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Resumen

La exposicion a estrés durante la adolescencia ejerce efectos conductuales a largo plazo que
pueden estar relacionados con un incremento en el desarrollo de enfermedades mentales. En
adultos, la posibilidad de control de las situaciones estresantes se ha estudiado en profundidad e
induce un efecto protector frente a las consecuencias negativas del estrés. No obstante, la
controlabilidad del estrés en edades tempranas no ha sido apenas estudiada. En el presente trabajo
se han investigado los efectos endocrinos y conductuales de la controlabilidad del estrés aplicado
en la etapa adolescente.

Los sujetos fueron expuestos a estrés repetido (choque eléctrico en las patas) en la adolescencia
(aproximadamente del dia 33 al 57), durante 8 sesiones. Ratas macho de la cepa Sprague-Dawley,
se dividieron en tres grupos experimentales: (i) el grupo control (naive), que se expuso a una caja
lanzadera sin recibir choques ni estimulos especificos; (ii) el grupo master (controlable), expuesto
a choques eléctricos con la posibilidad de escapar/evitar en una tarea de evitacion activa en dos
sentidos en una caja lanzadera, y (iii) el grupo yoked (incontrolable), expuesto exactamente a los
mismos choques eléctricos que los master, siendo su conducta no contingente con la finalizacion
de los choques. Dias o semanas después, los animales se expusieron a distintas situaciones de
estrés o pruebas conductuales para valorar el impacto a corto y largo plazo del estrés.

En respuesta a la exposicion repetida al choque durante la adolescencia, los sujetos yoked
mostraron una respuesta hormonal mayor que los master en la tltima sesion de estrés, indicando
que la controlabilidad sobre el estrés es capaz de amortiguar la respuesta del eje hipotalamico-
hipofisario-adrenal (ACTH). A juzgar por la ausencia de cambios en el peso de los animales, la
ingesta de comida y el tamafio de las adrenales y el timo, la situacion de estrés en el periodo
adolescente no fue de intensidad elevada, no afectando ni al grupo master ni al yoked. A corto
plazo, los sujetos yoked mostraron mayor hipo-actividad en ambientes nuevos, reflejo de una
mayor generalizacion cognitiva del miedo a otros contextos no relacionados con el asociado
inicialmente al choque.

A largo plazo (a partir del dia 70) se observd un efecto ansiolitico de la exposicion a estrés
controlable, reflejado en una mayor permanencia en los brazos abiertos del laberinto elevado,
efecto que no se observo tras el estrés incontrolable. Los animales yoked mostraron una
diminucioén en la conducta social activa, apoyando la existencia de efectos ansiogénicos de larga
duracion o de una disminucion de la motivacion social. También se observo, tras la re-exposicion
al contexto de la caja lanzadera, una memoria remota de miedo condicionado al contexto mayor
en los sujetos yoked que los master, a pesar de no observarse diferencias en la memoria reciente.

La falta de control sobre el estrés indujo también déficits a largo plazo en la inhibicion conductual.
Los sujetos yoked adultos mostraron un aumento de la impulsividad motora (SCSRTT), y una
mayor preferencia por las recompensas asociadas a time-out mas cortos (tarea de gambling),
efectos que no se observaron en los sujetos master. Ninguna de las dos situaciones de estrés alterd
la impulsividad cognitiva (tolerancia a la demora). Finalmente, la experiencia previa con choques
en la adolescencia favorecio las estrategias de afrontamiento activas tras una re-exposicion a la
tarea de evitacion activa en la etapa adulta. Ademas, se observo un efecto protector en dicha tarea
adulta incluso en el grupo yoked adolescente. En general, estos resultados indican que la
posibilidad de control mitiga algunos de los efectos negativos del estrés en la adolescencia aunque
también pueden observarse ciertos efectos protectores en ausencia de control.






Abstract

Exposure to stress during adolescence exerts long-term behavioral effects that may be associated
to an increase in the development of mental diseases. In adults, the possibility to control stressors
has been deeply studied and induces a protective effect in front of the negative consequences of
stress. However, the stress controllability effects in early life have not been extensively studied.
In the present work the endocrine and behavioral effects of stressor controllability during the
adolescent period have been studied.

Subjects were exposed to repeated stress (electric foot-shock) in the adolescence (approximately
from day 33 to 57) during 8 sessions. Sprague Dawley male rats were divided into three
experimental groups: (i) control (naive) group that was exposed to a shuttle-box without any
shock or specific stimuli; (ii) master (controllable) group, exposed to foot-shock with the
possibility to avoid/escape in a two-way active avoidance task in a shuttle-box, and (iii) yoked
(uncontrollable) group, exposed exactly to the same shocks than master group but their behavior
was not contingent on the end of shocks. Days or weeks after, the animals were exposed to
different stressors or behavioral tests to evaluate the short- and long-term impact of stress.

In response to repeated exposure to shocks during adolescence, yoked subjects showed a higher
endocrine response than master ones in the last session of stress, indicating that stress
controllability is able to buffer the hypothalamic-pituitary-adrenal axis response (ACTH).
Considering the lack of changes in body-weight, food intake and adrenal and thymus weight, the
adolescent treatment was not a high intensity stressor, not affecting either master or yoked rats.
In the short-term, yoked subjects showed a higher hypoactivity in novel environments, which
reflects an increase in the cognitive generalization of fear to other contexts not related to the
context previously associated with the shocks.

In the long-term (from day 70) an anxiolytic effect was observed after exposure to controllable
stress, as measured by an increase in the time spent in the open arms in the elevated plus-maze,
effect that was not observed after uncontrollable stress. Moreover, yoked animals showed a
decrease in active social behavior, supporting the existence of long-term anxiogenic effects or
reduced social motivation. Re-exposure to the shuttle-box context increased remote contextual
fear memory in yoked subjects compared to master ones, whereas no differences in recent
memory were observed.

Lack of adolescent stress controllability also induced a long-lasting impairment in behavioral
inhibition. Yoked subjects showed in adulthood an increase in motor impulsivity (SCSRTT) and
a higher preference for the options associated to shorter time-outs (gambling task). These effects
were not observed in master subjects. Any of the two adolescent stress procedures affected
cognitive impulsivity (deelay-discounting task). Finally, previous experience with stress
controllability during adolescence increased active copying in an active avoidance task in
adulthood, a protective effect that was also observed in yoked rats. Overall, our results suggest
that stress controllability mitigates part of the negative consequences of adolescent stress although
some protective effects may be also observed when stress control is not available.






A la meva mare Rosa,
als meus germans Victor i Julia

I a la memoria del meu avi Josep.



10



Indice

ABREVIATURAS ...ttt 13
INTRODUCCION GENERAL 15

1= CONCEPTO DE ESTRES. .....oouieiieeieeieecseseeeseeeee e s sass s sannson 16
2-  EL PARADIGMA DE LA INDEFENSION APRENDIDA Y LA CONTROLABILIDAD DEL ESTRES......21
3= LA TIMPULSIVIDAD. .....ooooiveiioeeeeoeseies oo ssees oo 33
4- LA ADOLESCENCIA EN HUMANOS Y ROEDORES. .........oioiiiooieeieeeeeeeeeeeeeeeoee oo 57
5 MODELOS DE ESTRES ADOLESCENTE...........coovuiviiiieeeieesesaeesesesoessses s 69

HIPOTESIS Y OBJETIVOS 87
MATERIAL Y METODOS 91

1-  SUJETOS DE EXPERIMENTACION Y PROCEDIMIENTOS GENERALES. ........cooooivvorrsreeseiesenenean 93
2- VALORACION DE LA MADURACION SEXUAL. ......oovuiuiieeeeeieeceeseeeseseessseeseesssessesssssess s seneaon 94
3- TOMA DE MUESTRA DE SANGRE. .........oovvioveieeeseeeseeeseees oo s 94
4- ANALISIS BIOQUIMICO. .....ouoiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 95
5-  METODOS DE GRABACION Y ANALISIS DE LAS PRUEBAS CONDUCTUALES..........ccccooevvevrnrennn. 96
6- TAREA DE EVITACION ACTIVA EN DOS SENTIDOS...........ooeivmrereeseeeseeeseeeseossssese e 97
7- PRUEBAS CONDUCTUALES. .....oooivoieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e eeeeeoeeseees oo ese e e eeee s es e 100
8- TAREAS OPERANTES. ......ooomoivoeieoeeeeoeceeeeeeeeeees e 106
9= ANALISIS ESTADISTICO. .....ouomioiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e sa s 117

RESULTADOS 119

CAPITULO 0. EFECTOS DEL ESTRES DURANTE LA ADOLESCENCIA. ..o e 121
CAPITULO 1. EFECTOS CONDUCTUALES Y FISIOLOGICOS A CORTO PLAZO DEL ESTRES EN LA
ADOLESCENCIA. ..ottt et et eeseseeeeae st eseeeseeeeseeseeeseesseeesaeeseeeseeeseeeseeeseaesseeseaeseeeseassseeseasesseseasesennes 133
CAPITULO 2. (I) EFECTOS CONDUCTUALES Y FISIOLOGICOS A LARGO PLAZO. (II) EFECTOS DEL
CAMBIO DE CONTROLABILIDAD DEL ESTRES DURANTE LA ETAPA ADULTA.....oveoeeeeeeeeeeeerreean 143
CAPITULO 3. EFECTOS A LARGO PLAZO DEL ESTRES EN LA ADOLESCENCIA: IMPULSIVIDAD
COGNITIVA EN DESCUENTO POR DEMORA. .......ovvueoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeeeeseseeseesesessee s seseeeesesesesesensseseeenns 163
CAPITULO 4. EFECTOS A CORTO Y LARGO PLAZO DEL ESTRES ADOLESCENTE: CONSUMO DE
SACARINA E IMPULSIVIDAD COGNITIVA EN TAREAS DE RIESGO. ....eoveeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeene 173

CAPITULO 5. EFECTOS A LARGO PLAZO DEL ESTRES ADOLESCENTE: IMPULSIVIDAD MOTORA...... 183
DISCUSION GENERAL 195

1-  ESTRES DURANTE LA ADOLESCENCIA. .......coocoivioenioeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s snenens 198
2-  EFECTOS CONDUCTUALES A CORTO Y LARGO PLAZO...........oovveoeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenone 204
3-  EFECTOS A LARGO PLAZO SOBRE LA IMPULSIVIDAD. .......cocooouivmmreiieieeeereeeseeneeeeoeseesseee e, 214
4-  IMPLICACIONES TEORICAS Y CLINICAS. .....oouieoeoecveeree s eeeeceessees e 220
CONCLUSIONES 223
REFERENCIAS 229

11



12



ABREVIATURAS
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Edition
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estructurales generalizadas
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GLM: modelo lineal general

GnRH: hormona liberadora de
gonadotropina
GR: receptor tipo glucocorticoide

HB: plancha de agujeros

HPA: eje hipotaldmico-hipofisario-
adrenal
HPG: eje hipotaldmico-hipofisario-
gonadal

IGT: iowa gambling task

ITI: tiempo entre ensayos

LH (s): limited hold

LH: hormona luteinizante

mPFC: corteza prefrontal medial

MR: receptor tipo mineralocorticoide
mRNA: 4cido ribonucleico mensajero
NMDA: N-metil-D-aspartato

OF: campo abierto

OFC: corteza orbitofrontal

PET: tomografia por emision de
positrones

PND: dia posnatal

PVN: ntcleo paraventricular  del
hipotalamo

RGT: rat gambling task

RIA: radioinmunoanalisis

SMA: sistema  simpdatico-médulo-
adrenal

SNC: sistema nervioso central

TDAH: trastorno por déficit de atencion

e hiperactividad



TWAA: tarea de evitacion activa en dos UR: respuesta incondicionada

sentidos US: estimulo incondicionado
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La exposicion a situaciones de estrés cronico se relaciona con la aparicion de multiples
alteraciones conductuales y psicopatologias, incluyendo los trastornos asociados a la
impulsividad y la inflexibilidad cognitiva. La influencia que ejerce el estrés puede ser
mayor y mas persistente cuando la exposicion se da en las etapas tempranas, desde el
periodo prenatal a la adolescencia. Este mayor impacto es previsible considerando que el
estrés estaria afectando a un cerebro en desarrollo. Algunos estudios en animales y en
humanos sefialan la importancia de la falta de control sobre las situaciones estresantes
para la aparicion de consecuencias negativas. En este trabajo se estudiara si la experiencia
repetida de estrés incontrolable durante la adolescencia causard mas efectos que el estrés
controlable en conductas relacionadas con una mayor predisposicion a la depresion, la

ansiedad o las patologias asociadas a la impulsividad y toma inadecuada de decisiones.

1- CONCEPTO DE ESTRES.

Para explicar el concepto moderno de estrés debemos remontarnos a las aportaciones de
Claude Bernard y de Walter B. Cannon. En 1865, Claude Bernard desarroll6 el concepto

9, <

de “milieu intérieur”: “la habilidad de un organismo para mantener un ambiente fluido
constante que bafie las células del cuerpo es esencial para una vida independiente del
ambiente externo” (citado en Holmes 1986). Walter B. Cannon amplid el concepto e
introdujo, a principios del siglo XX, el término de “homedstasis” para referirse al
conjunto de mecanismos fisioldégicos que permitian al organismo afrontar las
perturbaciones ocasionadas por los cambios en el ambiente. Destaco el papel del sistema
simpatico-médulo-adrenal (SMA) como eje esencial del mantenimiento de la homeostasis

y describi6 la respuesta de lucha — huida (fight or flight) como respuesta conductual a las

perturbaciones en el ambiente (citado en Goldstein y Kopin 2007).

El endocrin6logo Hans Selye fue el primero que definid el término de estrés tal y como
lo conocemos en la actualidad, centrdndose en las respuestas mediadas por el eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA; Selye 1936, 1950): “Si un organismo es dafiado
severamente...desarrolla un sindrome, cuyos sintomas son independientes de la
naturaleza del agente aversivo...”. Esta sintomatologia estereotipada comun se conoce
como el “Sindrome General de Adaptacion”. Segliin Selye, la respuesta evocada seria

siempre la misma independientemente del tipo de estimulo estresante. En la actualidad se
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sigue considerando que cuando un organismo procesa a nivel central un estimulo, si es
evaluado como estresante, se activara una respuesta inespecifica de estrés que permitira
al organismo reaccionar de forma inmediata mejorando su supervivencia (Armario 2015).
Esta respuesta incluye la activacion del eje SMA y también del eje HPA. No obstante, en
funcion de las caracteristicas del estimulo, también se activaran de forma complementaria

respuestas especificas.

Si bien Selye se centrd en los estimulos estresantes fisicos, posteriormente muchos
autores se interesaron por los estimulos estresantes denominados psicoldgicos.
Actualmente se clasifican los estimulos estresantes en sistémicos (fisicos) y emocionales
(psicologicos), aunque existen estimulos mixtos, con caracteristicas de ambas categorias
(Herman et al. 2003). Los estimulos sistémicos suponen una amenaza directa a la
homedstasis, v.g. hemorragia, hipoxia o infecciéon. Los estimulos emocionales son
aquellos que no suponen una amenaza directa para el equilibrio homeostatico, sino que
tienen un cardcter anticipatorio de un peligro que si podria ser real, v.g. ambiente nuevo
u olor a depredador. Los estimulos mixtos (v.g. choque eléctrico o natacion forzada)
compartirian caracteristicas de ambos tipos, aunque la respuesta global en el sistema
nervioso central (SNC) es muy parecida a la de los de tipo emocional (v.g. Pacak y

Palkovits 2001).

Tras Selye, muchos autores han criticado y revisado el concepto de estrés. En nuestro

laboratorio creemos que la definicién mas adecuada es la propuesta por Vigas en 1984:

“Situacion creada en el organismo por la exposicion a agentes o estimulos estresantes
que pueden alterar, real o simbdlicamente, la integridad del organismo. Esta respuesta,
desarrollada en el curso de la filogenia, tiene como objetivo mantener el equilibrio
homeostatico frente a una perturbacion real que pone en peligro la integridad del

organismo y no puede afrontarse con los mecanismos homeostdticos normales”.

Junto con la activacion del SMA, la del eje HPA (Figura 1) es una de las principales
respuestas neuroendocrinas en situaciones de estrés, jugando un papel vital en los
mecanismos de adaptacion del organismo frente a los desequilibrios homeostaticos
(Armario 2006). Para activar el eje HPA, independientemente de la naturaleza del
estimulo estresante, la informacion converge en la region medial parvocelular dorsal del
nucleo paraventricular del hipotadlamo (PVN), donde estan situadas las neuronas que

sintetizan la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y otros factores que, al liberarse
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en la eminencia media, estimulan la adenohipoéfisis para sintetizar y liberar la hormona
adrenocorticotropa (ACTH). La ACTH, a su vez, actia sobre la corteza adrenal
estimulando la sintesis y la liberacion de glucocorticoides (cortisol, en humanos y
corticosterona, en roedores), que ejercen multitud de funciones en el organismo y
contribuyen en gran medida a muchas de las consecuencias negativas del estrés. Una de
las funciones de los glucocorticoides es la regulacion del propio eje HPA mediante los
mecanismos de retro-inhibicién a nivel hipofisario, hipotaldmico y supra-hipotalamico
(v.g. formacion hipocampal). Los distintos mecanismos de retro-inhibicion (rapido,

intermedio y lento) permiten controlar los niveles de glucocorticoides.

GLANDULAS ADRENALES -' A

’"“\ swcocnuncmn
EFEM GECTOS \
INMUNO METABOLICOS

» MODULACION

Figura 1. Esquema general del funcionamiento del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal
(HPA). PVN: nacleo paraventricular del hipotdlamo; CRF/CRH: hormona liberadora de
corticotropina; AVP: vasopresina; ACTH: hormona adrenocorticotropa; SNC: sistema nervioso

central.

La accién de los glucocorticoides se ejerce a nivel periférico y dentro del SNC a través
de receptores especificos, siendo sus efectos gendémicos los mejor caracterizados. Estos
efectos gendmicos se llevan a cabo a través de dos tipos de receptores intracelulares: el

receptor tipo I o mineralocorticoide (MR) y el receptor tipo II o glucocorticoide (GR) (ver
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Reul y de Kloet 1985; de Kloet et al. 1998). Los MR tienen mucha mas afinidad por la
corticosterona que los GR y menos afinidad por otros glucocorticoides naturales o
sintéticos (V.g. cortisol, dexametasona), mientras que ocurre lo contrario con los GR. Por
este motivo, en rata y ratones la gran mayoria de receptores MR se encuentran ocupados
en condiciones basales (especialmente en las horas de luz cuando los niveles basales son
bajos en animales nocturnos como rata y ratones), mientras que tras la activacion del eje
HPA por el estrés se van ocupando progresivamente los GR. A nivel central, los GR se
expresan de manera ubicua, mientras que los MR tienen una localizacion mucho mas
especifica, siendo especialmente abundantes en la formacion hipocampal. Existe una
relativa abundancia de GR en la adenohipéfisis, el PVN, la formacion hipocampal y la
corteza prefrontal (PFC), zonas clave para la regulacion del eje HPA en general y

especialmente para la retro-inhibicion por glucocorticoides.

