalmente en
direccion ventral en sesta regidén, lo cual coincide con lo
cbservado por Valverde (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 tamafio pequefioc o mediano, y dendritas varicosas
caracteristicas con poccas espinas, orientadas en el plano
horizontal en direccidn latero-medial desde los somas, de
modo gue hacen interseccidn en angulo recto con los axones de
la estria terminal, estableciendo 1los correspondientes
contactos sinadpticos con ellos.

Aungque los limites entre el APM-ST y 1la regidén ventral del
NEST no son clareos, los tipos neuronales son claramente
diferenciables por su distinta morfologia: las células del
NEST tienen somas sustancialmente mayores (Ju y Swanson,
1989-193), vy sus tronces dendriticos estan mas ramificados y
extendides en todas direcciones, presentando abundantes
espinas dendriticas, tal y como habia sido descrito por
Valverde {1965).

Desde el punto de vista cuantitativo, en los animales criados
en aislamiento social hemos encontrade un incremento en la
densidad de espinas dendriticas en las dendritas "orientadas™
de neuyonas del APM-ST, que representa un 23% mas gue en los
animales control.

Teniendeo en cuenta que la densidad de espinas dendriticas es
un indice de conectividad neuronal, el aumento gque observamos
en los animales aislados reflejaria un 1incremento en el
nimero de contactos sindpticos de tipo axo-espinosoc gue
presentan las neurocnas del APM-ST, indicativo de un mayor
namero de aferencias. Ademas, este incremento supone no s6lo
mayor recepcion de informacidn, sino también un mayor grado
de complejidad en la integracion de esta informacidn
aferente, g1 consideramos el papel funcional de las espinas

185



4. Discusidn

dendriticas segun las interpretaciones de Diamond y col
(1970), Coss y Perkel (1985), Pongracz (1985) vy Jaslove
{1992).

- Posible intervencion de la estria terminal en los cambios
detectados. - Nuestros resultados son especialmente

interesantes, =51 tenemos en cuenta gue las espinas
dendriticas de las neuronas del APM-ST son receptoras de
aferencias amigdalinas a través de la estria terminal y que
la conectividad entre estos axones estriales y las espinas
dendriticas de las neuronas estudiadas, constituye
aproximadamente el 34% del total de las sinapsis axo-
espinosas en este drea (Raisman y Field, 1973). Se podria
sugerir, por tanto, que el aumento de densidad de espinas
dendriticas tras el aislamiento social esta condicionada, en
parte, por cambios funcionales y/¢ estructurales en la estria
terminal, lcs cuales supondrian, de un modo u otro, un
incremento del input aferente amigdalino a las neuronas del
APM-ST.

Esta idea estd basada en la intepretacion mas convencional de
este tipo de resultados, consistente en que el numero y forma
de las espinas dendriticas se ven influidos por la presencia
vy estado funcional de los axones aferentes, de modo gue un
incremento de las estructuras postsinapticas debe
corresponderse con un incremento en numero y/o actividad de
estructuras presindpticas. Se trataria, por lo tanto, de un
caso de induccidn directa {(Globus y Scheibel, 1966). Esta
induccion directa fueé puesta de manifiesto experimentalmente
en trabajos en los gque se provocaba una degeneracion en una
via nerviosa, o bien un descenso de actividad en ella. Los
ejemplos mas ilustrativos son los estudios realizados en
neuronas de la corteza visual en rata o ratdn, mediante dos
tipos de manipulacidon: enucleacidn o cria de animal en
oscuridad. La enucleacidén monocular tras el nacimiento
determinaba un descenso de espinas dendriticas en los tallos
apicales de las neurcnas piramidales de la capa V, a nivel de
la capa 111-1V, principal receptora de aferencias especificas
visuales (Globus y Scheibel, 1967; Valverde, 1967; Valverde
¥y Ruiz-Marcos, 1967; Ryugo y col, 1975; Sanchez~Toscano,
1980). Los resultados tras la cria en cscuridad o sutura de
parpados eran similares en este aspecto tanto en rata
(Filkova, 1967,1968), como en gato (Cragg, 1975).

Por ctra parte, y apoyando la misma idea, se ha demostrado
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gque una sobreestimulacidn experimental de las wvias
sensoriales provoca un incremento de espinas dendriticas en
las correspondientes neuronas corticales receptoras (Rutledge
y col, 1975).

Segun este mecanismo de induccidn directa también podrian ser
explicados, en lineas generales, los resultados encontrados
en la bibliografia relativa a los efectos de enriguecimiento
o empobrecimeinto ambiental sensorial sobre el desarrclle de
sinapsis de un drea cortical concreta.

Frente al razonamiento anterior, o mejor, ademads del
razonamiento anterior, hay un hecho a tener en cuenta y es la
constatacion de gque la mayor parte de las sinapsis gue se
establecen sobre las dendritas crientadas del APM-ST (el 88%)
no lo hacen sobre las espinas, sino sobre 1los troncos
dendriticos (Raisman vy Field, 1973). Este plantea la
posibilidad de que el incremento de espinas dendriticas
encontrado por nosotros en los animales aislados noc sea
debido a un fenotmeno de induccion directa, sino al fendmeno
dencminado induccion heterotdpica por Hamori (1973). Este
autor postula 1la hipdétesis de que el desarrcllo v
mantenimiento de las espinas de los tallcs apicales de las
neuronas piramidales de corteza pueden depender de 1la
estimulacidn de la ramificaciodn dendritica basal de estas
neuronas. El mismo fendmeno ha sido comprobado en las espinas
de las dendritas de las células de Purkinie del cerebelo, en
relacién con la presencia de fibras trepadoras gue no
establecen contacte directeo con ellas. En la misma linea de
razonamiento se encuentran otros estudios gue detectan una
respuesta neurcnal integrada o "comoc un todo" frente a sus
aferencias (Bradley v Berry, 1978; Berry y col, 1978).
Aungue posible, en nuestro casc es dificil constatar una
induccidn de este tipo, dada la pobreza de estructuras
dendriticas de las neuronas estudiadas v 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 dendriticas podrian haber sido
inducidas (y mas tarde mantenidas) mediante el incremento de
aferencias especificas estriales sin  gue establezcan
necesariamente sinapsis directa sobre ellas, sino sobre otras
regicnes de la neurona.