La activacion del PVN, y muy especialmente de la region parvo-celular, es consecuencia
de la llegada de sefiales procedentes de las dreas que participan en el procesamiento de
las situaciones de estrés, pero las rutas de procesamiento dependen de la naturaleza de los
estimulos estresantes (Sawchenko et al. 2000; Herman et al. 2003). Mientras que los
estimulos sistémicos se procesan en areas del tronco encefalico (v.g. nucleo del haz
solitario, bulbo ventrolateral, nicleo parabraquial) o éareas circunventriculares (Vv.g.
organo vasculoso de la ldmina terminal) y envian sefiales directas al PVN, los estimulos
emocionales siguen una ruta mas compleja. Dado que la PFC o las éareas limbicas,
implicadas en el procesamiento de los estimulos emocionales, tienen muy pocas
conexiones directas con el PVN, las sefiales han de hacer relevo previo en estructuras
como el ntcleo del lecho de la estria terminal, otros nticleos hipotaldmicos o del tronco

del encéfalo, antes de alcanzar el PVN.

Ademas de liberarse consistentemente en situaciones de estrés, las hormonas del eje HPA
también son buenos marcadores de la intensidad de la situacion estresante. Sin embargo,
como la corteza adrenal se satura con niveles moderados circulantes de ACTH, la
corticosterona solo es un buen marcador para estimulos estresantes de intensidad baja-
moderada, en tanto que la ACTH es un buen marcador para estimulos de un rango mas

amplio de intensidades (Kant et al. 1987; Armario et al. 2012).

Cuando la exposicion a un estimulo estresante no es puntual (aguda), se utiliza el término

de “estrés cronico”, que puede referirse a diferentes situaciones (Armario 2006): (a) estrés
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crénico continuado, exposicion permanente a una situacion estresante que dura dias o
semanas; (b) estrés cronico repetido, exposicion repetida intermitente al mismo estimulo
durante dias o semanas, y (c) estrés cronico variable o impredecible (chronic
unpredictable stress, CUS) exposicion cronica a una combinacion de diferentes estimulos
estresantes que se van cambiando a lo largo de los dias (Katz et al. 1981). El estrés cronico
repetido se ha utilizado ampliamente para estudiar el fendémeno de la adaptacion. Cuando
un individuo se expone al mismo estimulo dia tras dia, se observa una disminucioén
progresiva de la respuesta del eje HPA y de otras variables fisioldgicas, mientras que la
respuesta a un estimulo estresante diferente (heterotipico) es normal e incluso se
encuentra aumentada (Armario et al. 1984, 1986, 1988a). Aunque se ha considerado que
la reduccion de la respuesta del eje HPA tras la exposicion repetida a un mismo estimulo
estresante es un proceso de habituacion, datos de nuestro laboratorio sugieren que dicha

adaptacion no sigue las leyes clasicas de la habituacion (Rabasa et al. 2015).

A nivel conductual, desde la década de los 70 se han descrito diversos efectos adversos
del estrés cronico en sus distintas modalidades, habitualmente estudiados en los dias
inmediatos a la finalizacion de la exposicion al estrés: disminucién de la actividad
locomotora en ambientes nuevos (Katz 1981; Garcia-Mérquez y Armario, 1987a, 1987b),
aumento de la ansiedad en el laberinto elevado en cruz (elevated plus maze, EPM) (Vyas
et al. 2004), aumento de las estrategias de afrontamiento pasivas en la prueba de la
natacion forzada (forced swimming test, FST) (Garcia-Marquez y Armario 1987b), déficit
del escape en tareas operantes (Murua et al. 1991a,b), disminucion de la conducta
dominante y territorial en la prueba del residente y el intruso (D’Aquila et al. 1994), y
anhedonia valorada mediante el consumo de soluciones dulces (Katz 1981; Willner et al.
1987; Papp et al. 1991; D’Aquila et al. 1994) o mediante la sensibilidad a los refuerzos
naturales y a determinadas drogas (Papp et al. 1991). También se observan dificultades
en el aprendizaje y la memoria espacial (Luine et al. 1994) y una potenciacion del

condicionamiento del miedo (Conrad et al. 1999; Sandi et al. 2001).

No obstante, también se han descrito efectos que podriamos definir como protectores,
especialmente respecto a la ansiedad (D' Aquila et al. 1994; Harris et al. 1997). Por otro
lado, la exposicion previa a estrés cronico puede reducir el impacto de situaciones de
estrés agudas. Este efecto se observa no solo cuando el estimulo estresante agudo y
cronico es el mismo (homotipico) sino también cuando es diferente (heterotipico). Por

ejemplo, la exposicion crénica a la inmovilizacion reduce el impacto negativo que tiene
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una exposicion aguda al mismo estimulo en la conducta exploratoria en la plancha de
agujeros (hole-board, HB) (Pol et al. 1992). De forma similar, se observa una disminucioén
de las latencias de respuesta en una tarea de evitacion activa tras experiencia repetida con
la misma tarea (Glazer et al. 1975; Weiss et al. 1975). Alin mas interesante es el hecho de
que el efecto protector también aparece en respuesta a un estimulo heterotipico (Weiss et
al. 1975; Anisman et al. 1983), indicando adaptacion cruzada. Dicha adaptacion cruzada
ha sido también observada respecto al impacto negativo de la exposicion aguda a la
inmovilizacién sobre el peso corporal y el consumo de sacarina (Pastor-Ciurana et al.
2014). Puesto que muchas pruebas conductuales implican estrés, es dificil distinguir entre
posibles cambios en los rasgos conductuales de los animales o una alteracion de la

respuesta a la situacion estresante que representa la prueba.

La literatura, tanto en animales como en humanos, apoya la existencia de una gran
variabilidad individual en las consecuencias de la exposicion a los estimulos estresantes
(Armario y Nadal 2013). Mientras que algunos sujetos son particularmente vulnerables,
otros parecen ser mas resistentes a los efectos del estrés. Estas diferencias podrian
explicarse por la influencia de distintos factores que favorecerian o amortiguarian la
susceptibilidad individual, como los rasgos de personalidad, el género/sexo o la edad (ver

Sandi 2007).

2- EL PARADIGMA DE LA |INDEFENSION APRENDIDA Y LA
CONTROLABILIDAD DEL ESTRES.

A partir de los trabajos pioneros de J.M. Weiss, M.E.P. Seligman y S.F. Maier esta bien
establecida la importancia de la controlabilidad sobre los estimulos estresantes en el
impacto conductual y fisiologico de los mismos. Aunque estos modelos se han basado
sobre todo en la exposicion de ratas a choques eléctricos en la cola, otros estudios
posteriores han utilizado la exposicion a choques eléctricos en las patas, modelo clasico
para inducir condicionamiento del miedo. Por esta razon incluiremos también un apartado

inicial respecto a las caracteristicas basicas del condicionamiento del miedo.
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2.1. Condicionamiento del miedo.

Existen numerosos procedimientos para provocar, valorar y cuantificar el miedo, pero la
mayoria de ellos estan basados en el condicionamiento clasico o Pavloviano, que permite
establecer una asociacion entre un estimulo inicialmente neutro (v.g. tono) y un estimulo
nocivo (US, v.g. un choque eléctrico) que provoca una respuesta de miedo (UR, del inglés
unconditioned response). Como consecuencia de la aparicion conjunta y repetida de los
dos estimulos, el estimulo neutro se convertird en un estimulo condicionado (CS) que por
si solo provocara una respuesta de miedo condicionada (CS = CR). El CS no es solo la
sefial sensorial especifica utilizada para el condicionamiento (v.g. tono) sino también el
lugar (v.g. compartimento) donde se realiz6 el condicionamiento, razén por la cual puede
ocurrir condicionamiento el miedo tanto a la sefal especifica (tono) como al contexto.
Para distinguirlos, se valora la conducta en el compartimento donde tuvo lugar el
condicionamiento en ausencia de sefial especifica (condicionamiento al contexto) y en
respuesta a dicha sefal en un compartimento muy distinto del original (condicionamiento
al tono). En muchos trabajos tan solo se estudia el condicionamiento del miedo al
contexto, especialmente cuando el interés estd centrado en los circuitos nerviosos
especificamente implicados en la memoria de contexto. En este sentido, esta bien
establecido que el procedimiento denominado de huella o traza (en el cual el CS termina
unos segundos antes de que aparezca el US) es dependiente de hipocampo, a diferencia
del procedimiento tipico de demora (en el cual el CS empieza antes que el US pero ambos
finalizan al mismo tiempo) que es dependiente de amigdala. Comentaremos a
continuacion algunos aspectos del condicionamiento del miedo que son importantes para

entender el presente trabajo (ver Rescorla 1988; Fendt y Fanselow 1999).

En roedores, la adquisicion del miedo puede cuantificarse mediante muchas variables,
pero la mas utilizada es la conducta de freezing o petrificacion. Se trata de una respuesta
de miedo pasiva, caracterizada por la ausencia total de movimientos del animal excepto
aquellos relacionados con la respiracion. No obstante, algunos autores valoran otras
medidas relacionadas con diversos patrones de actividad, que pueden mejorar la

interpretacion de los datos (v.g. Laxmi et al. 2003).

Un fendmeno de gran interés en el condicionamiento es la generalizacion del miedo a
otros contextos o sefales especificas que guardan una cierta similitud con el lugar o senal

originariamente asociada al choque. Existen muchas evidencias sobre el fendmeno,
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aunque el grado de generalizacion depende criticamente de factores como la intensidad
de los choques eléctricos, el paso del tiempo, la edad, el sexo y las diferencias
individuales. Nuestro laboratorio y otros han observado que el condicionamiento del
miedo al contexto utilizando choques eléctricos en las patas causa hipoactividad de los
animales en ambientes nuevos que no tienen ninguna similitud con aquél donde se
recibieron originariamente los choques (Radulovic et al. 1998; Daviu et al. 2010, 2014).
A este fendmeno le hemos denominado generalizacion cognitiva, para distinguirla de la
generalizacion originada por algunas similitudes con el contexto original (Daviu et al.
2010, 2014). Es fundamental distinguir entre generalizacion y sensibilizacion, que es un
incremento en la respuesta a estimulos que no es dependiente del condicionamiento en si
sino de la exposicion al estimulo aversivo. Para ello se requieren disefios experimentales

apropiados (v.g. desaparear la presentacion del CS respecto al US).

Cuando los animales se exponen repetidamente al CS en ausencia del US se observa una
reduccion progresiva de la respuesta de miedo (v.g. freezing), proceso al cual se denomina
extincion. La extincion del miedo es un nuevo proceso de aprendizaje en el cual el animal
aprende ahora que el CS no pronostica la aparicion del US. Existen varios fenomenos
importantes que caracterizan la extincién (Bouton 2004 revision; Bouton y King 1983).
En primer lugar, el contexto en el cual tiene lugar la extincién es critico para la
disminucion de la respuesta de miedo, de tal manera que si el CS (v.g. un tono) se presenta
en un contexto distinto al de la extincion, la CR reaparece (renewal), en tanto que la re-
exposicion al CS (v.g. un tono) en el contexto mismo de la extincion da lugar a una CR
muy baja o nula. En segundo lugar, la CR también puede reaparecer de manera inesperada
debido al paso del tiempo (recuperacion espontanea). Finalmente, la memoria de miedo
no desaparece completamente tras la extincion, de manera que es susceptible de volver

cuando se presenta brevemente el US (v.g. choque) (reinstatement).

2.2. La indefension aprendida.

El paradigma de la indefension aprendida es uno de los que ha dado lugar a mas estudios
en Psicologia experimental. Los estudios originales de Seligman y Maier se llevaron a
cabo en perros expuestos a una sesion de choques inescapables mediante un arnés que

rodeaba el cuerpo (Overmier y Seligman 1967; Seligman y Maier 1967; Seligman et al.
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1968). Veinticuatro horas después, todos los sujetos eran sometidos a una sesion de
escape en dos sentidos en una caja lanzadera (Shuttle-box). Las cajas lanzaderas tenian
dos compartimentos separados por una barrera ajustable. En cada compartimento habia
una base de rejilla electrificada que administraba un choque eléctrico (US). Si el sujeto
saltaba la barrera y cruzaba al otro compartimento, finalizaba la descarga eléctrica. Si no
era capaz de saltar, recibia toda la descarga. La tarea se basa en el condicionamiento
instrumental, aunque también lleva asociado un condicionamiento clasico. Los resultados
de estos experimentos demostraron que la falta de control sobre los estimulos estresantes
aumentaba, 24 horas después, la latencia de escape, asi como el numero de respuestas

nulas (no escapes).

Estos datos sembraron el camino para una extensa serie de trabajos posteriores en base a
los cuales se introdujo el concepto de la “indefension aprendida”, que esencialmente
sugeria que tras la exposicion a choques eléctricos inescapables los animales aprendian
que no tenian control sobre el estimulo aversivo, dando lugar a una serie de déficits en
situaciones posteriores en las cuales si habia posibilidad de control (Maier 1984). La
experiencia inescapable se traduciria en déficits asociativos, motivacionales y
emocionales. No obstante, existen otras teorias no cognitivas que intentan explicar el
fenémeno, especialmente aquellas que recurren a déficits basicamente motores y
mecanismos neuroquimicos inespecificos, especialmente los relacionados con la
actividad noradrenérgica (v.g. Weiss et al. 1975). En una de sus revisiones mas recientes,
Maier y Seligman (2016) definen el concepto de indefension aprendida en humanos desde
un punto de vista tanto objetivo como subjetivo. La indefension aprendida desde un punto
de vista objetivo se desarrolla cuando ante una situacion aversiva (v.g. inicio de un choque
eléctrico), la probabilidad de que esta situacion se inicie es la misma tanto si el sujeto
realiza una accion (v.g. escapar) como si no. En cambio, la indefension aprendida
subjetiva implica que el sujeto “detectard” una falta de contingencia de sus acciones (Vv.g.
escapar) y “esperard” en el futuro que el choque eléctrico aparezca independientemente

de sus respuestas.

El disefio clasico que se ha utilizado para caracterizar los efectos de la controlabilidad (o
de la falta de control) fue introducido por J.M. Weiss, utilizando como sujetos
experimentales roedores (Weiss 1968). En estos experimentos, los sujetos se dividen en
tres grupos (triada): (a) MASTER, expuesto a estrés controlable (escapable shock), en el

que los animales son inmovilizados suavemente en un recinto y expuestos a una serie de
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choques en la cola (impredecibles en el tiempo) que pueden parar (escapar) si realizan
una conducta especifica, que varia en funcion del protocolo (generalmente girar una rueda
de actividad); (b) YOKED, expuestos a estrés incontrolable (inescapable shock), en el
que los animales son expuestos a la misma situacion pero reciben los choques eléctricos
en funcion del comportamiento de los sujetos MASTER y no en funcién de sus propias
acciones, y (¢) CONTROL, situados en el recinto (o en ocasiones en la caja de
estabulacion) sin recibir choques. Es importante destacar que la cantidad de choques en
numero, tiempo e intensidad es exactamente la misma para los grupos YOKED vy
MASTER, con la critica diferencia de que los sujetos MASTER pueden ejercer control

sobre la aparicion de los choques, mientras que los sujetos YOKED no.

Posteriormente al enorme impulso inicial en la investigacion sobre la indefension
aprendida, este modelo de triada se ha seguido utilizando durante décadas, sobre todo en
el laboratorio de S. F. Maier, al objeto de estudiar los efectos especificos del control sobre
el estrés (Maier 2015). Los resultados han puesto de manifiesto diversos efectos negativos
a corto plazo que aparecen tras la exposicion al choque inescapable, pero no cuando hay
posibilidad de escapar del mismo. Estas alteraciones incluyen el déficit tipico en una tarea
de escape en la caja lanzadera (v.g. Maier 1993; Amat et al. 2008), un aumento del miedo
condicionado a nuevas situaciones de estrés (Maier 1993; Baratta et al. 2008) y una
disminucion de la conducta social (Short y Maier 1993; Christianson et al. 2008, 2009)
asi como de las relaciones de dominancia en varias situaciones, incluyendo la prueba del
residente-intruso (Rapaport y Maier 1978; Williams 1982; Amat et al. 2010). No obstante,
un numero importante de efectos como la reduccion de la ingesta y el peso (Dess et al.
1989), la ansiedad valorada en el EPM (Grahn et al. 1995) o el consumo de sacarosa
(Christianson et al. 2008) no son sensibles al control sobre el estrés. Uno de los principales
problemas de este modelo es que los efectos no son duraderos, pues normalmente se
disipan a las 72 h posteriores al estrés. No obstante, se ha demostrado que si los animales
son expuestos repetidamente, a partir de las 48 h, al contexto donde han recibido los
choques incontrolables a modo de recordatorios (reminder, 8 veces, 1 cada 48 h), el déficit

de escape se mantiene hasta 22 dias después (Maier 2001).

En contraste con la poca duracion de los efectos de la exposicion a choques eléctricos en
la cola, numerosos trabajos han demostrado déficits en la conducta de escape en una caja
lanzadera al cabo de varios dias o semanas de una sesion previa de choques incontrolables

(v.g. Martin et al. 1986; Murua y Molina 1991b; Valentine et al. 2008; Greenwood et al.
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2010), pero en estos estudios se utilizaba el choque eléctrico en las patas en el mismo o
parecido contexto en el que posteriormente se llevaba a cabo la tarea de escape. Por lo
tanto, la explicacién mas obvia del déficit observado seria la inhibicion de las conductas
activas debido al condicionamiento del miedo al contexto y no propiamente al desarrollo
de indefension aprendida. De hecho, Greenwood et al. (2010) han demostrado que la
lesion bilateral de la amigdala basolateral antes de la re-exposicion al contexto elimina
tanto el condicionamiento del miedo al contexto como el déficit de escape tipico durante
la tarea de evitacion activa en dos sentidos (TWAA, ver mas adelante), apoyando la

relacidon entre ambos fendmenos.

Por otra lado, Seligman y Maier (1967) demostraron en perros que la exposicion previa a
choques eléctricos escapables era capaz de reducir los efectos negativos de una
exposicion posterior a un procedimiento YOKED. Este fenomeno, observado
posteriormente en ratas en el laboratorio de S. F. Maier, ha sido denominado
“inmunizacion conductual” (Maier 2015). Asi, la exposicion previa a un procedimiento
MASTER (choque escapable en la cola) puede bloquear o reducir diversas consecuencias
negativas de un protocolo YOKED posterior como el incremento de la latencia de escape
en la caja lanzadera (Williams y Maier 1977; Amat et al. 2008), la reduccion de la
conducta social (Christianson et al. 2008; Kubala et al. 2012) o la potenciacion del
condicionamiento del miedo producido por un choque eléctrico en las patas, con una

respuesta de freezing menos intensa (Amat et al. 2008; Baratta et al. 2008).

Respecto al substrato neurobioldgico de los efectos de situaciones escapables o
inescapables, la evidencia experimental mas consistente relaciona la parte dorsal del
nucleo dorsal del rafe con los efectos conductuales adversos producidos por la exposicion
a choques incontrolables (Maier et al. 2006). La exposicion a un protocolo de estrés
incontrolable, en comparacion con el controlable, produce una mayor activacion de las
neuronas serotoninérgicas del nicleo dorsal del rafe valorada mediante la liberacion local
de serotonina o la induccion del gen de expresion temprana c-fos (Maswood et al. 1998;
Grahn et al. 1999). Ademas, la inactivacion farmacoldgica del nticleo previa a los choques
inescapables bloquea los efectos negativos conductuales derivados de dicha exposicion

(Maier et al. 1994).