187



4. Discusion

- Posible origen no-estrial de los cambios enceontrados.-
Aungue las neuronas elegidas para el estudio tienen

relativamente bien caracterizadas sus aferencias estriales
sobre las espinas dendriticas, hay que considerar gque existe
también un gran porcentaje de aferencias de origen no-
amigdalino que realizan sinapsis sobre estas estructuras de
las neuronas del APM-ST (66%) seglGn Raisman y Field (1973-
241). Por lo tanto, existe también la posibilidad de que el
fendmeno de incrementc de espinas dendriticas encontrado en
las neuronas del APM-ST de animales aislados venga mediado
por otros sigtemas aferentes gue, como el fasciculo
telencefdaiico medial (FTM), se sabe gue inervan estas
regiones (Lindvall v Bjorklund, 1974-246. Aungue no se conoce
exactamente el origen de los terminales axdnicos de origen
no-amigdalino sobre las neuronas del APM-ST (Raisman y Field,
1973~241), parece que el APM en general recibe numerosas
cclaterales del FTM descendente, especialmente del componente
septal, ademds de contribuir al neuropilo del FTM enviando
colaterales axénicos dque 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 vy Finkelstein, 1981-245), subiculum wventral (Berk vy
Finkelstein, 1981-245), NEST, NPV (Conrad y Pfaff, 1976),
sustancia grigs central del mesencefalo, n. arcuato, n.
ventromedial y nucleos del rafe (Chiba y Murata, 1985; Berk
y Finkelstein, 1981-245). Ademas, existen algunas evidencias
morfoldgicas y electrofisioldgicas de la existencia de
proyvecciones corticales al APM, en concretoc desde el cortex
cingulado e hipocampo (Kazakov y col, 1992-254).

El caracter disperso de todas estas aferencias hace pensar,
de un modeo intuitive, gue su incidencia en la fisiologia vy
morfologia de las neuronas predpticas mediales debe ser
comparativamente menor que el componente estrial, el cual se
pone de manifiesto de un modo evidente. Apoyando esta idea
estan nuestros propios resultados electrofisioldégicos vy los
trabajos resefiados en su momento, que demuestran una gran
conectividad entre la amigdala y el APM. No obstante, mas
adelante trataremos con mayor profundidad el posible papel
del FTM.

Un punto muy importante en este punto de la discusidn, es el
de establecer la relacidn existente entre nuestros resultados
electrofisiolégyicas o 1los morfométricos.
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En base a datos ultraestructurales parece que la mayeria de
sinapsis sobre espinas dendriticas son de tipo I (Gray, 1959)
0 asimétrico (Colonnier, 1968-292), constituyendo mecanismos
sinapticos principalmente excitatorios (27,28 de Raisman y
Field, 1973). Aungue este criterio ultraestructural no parece
determinante, si consideramos que las espinas dendriticas
contabilizadas por nosotros en las neuronas del APM-ST son
excitatorias (Raisman y Field, 1973}, el incremento de
densidad encontrado en los animales aislados significaria que
se ha producido una potenciacidn de las aferencias (estriales
y/0 no-estriales), lo gue llevaria a una mayor excitacidn de
las neuronas y posiblemente del area en su conjunto. Esta
interpretacion es dificil de conciliar con los resultados
electrofisioldégices, que indicaban {como ya hemos comentado)
una reduccion en la eficacia de las vias excitatorias
amigdalinas al 4area pretptica medial. Nuestra hipodtesis
previa, que consistia en suponer la existencia de un descenso
en la densidad de espinas dendriticas, tuvo que desestimarse,
cobligandonos a plantear otras interpretaciones alternativas:

1} La primera de ellas seria pensar que este tipo
neurcnal podria jugar un papel! de interneurcona inhibitoria
que recibe aferencias amigdalinas excitatorias v

posteriormente modula la actividad de las neuronas del APM
registradas electrofisioldgicamente. Sin embargo, las cortas
latencias de inhibicidn hacen pensar en una respuesta
monosinaptica mediada por la estria terminal vy, por tanto, en
una inhibicidn directa sin intervenciodn de interneuronas.
2) Otra posible explicacidon seria gque las aferencias
nerviosas incrementadas en las neurcnas de 1os animales
aislados fueran esencialmente inhibitorias. En este sentido,
se ha sugeride la posibilidad de que existan sinapsis axo-
espinosas de naturaleza inhibitoria, concretamente en el n.
ventromedial hipotalamico (Field, 1972-242), basé&ndose en la
presencia de sinapsis simétricas sobre las espinas
dendriticas asi como en evidencias electrofisicoldgicas de una
accioén inhibiteoria. Dicho criterio podia ser extendideo a las
neurcnas del area predptica, donde el mismo trabajo encuentra
de un modo general que el 15% de las sinapsis axo-espinocsas
son de tipo simétrico. En este caso, quizas el incremento de
espinas dendriticas gue hemos encontrado en las neuronas del
APM-S5T de los animales aislados pedria reflejar un incremento
de aferencias inhibitorias de origen amigdalino (y/o no-
amigdalino}, gue se puede estar produciendo también en las
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sinapsis axo-dendriticas. El efecto seria, en este caso,
directo vy justificaria los resultados electrofisioldgicos.
En cualquier caso, s6lo podemos hacer especulaciones al
respecto, va que habria que comprobar ultraestructuralmente
el tipo de sinapsis axo-espinosa en animales aislados, asi
como el grado de funcionalidad de estas sinapsis, etc.
Igualmente, seria interesante estudiar el papel de la estria
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 estimulacidn de la
amigdala medial, lo cual puede significar una pérdida de
aferencias estriales, en faveor de otro tipo de aferencias
sobre las neuronas.

4.- Efecto del aislamiento social sobre el campo receptivo de

las neuronas rostrales multipolares del 4drea predptica
latexral {(APL}).-
A la wvista de los resultados electrofisiclogicoes, las

alteraciones observadas en el APO parecian ocurrir
principalmente en el APM, aungue en el APL existian también
resultados que apuntaban en el mismo sentido. Nos planteamos,
pues, estudiar en el APL los efectos del aislamiento social
sobre 1 campo receptivo neuronal, con el fin de comprobar si
las alteraciones encontradas en el APM-ST respondian © no a
un fenomeno generalizado dentro del area preoptica, que
afectara a poblaciones neurcnales con distinta conectividad.

4.1.- Descripcidn del APL: conectividad v tipos neurona-
les. -

Como hemos comentado anteriormente, el area preoptica puede
dividirse en una parte medial, densa en células y una
division lateral (Bleier y Byne, 1985-234) a través de la
cual pasa el largo sistema de fibras que constituyen el FTM
gque interconecta una gran variedad de estructuras telence-
falicas con el hipotalamoc y el tegmento mesencefalico
(Valverde, 1965-249) (Ver esquema numero X, anexo...)}. El1 APL
es, por tanto, una zona interesante de estudio debido a la
recepcidn de un impeortante contingente de fibras procedente,
via FTM, de la amigdala, septum, cortex frontal, talamo, asi
come  por  su implicacidon en el contral de funciones
endocrinas. La diversidad de origen de sus aferencias
determina gque las neurcnas del APL presenten una conectividad
difusa, 1o cual plantea problemas tantc metodoldgicos como de
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interpretacién de resultados. Por estos motivos, en nuestro
estudio decidimos realizar la cuantificacién global de todo
el campo receptivo (espinas dendriticas y campo dendritico)
de neurcnas gque por su homogeneidad de caracteristicas
morfoldégicas y localizacidn constituyeran una poblacidn bien
definida.

El tipo neurcnal estudiado por nosotros se localizaba en el
APL rostral, de acuerdo con los criterios de Bleier y col.
(1979-233}, Millhouse (1969-248) y Valverde (1965-249). Las
caracteristicas de las neuronas del APL han sido descritas
escasamente vy principalmente en trabajos descriptivos
globales del FTM. Asi, Millhouse (1969-248), por ejemplo,
describio un tipo neuronal gque denoming 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 poy Valverde (1965-249) en el area
preoptica tienen axones que se extienden s6lo una corta
distancia, somas de tamafio medio y forma coveolide, escasas
dendritas gque se ramifican en todas direcciones, y sobre las
que hacen sinapsis los axones de la estria terminal.

La descripcidn realizada por McMullen y Almli (1981-250) es
especialmente interesante, ya dque sSe centra en los tipos
neurcnales gue existen, concretamente, en el APL-AHL. Estos
autores encuentran 3 tipos neuronales distintos basandose
criterios de forma v tamano del soma, asi como de 1la
morfologia dendritica:

- Neuronas Clase 1, de soma fusiforme, multipolares con 2-5
dendritas escasamente ramificadas y moderadamente espinosas.
Presentan gran extension dendritfica v se orientan
perpendicularmente a las fibras longitudinales del FTM.

~ Neuronas Tlase II, de somas grandes, multipolares con 2-5
dendritas bastante ramificadas y espinosas, y dominio
dendritico extenso.

~ Neuronas Clase III, de somas peqguefios, 2-3 dendritas
escasamente ramificadas y arborizacion dendritica de escasa
extension. Presentan tanto dendritas espinosas come no
aspinosas.

Nosotros hemos encontrado estos ftres tipos neuronales en las
preparaciones de Golgi, siendo nuestras cbservaciones sobre
ellos coindicentes, en lineas generales, con la descripcidn
realizada por McMullen yv Almli (1981-250}. No obstante, 1la

1

expresion mas :.-.ra s sus caracteristicas la encontrabamos
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a nivel del AHL, mientras que en el APL mostraban una mayor
variabilidad y ademas, un gradiente de variacidén morfoldgica
rostro-caudal.

Para nuestros propositos de estudiar cuantitativamente
variaciones en un tipo neuronal es imprescindible, como ya
hemos dicho, gque haya poca variabilidad en los parametros
estudiados, es decir, gue sea homogéneo, facilmente
diferenciable y no dependa de su localizacitn, lo cual no se
cumplia en los tipos anteriormente mencionados.

En este sentido, encontramos en regiones rostrales del APL
una poblacién neurcnal bien definida que reunia mejor 1los
requisitos antes mencionados pero que no habia sido, al menos
expresamente, descrita con anterioridad. Esta poblacidn de
neurcnas multipolares rostrales del APL estudiada por
nosotros comparte las caracteristicas morfoldgicas del tipo
neuronal igsodendritico (Ramén-Moliner, 1975}, también
denominado reticular (Leontovich y Zhukova, 1963-251). Las
neuronas de tipo isodendritico se caracterizan por teney un
soma de tamafno medio y ser multipolares, con pocas dendritas
que suelen ser largas, de trayecto rectilineo y escasamente
ramificadas; las aferencias que reciben son fibras largas y
pobremente ramificadas de procedencia diversa gque emiten
colaterales sobre las dendritas. Debido a esta estructura de
su arborizacion dendritica, y a la diversidad de aferencias
que reciben, cada neurona 1isodendritica tiene una gran
capacidad de captacidn de impulses de distinta procedencia,
los cuales son sometides a un proceso de integracidn
relativamente sencillo.

Las neuronas multipolares rostrales del APL son, a nuestro
juicio, claramente diferenciables de los tipos descriteos en
APL/AHL de rata por McMullen y Almli (1981-250), tantc por el
tamano del soma (intermedic entre las de Clase Il y II1I),
como por su campo dendritico de menor extension y carente de
crientacién predominante. Para compararlas brevemente con
otros tipos neuronales bien establecidos desde el punto de
vista cuantitativo, como son las neuronas plramidales de la
corteza cerebral y las neuronas magnecelulares del NSO, y a
titulo 1lustrativo, mencionaremos gue:

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},
gue 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) sequn Feldman y Dowd
(1974,1975). Sin embargo, son neuronas con mayor densidad de
espinas gque las neuronas magnocelulares hipotalamicas
descritas en el n. supradptico (NSO), gue 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 gque 1la densidad de espinas
dendriticas supone un indice de conectividad neuronal, las
neuronas piramidales de corteza recibirian mas aferencias
axo-espinosas en un segmento dendritico de la misma longitud
que las isodendriticas del APL o del APM-ST, y éstas mas que
las del NSO o NVM.

2} En cuanto a 1la frecuencia relativa de ramas de 1o0s
distintos ordenes, vy siguiendec el criterio centrifugo
explicado en Material y Métodos, en el tipc neuronal
estudiado en 2] APL predomiban las ramas de orden 2, seguidas
por las de Ordenes 3 y 4, situacion parecida a la de otro
tipo neurcnal descrito en APO (Cherry y col., 1992-266). En
neuronags bipolares vy multipolares del NSO, en cambio,
predomina el orden 1 (Caminero y col, 1992-264), 1lo cual
indica gque en el NSO las neurcnas estan menos ramificadas que
nuestras neuronas del APL. Este resultado sugiere, por tanto,
que en eéstas existe mayor complejidad de 1ntegracidn de
aferencias en las neuronas del NSO, lo cual coincide con 1o
comentado en relacion a las espinas dendriticas.