La participacion del nucleo dorsal del rafe involucra a la corteza prefrontal medial

(mPFC), que proyecta directa e indirectamente al ntcleo dorsal del rafe y procesa
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informacion sobre la controlabilidad del estrés (Amat et al. 2005, 2006; Christianson et
al. 2009). El esquema mas aceptado es que el nucleo dorsal del rafe se activaria por
defecto con la exposicion al estrés incontrolable, pero la posibilidad de control permitiria
que la mPFC (en concreto, area prelimbica) inhibiera la actividad de las neuronas
serotoninérgicas del nicleo dorsal del rafe a través de la activacion de las interneuronas
gabaérgicas de este nucleo. Los estudios de inactivacion con muscimol de la corteza
prelimbica indican que es necesario que ésta esté activa durante la exposicion a choques
escapables para que aparezca un efecto protector, siendo ineficaz al bloqueo posterior a
la tarea. Por otro lado, los animales necesitan que la corteza prelimbica esté activa durante
la posterior tarea inescapable para que se produzca inmunizacion frente a sus efectos
negativos. Dicho de otro modo, la memoria sobre la experiencia previa de escapabilidad
ha de ser utilizada por la corteza prelimbica durante una tarea inescapable posterior para
que el efecto protector aparezca. No sabemos si los efectos protectores de la escapabilidad
se extenderian a otros aspectos fisiologicos y conductuales, aunque es probable
considerando el papel relevante de la mPFC en muchas respuestas al estrés, incluyendo

la activacion del eje HPA (ver revisiones: Herman et al. 2003; McKlveen et al. 2013).

El estriado estd conectado con la corteza prelimbica (ver revision de Balleine y
O’Doherty, 2010) y la exposicion a choques escapables (MASTER) causa una mayor
induccion de c-fos que la situacion inescapable (YOKED) en el estriado dorsomedial,
pero no en el estriado dorsolateral (Amat et al. 2014). Ademas, en sujetos MASTER, la
inactivacion temporal del estriado dorsomedial, pero no del dorsolateral, justo antes de la
exposicion al estrés disminuye el tiempo de exploracion social (marcador de ansiedad),
un efecto tipico de la exposicion a estrés inescapable. La misma manipulacion también
previene del efecto protector de una sesion previa de choques escapables sobre la
liberacion de serotonina en el nticleo dorsal del rafe causada por choques inescapables.
Todo ello sugiere que el estriado dorsomedial, pero no el dorsolateral, estaria implicado

en los efectos protectores de la controlabilidad.

2.3- Evitacion activa en dos sentidos.

En el aprendizaje de evitacion los sujetos aprenden a realizar (evitacion activa) o inhibir

(evitacidn pasiva) una determinada accion para no recibir un estimulo aversivo. Este tipo
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de condicionamiento implica dos procesos simultineos. Por una parte, se aprende a
realizar determinadas respuestas instrumentales para evitar o escapar del estimulo nocivo,
obteniendo asi un refuerzo negativo (Rescorla 1968). Por otra parte, se asocian estimulos
inicialmente neutros, que posteriormente se convierten en CS mediante condicionamiento

clasico.

Existen varios procedimientos de evitacion activa. En el procedimiento habitual se utiliza
una senal explicita (signaled), en general un tono, una luz o ambos, que se convierte en
CS mediante varios emparejamientos con un US nocivo (habitualmente choque eléctrico
en las patas). La presentacion del CS o el US puede finalizarse mediante la realizacion de
una respuesta activa. En muchos estudios, los sujetos se entrenan en un aparato con dos
compartimentos conectados (caja lanzadera) y la respuesta a realizar es pasar de uno a
otro compartimento. En los procedimientos de evitacion se pueden dar dos tipos de
respuestas activas: las evitaciones y las huidas (escapes). Una evitacion (avoidance)
implicaria realizar la conducta durante el CS dando lugar a la omision del US (Crawford
y Masterson 1982; Krypotos et al. 2015). Si la respuesta activa no se realiza durante la
fase de CS que precede el US, sino una vez ha aparecido el choque, la respuesta activa se
categoriza como una huida. En otros procedimientos, la aparicién del US no esta sefialada

por un estimulo explicito, siendo la sefal unicamente temporal (evitacion tipo Sidman).

El aprendizaje de evitacion puede ser en uno (one-way) o dos (two-way) sentidos. En el
primer caso, la caja lanzadera tiene un compartimento “peligroso”, en el cual los animales
reciben una sefial de peligro (explicita o temporal) seguida de un choque eléctrico, y otro
compartimento “seguro”, en el cual ni la sefial (si la hay) ni el choque aparece nunca. El
compartimento “seguro” actua como un refuerzo positivo y aumenta la motivacion para
aprender la respuesta instrumental (Céandido et al. 2002; Torres et al. 2005). En cambio,
el aprendizaje que deben realizar los sujetos en una tarea de evitacion en dos sentidos es
muy complejo debido a que no existe un compartimento que siempre sea “seguro” y otro
“peligroso”, sino que éste varia en funcion de la posicion del animal dentro de la caja

lanzadera (Figura 2).
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Figura 2. Esquema general del funcionamiento de la tarea de evitacién activa en dos sentidos
(TWAA). En (A) la caja lanzadera del sujeto MASTER. Cuando el animal cambia de

compartimento, el US desaparece. En (B) la caja lanzadera del sujeto YOKED, su conducta no

tiene consecuencias sobre la aparicion o finalizacién del US, y depende totalmente del

comportamiento del sujeto MASTER (adaptado de LeDoux et al. 2017).

Este tipo de procedimientos implica que, durante los primeros ensayos y sesiones, los
sujetos desarrollan una respuesta emocional condicionada que favorece la aparicion de
freezing o inactividad (Wilcock y Fulker 1973) debido a los elevados niveles de ansiedad.
En la mayoria de los sujetos, esta tendencia se va perdiendo a medida que avanza la
sesion, al ir aprendiendo a realizar las respuestas condicionadas esperadas (Vicens-Costa
et al. 2011). Aquellos sujetos que no son capaces de asociar correctamente los estimulos
adoptan una estrategia de afrontamiento pasiva, mostrando niveles elevados de freezing
y realizando respuestas inicamente de escape u omisiones (respuestas nulas). La relacion
negativa entre la adquisicion de la evitacion y la ansiedad se ha estudiado en profundidad
y existen muchas evidencias que la apoyan. El uso de distintos ansioliticos mejora, de
manera dosis-dependiente, la adquisicion temprana de la tarea de evitacion activa en dos
sentidos, aumentando el nimero de evitaciones (Fernandez-Teruel et al. 1991). Por el
contrario, los fArmacos ansiogénicos favorecen las conductas de tipo pasivo (Escorihuela
et al. 1993). La relacion negativa entre ansiedad y ejecucion de la TWAA viene apoyada
por la comparacion de lineas de ratas seleccionadas genéticamente (Brush 2003; Steimer

y Driscoll 2003).

El paradigma de la evitacion activa puede utilizarse como modelo para estudiar la
controlabilidad del estrés. En los primeros trabajos que han utilizado este modelo,
Richter-Levin y colaboradores estudiaron en rata los efectos de la exposicion a 6 sesiones

consecutivas en la TWAA. A las dos semanas, se re-expusieron los sujetos a la misma
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caja lanzadera, sin estimulos especificos, y se observaron durante los primeros minutos
de exposicion mayores niveles de freezing en el grupo YOKED que en el MASTER (Ilin
y Richter-Levin 2009). En otro estudio (Lucas et al. 2014), se realizd el mismo
procedimiento y se compararon las consecuencias del control en varias pruebas. Un dia
después de la ultima sesion de estrés se llevod cabo una tarea de discriminacion de olores
para estudiar si estaban afectados los mecanismos de aprendizaje. En un laberinto con 4
brazos se presentaron dos olores, uno reforzado positivamente (bebida) y otro sin reforzar
(privacion). Se analizé el nimero de ensayos necesarios hasta que los sujetos escogian el
brazo asociado al olor positivo. El grupo YOKED fue el que necesité mas ensayos para
aprender la tarea, en comparacion con los grupos CONTROL y MASTER, que fue el que
menos ensayos necesitd. A las 48 h de la tltima sesion se realiz6 la prueba de la natacion
forzada observdndose un aumento del tiempo de inmovilidad en el grupo YOKED
respecto al CONTROL. Estos datos sugieren que, a corto plazo, la exposicion a estrés
incontrolable favorece la aparicion de conductas de afrontamiento pasivas y dificulta el
aprendizaje. Finalmente, a largo plazo (1 mes), se llevé a cabo una nueva tarea de
evitacion activa en otro contexto (distinto color, textura y olor), siendo el CS una luz en
vez de un tono. En esta tarea todos los grupos tenian la capacidad de controlar el choque.
El grupo MASTER fue el que realizd mas evitaciones, en tanto que el YOKED realiz6
mas respuestas nulas, indicando un cierto efecto negativo, aunque modesto. Estos datos
sugieren que la experiencia previa de control en una tarea TWAA favorece el aprendizaje

y las estrategias de afrontamiento activas frente a estimulos aversivos.

2.4- ;Es sensible el eje HPA a la controlabilidad en animales?

Una exposicion prolongada a choques eléctricos intensos produce una activacion
pronunciada del eje HPA. Sin embargo, la respuesta hormonal inducida por una
exposicion aguda a choques eléctricos escapables no difiere de la observada frente a los
inescapables (Maier et al. 1986). Estos datos vienen apoyados por otros trabajos con el
mismo modelo en los que se observa que ambas situaciones no difieren respecto a la
activacion de la transcripcion de los genes para CRH, encefalina o neurotensina en el
PVN (Helmreich et al. 1999). Resultados similares en la respuesta periférica del eje HPA
se han observado tras dos exposiciones a choques escapables o inescapables (Helmreich

et al. 2008). De hecho, la respuesta de corticosterona tampoco parece diferenciar entre
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ambos tras la exposicion repetida en ratas (Mormede et al. 1988) o ratones (Prince y
Anisman 1990). El unico estudio en el que se ha observado una mayor respuesta de
adrenalina y corticosterona en funcion del control en una tarea de escape utilizdé un
procedimiento de finalizacion del choque mas especifico como es presionar una palanca
(Swenson y Vogel 1983), lo que sugiere que quizds un comportamiento menos reflejo
que el cambio de compartimento en la caja lanzadera sea mas util para detectar diferencias
fisiologicas. En este mismo sentido, es de especial interés que si pueden aparecer
diferencias en la respuesta de corticosterona entre MASTER y YOKED cuando se utiliza
una tarea de evitacion y no de escape, especialmente tras una sesion muy prolongada

(Tsuda y Tanaka 1985).

La posibilidad de control sobre choques eléctricos tampoco parece afectar a la
sensibilizacion de la respuesta del eje HPA frente a nuevas situaciones de estrés
(sensibilizacidn heterotipica). Se ha observado una similar sensibilizacion de la respuesta
del eje HPA frente a nuevos estimulos estresantes tanto emocionales como sistémicos tras
la exposicion a choques escapables o inescapables (Johnson et al. 2002). Esta
sensibilizacion se observa de 24 h a 10 dias post-estrés, desaparece a los 21 dias, y parece
asociada a una menor respuesta a la administracion del glucocorticoide sintético
dexametasona (O’Connor et al. 2003), lo que sugiere una alteracion en los mecanismos
de retro-inhibicién. Sin embargo, la sensibilizacion no depende de los niveles de
glucocorticoides ni de los mecanismos de retro-inhibicion, dado que la adrenalectomia

no elimina la sensibilizacion (O’Connor et al. 2004).

2.5- La controlabilidad en humanos.

En humanos se ha propuesto que la capacidad de los sujetos para controlar las situaciones
estresantes tendria un gran impacto en las consecuencias conductuales y fisioldgicas
(Moscarello y Hartley 2017). Sin embargo, apenas existen estudios al respecto. Los
sentimientos subjetivos de indefension, depresion o rabia son mas elevados tras la
exposicion a situaciones incontrolables que controlables (Markus et al. 2000; Miiller,
2011). También se han descrito diferencias relacionadas con el eje HPA, observandose
niveles mas elevados de cortisol en saliva tras la exposicidon a estimulacion aversiva
incontrolable (cutanea) que controlable (Miiller 2011). Estos datos estan en consonancia

con los obtenidos por Sugaya et al. (2012) y Kern et al. (2008), quienes describen una
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correlaciéon negativa entre la percepcion de control y los niveles de cortisol en una
situacion de estrés psicosocial incontrolable. Globalmente, podemos considerar que los
estimulos estresantes incontrolables darian lugar a una mayor activacion del eje HPA (ver

Dickerson y Kemeny, 2004).

Se desconocen en gran medida las bases neurobioldgicas de la controlabilidad en
humanos. En un estudio pionero (Kerr et al. 2012), voluntarios con fobia a las serpientes
fueron expuestos a videos cortos en los que aparecian dichos animales. La mitad de los
sujetos podian anticipar el inicio del video y evitarlo (grupo MASTER). Mediante
resonancia magnética funcional se observo un incremento de la actividad de la PFC
ventromedial durante la anticipacion de los videos solo en los sujetos que podian ejercer
control (MASTER). Ademads, cuando la presentacion de los videos fue controlable se
observo un aumento de la conectividad funcional entre la PFC vebtromedial y la
amigdala, un area que muestra una actividad exagerada en las fobias (Etkin y Wager
2007). Los resultados no parecen concordar con los obtenidos en sujetos sanos (Wood et
al. 2015), en los cuales la actividad de la PFC ventromedial y de la formacion hipocampal
fue menor cuando la amenaza (ruido blanco de 100dB a través de unos auriculares) fue
predecible y controlable que en el resto de las situaciones posibles. Estas diferencias entre
estudios podrian deberse a las distintas poblaciones estudiadas o al tipo de estimulo
estresante. Un estudio piloto ha investigado el efecto de la estimulacion intracraneal de la
PFC dorsolateral para inducir resiliencia frente a las consecuencias negativas de un
paradigma de indefension aprendida (Taylor et al. 2014), utilizando la ejecucién en una
tarea cognitiva (anagramas) como variable dependiente. Aunque los resultados no son
concluyentes, el moderado impacto negativo del estrés incontrolable parece mitigado por

la estimulacion prefrontal.

Resulta especialmente interesante para nuestro estudio cémo el control sobre el estrés
afecta a las funciones ejecutivas. Henderson et al. (2012) expusieron sujetos sanos a la
tarea Color-Word Stroop, que consiste en identificar el color en que esta escrita la palabra
cuando hay una incongruencia entre el nombre del color y el color de la tinta en el que
estd escrita (v.g. la palabra “rojo” escrita en color azul). Este tipo de tareas requiere
inhibicion conductual, para evitar responder de manera inadecuada. Cuando los sujetos
tenian capacidad de control sobre una experiencia de estrés (acustico), el rendimiento en
la tarea mejoraba, siempre y cuando la percepcion subjetiva de estrés durante todo el

procedimiento hubiera sido moderada. En cambio, en las condiciones de
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incontrolabilidad, la percepcion subjetiva de estrés no estaba relacionada (no podia
predecir) con la habilidad del sujeto para realizar la tarea. Estos datos demuestran que la
capacidad de control en situaciones de estrés moderado tiene efectos beneficiosos que
potencian las habilidades cognitivas. En cambio, la falta de control o una respuesta

subjetiva de estrés exagerada tiene el efecto contrario.

El control sobre el estrés también puede afectar al condicionamiento del miedo en
humanos, valorado mediante la conductancia eléctrica de la piel. La exposicion previa a
choques eléctricos controlables (grupo MASTER) o no controlables (YOKED) afect6 de
forma bidireccional al condicionamiento del miedo llevado a cabo posteriormente,
utilizando el mismo estimulo aversivo como US (Hartley et al. 2013): respecto a los
controles no expuestos previamente al choque, el grupo YOKED mostrd peor extincion
del miedo y mds recuperacion espontanea, mientras que el grupo MASTER mejoro la

extincion y redujo la recuperacion espontanea.

Aunque los trabajos en humanos son escasos, muchos de los datos disponibles son
compatibles con los obtenidos en experimentos con roedores, apoyando la importancia
que el control y la percepcion de control sobre las situaciones estresantes puede tener en
la capacidad de los sujetos para resolver problemas y tomar decisiones de manera

adecuada.

3- LA IMPULSIVIDAD.

Uno de los objetivos del presente trabajo es estudiar como el estrés influye en la aparicion
de trastornos asociados a la impulsividad. En este apartado, se describen las principales
caracteristicas de este constructo tedrico en relacion con las patologias tipicamente
asociadas a problemas en el control de impulsos. Ademas, se detallan las tareas de
laboratorio mas utilizadas para su estudio en animales, asi como sus bases farmacologicas

y neurobiologicas.
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3.1- Concepto y patologias asociadas al control de impulsos.

De las muchas definiciones del constructo de impulsividad, destaca la que la identifica
con la predisposicion a reacciones rapidas y no planeadas a estimulos internos o externos,
y con una escasa valoracion de las consecuencias negativas de estas acciones, tanto para
el propio individuo como para otras personas (citado en Hamilton et al. 2015).
Generalmente se asocia con un mal funcionamiento o inmadurez de las funciones
ejecutivas, y en concreto, con una disfuncion de los procesos inhibitorios (Bari y Robbins

2013a).

En los estudios clinicos se utilizan cuestionarios para valorar la tendencia a la
impulsividad. El mas utilizado es la Barrat Impulsivity Scale (Patton et al. 1995) que
consiste en contestar a una serie de afirmaciones como “No suelo prestar atencioén”,
“Cambio de idea con facilidad”, “Hago las cosas sin pensar”, “Planeo mis tareas
minuciosamente” o “Ahorro de manera regular”. Sin embargo, el constructo de
impulsividad parece ser multidimensional, no quedando totalmente reflejado en los
mencionados cuestionarios. Se acepta que la impulsividad incluye tres dimensiones
diferenciadas (Winstanley et al. 2010): (i) cognitiva o de eleccion, reflejada en la escasa
tolerancia a la demora y la apetencia por el riesgo; (i1) motora, que refleja anticipacion en
las acciones y (iii) no-planificacion, reflejada en una falta de preocupacion por las
consecuencias futuras de las acciones realizadas. Ademas de diferentes cuestionarios,
también se han propuesto en humanos diversas pruebas neuropsicoldgicas para abordar
dicho constructo en sus diferentes dimensiones, pruebas que pueden ser trasladables a
modelos animales. En animales, los modelos se centran principalmente en las dos

primeras dimensiones mencionadas (Figura 3).

Las tareas de laboratorio mas utilizadas para estudiar la impulsividad motora, tanto en
humanos como en animales, son la stop-signal reaction time task, el paradigma del go/no-
go, el 5-choice-serial-reaction-time task (SCSRTT) y el continuous performance test. La
tarea mas conocida y utilizada para estudiar la impulsividad cognitiva y la toma de
decisiones es la de descuento por demora (delay discounting task). Por otra parte, para
valorar la toma de decisiones en situaciones que conllevan ademas un riesgo asociado se
utiliza la tarea del gambling (lowa gambling para humanos, IGT; Rat gambling para
roedores, RGT).
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~IMPULSIVITY

IMPULSIVE CHOICE IMPULSIVE ACTION
(cognitive/ non-planning) (motor impulsivity)
Risk/ uncertainty- Delay-based Action Action
based choice choice cancellation restraint
Probability - Gambling tasks Delay - SSRTT Go/ no-go CPT/ 5CSRT
discounting (IGT/ rGT) discounting external no external
gain vs. no gain gain vs. loss inhibition signal inhibition signal

Figura 3. El constructo de la impulsividad en animales se divide en dos dimensiones:
impulsividad cognitiva e impulsividad motora. IGT: lowa gambling task; RGT: rat gambling
task; SSRTT: stop-signal reaction time task; CPT: continuous performance test; 5CSRT: -choice-
serial-reaction-time (de Winstanley et al. 2010).