3} Por otra parte, nuestras neuronas del APL presentan su
maximo de densidad dendritica en torno al soma neuronal a una
distancia entre 30 v 100 um del scma, mientras gque las
neuronas del NSO utilizadas como referencia tienen una
densidad menor y mas igualmente repartida, entre 20 y 240 um
de distancia al soma, de forma parecida al tipo neuronal
preoptico descrito por Cherry vy col. (1992-266). Estos datos
de nuevo parecen apoyar la idea de que, dentro del tipo
neuronal 1sodendritico, las pequefias neurconas multipolares
rostrales del APL presentan un cierto nivel de
especializacidn e integracidén de la informacidn mayor que
otras del AP0 y mucho menor, por supuesto, dque el tipo
piramidal de la corteza cerebral.

Por otra parte, por su pequefic tamanio y su estructura
dendritica se parecen al tipo descrito por Valverde (1965-
249) de un modo general en estas areas como interneuronas.
Sin embargo, no podemos constatar este aspecto al no
apreciarse hien el axodn en nuestras preparaciones de Golgi.
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La localizacion de estas neurcnas del APL dentro del FTM
permite pensar gue puedan jugar un importante rapel en
circuitos implicados en esta via, funcionando como neuronas
gue interconectan centros telencefalicos, entre ellos 1los
limbicos, con micleos hipotalamicos y del tronco cerebral.

4.2 .- Efectos del aislamiento social.-

La cria de los animales en aislamiento social desde etapas
tempranas de su vida provocd un incremento de la densidad de
espinas dendriticas (un 100%, es decir, aumenta al doble) en
las neuronas multipolares del area predptica lateral rostral
{APL)}. Dicho aumento podria reflejar un incremente en el
nimero de contactos sindpticos tras el aislamiento, similar
a lo encontrado en las neuronas del APM-ST, aungue en éstas
el incremento fué bastante menor {(un 23.24%).

La interpretacién de este resultado es similar a lo
anteriormente comentado para el APM-S5T, esto es, que el
incremento de la densidad de espinas dendriticas normalmente
indica gue se ha producido un incrementoc en el numerc de
contactos sindpticos axo-espinosos y, por tanto, de las
aferencias.

Las neuronas del APL de los animales aislados presentaron,
ademds, un incremento significativo de la ramificacicn
dendritica, lo cual es indicative de una sinaptologia
incrementada también en los troncos dendriticos de 1las
neuronas estudiadas dentro del APL tras la situacidn de
aiglamiento social.

Igualmente, existe wuna tendencia al incremento de las
longitudes y las densidades en torno al soma (entre 60-100 ym
de distancia) gue, aungue nc alcanza la significacidn
estadistica, si apoyva la tendencia al incremento de campo
receptivo en las neuronas estudiadas. En resumen, wvaria
ligeramente el patrdén de ramificacidn, 1la cual es mas
abundante en los animales aislados, autigue la ley de
distribucidén de densidades no cambia. Puede decirse gue las
diferencias radicarian tanto en la cantidad de informacidn
aferente como en su forma de procesameintco por parte de las
neurcnas del APL.

Tanto el incremento de espinas como de ramificacidn
dendritica encontrados apuntan de forma coherente hacia la
exXxistencia de un incremento generalizado de la sinaptologia
neurcnal en e} APQO 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 dendritico parece moderado en
comparacioén con el fuerte aumento gque se produce en la
densidad de espinas dendriticas de las neuronas del APL, lo
cual pone de manifiesto que las espinas dendriticas son mucho
mas sensibles frente a los cambios que tienen lugar durante
la situacidén de aislamiento social. El hecho de que los
cambios en las aferencias incldan mas directamente sobre el
nimero de espinas gue sobre el campo dendritico en su
conjunto ha sidc puesto de manifiesto previamente, tanto en
neuronas corticales (Sanchez-Toscano, 1980; Heutzman vy
Rabinowicz, 1982}, como en células de Purkinije del cerebelo
(Hollingworth y Berry, 1975). Valverde (1971} puntualizd, al
respecto, que frente a la enucleacidn pueden diferenciarse
dos poblaciones distintas de espinas dendriticas en 1los
tallos apicales de las neuronas piliramidales: una fijada
estrictamente bajo control intrinseco de 1la célula y otra
dependiente de la estimulacidén ambiental mediante un
mecanismo de induccion. Si consideramos due el caracter
intrinseco o©o genético de una estructura implica mayor
estabilidad e independencia del medio, hay que hacer notar
gue el campo dendritico presentaria un fuerte componente de
este tipo. Esto queda claramente reflejado en trabajos sobre
mutantes {Caviness y Sidman, 1972,1973; Devor v col, 1975} o
en cultivo de tejidos (Bunge, 1973; [ iBUSCAR MAS!!).

El distinto comportamiento de espinas y troncos dendriticos
tiene su posible explicacidn en el mecanismo de expresiodn de
ambog componentes del campo dendritico. Segun evidencias
ultraestructurales, las espinas dendriticas se pueden
encentrar en distintos estadiogs de desarrollo, siendo
observables al microscopic oOptico como espinas de tipo
"clasico" cuando estadn plenamente desarrolladas vy son
funcionalmente maduras (Freire, 1978-263). Es importante
serialar que la transicidn entre los distintos estados de
desarrollo es dependiente de la actividad de las aterencias
en el entorno dendritice. De acuerdo con estos datos, es
facil pensar en una gran plasticidad de estas estructuras
postsindpticas, cuyos cambios numéricos muchas situaciones
experimentales reflejan simplemente grados de desarrollo de
las mismas, interpretables como procescs de formacidn
ateniéndonos a lo observable mediante el métodc de Golgi.
El desarrollo de arboles dendriticos es también el resultado
de wuna interaccidon de factores genéticos y del entorno
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neurocnal (Berry y col, 1978; Changeaux y Mikashiva, 1978)
pero su eXpresidén implica, légicamente, procesos mas
complejos y lentos, va que afectan a la totalidad de la
estructura dendritica.

En resumen, el desarrollo de las espinas ya "esbozadas”
supone un menor gasto energético para la neurona que la
emisicon de ramas dendriticas, lo cual explicaria que 1los
cambios producidos por el aislamiento social sean mas
drasticos en las primeras estructuras.

Aungue en menor grado que la densidad de espinas dendriticas,
el campo dendritico se ve también influido por su conjunto
particular de aferencias, pudiéndose establecer una relacién
entre sus caracteristicas en una poblacidn neuronal concreta
v la actividad funcional del centro nervioso al gque pertenece
(Rutledge vy col., 1974-45 de trabajo hibernhacidn Fernando;
Sanchez-Toscano y col., 1977-46 de Ibidem; Scheibel, 1979-49
ibidem). En este sentido, se ha vistc que la deprivaciodn
sensorial y la cria en ambientes pobres en estimulos
provocan, al igual gque en el caso de las espinas dendriticas,
una disminucion en la ramificacién dendritica en neuronas
corticales de rata (Greenough y Volkmar, 1973; Globus vy
Scheibel, 1967). Esto se ha comprobado también en el caso del
aislamiento social, 1inclusg cuando se lleva a cabo en
animales adultos (Green y col., 1983-261; 21-de 261 tesis).
El mayor grado de ramificacion dendritica en los animales
criados socialmente parece deberse a un mecanismo de
crecimiento dendritico nuevo en este grupo, mas gque a un
fenémeno de retraccion dendritica en los animales aislados
(Uylings yv col, 1978-21 de 261-tesis). Parece, por tanto, que
la complejidad del ambiente puede aumentar el grado de
ramificacidn dendritica Yy conectividad neuronal en
poblaciones bien caracterizadas de la corteza cerebral en
rata.

En estudios de aislamiente social desde el nacimiento
realizados por Struble y Riesen (1978-258) en monos, también
se encuentra una menor ramificacién dendritica en neuronas
piramidales de ciertas dreas corticales (somatosensorial y
moteoral, perc no de otras (cortex visual y prefrontal). El
caracter especifico de estos efectos del aislamiento social
en moncs ha sido también comprobado en el cerebelo, donde las
células de Purkinje presentan somas mas pequeflos Yy una menoy
ramificacion dendritica, mientras gue otras células
cerebelosas como, por ejemplo, las células granc no presentan
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variaciones (Floeter y Greenough, 1979-260). Estos autores
proponen gue el aislamientoc social produce fendmenos
especificos de plasticidad en ciertas areas cerebrales,
argumentando en contra de alguin tipo de efecto generalizado
sobre el crecimiento cerebral.

En estos casos que estamos comentando, el descensc de la
ramificacién dendritica en neuronas corticales y cerebelosas
de animales criados en aislamiento seria consecuencia tanto
de la deprivacion social como de la deprivacion de estimulos
sensoriales y de una mayor pobreza de asociacidn 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 ademas las
células objeto de estudio eran importantes elementos rectores
de sus ceorrespondientes circuitos, con un clarc papel efector
{células piramidales y células de Purkinje). Su relacion con
la recepcidon de informacidn, o bien con la elaboracidn de
respuestas es relativamente clara vy los resultades comentados
son, en general, acordes con lo gue cabrla esperar en una
situacidén de deprivacidn como es el aislamiento.

No ocurre lo mismo con el incremento de espinas
dendriticas y campo receptivo constatado en nuestro trabajo
en neurcnas del AP0, gque sugieren la posibilidad de un
comportamiento distintc en distintos circuitos nerviosos tras
una situacion de c¢ria en aislamiento. En este punto, es
interesante comentar el trabajo de Juraska v col (1985-262),
que encuentra que el aislamiento sccial de ratas de 23 dias
de edad durante un mes induce un incremento en la densidad
dendritica alrededor del soma en células granulares del giro
dentadce hipocampal. Los autores no hacen referencia a la
densidad de espinas dendriticas, ni aportan una
interpretacion fisicldégica de los resultados, pero es patente
la similitud de sus resultados con los nuestros vy la
contraposicién con la tendencia obtenida en otras regiones
cerebrales. Es posible, e incluso ldégico, gque en el cerebro
los diferentes grandes sistemas respondan diferencialmente
frente a una situacion andmala y gque en nuestro caso concreto
de aislamiento social, los circuitos limbico-hipotalamicos y
neocorticales se comporten de forma diferente.

Pasando a un terreno mas concreto, en cuanto a la
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interpretacitén del incremento de campo dendritico de las
neurcnas multipolares del APL rostral en animales aislados y
en lo referente a la posible induccidn del mismo, los
razonamientos son parecidos a los va comentados para el APM,
poniendo, sin embargo, de manifiesto, las siguientes
diferencias:

1) Al tratarse de un incremento global del campo dendritico,
tanto de espinas coma de ramificacidn, parece mas facilmente
asumible una inducciodon de tipo heterotodpico determinante de
un efecto generalizado.

2) No hay tanto problema en la delimitacidn concreta de las
estructuras receptivas afectadas, pues parece tratarse de un
efecto en conijunto. Las aferencias alteradas pueden incidir
tanto scobre espinas como sobre troncos dendriticos o sobre
ambos elementos. Ademas, facilita el asentimiento de que
tales aferencias tengan caracter excitador o inhibidor, va
gue las sinapsis sobre troncos dendriticosgs pueden ser tanto
simétricas como asimétricas.

Hay que receordar, sin embargo, que las longltudes de los
arboles dendriticos no varian significativamente en nuestro
experimento. Esto significa que aungue se da una mayor
compleijidad del campo receptivo al aumentar la ramificaciodn,
su volumen no varia, por lo que no se puede pensar en que
tenga lugar una extension de la arborizacidén dendritica gue
permita un mayory alcance de estas células para la captacidn
de aferencias distintas a la que tiene lugar en los animales
control. En este sentido, las variaciones son menores gue las
encontradas en otros trabajos de este tipo.