La impulsividad es un rasgo que se ha conservado a lo largo de la filogenia (puede
observarse en todos los vertebrados), lo que sugiere que la toma de decisiones o acciones
rapidas, sin premeditar, puede tener en ocasiones consecuencias positivas. No obstante,
suele considerarse como un rasgo negativo asociado al riesgo y a la busqueda de nuevas
sensaciones, siendo una de las caracteristicas principales de muchas patologias
psiquiatricas como el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) (Nigg
2001) o la adiccion a las drogas (Jentsch y Taylor 1999). El TDAH es una patologia que
se inicia habitualmente a una edad temprana y sobre todo afecta a las funciones ejecutivas.
Los sujetos muestran bajos niveles de atencion, desorganizacion, hiperactividad e
impulsividad, aunque no siempre se observan todos los sintomas. En muchos casos la
patologia persiste durante la edad adulta, lo que da lugar a problemas de interaccion social
y dificultades académicas u ocupacionales (Armstrong et al. 2006). Un meta-analisis ha
concluido que los sujetos diagnosticados con TDAH presentan déficits inhibitorios en
tareas de laboratorio (Willcutt et al. 2005). Estudios de neuro-imagen en nifios (promedio
de 12 anos) han demostrado un menor volumen de la PFC y del estriado en los sujetos
con TDAH (Aylward et al. 1996; Castellanos et al. 1996; Casey et al. 1997; Filipek et al.
1997). Ademas se ha observado, en adolescentes hiperactivos con respecto a los sujetos
adolescentes controles, una menor activacion (por resonancia magnética funcional), en
respuesta a diversas tareas cognitivas en una amplia red de circuitos que involucran al
estriado, el giro inferior frontal, la corteza cingulada anterior y el area premotora

suplementaria (Durston 2003; Tamm et al. 2004; Booth et al. 2005). Parece existir una
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correlacion entre las alteraciones morfoldgicas en la PFC y las medidas conductuales de
desinhibicion (Casey et al. 1997). Puesto que los déficits estructurales y funcionales del
giro inferior frontal, el estriado y de otros nucleos de los ganglios basales se han
observado repetidamente, estas areas y los circuitos a ellas asociados podrian ser el

sustrato de los déficits de inhibicion y atencion del TDAH.

Ademas de ser un rasgo distintivo del TDAH, la impulsividad también lo es de las
conductas adictivas. La dificultad para ejercer control sobre la busqueda y el consumo de
drogas es un sello distintivo de la adiccion. Esta desinhibicion da lugar a un consumo
mayor y mas persistente, a pesar de las consecuencias negativas personales (DSM-V). Se
ha planteado si la impulsividad es un efecto secundario al efecto neurotoxico provocado
por el consumo crénico de drogas o un factor de riesgo que predispone al consumo
(Winstanley et al. 2010). Para resolver esta cuestion son necesarios estudios
longitudinales, tanto en humanos como en modelos animales. En roedores, niveles
elevados de impulsividad estan asociados a una mayor tendencia al consumo de drogas
como la cocaina (Dalley et al. 2007) y la nicotina (Diergaarde et al. 2008). En humanos,
trabajos con hermanos/as de consumidores (Morein-Zamir et al. 2013) han observado que
los hermanos/as no consumidores muestran también un retraso en la ejecucion de una
tarea de inhibicion, con niveles de inhibicidon intermedios entre sus hermanos/as adictos
y los sujetos control (no hermanos de consumidores). Estos y otros datos sugieren que la
impulsividad es un fenotipo de riesgo para la adiccion, independientemente de que pueda

ser agravada por la propia droga.

3.2- Five-choice-serial-reaction-time task.

Esta tarea evalia la impulsividad motora a través de las respuestas prematuras o
anticipadas. La version para roedores (Figura 4) consiste en entrenar a los animales para
detectar un pequefio haz de luz transitorio dentro de un agujero entre 5 presentes e
introducir el hocico (nose-poke) en el agujero donde aparecié previamente la luz para
obtener una recompensa (Robbins 2002; Bari et al. 2008; Material y métodos 8.3). Si
realiza la respuesta en el agujero correcto, el animal recibe una recompensa (comida) en
un comedero que esta en una pared del aparato opuesta a la de los agujeros. Para realizar
correctamente la tarea, el sujeto debe prestar mucha atencion a la localizacion de cada

uno de los 5 agujeros (colocados todos al mismo nivel horizontal) e inhibir la respuesta
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motora de nose-poke hasta que aparezca la luz en uno de ellos. La atencion se mide
mediante la proporcion entre las respuestas correctas y el total de respuestas (correctas
mas incorrectas, excluyendo las omisiones), lo que se denomina accuracy (exactitud). La
falta de motivacion y/o la dificultad para mantener la atencion sostenida pueden favorecer
las omisiones (falta de respuesta). Asimismo, la latencia para recoger la recompensa
también es un buen indicador de motivacioén. La impulsividad motora se mide a través de
las respuestas prematuras, es decir, aquellas realizadas antes de que aparezca la luz
(anticipadas). Esta tarea también permite estudiar la conducta perseverante o compulsiva,
que aparece cuando el sujeto realiza varias respuestas en un mismo agujero justo después
de que haya obtenido una recompensa asociada a dicho agujero. Aunque los conceptos
de impulsividad y compulsion estan separados, comparten mecanismos neurobioldgicos
similares (Fineberg et al. 2014) y pueden evaluarse simultaneamente en esta misma tarea,
razon por la cual en este apartado se mencionaran algunos estudios relacionados con la

compulsion.

Pellet delivery

5 seconds Cue lights
— e > —
— —

‘@ I@ '® '@

5-second time out

Figura 4. Esquema general del funcionamiento de la tarea del 5CSRT en roedores. 1) nose-
poke para iniciar el ensayo; 2) respuesta prematura (en rojo) inicia el time-out; 3) respuesta
correcta (en verde) libera pellet) e incorrecta (en rojo) inicia time-out; 4) omision (en azul)inicia

time-out (adaptado de Jupp et al. 2013).

El control de la impulsividad motora es dependiente de la integridad de las distintas
subdivisiones de los 16bulos frontales, como se ha demostrado en modelos animales
mediante lesiones especificas de dichas areas (Tabla 1). Aunque existen distintos criterios
para subdividir la PFC en roedores, en la presente tesis la dividiremos en corteza

prefrontal medial (mPFC) y orbitofrontal (OFC). Dentro de la mPFC distinguiremos la
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corteza cingulada anterior o ACC (que incluye Cgl), la prelimbica y la infralimbica. En
general, en rata, las lesiones de la region dorsal de la corteza cingulada anterior y de la
infralimbica aumentan el nimero de respuestas prematuras y en algunos casos también
disminuye la accuracy, demostrando que la integridad de la PFC es necesaria para la
eficacia en la realizacion de la tarea (Muir et al. 1996; Passetti et al. 2002; Robbins 2002;
Chudasama et al. 2003). En cambio, las lesiones de la prelimbica y la OFC se han
relacionado sobre todo con un aumento de la conducta compulsiva (Chudasama y Muir

2001; Chudasama et al. 2003).

Tabla 1. Efectos representativos de las lesiones de estructuras frontales implicadas

en la impulsividad motora en la tarea del 5CSRTT.

REFERENCIA AREA PROCEDIMIENTO EFECTOS

Lesion excitotoxica
Chudasama et al. 2003 ACC . ) ) | accuracy
(Acido quinolinico)

) Lesion excitotoxica ) o
Robbins 2002 ACC . ) ) 1 impulsividad
(Acido quinolinico)

) Lesion excitotoxica ) o
Muir et al. 1996 ACC . ) ) 1 impulsividad
(Acido quinolinico)

) Lesion excitotoxica ) o
Muir et al. 1996 ACC . ) ) 1 impulsividad
(Acido quinolinico)

) Lesion excitotoxica
Passetti et al. 2002 ACC . ) ) | accuracy
(Acido quinolinico)

Lesion excitotoxica

Chudasama y Muir 2001 PL 1 compulsion
(NMDA)
Lesion excitotoxica 1 compulsion
Passetti et al. 2002 PL+IL . ) )
(Acido quinolinico) | accuracy

Lesion excitotoxica ) o
Chudasama et al. 2003 IL . ) ) 1 impulsividad
(Acido quinolinico)

) mPFC Lesion excitotdxica )
Passetti et al. 2002 . ) . 1 compulsion
completa (Acido quinolinico)

Lesion excitotoxica ]
Chudasama et al. 2003 OFC . ) ) 1 compulsion
(Acido quinolinico)

ACC: corteza cingulada anterior; PL: prelimbica; IL: infralimbica; mPFC: corteza prefrontal medial;
OFC: corteza orbitofrontal; NMDA: N-metil-D-aspartato.

Las regiones subcorticales implicadas en el control de la inhibicién, como el estriado
(tanto dorsal como accumbens), reciben proyecciones de la corteza y envian sefiales para

interceptar y frenar las respuesta motoras (ver revision en Dalley y Robbins 2017). De
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hecho, la desconexiéon de los circuitos de la PFC con los ganglios basales induce un
aumento de la impulsividad y de la conducta compulsiva (Christakou et al. 2001, 2004).
Otros trabajos ponen de manifiesto la importancia de estructuras subcorticales en la
conducta impulsiva caracterizada por un aumento de las conductas motoras no apropiadas
(Tabla 2). Asi, lesiones especificas de estructuras subcorticales como el talamo medio
dorsal (Chudasama y Muir 2001), el nucleo sub-talamico (Baunez y Robbins 1997), el
hipocampo ventral (Abela et al. 2013) y el estriado dorsomedial (Rogers et al. 2001)

también aumentan la impulsividad motora.

Tabla 2. Efectos representativos de las lesiones de areas subcorticales implicadas en

la impulsividad motora en la tarea del 5CSRTT.

REFERENCIA AREA PROCEDIMIENTO EFECTOS
Estriado Lesion excitotoxica
Rogers et al. 2001 , | accuracy
dorsolateral (Acido quinolinico)
Estriado Lesion excitotoxica 1 impulsividad
Rogers et al. 2001 ) . ) ) )
dorsomedial (Acido quinolinico) 1 compulsion
Lesion excitotoxica
Abela et al. 2013 HP dorsal NE
(NMDA)
Lesion excitotoxica 1 impulsividad
Abela et al. 2013 HP ventral
(NMDA) | accuracy
) Téalamo Lesion excitotoxica .
Chudasama y Muir 2001 ) 1 impulsividad
medio dorsal (NMDA)
Lesion excitotoxica
Chudasama y Muir 2001 Talamo anterior NE
(NMDA)
1 impulsividad
] Nicleo Lesion excitotoxica ]
Baunez y Robbins 1997 ) . ) 1 compulsion
subtalamico (Acido iboténico)
| accuracy

NMDA: N-metil-D-aspartato; HP: hipocampo; NE: no hay efecto.

La farmacologia de la impulsividad motora se ha estudiado mediante la administracion
sistémica o intracerebral de fairmacos. En las tablas 3, 4 y 5 se resumen algunos de los
efectos descritos con farmacos que alteran el funcionamiento de los sistemas
dopaminérgico, noradrenérgico y serotoninérgico. La dopamina y la noradrenalina estan
implicadas en la modulacion de la impulsividad como demuestra el uso terapéutico de
farmacos que incrementan la funcion de las mismas en el SNC para el tratamiento de

trastornos relacionados con el control de impulsos (Economidou et al. 2012). De hecho,
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alteraciones en la actividad de dichas catecolaminas en la PFC dan lugar a una

sintomatologia similar al TDAH (ver revision en Arnsten 2015).

Respecto a la actividad dopaminérgica en PFC, las infusiones de agonistas y antagonistas
D1 son mas eficientes que las de los fairmacos que tienen mayor afinidad para los
receptores D2. Ademas, los farmacos que actian sobre los D1 en PFC tienen efectos mas
potentes sobre la eficiencia para realizar la tarea (accuracy) que sobre la impulsividad
(Granon et al. 2000). En cambio, los efectos sobre las respuestas prematuras estarian
mediados principalmente por circuitos subcorticales que incluyen el nucleo accumbens,
observandose una reduccion de la impulsividad tras la administracion de antagonistas
dopaminérgicos D1 y D2 (Pattij et al. 2007). En esta misma linea, la administracion de
agonistas D2 en el estriado dorsomedial incrementa la impulsividad y la compulsion

(Agnoli et al. 2013).

Por otra parte, el uso de anfetamina o de metilfenidato podria potenciar, en ciertas
circunstancias, la impulsividad motora (ver Tabla 3). La anfetamina es un agonista
indirecto y, aunque sus efectos sobre impulsividad estdn mas relacionados con la
dopamina, actia como inhibidor de la recaptacion y favorecedor de la liberacion tanto de
dopamina, como de noradrenalina y serotonina. El metilfenidato es un inhibidor de la
recaptacion de dopamina y noradrenalina. El efecto paraddjico de estos fArmacos sobre
la impulsividad es de particular importancia puesto que tanto el metilfenidato como la
anfetamina se utilizan en el tratamiento del TDAH. En contra de lo que seria de esperar,
los estudios con anfetamina parecen indicar consistentemente un incremento de la
impulsividad motora, sea administrada sistémicamente (van Gaalen et al. 2006) o intra-

cerebralmente (Cole y Robbins 1989).
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Tabla 3. Efectos representativos de la administracion sistémica e intra-cerebral de
agonistas y antagonistas dopaminérgicos sobre la impulsividad motora en la tarea
del 5CSRTT.

REFERENCIA NEUROTRANSMISOR VIA EFECTOS
DOPAMINA
) Antagonistas D1/D2 ) ) ) .
Cole y Robbins 1987 ) Sistémico | impulsividad
(Flupenthixol)
van Gaalen et al. 2006 Anfetamina Sistémico 1 impulsividad
o o ] ] 1| impulsividad
Caprioli et al. 2015 Metilfenidato Sistémico
(dosis)
Sistémico 1| impulsividad
Pattij et al. 2012 Metilfenidato
(dosis)
Bizarro et al. 2004 Metilfenidato Sistémico | impulsividad
Agonistas D1
Granon et al. 2000 PL 1 accuracy
(SKF38393)
Antagonistas D1
Granon et al. 2000 PL | accuracy
(SCH23390)
Antagonistas D2
Granon et al. 2000 . PL NE
(Sulpiride)
nucleo
Cole y Robbins 1989 Anfetamina 1 impulsividad
accumbens
Antagonistas D1 y D2 nucleo
Pattij et al. 2007 | impulsividad
(SCH23390 y Eticlopride) accumbens
Economidou et al. 2012 Metilfenidato AcbC 1 impulsividad
Agonista D2 estriado 1 impulsividad
Agnoli et al. 2013
(Quinpirole) dorsomedial 1 compulsion

AcbC: nucleo accumbens core; PL: corteza prelimbica; NE: no hay efecto.

Sin embargo, los efectos del metilfenidato no siempre van en la misma direccion. Su
inyeccion en el accumbens incrementa la impulsividad, mientras que esta no se afecta si
se inyecta en la subdivision del shell (Economidou et al. 2012). Cuando es administrado
sistétmicamente, se ha demostrado que este farmaco puede reducir las respuestas
prematuras a dosis bajas, mientras que a dosis mas altas las incrementa (Pattij et al. 2012),
pero en otro trabajo ninguna de las dosis (altas o bajas) de metilfenidato afecta ni a las
respuestas prematuras ni a la atencion (Paterson et al. 2012). Las diferencias individuales
en impulsividad podrian explicar algunos efectos paraddjicos del metilfenidato, de

acuerdo con el estudio de Caprioli et al. (2015) en el que la administracion cronica del
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farmaco disminuye la impulsividad en sujetos con elevada impulsividad basal y la
aumenta en los que son poco impulsivos. Ademas, el hecho de que en algunos trabajos
no se penalicen las respuestas impulsivas (mediante la presencia de time-outs), podria
también influir en los resultados encontrados y facilitar el efecto positivo (disminucion)

del metilfenidato en la impulsividad (Bizarro et al. 2004).

En el caso de la noradrenalina (ver Tabla 4), el uso de inhibidores especificos de la
recaptacion como la atomoxetina, administrado tanto sistémicamente como intra-
accumbens, aumentaria la atencion y/o disminuiria el nimero de respuestas prematuras
(Blondeau y Dellu-Hagedorn 2007; Robinson et al. 2008b; Navarra et al. 2008;
Economidou et al. 2012), apoyando la idea que los efectos sobre las respuestas prematuras
estarian mediados por los circuitos subcorticales. Estos datos son también de especial

interés puesto que la atomoxetina se utiliza también para el tratamiento del TDAH.

Tabla 4. Efectos representativos de la administracion sistémica e intra-cerebral de
agonistas y antagonistas noradrenérgicos sobre la impulsividad motora en la tarea
del 5CSRTT.

REFERENCIA NEUROTRANSMISOR VIA EFECTOS

NORADRENALINA

Blondeau y Dellu-Hagedorn 2007

Robinson et al. 2008b Atomoxetina Sistémico | impulsividad

Navarra et al. 2008

Economidou et al. 2012 Atomoxetina AcbS | impulsividad

AcbS: nlcleo accumbens subdivisén shell.

Se han realizado también diversos estudios sobre la relacion entre serotonina e
impulsividad en esta tarea. Los receptores 5S-HT1A y 5-HT1B son inhibidores de la
actividad serotoninérgica actuando como auto-receptores, asi que su activacion mediante
agonistas disminuye la liberacion de serotonina. Se ha descrito que los agonistas 5-HT1A
administrados sistémicamente aumentan las respuestas prematuras (Carli y Samanin
2000). Estos datos estarian en consonancia con los observados por Harrison et al. (1997),
en los que un vaciado, mediante 5,7-dihidroxitriptamina, de los niveles de serotonina en
la PFC, el estriado y la formacion hipocampal, potencia la impulsividad motora. Por otra

parte, los receptores de tipo 5-HT2 son estimuladores de la actividad serotoninérgica,
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pero el efecto de los de tipo 2A es opuesto a los 2C: los antagonistas 5-HT2A y los
agonistas 5-HT2C disminuyen las respuestas prematuras, en tanto que los agonistas

mixtos (5-HT2A/2C) y antagonistas 5-HT2C la incrementan (ver Tabla 5).

Tabla 5. Efectos representativos de la administracion sistémica e intra-cerebral de
agonistas y antagonistas serotonérgicos sobre la impulsividad motora en la tarea del

SCSRTT.
REFERENCIA NEUROTRANSMISOR VIA EFECTOS
SEROTONINA
Agonistas 5-HT1A
Carli y Samanin 2000 Sistémico 1 impulsividad
(8-OH-DPAT)
o Antagonistas 5-HT2C ) ) ) o
Higgins et al. 2001 Sistémico 1 impulsividad
(SB242084)
Agonistas mixtos
Winstanley et al. 2004a Sistémico 1 impulsividad
5-HT2A/2C
Agonistas mixtos
Koskinen et al. 2000 Sistémico 1 impulsividad
5-HT2A/2C
Agonistas 5-HT2C ) ) ) o
Navarra et al. 2008 Sistémico | impulsividad
(WAY-163909)
Antagonistas 5-HT2A
Winstanley et al. 2003a PL | impulsividad
(M100907)
Antagonistas 5-HT2A nucleo
Robinson et al. 2008a | impulsividad
(M100907) accumbens
Antagonista 5-HT2A estriado
Agnoli y Carli 2012 NE
(M100907) dorsomedial
Agonista 5-HT2C estriado
Agnoli y Carli 2012 NE
(Ro60-017) dorsomedial

5-HT: serotonina; PL: corteza prelimbica; NE: no hay efecto.