A la hora de analizar los sistemas aferentes a las
neuronas del APL gue pueden haber resultado afectados por el
alsglamiento social, nos encontramos con un problema afnadido:
la conectividad difusa de este drea. El1 APL es una zona de
paso del FTM, via comin formada por fibras ascendentes y
descendentes gque conectan telencéfalc y mesencéfalc. Como va
se ha dicho, el FTM constituye un sistema efector comin de
fibras de regiones telencefdlicas como el cortex piriforme,
tubérculo olfatorio, cortex frontal, amigdala, septum...que
se dirigen hasta niveles mesencefalicos (Valverde, 1965-249;
Ban 1966-2381 iANADIR MAS REFERENCIAS CLASICAS:éiMillhouse,
1969-248772). A su vez, se ha descrito un sistema ascendente
de fibras en el FTM con origen en el tegmentc mesencefalico
{Cowan, Guillery y Powell, 1964; Ban 1966-238). que apova la
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existencia de wun circuito cerrado ‘sistema limbico-
mesencéfalo" yva sugerido por Nauta (1958). Por tanto, el APL
constituye una extensidén de neuropilo a 1o largo de la cual
existe una interaccién continua entre sistemas olfatorios,
limbicos, corticales, talamicos, hipotalamicos v
mesencefalicos...De esta estructura, por tantec, emerge un
programa coordinado de respuestas endocrinas y nerviosas que
conforman el estado emocional particular de un animal.
Concretamente, 1la importancia del FTM en el correcto
funcionamiento del eje LHHA ha sido repetidamente puesta de
manifiesto en trabajos como los de Feldman y Conforti
(1985,1987) vy Feldman y col (1983-318), de tal manera gue una
lesidn en el mismo a niveles anteriores del hipotalamo,
concretamente en el APQ, determina un descenso en la
secrecién adrenocortical en respuesta a la estimulacidn de
diversas estructuras limbhicas (incluyendo la amigdala) o del
cortex prefrontal. Estos efectos no se producen, ¢ SOn menos
claros cuando la lesidn del FTM se realiza en el hipotalamo
posterior (Feldman y Conforti, 1985; Feldman y ?2272727,1993
i1 iCOMPROBAR Y ANADIR!!!}, le cual apova due las
proyecciones limbicas a traves de diversas vias (como las
amigdalinas a través de estryia terminal, via amigdalofugal
ventral y FTM) estan 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 via amigdalofugal ventral (De
Olmos, 1972-239), cuyas fibras cursan caudalmente v se
incorporan al FTM. Intentando coordinar nuestros resultados
histologicos con los electrofisioldégicos, en este sentido,
hay considerar gque quizds exista un incremento del input
amigdalino al APL, como consecuencia del aislamiento social,
que determine el incremento de conectividad detectadc en las
neuronas del APL. Pero esta participacion amigdalina seria
mingritaria en comparacidén con la importancia de las
aferencias de origen amigdalino sobre las neurconas del APM-
ST, que cursan principalmente via stria terminalis.

Como puede verse, esta interpretacidn conjunta plantea, en
lineas generales, los mismos problemas tratados con
anterioridad para las neuronas del APM-ST ya que existe
también una aparente contradiccion entre ellos: una menor
actividad basal en ciertas neurcnas del APL v un incremento
de inhibicion por estimulacidn de la AME, frente a una mayor
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rigqueza de campo receptivo neuronal tras el aislamiento
social.

No obstante, analizando comparativamente los resultados de
los experimentos electrofisioldgicos en el APM y en el APL,
se observan diferencias que merece la pena sefialar:

1) - En primer lugar, la estimulacion de la amigdala medial
en animales contrel produce menor %2 de respuesta en las
neuronas del APL gque en las del APM, apoyvando el hecho
anatémico de que existen proporcionalmente menos aferencias
amigdalinas sobhre estas neuronas (citas de apartado
electrofisiologia}.

- Por otra parte, basandonos en 1los % de respuesta
excitatoria e inhibitoria a dicha estimulacién amigdalina, en
animales coentrol ia proporcidén: aferencias
excitatorias/inhibitorias relacionadas con la amigdala (mono
o polisinapticamente) es mayor en las neuronas del APM
{17.85) que en el APL (2.16). Esta diferencia indica que la
via amigdala-area predptlica es mayoritariamente excitatoria,
pero de forma mucho mas patente en el caso del APM.

2) - El aislamiento social provocod cambicos en la actividad
basal de ciertas neuronas del APL, mientras gque nc produio
modificaciones en el APM, Estos cambios consistieron en gue
las células del APL gue no respondian a la estimulacidén
amigdalina (NR) presentaban una descarga mas lenta en
animales aislades que en los control. Evidentemente,
aferencias no-amigdalinas estan 1nfluyendo en la actividad
basal de estas neuronas NR del APL, disminuyéndola, vy
sugiriendo gque el incremento de aferencias (postulado al
detectarse el incremento de conectividad) puede tener
caracter inhibitorio y funcionar en situacidn basal.

- Por otra parte, la respuesta de las celulas del APL a la
estimulacidn de la amigdala medial sufrié solo ligeras
modificaciones debidas al aislamiento social, gque no
alcanzaron {a significacion estadistica. Los efectos del
aigslamiento social fueron mas drasticos 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 gue en el APL
parecen estar mas diluidas entre la gran diversidad de
aferenclias gue presentan,

Ya gque el aislamiento provoca un incremento de espinas
dendriticas mas drastico en las neurcnas del APL gue en 1las
del APM, parece mas consistente la hipdtesis de que se han
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incrementado, sobre todo las aferencias no-amigdalinas sobre
las neurcnas estudiadas en el APL.

3) El1 aislamiento social provoca un incremento de inhibicidn
por estimulacidn de la AME tanto en APM como en APL, aungue
menor en la ultima, indicando gque, en c¢aso de haberse
incrementado las aferencias amigdalinas scbre las células de
estos nicleos, se trataria de aferencias inhibitorias.

En resumen, podria sugerirse como hipdtesis que en el APL se
incrementan las aferencias inhibitorias no-amigdalinas
(provocando una disminucidn de la actividad hasal de estas
neurcnas) Y que también se incrementarian, aungue
ligeramente, las aferencias inhibitorias amigdalinas (gue
funcionarian tras la estimulacion de la amigdala medial).
El incremento de aferencias inhibitorias gue puede haberse
producido sobre las neurconas del APL debido al aislamiento
social, podria determinar el incremento de sinapsis axo-
dendriticas y/0 axo-espinosas, lo cual determinaria, directa
0 heterotdépicamente, el incremento en el conjuntoc del campo
dendritico.

5.~ Respuesta sinaptogénica global en el 4area preoptica.
Posibles mecanismos. -

La homogeneidad de los efectos del aislamiento social en
las neuronas del APM-ST vy 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 caracter global en las neuronas predpticas, ya gque no
parece deberse al incremento de una misma via aferente. Si el
aislamiento social tiene un efecto generalizado sobre el area
predptica, el incrementc del campo receptivo de las neuronas
podria explicarse de una forma mas O menos convencional {(como
hemos venido haciendo hasta el momento) o bien mediante algan
otro mecanismo alternativo propuesto de una forma mas o mencos
explicita en la bibliografia.

Asi, se podria propeoner 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
trataria de un fendmeno de adaptacion a la situacidn de
aislamiento para mantener la homeostasis en el sistema, de
alguna manera la respuesta a los estimules (bien sea un
agente estresante, bien sea la estimulacidon de la amigdala
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medial} no llegaria a ser del todo normal y estas neuronas no
estarian preparadas para responder con la misma intensidad
que en los animales control.

Es decir, la respuesta sinaptica podria tener un caracter
"compensatorio” o "reactivo”, posibilitando un funcionamiento

hasta cilerto punto normal en un eje funcional importante para
la vida del individuo.

Los fendmenos compensatorios de explicacidn mas sencilla son
los de "compensacidn intermodal”, gque consisten en mecanismos
de reorganizacion del sistema nerviosoe para compensar la
pérdida de una funcién sensorial, mediante potenciacidn de
otras modalidades sensoriales. Estos fendmenos incluyen
procescs de plasticidad neuronal como el incremento de
espinas dendriticas en neuronas piramidales de cortex
auditivo tras la eliminacidn temprana del ojo o las vibrisas
(Ryugo vy col 1975) o como el incremente del volumen y el
namero de células del n. coclear en ratas dgque no reciben
input visual desde el nacimiento (Dyson y col., 1991-256). La
explicacion de estos casos puede establecerse en base a la
existencia de una competencia de los terminales axdnicos por
sinaptar sobre determinados campos receptivos (Hubel vy
Wiesel, anc vy trabajo???). Cuando un tipo de aferencia estd
en minoria es reemplazada, incluso con mayor eficacia, por
aferencias de otro origen.

Este tipo de explicacion aplicada a nuestros resultados no
cambia sustancialmente el tipo de interpretacién que hemos
manejado hasgta ahora y es muy dificil, en nuestro caso, de
corroborar debide a lo incierto del origen vy tipo de
aferencias.

ODtras wveces la explicaclén es mas compleja dado gue la
reactividad se da en las mismas estructuras afectadas de un
mode directo. La existencia de este tipo de fendmenos
compensatorios ha sido descrita ya por Altman (1966) vy
Sprague (1966}, gque afirman gue la corteza visual puede
"reaccionar" frente a la deprivacion luminica o frente a
lesiones debido a la axistencia de desequilibrios
homeostaticos corticales que provocan una desorganizacion en
la morfogénesis sinaptica, gue podria derivar en un
incremento de sinapsis y actividad nerviosa.

Esta idea se ha concretado en estudiocs "invitro" {(Mattson y
Kater, 1989-294) en los gue se ponia de manifiesto la
importancia de un egquilibrio entre la informacidén excitatoria
e inhibitoria a la hora de determinar la arquitectura
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dendritica en neuronas embrionarias del hipocampo. En este
caso, la scbreestimulacién con el neurctransmisor excitador
glutamato determinaba un menor desarrcllo de campo
dendritico, asi como efectos degenerativos sobre el mismo.
For tanto, aunque el glutamatoc es un neurctransmisor
excitador, su exceso implica disminucidn de las capacidades
receptivas de las neuronas hipocampales. Tambieén en neuronas
del hipocampo, Watanabe y col (1992-295) han encontrado gque
tras estrés cronico tiene Iugar una disminucién de la
longitud y ramificacién de las dendritas apicales. Estos
autores especulan acerca de la posibilidad de gque sea
precisamente el incremento de neurotransmisiéon excitatoria
mediada por glutamato en esa region en respuesta al estrés
{11 iREFERENCIAS EN WATANABE Y COL, 1992-295, SOBRE LIBERACION
DE GLU EN ESA VIA EN RESPUESTA AL ESTRES AGUDO) el elemento
rasponsable de la reaccidn constatada en dichas neuroconas
hipocampales, de modo semejante al anteriormente
comentado.iii i COMENTARIO DE NUESTROS RESULTADQOS: LA MENOR
EXCITACION Y MAYOR INHIBICION PODRIAN HABER RESULTADO EN UNA
REACCION COMPENSATORIA DEL CAMPO DENDRITICO, INCREMENTANDO! !!
La idea que se puede entresacar de todo lo anterior es que el
comportamiento de las estructuras postsinapticas frente a una
llegada alterada de aferencias no tiene por gué ser igual en
todos los tipos celulares ni coincidente siempre con las
hipotesis de induccidn tradicionales. Las neuronas,
dependiendc del tipo, localizacidn y papel del circuito en el
gque estan implicadas, responden de un modo diferencial.

Esta hipotesis es ilustrada de un modo muy interesante por
una serie de estudios realizados en situaciones naturales de
la vida del animal en las gque se han encontrado procesos
aparentemente reactivos o compensatorios. Asi, por ejemplo,
durante la hibernacidn se produce un descenso drastico global
de la actividad electrica cerebral, de caracter transitorio
(ver revisidn de Hellexr, 1979-224) gue se hace especialmente
patente en zonas gue, como la corteza cerebral, estan
sometidas a aferencias sensoriales logicamente muy
disminuidas durante esta situacidén. No obstante, a nivel del
hipotalame, y concretamente en las neuronas magnocelulares
del NSO, se ha detectado un importante incremento en el
numero de espinas dendriticas y en el campo dendritico
({Sanchez-Toscano y col, 1989). Igualmente, en esta situacion
las «¢élulas de Purkinje del cerebelo muestran un enorme
incremento en el nuimero de sus espinas dendriticas, las
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cuales, ademas, se hacen mayores y cambian su morfologia
(Boycott vy Guiilery, 1959; Boycott Y Wassle, 1974; Boycott,
1982). Mas interesante todavia es el hallazgo de que en la
corteza cerebral del erizo de tierra la hibernacidén determina
un descenso significativo de espinas dendriticas en los
tallos apicales de las neuronas piramidales de la capa V, a
nivel de la capa IV, mientras gque otras neuronas aumentan su
campo yeceptivo a ese mismo nivel (Sanchez-Toscano,----- :
La interpretacidn de estos fendmenos puede hacerse mediante
una visidn clasica, proponiendo un incremento de aferencias
de diferente origen y naturaleza, perg también cabe pensar,
en la posibilidad de gque frente a una situacidn pobre en
actividad neuronal las neuronas mencionadas del NSO, cerebelo
¢ ceorieza aumentan su campo recepitive para "escuchar mejor"”
{0 captar mejor los pocos estimulos existentes) y mantener
asi un nivel de actividad aceptable, bien de forma efectiva
0 a modo de "reserva". De acuerdo con esta idea, podriamos
pensar que en nuestras ratas alsladas 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 espontaneal mediante un campo receptive
incrementado. Este incremento, sin embargo, no seria
suficiente para responder frente a los estimulos mediados por
1a amigdala medial.