En humanos muy pocos estudios utilizan la metodologia del SCSRTT o pruebas similares
(4CSRTT). En esta tarea, el estimulo luminico aparece en una pantalla tactil y los sujetos
deben presionar el recuadro virtual donde aparece transitoriamente la luz, midiéndose el
nimero de respuestas prematuras. En consonancia con los estudios preclinicos la
implicacion de la serotonina estd apoyada por estudios en voluntarios sanos que ingieren
una dieta pobre en triptofano, precursor de la serotonina. Esta dieta, que reduce
temporalmente los niveles de serotonina en el SNC, aument6 significativamente el

numero de respuestas prematuras (Worbe et al. 2014).
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3.3- La tarea de descuento por demora.

Esta tarea evalua el proceso mediante el cual el valor recompensante de un estimulo
disminuye a medida que aumenta el tiempo necesario para obtener dicha recompensa. Se
muestra un esquema de la tarea en roedores en la Figura 5. En esta prueba los sujetos
pueden escoger entre dos palancas: una proporciona 1 pellet inmediato, y la otra
proporciona 4 pellets, pero siempre tras una demora que, en funcion de la fase, se va
incrementando desde 0 s (no demora) a 40 s. La eleccion de una recompensa menor pero
inmediata en vez de una recompensa mayor, pero con cierta demora, es indicativo de
impulsividad cognitiva o intolerancia a la demora. Aunque este tipo de elecciones
impulsivas da lugar a una recompensa final (a largo plazo) muy pequefia, en la curva de
ejecucion de las tareas de descuento por demora se observa lo que se conoce como “punto
de indiferencia” (indifferent point), que aparece cuando a determinadas demoras, muy
elevadas, todos los sujetos prefieren la recompensa inmediata (Evenden y Ryan 1996;

Cardinal et al. 2000; Winstanley et al. 2003b; Material y métodos 8.1).

Impulsive choice

%
4|28 =
- |

T -

Figura 5. Esquema general del funcionamiento de la tarea de descuento por demora. ITI:

tiempo entre-ensayos; delay: demora (adaptado de Eagle y Baunez, 2010).

Los experimentos de descuento por demora en animales permiten estudiar el sustrato
neurobioldgico de la impulsividad cognitiva. De nuevo, las regiones prefrontales juegan
un papel critico, aunque existe controversia respecto al papel especifico de las diferentes
subdivisiones, asi como de las regiones subcorticales implicadas (Tabla 6 y 7). La

impulsividad cognitiva aparece como consecuencia de un procesamiento anormal de la
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magnitud de los refuerzos, y por ello los primeros estudios se centraron en el papel de
distintas subdivisiones frontales y el nticleo accumbens (ver revision Cardinal et al. 2004).
Las distintas subdivisiones de la mPFC no parecen estructuras criticas para desarrollar
impulsividad cognitiva, aunque si para realizar con eficacia la tarea (Cardinal et al. 2001).
En cambio, las lesiones completas de la OFC tienen efectos contradictorios; habiéndose
descrito tanto un aumento (Mobini et al. 2002) como una disminucion (Winstanley et al.
2004b; Mar et al. 2011) de la impulsividad, o no efecto (Abela y Chudasama, 2013). Para
tratar de esclarecer estos datos aparentemente contradictorios se han realizado lesiones en
distintas subregiones de la OFC: la medial, cuya actividad se relaciona con la preferencia
por los refuerzos inmediatos, y la lateral, relacionada con el control inhibitorio. Las
lesiones de la OFC medial aumentan la preferencia por la recompensa mas grande
(demorada), mientras que las de la OFC lateral aumentan la impulsividad cognitiva; es
decir, la preferencia por la recompensa mas pequefia (inmediata) (Mar et al. 2011). Por
otra parte, las distintas subdivisiones del niicleo accumbens tienen también funciones
distintas con respecto a la impulsividad cognitiva, observandose un aumento de la
impulsividad en la tarea de descuento por demora tras lesiones del Core (Cardinal et al.
2001; Feja et al. 2014), en tanto que los efectos del Shell son menos consistentes

(Pothuizen et al. 2005; Feja et al. 2014).

Otras estructuras estudiadas en relacion con la impulsividad cognitiva son el nucleo
subtalamico, la amigdala basolateral y la formacion hipocampal. El subtalamico es una
estructura cladsicamente asociada con la actividad motora, pero mas recientemente se ha
estudiado su papel en el control de impulsos. Como ya se ha mencionado, los primeros
estudios mostraron un aumento de la impulsividad motora tras una lesion excitotoxica de
este nucleo (Uslaner y Robinson2006). En cambio, en la tarea de descuento por demora
se observa una disminucion de la impulsividad cognitiva tras lesiones similares
(Winstanley et al. 2005a; Uslaner y Robinson 2006), lo que apoya de nuevo la disociacion
entre la impulsividad motora y cognitiva. La amigdala basolateral es una estructura muy
interconectada con la OFC y el nucleo accumbens, que juega un papel importante en el
procesamiento de estimulos emocionales. Algunos autores sugieren que el aumento en la
impulsividad cognitiva tras la lesion de la amigdala basolateral es debido a un mal
procesamiento del valor anticipatorio de las recompensas, que acaba favoreciendo que los
sujetos escojan de forma mdas impulsiva (Winstanley et al. 2004b). Por otra parte, las

lesiones en la formacion hipocampal ventral también aumentan la impulsividad cognitiva
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en la tarea de descuento por demora (Abela y Chudasama 2013), al igual que sucedia con

la impulsividad motora (Abela et al. 2013).

Tabla 6. Efectos representativos de las lesiones de las areas corticales implicadas en

la impulsividad cognitiva durante la tarea de descuento por demora.

REFERENCIA AREA PROCEDIMIENTO EFECTOS

Lesion excitotoxica
Cardinal et al. 2001 PL+IL . ] ] NE
(Acido quinolinico)

Lesion excitotoxica
Cardinal et al. 2001 ACC . ] ] NE
(Acido quinolinico)

o Lesion excitotoxica ) o
Mobini et al. 2002 OFC . ) ) 1 impulsividad
(Acido quinolinico)

Lesion excitotoxica
Abela y Chudasama 2013 OFC NE
(NMDA)

Lesion excitotoxica ) o
Mar et al. 2011 OFC . ) ) | impulsividad
(Acido quinolinico)

) Lesion excitotoxica ) o
Winstanley et al. 2004b OFC . ) ) | impulsividad
(Acido quinolinico)

Lesion excitotoxica ] o
Mar et al. 2011 OFC lateral . ) ) 1 impulsividad
(Acido quinolinico)

) Lesion excitotoxica ) o
Mar et al. 2011 OFC medial . ) ) | impulsividad
(Acido quinolinico)

ACC: corteza cingulada anterior; IL: corteza infralimbica; PL: corteza prelimbica; OFC: corteza orbito

frontal; NMDA: N-metil-D-aspartato; NE: no hay efecto.
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Tabla 7. Efectos representativos de las lesiones de las areas subcorticales implicadas
en la impulsividad cognitiva durante la tarea de descuento por demora.

REFERENCIA AREA PROCEDIMIENTO EFECTOS
nucleo Lesion excitotoxica
Cardinal et al. 2001 . ) ) 1 impulsividad
accumbens (Acido quinolinico)

) Lesion excitotoxica ) o
Cardinal et al. 2001, 2004 AcbC . ) ) 1 impulsividad
(Acido quinolinico)

Lesion excitotdxica

Pothuizen et al. 2005 AcbS NE
(NMDA)
. AcbS Inactivacion temporal . .
Fejaetal. 2014 1 impulsividad
AcbC (Muscimol)
Lesion excitotoxica ) .
Abela y Chudasama 2013 HP ventral 1 impulsividad
(NMDA)
] amigdala Lesion excitotoxica ) .
Winstanley et al. 2004b . ) ) 1 impulsividad
basolateral (Acido quinolinico)
) nucleo Lesion excitotoxica ) .
Uslaner y Robinson 2006 ) . ) | impulsividad
subtalamico (Acido iboténico)
) nucleo Lesion excitotoxica ) .
Winstanley et al. 2005a ) L ) | impulsividad
subtalamico (Acido iboténico)

HP: hipocampo; NMDA: N-metil-D-aspartato; AcbC: nlcleo accumbens core; AcbS: nucleo accumbens

shell; NE: no hay efecto.

El sustrato farmacologico de la impulsividad cognitiva ha sido ampliamente estudiado en
modelos animales. En las tablas 8, 9 y 10 se resumen algunos de los efectos descritos con
farmacos que actian sobre los sistemas monoaminérgicos. La actividad dopaminérgica
mesocorticolimbica parece estar muy ligada a la impulsividad cognitiva. En apoyo de esta
idea se ha observado en ratas que la liberacion de dopamina en el niicleo accumbens varia
en funcion de la demora para obtener la recompensa, observandose una disminucion a
medida que la demora aumenta (Saddoris et al. 2015). Por otro lado, en animales
expuestos a la tarea de descuento por demora y clasificados como “menos impulsivos” o
“muy impulsivos” se ha valorado la liberacion de dopamina en las regiones core y shell
del accumbens y en mPFC en condiciones basales, observandose una menor liberacion
en los sujetos “muy impulsivos” (Diergaarde et al. 2008). Asimismo, la administracion
sistémica de antagonistas D1, pero no D2, aumenta la preferencia por la recompensa

inmediata (van Gaalen et al. 2006), indicativo de mayor impulsividad.
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Tabla 8. Efectos representativos de la administracion sistémica de agonistas y

antagonistas dopaminérgicos sobre la impulsividad cognitiva durante la tarea de

descuento por demora.

REFERENCIA NEUROTRANSMISOR VIA EFECTOS
DOPAMINA
Antagonista D1
van Gaalen et al. 2006 Sistémico 1 impulsividad
(SCH23390)
) Antagonistas D1/D2 ) ) ) o
Cardinal et al. 2000 Sistémico 1 impulsividad
(Flupenthixol)
Antagonista D2
van Gaalen et al. 2006 ) ) Sistémico NE
(Eticlopride)
Inhibidor recaptacion DA
van Gaalen et al. 2006 Sistémico | impulsividad
(GBR12909)
Cardinal et al. 2000 Sistémico 1 | impulsividad
Winstanley et al. 2005b, 2003b Anfetamina Sistémico | impulsividad
van Gaalen et al. 2006 Sistémico | impulsividad
van Gaalen et al. 2006
Metilfenidato Sistémico | impulsividad

Paterson et al. 2012

NE: no hay efecto.

Tabla 9. Efectos representativos de la administracién sistémica de agonistas y

antagonistas noradrenérgicos sobre la impulsividad cognitiva durante la tarea de

descuento por demora.

(Clonidina)

REFERENCIA NEUROTRANSMISOR VIA EFECTOS
NORADRENALINA
Robinson et al. 2008b
Atomoxetina Sistémico | impulsividad
Sun et al. 2012
Inhibidor recaptacion NA Efectos mixtos,
van Gaalen et al. 2006 Sistémico
(Desipramina) dosis-dependiente
Agonista al
van Gaalen et al. 2006 Sistémico NE
(Fenilefrina)
Agonista o2
van Gaalen et al. 2006 Sistémico 1 impulsividad

NA: noradrenalina; NE: no hay efecto.
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Podriamos esperar que la anfetamina y el metilfenidato disminuyeran la impulsividad
cognitiva y asi se ha observado en diversos estudios con estos farmacos (Winstanley et
al. 2005b, 2003; Paterson et al. 2012) y con inhibidores especificos de la recaptacion de
dopamina (van Gaalen et al. 2006). No obstante, los efectos de la anfetamina sobre la
impulsividad cognitiva no siempre estan en consonancia con la hipotesis, observandose
incluso un aumento en ciertas condiciones. Se han descrito muchas posibles razones para
explicar estos datos contradictorios. Por ejemplo, la administraciéon de anfetamina
disminuye la impulsividad cognitiva cuando las distintas demoras se presentan en la
sesion de forma ascendente, pero la incrementan cuando aparecen en orden descendente
(Orsini et al. 2017). Otros autores han demostrado que el efecto del farmaco depende de
la presencia o ausencia de una sefial discreta (CS) que prediga la aparicion del refuerzo
en la tarea, observandose un aumento de la preferencia por la recompensa inmediata
cuando no hay senal (Cardinal et al. 2000). Finalmente, los niveles basales de
impulsividad también son criticos en este sentido, observandose en sujetos mads
impulsivos una disminucidn tras la administracion de anfetamina y un efecto opuesto en
los sujetos “menos impulsivos” (Perry y Carroll 2008), apoyando la idea de que se
requiere un funcionamiento dopaminérgico intermedio para un adecuado control
cognitivo. En cuanto al metilfenidato, ciertos estudios han obtenido la esperada
disminucion en la impulsividad cognitiva (van Gaalen et al. 2006; Paterson et al. 2012),
pero algunos parametros de la tarea podrian ser también importantes, como sugieren los
datos de Tanno et al. (2014) en los que los efectos del farmaco sobre la impulsividad
fueron diferentes en funcion de si las demoras se presentaban en orden ascendente o

descendente.

La atomoxetina, que incrementa los niveles extracelulares de noradrenalina en la PFC y
el estriado al inhibir su recaptacion, administrada sistémicamente, disminuye la
impulsividad cognitiva (Robinson et al. 2008b; Sun et al. 2012), en el mismo sentido que
en los trabajos centrados en impulsividad motora (apartado 3.2). Por otra parte, los
agonistas adrenérgicos a2 (que disminuyen la liberacion de noradrenalina por mediacioén
de los auto-receptores), también administrados sistémicamente, potencian las conductas

impulsivas (van Gaalen et al. 2006).
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Tabla 10. Efectos representativos de la administracion sistémica e intraventricular
de agonistas y antagonistas serotoninérgicos sobre la impulsividad cognitiva durante

la tarea de descuento por demora.

REFERENCIA NEUROTRANSMISOR VIA EFECTOS
SEROTONINA
Agonistas SHT1A
Winstanley et al. 2005b Sistémico 1 impulsividad
(8-OH-DPAT)
Agonistas SHT1A ) ) ) o
Poulos et al. 1996 Sistémico 1 impulsividad
(8-OH-DPAT)

) 1 preferencia
Agonistas SHT1A/1B ) )
van den Bergh et al. 2006 i ) Sistémico recompensa pequefia
(Flesinoxan y Eltoprazine)

a demora 0s
Antagonistas SHT2A/2C ) )
Talpos et al. 2006 ) Sistémico NE
(Ketanserina)
Antagonistas SHT2C/2B ) ) ) o
Talpos et al. 2006 Sistémico | impulsividad
(SER-082)

5-HT: serotonina; NE: no hay efecto.

En la misma linea que con el S5CSRTT, el vaciado serotoninérgico mediante la
administracion de 5,7-dihidroxitriptamina aumenta la impulsividad cognitiva (Sabol et al.
1995; Winstanley et al. 2003). La administracion sistémica de agonistas de los receptores
5-HT1A y 5-HT1B, que inhiben la actividad de las neuronas serotoninérgicas o la
liberacion de 5-HT, respectivamente, aumentan también la preferencia por la recompensa
inmediata (Poulos et al. 1996; Winstanley et al. 2005b), aunque también pueden afectar
a la realizacion de la tarea, observandose una elevada preferencia por la recompensa
pequefia incluso cuando no hay demora en ninguna de las palancas (van den Bergh et al.
2006). Por otra parte, los antagonistas de los receptores de tipo 5-HT2C/2B, que son
estimuladores, disminuyen la impulsividad cognitiva (Talpos et al. 2006), datos
contrarios a los obtenidos con la tarea del SCSRTT en que se observa un aumento de las
respuestas prematuras (Koskinen et al. 2000; Higgins et al. 2001). De nuevo se apoya la
idea de que la impulsividad es multidimensional, y que ambas tareas miden distintos

aspectos del constructo, que estdn mediados por sustratos neurobioldgicos diferentes.

En humanos se han realizado estudios en voluntarios sanos y en sujetos con patologias
relacionadas con el control de impulsos y se han sugerido varios circuitos asociados a la
impulsividad cognitiva, que incluyen la via dopaminérgica mesocorticolimbica (Bari y

Robbins, 2013b). En jugadores patoldgicos se ha estudiado la relacion entre la
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impulsividad cognitiva (medida mediante un cuestionario 27-item monetary choice
questionnaire) y los receptores dopaminérgicos, medidos mediante tomografia por
emision de positrones o PET (Joutsa et al. 2015). En dichos sujetos se observa una
correlacion negativa entre impulsividad y densidad de receptores D2/D3 en el nucleo
accumbens. La misma correlacion negativa aparece en el estriado de sujetos adictos a la
metanfetamina (Ballard et al. 2015). En bebedores sociales (sujetos que no cumplen con
los criterios de dependencia al alcohol del DSM-V) también aparece una correlacion
negativa entre impulsividad cognitiva y disponibilidad de receptores D2 en el estriado
ventral derecho (Oberlin et al. 2015). Estos datos estan en consonancia con los resultados
en ratas, en las que la impulsividad (tanto cognitiva como motora) se considera factor de

vulnerabilidad a la adiccion (ver revision en Jentsch et al. 2014).

3.4- La tarea del gambling.

El interés por el estudio de la toma de decisiones en situaciones de incertidumbre y riesgo
es cada vez mayor (Winstanley, 2011). Las tareas mas utilizadas para valorar la apetencia
por el riesgo en roedores son las del descuento por probabilidad (Probabilistic Delivery,
PD) y la Rat Gambling Task (RGT), mientras que en humanos es el lowa Gambling Task
(IGT).

El descuento por probabilidad se basa en la eleccion entre un refuerzo pequeno pero
seguro y un refuerzo mayor con una probabilidad de obtencién cada vez menor. Los
sujetos con mayor apetencia por el riesgo serian aquellos que prefieren la recompensa de
mayor tamafo, aunque la probabilidad de su obtencién sea muy baja (Adriani y Laviola

2006).

El lowa Gambling Task (IGT, Bechara et al. 2000, 1994; Smith et al. 2012) fue
originalmente una tarea estandarizada en humanos, en la cual los sujetos debian escoger
entre cuatro grupos de cartas para conseguir dinero. Dos de los grupos de cartas estaban
asociados a una recompensa mayor € inmediata, pero también conllevaban pérdidas
mayores de dinero. Para que la ganancia fuese mayor, el sujeto debia escoger los dos
montones de cartas asociados a una recompensa pequefia, pero que también conllevaban
pérdidas menores a largo plazo. La version para roedores se ha denominado RGT,

existiendo distintos procedimientos operantes (Zeeb et al. 2009; de Visser et al. 2011b;
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Rivalan et al. 2013, 2009). Uno de los utilizados es el propuesto por el laboratorio de
Francoise Dellu-Hagedorn (Rivalan et al. 2009) (Figura 6) en el que se requiere que los
animales escojan entre 4 opciones posibles (agujeros) en vez de cartas como en el IGT.
Dos de los agujeros dan lugar a una ganancia inicial mayor pero van asociadas a mayores
pérdidas a largo plazo. Los sujetos deben reajustar las elecciones en funcion de las
ganancias y los castigos (time-out) que aparecen de manera impredecible. Durante los
time-out no hay liberacion de recompensa y no se pueden realizar nuevas respuestas. De
las 4 opciones, las dos ventajosas son las que liberan tan solo 1 pellet de comida pero con
un time-out asociado menor. En cambio, las dos opciones menos ventajosas dan lugar a
2 pellets pero el tiempo de castigo es mayor. Otro de los procedimientos propuestos es el
descrito en el laboratorio de Catherine Winstanley (Zeeb et al. 2009). La principal
diferencia entre ambos protocolos es que en este ultimo no todos los ensayos terminan
con recompensa, sino que existen ensayos de “pérdida” en los que se administra un time-
out sin que haya habido recompensa. Ademads, cada agujero libera un nimero distinto de
pellets: las dos opciones ventajosas pueden liberar 1 o 2 pellets y las dos opciones no
ventajosas 3 0 4. En este caso no solo es importante el time-out sino también la magnitud
de la recompensa. La tarea propuesta por Dellu requiere menos entrenamiento previo de
los sujetos que la de Winstanley. Hay otras diferencias importantes entre las dos tareas
como el hecho de que en el procedimiento de Dellu se utilice un programa FR2 y en el de
Winstanley uno FR1. Ademas, en la tarea de Dellu no hay propiamente tiempo entre
ensayos, por lo que no se contabilizan las respuestas prematuras, al contrario de la de
Winstanley. Independientemente del procedimiento concreto, se considera “conducta de
riesgo” la preferencia por las opciones que proporcionan mas refuerzos pero son menos
ventajosas a largo plazo. Paralelamente se pueden contabilizar las conductas

perseverantes, indicadoras de compulsion.
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Figura 6. Esquema general del funcionamiento de la tarea de gambling para roedores
desarrollada por el laboratorio de Frangoise Dellu — Hagedorn. Choice: eleccion; Reward:
recompensa; Penalty: castigo; Final gain: ganancia final. Los agujeros Ay B estan asociados a
una ganancia final inferior en comparacion con los agujeros C y D (adaptado de Rivalan et al.
2013).

Gracias a los distintos procedimientos de RGT se han podido estudiar las bases
neurobioldgicas de la apetencia por el riesgo (Tabla 11). Los estudios destacan la
importancia de la mPFC en el aprendizaje de la tarea y el desarrollo de preferencia por
las opciones mas ventajosas, ya que las lesiones completas de la zona (de Visser et al.
2011a; Paine et al. 2013), asi como las especificas de prelimbica (Rivalan et al. 2011; Van
den Bos et al. 2014; Zeeb et al. 2015) e infralimbica (Zeeb et al. 2015), aumentan la
apetencia por el riesgo. En cambio, la corteza cingulada anterior no estaria implicada en
la apetencia por el riesgo per se, pero su lesion enlentece el desarrollo de preferencia por
las opciones mdés ventajosas (Rivalan et al. 2011). Los trabajos relacionados con la
actividad de la OFC no son tan consistentes, observandose resultados diversos, como
dificultad para desarrollar preferencia por las opciones mas ventajosas (Zeeb y
Winstanley 2011), aumento en las conductas de riesgo (Pais-Vieira et al. 2007), ausencia
de efecto (Zeeb et al. 2015) o aumento en la compulsion (Rivalan et al. 2011), esta ultima
reflejada en una elevada preferencia por uno de los agujeros, independientemente de si
libera o no refuerzo. Aunque no conocemos estudios con estas tareas en los que se
compare el efecto de lesiones especificas de la OFC medial versus la lateral, los datos con
descuento por probabilidad sugieren también que el papel de estas subdivisiones en las
tareas de gambling podria ser diferente (ver comentarios en Stopper et al. 2014), al igual

que sucedia también en el descuento por demora.
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Tabla 11. Efectos representativos de las lesiones de las areas corticales implicadas

en la impulsividad cognitiva en tareas de riesgo.

REFERENCIA REGION PROCEDIMIENTO EFECTOS
Lesion excitotoxica curva aprendizaje mas
Rivalan et al. 2011 ACC
(NMDA) lenta
Inactivacion
Zeeb et al. 2015 ACC ) NE
(Muscimol + Baclofen)
) Inactivacion )
de Visser et al. 2011a PL+IL 1 conducta riesgo

(Muscimol + Baclofen)

. Lesion excitotoxica )
Paine et al. 2013 PL +IL . ) 1 conducta riesgo
(Acido iboténico)

Lesion excitotoxica

Rivalan et al. 2011 PL 1 compulsion
(NMDA)
Inactivacion
Van den Bos et al. 2014 PL ] 1 conducta riesgo
(Muscimol + Baclofen)
Inactivacion
Zeeb et al. 2015 PL ] 1 conducta riesgo
(Muscimol + Baclofen)
Inactivacion ‘
Zeeb et al. 2015 IL ) 1 conducta riesgo
(Muscimol + Baclofen)
Inactivacion
Zeeb et al. 2015 OFC NE

(Muscimol + Baclofen)

Lesion excitotdxica

Rivalan et al. 2011 OFC 1 compulsion
(NMDA)
) Lesion excitotoxica curva aprendizaje mas
Zeeb y Winstanley 2011 OFC . ) ]
(Acido quinolinico) lenta

o Lesion excitotoxica .
Pais-Vieira et al. 2007 OFC . ) ) 1 conducta riesgo
(Acido quinolinico)

ACC: corteza cingulada anterior; PL: prelimibica; IL: infralimbica; OFC: corteza orbito frontal; NMDA:

N-metil-D-aspartato; NE: no hay efecto.

Por otra parte, las lesiones de la amigdala basolateral después del entrenamiento dan lugar
a un mal procesamiento del valor anticipatorio de las recompensas en la tarea de
descuento por demora y favorecen la eleccion de la recompensa inmediata pero de menor
tamafio (Winstanley et al. 2004b), indicativo de una mayor impulsividad. Los estudios de
RGT apoyan los de descuento por demora, dado que las lesiones excitotoxicas de la
amigdala basolateral después del entrenamiento potencian las conductas de riesgo (Zeeb

y Winstanley 2011). En cambio, las lesiones antes de la adquisicion de la tarea dificultan
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el aprendizaje, observandose una curva mas lenta de la preferencia por las opciones

ventajosas (Zeeb y Winstanley 2011).

La habilidad para realizar correctamente el RGT es sensible también a la administracion
de farmacos que modulan los niveles de monoaminas. En la tabla 12 se resumen algunos
de los efectos descritos en relaciéon con la dopamina. En concordancia con los datos
previos de los apartados 3.2 y 3.3, la administracion de inhibidores especificos de la
recaptacion de dopamina (Baarendse et al. 2013b), de anfetamina (Zeeb et al. 2009; St
Onge y Floresco 2009; Baarendse et al. 2013b; Silveria et al. 2015) y de agonistas directos
de los receptores D1 y D2 aumentan la impulsividad cognitiva y la apetencia por el riesgo
(St Onge y Floresco 2009), observandose el efecto contrario tras la administracion de sus
correspondientes antagonistas (ver Tabla 12). En cambio, la administracion de los
agonistas D3 disminuyen la conducta de riesgo, la de sus antagonistas la aumenta, y los
ligandos D4 son inefectivos (St Onge y Floresco 2009) Con respecto a la anfetamina, los
datos también son contradictorios y en ocasiones no se ha encontrado un incremento por
las opciones mas arriesgadas (Baarendse et al. 2013b; Tremblay y Winstanley 2016) o
bien éste es muy pequefio (Zeeb et al. 2017). En el caso del metilfenidato no conocemos

estudios que hayan evaluado su impacto.

Respecto a la atomoxetina, inhibidor especifico de la recaptacion de noradrenalina, se ha
descrito que disminuye la apetencia por el riesgo (Baarendse et al. 2013b), en consonancia

con los trabajos centrados en impulsividad motora y descuento por demora (apartados 3.2
y 3.3).

Finalmente, puesto que la serotonina también estd implicada en el desarrollo del juego
patologico y conductas de riesgo en general (Weintraub et al. 2006) se han realizado
diversos estudios en roedores sobre la misma. Se ha observado un aumento de la apetencia
por el riesgo tras una disminucion de la serotonina causado por una dieta pobre en
triptofano (Koot et al. 2012) o tras la administracion de agonistas 5S-HT1A que inhiben la

actividad de las neuronas serotoninérgicas (Zeeb et al. 2009).
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Tabla 12. Efectos representativos de la administracion sistémica de agonistas y
antagonistas dopaminérgicos sobre la impulsividad cognitiva en tareas de riesgo.

REFERENCIA NEUROTRANSMISOR VIA EFECTOS
DOPAMINA
St Onge y Floresco 2009 Anfetamina Sistémico 1 conducta riesgo
Baarendse et al. 2013b Anfetamina Sistémico 1 conducta riesgo
Zeeb et al. 2009 Anfetamina Sistémico 1 conducta riesgo
Silveira et al. 2015 Anfetamina Sistémico 1 conducta riesgo
Agonista D1 ) ) )
St Onge y Floresco 2009 Sistémico 1 conducta riesgo
(SKF81297)
Agonista D2 ) ) )
St Onge y Floresco 2009 o Sistémico 1 conducta riesgo
(Bromocriptina)
Agonista D3 ) ) )
St Onge y Floresco 2009 Sistémico | conducta riesgo
(PDI128907)
Agonista D4 ) )
St Onge y Floresco 2009 Sistémico NE
(PDI168077)
. Antagonista D1 ) i i
Paine et al. 2013 Sistémico | conducta riesgo
(SCH23390)
Antagonista D1 ) ) )
St Onge y Floresco 2009 Sistémico | conducta riesgo
(SCH23390)
Antagonista D1
Zeeb et al. 2009 Sistémico NE
(SCH23390)
Antagonista D2
Paine et al. 2013 ) Sistémico | conducta riesgo
(Haloperidol)
Antagonista D2 i i
St Onge y Floresco 2009 ) ) Sistémico | conducta riesgo
(Eticlopride)
Antagonista D2
Zeeb et al. 2009 ) ) Sistémico |} conducta riesgo
(Eticlopride)
Antagonista D3
St Onge y Floresco 2009 o Sistémico 1 conducta riesgo
(Nafadotiride)
Antagonista D4
St Onge y Floresco 2009 Sistémico NE
(L745870)
Inhibidor recaptacion DA
Baarendse et al. 2013b Sistémico 1 conducta riesgo

(GBR12909)

DA: dopamina; NE: no hay efecto.
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En humanos, las lesiones en la PFC ventromedial y la OFC van asociadas a un aumento
de las conductas de riesgo durante el IGT (Bechara et al. 1994, 2000; Ouerchefani et al.
2017). También las lesiones en las regiones dorsales prefrontales potencian las conductas
de riesgo y dificultan la realizacion de la tarea (Manes et al. 2002). En un estudio no se
observaron diferencias entre las lesiones de la PFC ventromedial y la dorsolateral,
mostrando los sujetos de ambos grupos un aumento de las conductas de riesgo (Fellows
y Farah 2005). Estos datos estan en consonancia con los estudios en animales ya
comentados, en los que las lesiones o inactivaciones de la prelimbica e infralimbica (de
Visser et al. 2011a; Paine et al. 2013; Zeeb et al. 2015) y también de la OFC (Pais-Vieira

et al. 2007) aumentan la apetencia por el riesgo.

4- LA ADOLESCENCIA EN HUMANOS Y ROEDORES.

La adolescencia es el periodo de transicion comprendido entre la infancia y la etapa adulta
en la que tienen lugar muchos cambios conductuales, incluyendo un incremento en la
busqueda de nuevas sensaciones y experiencias, un aumento en las relaciones sociales
con individuos que no forman parte del nucleo familiar y un importante desarrollo
cognitivo. Todos estos cambios tienen como objetivo final adquirir las habilidades
necesarias para lograr la independencia y sobrevivir sin el cuidado parental y se han
asociado a la maduracién y desarrollo de regiones cerebrales implicadas en el control de
la motivacion, la cognicion y la emocion, como son la PFC, la amigdala y la formacion

hipocampal (ver Spear 2000; Caballero et al. 2016).

En humanos la adolescencia tiene lugar aproximadamente entre los 12 y los 18 afos. No
obstante, existe cierta controversia respecto a los limites exactos de este periodo. Algunos
autores consideran que se situa entre los 10 y los 20 afios, mientras que otros incluso lo
alargan hasta los 25 afios (Sawyer et al. 2018). En ratas y ratones, la infancia se podria
considerar equivalente al periodo comprendido desde el nacimiento hasta las tres
primeras semanas de vida, que es cuando tiene lugar el destete (0 a 21 dias posnatales,
PND). Tanto humanos como ratas o ratones son especies altriciales (muy dependientes
del cuidado parental) y experimentan un profundo desarrollo durante el periodo infantil
hasta alcanzar unos reflejos y capacidades fisicas y motoras cercanas a las de los

individuos adultos. La adolescencia, en sentido amplio, comprenderia en roedores la etapa
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que se extiende desde el destete hasta el dia 60 aproximadamente (ver revision Spear,
2000; Laviola et al. 2003; Tirelli et al. 2003). No obstante, este periodo se subdivide en
tres fases: (i) adolescencia temprana/prepuberal/juvenil (PND 21 a 34 ), (i1) adolescencia
media o peri-adolescencia (PND 34 a 46 ) y (iii) adolescencia tardia (PND 46 a 59),

aproximadamente.

4.1- La pubertad.

El concepto de adolescencia gira entorno a la aparicion de la pubertad, aunque este tltimo
término es mas restringido y se refiere inicamente a la maduracion sexual (ver revision
Spear, 2000; Schneider, 2013), mientras que el concepto “adolescencia” tiene incluso
connotaciones culturales y sociales. La pubertad conlleva la maduracion de los sistemas
neuroendocrinos, especialmente el eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal (HPG) (ver
revision Sisk y Foster 2004). Existen mecanismos de maduracion que son independientes
de las hormonas sexuales y otros que son dependientes de estas. En este ultimo caso, la
potente retro-inhibicion que en la infancia ejercen las hormonas sexuales sobre las
neuronas hipotaldmicas que sintetizan la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
va amortiguandose. Gracias a esta desinhibicion, la GnRH se libera de forma manifiesta
e intermitente al sistema portal hipofisario de la eminencia media, alcanzando la hip6fisis
donde activa la sintesis y liberacion de las gonadotropinas hipofisarias: la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). Ambas hormonas son
liberadas a la circulacion sanguinea para estimular la produccidén de espermatozoides
(testiculos) y la maduracion de los ovocitos (ovarios), asi como la secrecion de las

hormonas sexuales esteroideas

En humanos, durante dicho periodo tienen lugar tres importantes eventos endocrinos: la
adrenarquia, incremento en la liberacion de las hormonas adrenales antes del inicio de la
pubertad; la gonadarquia, incremento de las hormonas gonadales, y finalmente, la
activacion del crecimiento. Estos cambios hormonales estimulan la maduracion de las
gonadas, la capacidad reproductiva, la aparicion de las caracteristicas sexuales
secundarias y un gran incremento en el peso corporal (Blakemore et al. 2010). Aunque

existe mucha variabilidad en los rangos de edad, en general, las chicas empiezan la
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pubertad 1 — 2 afos antes que los chicos, y alcanzan la madurez plena en un tiempo menor

(Weisfield 1979; revision en Spear 2000; Blakemore et al. 2010).

En roedores también se observa la gonadarquia, implicada en el crecimiento corporal y
en la aparicién de las caracteristicas fisicas externas (Becu-Villalobos et al. 1997;
Schneider 2008). Hay evidencias de que las glandulas adrenales juegan un papel
importante en la iniciacion de la pubertad, y contribuyen a un proceso parecido a la
adrenarquia en humanos (Pignatelli et al. 2006). Sin embargo, existen otros trabajos que
indican que solo en algunos primates no humanos hay adrenarquia (Cutler et al. 1978).
En roedores, al igual que en humanos, las hembras maduran antes que los machos (Figura
7). En las ratas macho, el periodo de pubertad se establece entre el PND 36 - 60,
observandose la separacion balano-prepucial y la presencia de espermatozoides en los
conductos deferentes. En cambio, en hembras la pubertad empieza antes, entre PND 28 -
40 y viene indicada por la abertura vaginal completa y la primera ovulacion (Schneider

2008).

2

pd 0 pd 20 pd 30 pd 40 pd 50 pd 60
-
pd 0 pd 20 pd 30 pd 40 pd 50 pd €0

Figura 7. Esquema sobre la maduracion sexual en hembras y machos roedores. Pd: postnatal

day; VO: vaginal opening; BPS: balano-preputial separation (Schneider, 2008).

4.2- Cambios conductuales y maduracion cognitiva.

En este apartado se describen brevemente los cambios conductuales y cognitivos que
ocurren durante la adolescencia, tanto en humanos como en roedores. En concreto,
aquellos relacionados con la conducta social, el desarrollo de las funciones ejecutivas, la

regulacion de las emociones y la apetencia por el riesgo.
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4.2.1- Cambios en los patrones de la conducta social.

Durante la adolescencia se observa un aumento de las relaciones sociales. Esta conducta
se conserva a lo largo de la filogenia y tiene un importante valor adaptativo, pues facilita
y promueve la independencia de los futuros individuos adultos. En humanos, las
relaciones sociales que se establecen durante la adolescencia son mas complejas y tienen
una estructura jerarquica mas definida que las relaciones de amistad durante la infancia
(Kilford et al. 2016). Se observa un importante incremento del tiempo en compaifiia de
individuos del mismo rango de edad y una disminucion dréstica del tiempo con los padres.
La conducta social que desarrollaran los individuos durante la adolescencia estd muy
influenciada por el entorno social que el individuo ha tenido durante la infancia y su
relacion con la familia mas cercana (Steinberg y Morris 2001). Los adolescentes que han
crecido en un entorno familiar acogedor y comprensivo son socialmente mas competentes
y mantienen relaciones positivas con sus iguales (Lieberman y Fisher 1999).
Independientemente del entorno familiar, durante la adolescencia se registran muchos
mas casos de conflictos entre hijos y padres, incrementandose la aparicion de conductas
antisociales como engafar, contar mentiras o cometer pequefios robos (ver revision de

Spear 2000).

Al igual que en humanos, los roedores también muestran cambios en la conducta social
durante la adolescencia. Un tipo de conducta social es el juego, también conocida como
rough and tumple play o play fighting. El juego es importante porque facilita el desarrollo
de un repertorio flexible y numeroso de conductas sociales, que pueden posteriormente
observarse en contextos diferentes durante la agresion o los episodios sexuales de la edad
adulta (Vanderschuren et al. 2016). Aunque es mas tipico durante la infancia, en la peri-
adolescencia se observa un aumento de la conducta de pelea (play fighting), que
disminuye cuando se alcanza la madurez sexual. Numerosos trabajos demuestran que la
interaccion social durante este periodo es muy gratificante (v.g. Douglas et al. 2004;
Vanderschuren et al. 2016). De hecho, mediante la prueba del condicionamiento de
preferencia por lugar, se ha demostrado que las ratas adolescentes, machos y hembras,
prefieren pasar mas tiempo en el compartimento asociado a un compafero de la misma

edad, hecho que no se da en ratas adultas (Douglas et al. 2004).
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4.2.2- Aumento de las conductas de riesgo.

Una de las principales caracteristicas de los individuos adolescentes es que son atrevidos,
temerarios y buscan constantemente nuevas experiencias y sensaciones. Este aumento en
las conductas de riesgo respecto a la infancia o la etapa adulta coincide con un periodo en
el que los circuitos cerebrales implicados en la regulacion de las emociones y de la toma
de decisiones estan aun inmaduros (Crone et al. 2016). Aunque estas conductas también
pueden encontrase en individuos de otras edades, es en la adolescencia cuando se
observan de manera desproporcionada (Arnett 1992). Estudios en humanos han
demostrado que durante la adolescencia el nimero de muertes prevenibles se incrementa
hasta un 200% debido a accidentes de coche, suicidios y homicidios (Casey et al. 2005).
Otra de las consecuencias negativas asociadas a este periodo es el mayor riesgo a padecer
alguna enfermedad de transmision sexual, infecciones, embarazos no deseados y
dependencia del alcohol y otras drogas. Es importante destacar que no todas las
consecuencias asociadas al riesgo son negativas. En algunas situaciones tiene un elevado
valor adaptativo, favoreciendo la obtenciéon de beneficios sociales como el
establecimiento de nuevas relaciones de amistad o de pareja o la maximizacion de

ganancias econdmicas (Crone et al. 2016).