La explicacion de esta respuesta peculiar y especifica de
cada tipo neuronal frente a cada tipo de circunstancia
hioldgica (gue no seria, en principio, aplicable a
situaciones excesivamente traumaticas ~como son las lesiones-
habria que buscarla a nivel de mecanismos moleculares gue
sensibilicen a las células para lievar a caboc sus funciones
del modo mas adaptativo posible.
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El modelo de aislamiento social prematuro y prolongado

gue se ha utilizado en esta teslis representa claramente una
gsituacidén compleja, tras 1la cual las ratas socialmente
deprivadas no realizan ajustes neurcendocrinos apropiados
ante ciertos estimulos. Estas alteraciones podrian ser 1la
suma de muiltiples factores gque estan afectando a los
animales, entre los cuales hay que considerar la escasa
experiencia de los animales con sefiales sutiles gue proceden
de la madre y cuyo significado cambiante puede modular el
desarrollo temprano del eje HHA (3,40). Las limitaciones del
ambiente social, o la restriccidn somateosensorial que
experimentan los animales aislados también participarian en
las alteraciones encontradas en las ratas aisladas del
presente estudio, como se ha sugerido para explicar el
comportamiento anormal de monos aislados({6l)}.
Es evidente que seria necesaria la realizacidn de estudios
complementarios para suministrar mas informacion relativa a
las alteraciones encontradas, gue completarian el cuadro de
las vias nerviosas alteradas, el papel de los
corticogstercides vy de otros factores que intervienen en 1la
modulacion de la actividad neurcendocrina de 1os animales
aisiados, etc.
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1) La deprivacion social provocod una disminucion de
los niveles circulantes de corticosterona tanto en situacidn
basal como en respuesta al estrés, en comparacion cen el
grupc control, indicando la existencia de una actividad
adrenocortical disminuida en ambas situaciones fisioldgicas.

El incremento del peso del timo en los animales aislados
es coherente con la disminucién de concentracidén basal de
corticosterona en plasma, confirmando con ello la existencia
de una hipofuncionaliidad de la actividad adrenocortical tras
el aislamiento social.

Sin embargo, el peso de las glandulas adrenales no se
vid alterado por la situacion experimental, indicando que las
alteraciones producidas fueron de caracter moderado.

Del mismo modo, el peso de los testiculos no varid en
los animales aislados, sugiriendc que la funcién gonadal
posiblemente no estaba alterada.

2) El aislamiento social prematuro vy prolongado en
rata provocod que el incremento de células inmunorreactivas
para 1la ACTH gue tiene lugar en la pars distalis de 1la
adenohipofisis en respuesta a 15 minutos de estrés por
inmovilizacidn fuera menor gue en la situacidn control. Sin
embargo, no provocd alteraciones en la inmunotincién en
situacién basal.

Las ratas aisladas mostrarcn un marcado aumente de
inmunorreactividad para la CRH en las fibras nerviosas
localizadas en la ZEEM, en comparacicén con las ratas control,
tanto en situacion basal como tras 15 min. de estrés por
inmovilizacion.

No se apreciaron cambics en el inmunomarcaje para CRH,
AVP ni OT a nivel del NPV tras el aislamiento social.

Tampoco se detectaron diferencias en la inmunotincién

para fibras vasopresinérgicas ni oxitocinérgicas en la EM.

El aislamiente social produce, por tanto, una
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hipofuncionalidad en el sistema HHA a distintos niveles
del eje, tanto en situacidén basal como en respuesta al
estrés agudo por inmovilizacioén, aunque las alteracicnes
gue se preducen en ésta ultima son mas drasticas.

3) Los resultados electrofisioldgicos demuestran que el
aislamiento social desde una época temprana -previa al
destete- provoca en la rata una disminucion de la actividad
espontanea de poblaciones especificas de células en el NPV y
APL, sin provocar alteraciones en el resto de las regiones
estudiadas. Ademds, dicha situaciédn experimental alterd las
respuestas neuronales a la estimulacion eléctrica del nucleo
medial de la amigdala (AMe), reduciendc la frecuencia de
neuronas del APO {concretamente, del APM}) y NPV gque son
excitadas y aumentando el porcentaje de células inhibidas o
gue no responden a dicha estimulacidn.

Estos resultadeos electrofisioldgicos, junto con las
concentraciones bplasmaticas reducidas de corticosterona,
indican una actividad LHHA reducida tras el aislamiento
social. El1 hecho de que la actividad espontanea de las
ceélulas de los niucleos estudiados resultara afectada en menor
medida que el comportamiento del sistema en respuesta a la
estimilacion del AMe refuerza la idea de que las alteraciones
del eje LHHA son mas evidentes frente a los estimulos
estresantes gue en situacidn basal.

4} El1 aislamiento social prematurc v prolongado
incrementd la densidad de espinas dendriticas en dendritas
orientadas de neuronas del area preoéptica medial estrial
(APM-5T) vy en neurcnas multipolares del area predptica
lateral rostral (APL)}). Dicho aumento de densidad de espinas
dendriticas podria reflejar un IiIncremento en el ndmero de
contactos sinapticos tras el aislamiento.

Las neuronas del APL de los animales aislados
presentaron, ademas, una mayer ramificacidn dendritica que
los animales control.

Estas diferencias parecen apuntar coniuntamente a 1la
existencia de una sinaptologia incrementada en ciertos

207



5. Conclusiones

circuitos en los que estadn implicadas las neuronas de las
areas estudiadas dentro del drea predptica tras la situaciodn
de aislamiento social.

La interpretacidn de estos resultados es especialmente
complicada ateniéndonos a los criterios mas convencionales
sobre la induccion de fendmenos de plasticidad en el campo
dendritice neurcnal; por este motivo, en este trabajo hemos
propuesto la existencia de procesos de plasticidad
alternativos.

Para concluir este trabajo, podriamos sefialar de un modo
global gue la situacidén de aislamiento social en la que
se cria a los animales desde un destete prematurc
produce una hipofuncionalidad del sistema LHHA gue se
pone de manifiesto especialmente frente a situaciones de
emergencia o de estimulacion experimental de dicho eje.

El cuadrc de resultades no coincide con los
descritos previamente para situaciones de aislamiento o
estrés cronico cuando éstos son inducidos en edades
adultas. Nosotros proponemcs dgue el determinante
fundamental de estas caracteristicas particulares del
modelo de aislamiento estudiado podria radicar en 1la
importancia gque Ios procesos de sinaptogénesis vy
maduracidon neuronal pueden tener en etapas tan criticas
del desarrollo cerebral, asi como del ftipc de estimulos
-especialmente el ambiente materno y las interacciones
soclales con el resto de los compaferos de camada- gue

intervienen en la maduracion del sistema HHA durante
este periodo.
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