Dado el elevado valor adaptativo de las conductas de riesgo durante la adolescencia, no
es sorprendente que otras especies también tengan comportamientos similares. Se ha
observado en ratas adolescentes comparados con adultos un aumento de la conducta de
busqueda de novedad asi como hiperactividad en ambientes nuevos (Adriani y Laviola
2000; Douglas et al. 2003; Stansfield et al. 2004; Stansfield y Kirstein 2006). Si se
compara por ejemplo la conducta de ratones pre-puber (adolescencia temprana), peri-
puberes y adultos en el EPM, los sujetos peri-piberes tienen una menor latencia de
entrada y pasan mas tiempo en los brazos abiertos (Laviola et al. 2003). Los autores
interpretan los datos en términos de mayor motivacion para explorar ambientes nuevos,
lo que implica un comportamiento mas arriesgado. Los roedores adolescentes también
tienen mayor sensibilidad a los efectos reforzantes de comidas y sabores dulces,
habitualmente reforzantes (Friemel et al. 2010), y también a los efectos reforzantes de las
drogas, asi como menor sensibilidad a sus efectos aversivos (ver Doremus-Fitzwater y
Spear 2016; Spear 2016). Como consecuencia, los sujetos adolescentes respecto a los

adultos muestran una mayor preferencia por el compartimento asociado a distintos tipos
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de drogas como la nicotina (Ahsan et al. 2014), la cocaina (Brenhouse y Andersen2008)

o el alcohol (Pautassi et al. 2008).

4.2.3- Desarrollo cognitivo y funciones ejecutivas.

La cognicion es una funcidén psicologica multidimensional que se refiere al acto de
procesar y manipular la informacion de nuestro entorno. Incluye funciones tales como la
atencion, la memoria, el aprendizaje, el procesamiento del lenguaje, la resolucion de
problemas, el razonamiento abstracto y las funciones ejecutivas superiores. El gran
crecimiento corporal que se observa durante la adolescencia suele ir acompanado de una
maduracion de las habilidades cognitivas, tanto en humanos como en otras especies de

animales (Spear 2000; Baird y Fugelsang 2004).

Las funciones ejecutivas suelen dividirse en tres subdominios (Luciana 2013): el control
inhibitorio, consistente en la habilidad para controlar o inhibir una accién o conducta no
apropiada en un contexto determinado, la flexibilidad cognitiva o capacidad de los sujetos
para adaptarse o cambiar de estrategia en funcion de los cambios en el ambiente, y la
memoria de trabajo, que es el sistema de procesamiento activo que permite a los
individuos retener una cantidad limitada de informacion y manipularla en respuesta a
objetivos especificos. Las funciones ejecutivas son dependientes de PFC (Gogtay et al.
2004; Casey et al. 2008; Paus et al. 2008), determinan la capacidad de un individuo para
resolver problemas de manera apropiada (Welsh et al. 1991) y son cruciales en situaciones

de novedad o de adaptacion social (Stuss y Benson 1984).

Ni en roedores ni en primates la PFC esta completamente desarrollada en la adolescencia,
siendo razonable asumir que en este periodo es todavia funcionalmente inmadura.
Consecuentemente, durante la adolescencia se observan déficits en la regulacion del
control inhibitorio necesario para la integracion de los impulsos afectivos/motivacionales
y la toma de decisiones, junto a mas elevados niveles de impulsividad, factores ambos
que contribuirian a las conductas de riesgo (Casey et al. 2008; Séguin et al. 2007; Casey
y Caudle 2013). Este subapartado se centrara en el estudio del control inhibitorio, uno de

los temas centrales del presente trabajo.

Para el estudio del dominio del control inhibitorio se utilizan algunos de los modelos

comentados de tolerancia a la demora, apetencia por el riesgo e impulsividad motora (ver
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apartado 3). Recientemente se ha sugerido que se pueden diferenciar distintos tipos de
funciones ejecutivas en funcidén de si la tarea tiene o no un componente afectivo y
motivacional, clasificandolas en tareas “calientes” o “frias” (Prencipe et al. 2011). Este
aspecto puede ser de relevancia en el disefio de las condiciones en las que se valoran en

humanos las funciones ejecutivas mediante tareas abstractas.

Cuando se ha estudiado en humanos la maduracion de los procesos de toma de decisiones
en situaciones de riesgo utilizando la tarea del IGT se ha observado que los adolescentes
aprenden peor que los adultos jovenes, pero mejor que los infantes, necesitando mas
ensayos para establecer una estrategia Optima y escoger las opciones mas ventajosas en
comparacion con los adultos (Crone y Molen 2004). En general, en todas las tareas que
valoran las conductas de riesgo (IGT o similares) la puntuacion es mayor en adolescentes
que adultos (Hooper et al. 2004; Cauffman et al. 2010), sobre todo cuando la tarea tiene
un componente afectivo y motivacional (Figner et al. 2009). Otros trabajos indican que
la busqueda de riesgo es mayor en sujetos que se encuentran en el periodo de adolescencia
media en comparacion con sujetos mas jovenes o adultos (Burnett et al. 2010), lo que

sugiere una relacion menos lineal con la edad.

Respecto a la tarea de descuento por demora, los sujetos muy jovenes (10 — 15 afios), en
comparacion con los adultos, escogen la opcion que proporciona una recompensa mas
pequefia pero inmediata, en vez de una mayor (Steinberg et al. 2009). Aunque el valor
subjetivo que tiene la recompensa va disminuyendo a medida que la demora aumenta a
cualquier edad, comparando sujetos de entre 9 y 23 afios, el valor de la recompensa
disminuye menos abruptamente en los adultos (Olson et al. 2007, 2009). En general, la
inmediatez de la recompensa parece ser mas importante en infantes que en adolescentes

(v.g. Scheres et al. 2006; Prencipe et al. 2011).

Todos estos datos, en conjunto, apoyan la hipdtesis de que en los adolescentes,
comparados con los adultos, la toma de decisiones es inadecuada, debido a los déficits en
la regulacion del control inhibitorio y a los niveles mas elevados de impulsividad. Todo
ello, unido a la independencia de la influencia parental en la mayoria de las situaciones

que tienen que afrontar, potenciaria la aparicion de conductas de riesgo.

En roedores el periodo de adolescencia es demasiado corto para poder realizar durante
esta etapa el entrenamiento tan largo que suponen algunas tareas operantes. No obstante,

algunos laboratorios han adaptado la duracion de dichas tareas para poder valorar la
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impulsividad. En una tarea de descuento por demora que compara animales adolescentes
(PND < 30) y adultos (PND > 60), se ha demostrado en rata y raton que los sujetos
adolescentes son mas impulsivos (Adriani y Laviola 2003; Doremus-Fitzwater et al.
2012). En otra tarea que valora la apetencia por el riesgo, descuento por probabilidad, en
la que los sujetos que tienden al riesgo mantienen la preferencia por la recompensa en
situaciones de baja probabilidad de conseguir el refuerzo (Adriani y Laviola 2006), datos
preliminares con una variante de dicha tarea indican que los sujetos adolescentes, tienen
una moderada mayor preferencia por la opcion de mayor riesgo que los adultos (Zoratto

et al. 2013).

Respecto a la impulsividad motora los resultados en roedores sugieren que los sujetos
adolescentes (PND 30 — 44), en comparacion con los adultos (PND 86 — 99), tienen
dificultades en la inhibiciéon conductual (Andrzejewski et al. 2011). En la tarea de
descuento diferencial de otra conducta (differential reinforcement of other behavior) se
libera un refuerzo después de un periodo de tiempo durante el cual no debe realizarse
ninguna accion. Los sujetos adolescentes tienen problemas para adquirir la tarea
correctamente, indicativo de mayor impulsividad. Utilizando una tarea del SCSRT
modificada, consistente en reducir el nimero de agujeros a dos para que su duracion fuese
mas corta y se adaptara a la etapa adolescente (PND 21 — 59), se ha observado que las
ratas adolescentes realizan mdas respuestas prematuras que las ratas adultas y mads
respuestas incorrectas a lo largo de las sesiones (Burton y Fletcher 2012). No obstante, el
peor control inhibitorio descrito en animales adolescentes respecto a los adultos no seria
observable en todas las tareas. Por ejemplo, no se han observado diferencias en funcion
de la edad en la tarea denominada cued response inhibition task (Simon et al. 2013b), que
valora la capacidad de inhibicion de una respuesta motora mientras se presenta una sefial

inhibitoria (tono) y la capacidad de reanudarla cuando esta sefal inhibitoria desaparece.

En conjunto, los datos demuestran que los sujetos adolescentes son muy vulnerables a las
conductas impulsivas, que van disminuyendo a medida que el cerebro madura. La
maduracion parece mas lenta en aquellas funciones ejecutivas que tienen una componente

motivacional y emocional importante.
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4.2.4- Regulacion de las emociones.

La vida emocional en la etapa adolescente es mas intensa y volatil que en la etapa adulta
o en la infancia (Guyer et al. 2016). Un muestreo sistematico de adolescentes y adultos
humanos ha demostrado que los primeros son mas emocionales, euféricos, amantes de
las emociones fuertes, propensos a la depresion en respuesta a distintos tipos de sucesos
diarios (trabajo, interacciones sociales negativas) y muestran una menor perdurabilidad
de los sentimientos positivos (Weinstein y Mermelstein 2007). Se ha relacionado dicha
hiper-emocionalidad de los adolescentes especialmente con las interacciones sociales
fuera del nucleo familiar, las relaciones amorosas y las conductas de riesgo y de busqueda
de novedades, caracteristicas de este periodo. La adolescencia también se asocia a un
incremento en la aparicion de psicopatologias, especialmente cuando la regulacion de las
emociones no es adecuada (Monahan et al. 2016). En este contexto, las respuestas
emocionales dejan de ser adaptativas y la hipersensibilidad a todo tipo de experiencias,
incluyendo las aversivas, favorece un notable incremento en trastornos mentales e incluso

en la probabilidad de muerte de los sujetos (Paus et al. 2008; Casey 2015).

Una de las emociones mas bésicas es el miedo, cuya aparicién viene provocada por
situaciones que son percibidas como amenaza. Tiene un caracter adaptativo, ya que
promueve la aparicion de conductas defensivas y, por este motivo, su expresion se ha
conservado a lo largo de la filogenia, pudiéndose observar en humanos y otros animales.
El estudio del miedo despierta un gran interés, dado que si no se regula correctamente o
aparece en contextos o situaciones no adecuadas, es la base de psicopatologias, como la
ansiedad, el panico, el sindrome de estrés postraumatico o las fobias (LeDoux 1995). Por
lo tanto, la habilidad para detectar estimulos que son realmente peligrosos, pero también
para responder de forma apropiada al peligro real que representan, es fundamental para

una estrategia de afrontamiento exitosa.

Aunque en animales se ha venido prestando atencion a las diferencias en el aprendizaje
del miedo en roedores en la etapa infantil respecto a adolescentes o adultos (Tallot et al.
2016; Pattwell y Bath 2017), existen muchos menos datos comparando animales
adolescentes y adultos. En un primer estudio comparando la adquisicion del miedo
condicionado al tono en ratones de 4, 6 y 8 semanas, los sujetos mas jovenes mostraban
una adquisicion mas robusta del miedo, que no estaria relacionada con una mayor

sensibilidad al dolor causada por el choque eléctrico, aunque la extincioén parecia seguir
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un patréon similar en los tres grupos de edad (Hefner y Holmes 2007). Durante el
desarrollo, parece existir un periodo muy transitorio en el que hay una caida brusca en el
miedo condicionado al contexto pero no al tono tras la primera semana post-destete, con
una recuperacion progresiva hasta las siete semanas de edad (Pattwell et al. 2011). Pero
este cambio es un defecto en la expresion, no en la adquisicion del miedo al contexto, que
aparece transitoriamente en la adolescencia temprana. Con esta salvedad, el
condicionamiento al tono y al contexto parece ser en general, similar en animales
adolescentes y adultos (Land y Spear 2004; Hefner y Holmes 2007; Kim et al. 2011), pero
se observan diferencias importantes en varios aspectos del condicionamiento. La
generalizacion tanto al tono como al contexto es mayor en ratones adolescentes (Ito et al.
2009) y éstos también muestran mas dificultades en la extincion (McCallum et al. 2010;
Kim et al. 2011; Pattwell et al. 2012; Baker y Richardson 2015). Es interesante que las
ratas adolescentes y adultas no difieran en el procedimiento cldsico del condicionamiento
del miedo al tono (procedimiento demorado), pero las adolescentes muestren mas
condicionamiento de traza (Den y Richardson 2013), que es dependiente de la integridad

de la formacion hipocampal (McEchron et al. 1998; Huerta et al. 2000).

En humanos, la adquisicion del miedo, valorada mediante la conductancia de la piel ante
el CS, es similar en los sujetos infantes, adolescentes y adultos, pero la extincion es menor
en los sujetos adolescentes en comparacion con los infantes y los adultos, siendo el patrén
parecido al observado en ratones en el mismo estudio (Pattwell et al. 2012). Puesto que
la extincion depende de la integridad de los circuitos que involucran la amigdala, la PFC
ventromedial y el hipocampo (Corcoran y Quirk, 2007), los datos en humanos y animales
sugieren que la regulaciéon inmadura de las conexiones de la PFC con regiones
subcorticales, como la amigdala seria la responsable de la incapacidad para extinguir las

memorias de miedo (Pattwell et al. 2012; Ganella et al. 2018).

4.3-Neuroanatomia del cerebro adolescente.

Para estudiar el desarrollo del encéfalo existen varios indices de maduracion. Algunos
son estructurales, como el grosor cortical o los cambios en el volumen o en el area
ocupada por la sustancia gris y blanca, bien en todo el encéfalo, bien en regiones

delimitadas (v.g. l6bulo frontal) (ver Walhovd et al. 2017). No todas las variables de
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maduracidn van siempre en la misma direccion y por ello es importante valorarlas en su
conjunto. En este apartado, la maduracién del encéfalo adolescente se considera siempre

en referencia a la etapa adulta.

Los procesos de sinaptogénesis y refinamiento sinaptico estan muy conservados entre las
distintas especies de mamiferos. Durante la infancia se observa un aumento muy
importante en la produccion de sinapsis, que alcanza un maximo en la etapa
preadolescente, para disminuir una vez entrada ya la adolescencia y alcanzar los niveles
adultos. El declive en la sinaptogénesis suele coincidir con el aumento en la produccion
de hormonas sexuales (maduracion sexual). Es de destacar que tanto la produccion como
la eliminacion de sinapsis es muy variable en funcion de la region encefélica e incluso
dentro de la misma region (Brenhouse y Andersen 2011; Spear 2013), y esta
diferenciacion regional del desarrollo se conoce como hetero-sincronia. De hecho, las
estructuras subcorticales, como el estriado y la amigdala, muestran un aumento del
volumen mucho mayor que el cortex en los primeros afios de vida (ver Tau y Peterson
2010). En la corteza, los procesos de maduracion ocurren, a grosso modo, en direccion
posterior-frontal, siendo la PFC la tltima region en madurar completamente (Brenhouse

y Andersen 2011).

Paralelamente al refinamiento sinaptico, durante la adolescencia finaliza la mielinizacion
de diversas estructuras cerebrales, con el consecuente incremento de sustancia blanca que
va en paralelo a la reduccion de la sustancia gris (Lenroot et al. 2007; Giedd y Rapoport
2010; Gur y Gur 2016). Gracias al aumento de mielina, la eficiencia del flujo de
informacion entre regiones aumenta durante la adolescencia (Lu et al. 2009). El grado y
curso temporal de mielinizacion difiere en funcion del sexo y de la region, tanto en
humanos como en otras especies (Benes et al. 1994). Ademas de estos cambios generales
del desarrollo del cerebro adolescente cabe mencionar cambios especificos relevantes en

PFC, amigdala y la formacién hipocampal.

La remodelacion y maduracion de la PFC es uno de los cambios ontogénicos mas
importantes durante la adolescencia. Estudios de neuroimagen demuestran que la PFC
dorsolateral es de las mas tardias en madurar, con un pico de grosor cortical hacia los 10
afios seguido de una reduccion hasta alcanzar el nivel adulto el inicio de la segunda década
(Giedd 2004; Shaw et al. 2011). En cambio, la sustancia blanca de la PFC dorsolateral

aumenta durante la adolescencia (Blakemore y Choudhury 2006), mientras que la
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activacion de esta region por diferentes tareas disminuye (Blakemore 2010), indicando
que la reorganizacioén sinaptica ha optimizado los recursos. Una maduracién tardia
implica que el control top-down de la PFC sobre las regiones subcorticales, que tienen un
patron de maduracion mas temprano, no sea probablemente operativo por completo en la
adolescencia. Los cambios mencionados parecen ir en paralelo en humanos, primates no

humanos y roedores (Andersen 2003).

La integridad de la PFC y de las sefales provenientes de la formacioén hipocampal son
necesarias para los procesos de la memoria de trabajo (Floresco et al. 1997), una de las
funciones cognitivas que madura durante la etapa adulta temprana. Los estudios de neuro-
imagen indican que la formacion hipocampal tiene un crecimiento volumétrico lineal
durante la adolescencia para comenzar a disminuir después. No esta claro si los cambios
son dependientes del sexo. Se ha descrito que en los hombres el desarrollo continua hasta
la adolescencia tardia, mientras que en las mujeres se empieza ya a observar una pérdida
de volumen durante este periodo (Goddings et al. 2014), aunque otros autores concluyen
que el patron es similar con la edad en hombres y mujeres (Foulkes y Blakemore 2018).
Existe heterogeneidad en la maduracion de las distintas subregiones de la formacion
hipocampal, observandose un crecimiento temprano no lineal en CA1 (cornu ammonis 1)
y subiculum, y una disminucion lineal en CA2, CA3 y giro dentado (Tamnes et al. 2017).
La neurogénesis disminuye con la edad, pero los cambios son lineales y mucho menos
acentuados después de los primeros meses de vida (Spalding et al. 2013), siendo el patrén
con la edad parecido en ratones y humanos (Knoth et al. 2010). Los estudios en animales
sugieren el mismo patrén de desarrollo: en ratas hembras se observa un aumento en la
ramificacion de las dendritas de las neuronas piramidales de la region hipocampal CAl
entre PND 44 y 51, seguida de una disminucion entre PND 51 a 55 (Chowdhury et al.
2014). En ratas macho, la plasticidad de PFC dependiente de sefales desde la formacion

hipocampal tiene una maduracion tardia, alrededor de PND 50 (Caballero et al. 2014).

El proceso de maduracion mas importante de la formacion hipocampal seria anterior a la
de la PFC y tendria lugar durante la infancia, y como consecuencia un historial de abuso
o la exposicion a estrés intenso da lugar a una disminucion del volumen hipocampal s6lo
cuando dicho estrés tiene lugar durante la infancia, pero no mas tarde (v.g. Andersen y
Teicher 2004, 2008). En mujeres se ha demostrado que una exposicion repetida a abusos
durante la etapa infantil disminuye el volumen de la formacion hipocampal; en cambio,

si la exposicion tiene lugar durante la adolescencia, la estructura més afectada es la PFC
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(Stein et al. 1997; Driessen et al. 2000; Vythilingam et al. 2005; Andersen y Teicher
2008). El mismo patrén se ha observado en hombres con un historial previo de abusos
durante la infancia (Bremner et al. 1997). Los estudios en roedores van en la misma linea:
la exposicion a separacion materna (PND 2 a 20) disminuye en la etapa adulta los niveles
de sinaptofisina, un marcador de densidad sinéptica, de manera especifica en la formacion

hipocampal, sin afectar a la PFC o la amigdala (Andersen y Teicher 2004).

La amigdala, implicada en el procesamiento emocional (Davis y Whalen 2001), es otra
de las estructuras que posee proyecciones glutamatérgicas hacia PFC y viceversa.
Ademas de la conexion con la PFC, recibe y envia proyecciones al tdlamo, formacion
hipocampal, estriado e hipotdlamo (Swanson 2003). El procesamiento de estimulos
emocionales y potencialmente peligrosos ain no ha madurado completamente durante la
adolescencia, y se considera en gran parte consecuencia de la inmadurez de las
conexiones entre amigdala y PFC (Burghy et al. 2012). El volumen de la amigdala
incrementa gradualmente durante la infancia y la adolescencia y dicho aumento es
dependiente del sexo, dejando de crecer cuando los individuos alcanzan la madurez sexual
(Uematsu et al. 2012). En humanos la activacion de la amigdala en respuesta a
expresiones faciales de miedo y en otras situaciones emocionales es mayor en sujetos
adolescentes que en infantes (Monk et al. 2003; Hare et al. 2008), y esto se relaciona con
la mayor hiper-emocionalidad adolescente. De acuerdo con ello, los adolescentes, en
comparacion con los sujetos adultos, muestran hiper-activacion de la amigdala ante
estimulos condicionados que predicen amenaza y no son capaces de distinguir con la
misma facilidad entre un estimulo seguro y uno aversivo (Lau et al. 2011). Estos
resultados concuerdan con las dificultades de extincion del miedo en adolescentes
respecto a adultos (Pattwell et al. 2012), sugiriendo un menor control top-down de la PFC

sobre la amigdala.

5- MODELOS DE ESTRES ADOLESCENTE.

5.1. Comentarios generales.

En humanos es dificil encontrar estudios que permitan valorar especificamente el impacto

del estrés durante la adolescencia, ya que suelen existir antecedentes previos o
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exposiciones posteriores. Algunos trabajos longitudinales (Tyborowska et al. 2018;
Andersen et al. 2008) han caracterizado los efectos del estrés temprano (abuso sexual en
infancia) combinado o no con estrés posterior en la etapa adolescente (entre 14 y 17 afios)
sobre los cambios volumétricos en la sustancia gris. Las experiencias mas tempranas se
asocian a una mayor reduccién de la sustancia gris en algunas zonas de la PFC, la
formacion hipocampal y la amigdala, mientras que las experiencias mas recientes se
relacionan con una reduccion de la corteza orbitofrontal y cingulada anterior, lo que
sugiere una alteracion de la maduracion del encéfalo que podria favorecer la aparicion de
patologias mentales. En otro estudio en adolescentes (20 afios), la exposicion a estrés
entre los 15 y 18 afios (v.g. problemas familiares, académicos y sociales) dio lugar a una
disminucion de la actividad de la mPFC durante una tarea de juego recompensada
econdmicamente y esta disminucion se asocid a una mayor dependencia al alcohol a los

20 afios (Casement et al. 2015).

Debido a que la mayoria de los estudios en humanos son retrospectivos y valoran etapas
adversas muy amplias, en los ultimos afios se han desarrollado diversos modelos en
animales para estudiar el impacto a corto y largo plazo de las situaciones de estrés
especificamente durante la adolescencia. Estos modelos consideran la adolescencia en
sentido amplio, abarcando desde PND 21 hasta 60. Aunque existen muchos mas estudios
en machos que en hembras, en los Gltimos afios se ha incrementado considerablemente el
numero de estudios que incluyen ambos sexos, lo que ha puesto de manifiesto importantes
diferencias entre ambos. Dejando de lado este aspecto, existen otros muchos a considerar
respecto al uso de modelos de estrés adolescente. En primer lugar, e importante para los
objetivos del presente trabajo, una pregunta critica es hasta qué punto el cerebro
adolescente es capaz de evaluar una situacion estresante como controlable en igual
medida que el adulto. En segundo lugar, la direccion del posible impacto que el estrés
adolescente puede ejercer en la etapa adulta: si siempre es de esperar que sea negativo o
puede tener efectos protectores. En tercer lugar, el curso temporal de los efectos: si
pueden detectarse una vez finalizada la exposicién pero no a largo plazo (efecto
transitorio) o si la aparicion de los efectos requiere un periodo latente para manifestarse.
Finalmente, es importante tener en cuenta el modelo de estrés, que considerado en un
sentido amplio abarca desde el aislamiento social en todo el periodo entre el destete y la
etapa adulta (o gran parte del mismo), distintos tipos de estrés social que suelen incluir

relaciones de jerarquia y dominancia e inestabilidad social, exposicion repetida al mismo
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estimulo estresante o exposicion a situaciones de estrés cronico impredecible (CUS).
Cada uno de estos modelos puede tener implicaciones diferentes, siendo un aspecto
importante respecto a todos ellos, conocer su intensidad objetiva mediante marcadores de
estrés cronico, incluyendo cambios en el peso corporal, el tamano relativo de la adrenal

y el timo o la actividad del eje HPA (Armario 2015).

Es razonable asumir que los sujetos adolescentes podrian ser poco sensibles a la
dimension del “control” dada la inmadurez de la PFC, que es clave para mediar los efectos
de la controlabilidad. No obstante, en el Unico trabajo publicado al respecto los sujetos
adolescentes si fueron capaces de responder de manera diferencial a la controlabilidad
(Kubala et al. 2012). Tras la exposicion de ratas adolescentes (PND 35) al modelo de la
triada (choque eléctrico en la cola), el choque inescapable indujo a corto plazo una
disminucion de la conducta social (investigacion de juveniles), signo de un posible efecto
ansiogénico y/o anheddnico, en tanto que los animales MASTER realizaron mas
exploracion social incluso que el grupo CONTROL. Ademés, a largo plazo (PND 70) el
grupo MASTER en la etapa juvenil protegio de los efectos negativos de una nueva
exposicion a choques inescapables sobre la exploracion social. La lesion excitotoxica de
la PFC antes de la exposicion a estrés adolescente bloqued a corto plazo los efectos
beneficiosos del grupo MASTER sobre la interaccion social, indicando que aunque no
esté completamente madura, esta estructura si es claramente sensible a la controlabilidad.
En otro trabajo se demuestra a corto plazo que las ratas adolescentes expuestas a un
procedimiento YOKED también tienen tendencia a desarrollar un fenotipo de indefension

aprendida (Leussis et al. 2012).

Describiremos los principales efectos fisioldgicos, conductuales y neurobioldgicos de los
modelos de estrés adolescente mas utilizados. Para introducir un cierto criterio
organizativos, los hemos agrupado en varios bloques, aunque es dificil utilizar un solo
criterio y cualquiera de ellos esta expuesto a criticas. Hemos considerado en primer lugar
los modelos de exposicion repetida al mismo estimulo, tipicamente inmovilizacién en
tubo o choque eléctrico en las patas, porque permiten estudiar en paralelo si existe o no
adaptacion al estimulo repetido. En segundo lugar hemos situado los modelos de CUS,
seguido en tercer lugar de variantes mas cortas del modelo que suelen utilizarse cuando
se estudian los efectos del estrés juvenil. Finalmente, hemos incluido estudios con
diversos modelos de estrés social, que son de una relevancia especial en este periodo del

desarrollo. Hemos obviado algunos articulos en los que no pueden interpretarse los datos
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por razones metodologicas. Por razones de tiempo y espacio, en la presente revision no
incluiremos el modelo de aislamiento social durante el destete, que representa una
situacion de gran interés conceptual pero muy distinta a la de otros modelos de estrés
(Robbins et al. 1996; Fone y Porkess 2008; Lukkes et al. 2009). Tampoco haremos
referencia a todos los estudios de exposicion al estrés social durante la adolescencia, dado
que la conducta agresiva del raton es mucho mayor que la de las ratas y las situaciones
de estrés son presumiblemente mucho mas intensas. No obstante, se comentara algunos
trabajos considerados especialmente relevantes. En el ultimo apartado comentaremos las

principales diferencias en la respuesta al estrés entre animales adolescentes y adultos.

5.2. Modelos de estrés repetido.

La inmovilizacion en tubo es uno de los estimulos estresantes mas ampliamente usados
en la literatura. Desde el punto de vista de los cambios en los marcadores de estrés se
considera como un estimulo de intensidad intermedia, mucho menos intenso que los
métodos en los que hay una inmovilizacion real del animal (Armario et al. 1990;
Campmany et al. 1996), aunque obviamente es importante la duracion diaria y el nimero

de dias de exposicion.

Aunque el periodo concreto de exposicion varia entre estudios en su inicio, duracion y
otros detalles, la mayoria de los estudios sugieren que la exposicion adolescente tiene en
general efectos que podriamos considerar beneficiosos, tales como incremento de la
actividad en EPM con pocos cambios en ansiedad y ausencia de efectos en la prueba de
natacion forzada (Eiland et al. 2012; Suo et al. 2013). Solo cuando se estudian algunas
variables durante el propio tratamiento o al dia siguiente se encuentran algunos efectos
negativos como reduccion de la preferencia por sacarosa (Eiland et al. 2012) o la actividad
en un ambiente nuevo (Cruz et al. 2012). No se observan diferencias entre los dos sexos
en conducta o en los cambios fisioldgicos y endocrinos, aunque las hembras son menos

sensibles a la pérdida de peso (Eiland et al. 2012).

Esta ausencia de efectos de la inmovilizacién en tubo contrasta con los efectos de la
exposicion a choques eléctricos en las patas, que suele comenzar sobre PND 28 (en algin
caso antes) y durar de 4 a 10 dias. En un estudio se expusieron ratas a estrés durante PND
35-49 y tiempo después (a partir de PND 77) se valoré la conducta, clasificandose a los

animales en afectados y no afectados. Estos tltimos mostraron inmovilidad en el contexto

72



del choque, incremento en la respuesta de sobresalto aclstico, menores niveles de
actividad y mas inmovilidad en un campo abierto, menores niveles de interaccion social
y una estrategia de afrontamiento pasivo en la prueba de natacion forzada (Aga-Mizrachi
et al. 2014). Los tratamientos farmacologicos (metilfenidato, fluoxetina, desipramina o
alguna combinacion de ellos) corrigieron unos u otros de los efectos, dependiendo del
tipo de farmaco. En otros estudios, también estudiando los cambios conductuales a largo
plazo (adultez), se han observado efectos similares: descenso de la actividad en campos
abiertos, incrementos en la ansiedad en el EPM y en la prueba de supresion de la ingesta
en un ambiente nuevo, asi como afrontamiento pasivo en la natacion forzada (Li et al.
2015; Lyttle et al. 2015; Gomes y Grace 2017; Liu et al. 2017). También se han observado
déficits en memoria en un laberinto en Y (alternancia espontanea) (Li et al. 2015), en el
laberinto acuatico (Liu et al. 2017) y en la prueba de reconocimiento de objetos (Gomes
y Grace 2017). Por consiguiente, la exposicion a choques eléctricos durante la
adolescencia ejerce un impacto enorme sobre la conducta y sus efectos se mantienen
durante mucho tiempo. Es posible que la magnitud y la larga perdurabilidad de estos
efectos tengan que ver con el condicionamiento del miedo asociado a este estimulo

estresante, pero no existen estudios que hayan explorado esta posibilidad.

5.3. Estrés cronico impredecible.

Los primeros trabajos que estudiaron los efectos a largo plazo de la exposicion crénica al
CUS en la etapa adolescente temprana fueron los de Maslova et al. (2002a, 2002b). Entre
PND 21-32 se expusieron al estrés ratas de las cepas Wistar Kyoto e ISIAH (inherited
stress-induced arterial hypertension). Los datos obtenidos a corto plazo (PND 36-38)
mostraron que solo las ratas ISIAH adolescentes estresadas presentaron un aumento de la
respuesta de sobresalto actstico a corto y largo plazo (4 meses). No se observaron
diferencias de ansiedad en el EPM, pero el estrés redujo la actividad general en este
aparato en ambas cepas, aunque solo a corto plazo. Estos primeros resultados ya indican
la posibilidad de diferencias entre cepas y poco efecto sobre ansiedad. En un estudio de
la misma época, la exposicion a dos modelos de CUS (el estandar y otro de tipo mas
social) entre PND 28-59 no afect6, medida al dia siguiente a su finalizacion, a la actividad
en un campo abierto (Kabbaj et al. 2002). Con estos dos mismos modelos, no se

observaron cambios a corto plazo en el aprendizaje en el laberinto acudtico, pero si
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aparecio6 un déficit a largo plazo, aunque solo tras la exposicion al CUS estandar (Isgor et
al. 2004). Los cambios en peso corporal, adrenal y timo ponen de manifiesto que el
modelo social fue de menos intensidad, lo que podria explicar su menor efecto

conductual.

En el primer estudio sobre posibles diferencias entre machos y hembras (Pohl et al. 2007),
las ratas se expusieron entre PND 23-51 a CUS o a un modelo alternativo que utilizaba
una exposicion mas esporadica a dos estimulos estresantes mas intensos (inmersion en
agua estando inmovilizados y choques eléctricos). Varias semanas después de la
finalizacion de la exposicion, el tratamiento esporadico incremento la actividad global en
el EPM vy redujo la ansiedad en esta prueba en ambos sexos y el enterramiento de una
sonda electrificada (probe burying test), otro modelo de ansiedad/afrontamiento,
solamente en machos. En cambio, el CUS no afectd a la conducta en el EPM, pero redujo
el comportamiento de enterramiento en hembras. Se observan por lo tanto diferencias
entre sexos, predominando mas bien un efecto positivo. En general, en aquellos estudios
donde se han comparado ambos sexos, el impacto en los machos suele ser mayor en
términos de pérdida de peso (Taylor et al. 2014; Raineki et al. 2016) y los datos
conductuales son mas complejos: cuando aparecen efectos beneficiosos (reduccion de
ansiedad, incremento de afrontamiento activo), éstos son mayores en machos que en
hembras (Raineki et al. 2016), pero respecto a las consecuencias negativas también ocurre

igual (Pohl et al. 2007; Taylor et al. 2014).

Los laboratorios de Gal Richter-Levin y Carmen Sandi han utilizado en numerosos
estudios otros modelos de estrés durante la adolescencia en los que los animales se
exponen solamente a unas pocas sesiones de estrés. Los estimulos estresante cambian
segun los estudios concretos pero pueden incluir exposicidon a una plataforma elevada,
natacién forzada, inmovilizaciéon en tubo, choques eléctricos o trimetiltiazolina, un
compuesto presente en la orina de zorro, que se considera un olor a depredador para

roedores.

En un primer estudio (Avital y Richter-Levin 2005) las ratas se expusieron durante PND
26-28 (estrés juvenil) a tres exposiciones a una plataforma elevada, observandose 4
semanas después una reduccion de la actividad en un ambiente nuevo y una mejora del
aprendizaje en el laberinto acuético cuando se cambiaba la posicion de la plataforma

(reversal learning), lo que sugiere efectos mixtos, positivos y negativos, que también se
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observaron de forma mas acentuada cuando se combind la exposicion a estrés en la etapa
juvenil y en la etapa adulta. Estudios posteriores confirmaron la reduccién de la actividad
en ambientes nuevos y demostraron un incremento en la respuesta de sobresalto acustico,
pero los datos de un mejor aprendizaje en el laberinto acuatico no concordaron con los
del primer estudio (Avital et al. 2006; Jacobson-Pick et al. 2008). En una variante del
modelo en el que combinan varios estimulos estresantes (V.g. nataciéon forzada,
plataforma elevada, choques eléctricos), la exposicion en PND 27-29 (juvenil) tuvo mas
consecuencias en la adultez que la exposicion en PND 33-35 (adolescencia media), con
menores niveles de exploracion de ambientes nuevos y una peor ejecucion en una tarea
TWAA (Tsoory y Richter-Levin 2006; Tsoory et al. 2008). Con un modelo parecido,
otros autores han encontrado también mas impacto de la exposicion mas temprana en

animales de ambos sexos, evaluados todos en la adultez (Wilkin et al. 2012).

Es importante considerar que cuando se incluyen los choques eléctricos como estimulo
estresante temprano, algunos de los efectos observados podrian ser consecuencia, al
menos parcialmente, de una generalizacion del condicionamiento del miedo al contexto,
aunque el contexto inicial del choque fuera relativamente distinto al de la caja lanzadera.
De hecho, en una variante del estrés llevado a cabo entre PND 30-32, en la que no se
incluia la exposicion previa al choque en el estrés temprano, la tarea TWAA durante la
adultez solo empeord ligeramente en un estudio (Toth et al. 2008) y mas claramente en
otro (Horovitz et al. 2014). En este ultimo estudio, se observaron efectos diferentes en
funcion del sexo: mientras que la hipoactividad en la caja lanzadera afectd a ambos sexos,
la ejecucion en la TWAA afectd a machos pero no a hembras, ocurriendo lo contrario con
la preferencia por sacarina. Un aspecto a destacar es que el impacto de estos modelos de
estrés va en direccion contraria cuando se investigan a corto plazo (unos dias después) y
a largo plazo (semanas después): a corto plazo los animales previamente estresados
muestran mas actividad y menos signos de ansiedad en ambientes como el EPM, mientras
que en la adultez aparecen signos de menor actividad y mayor ansiedad (Jacobson-Pick y

Richter-Levin 2010, 2012).

Sandi y colaboradores han usado sobre todo un modelo de estrés juvenil que combina la
plataforma elevada y trimetiltiazolina. En un primer trabajo con machos y hembras
(Toledo-Rodriguez y Sandi 2007) utilizaron estos estimulos entre PND 28-30,
observando a corto plazo (PND 35-42) poco efecto sobre la actividad en campo abierto o

la conducta en el EPM, aunque si efectos sobre el condicionamiento del miedo: los
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machos mostraron evidencias de mayor condicionamiento al tono, mientras que el efecto
en hembras fue mas pequefio y en sentido contrario. En estudios posteriores, la exposicion
a los estimulos estresantes tuvo lugar tipicamente entre PND 28-42, e incluyd la
plataforma elevada, un campo abierto intensamente iluminado y en algunas sesiones con
exposicion a trimetiltiazolina. En general, se observa a corto plazo reduccion de la
ansiedad e incremento de la preferencia por la novedad (novelty-seeking) y el riesgo (risk-
taking) (Toledo-Rodriguez et al. 2011) y una menor respuesta de inmovilidad tras el
condicionamiento del miedo (Toledo-Rodriguez et al. 2012). En cambio, a largo plazo se
observa aumento de la ansiedad, reduccion de las estrategias de afrontamiento activo en
la prueba de natacion forzada y reduccion de la exploracion social (Poirier et al. 2014;
Veenit et al. 2014; Tzanoulinou et al. 2014a, 2014b; Cordero et al. 2016). Resultados de
otros laboratorios obtienen datos mas contradictorios respecto a la actividad/ansiedad en
ambientes nuevos, pero coinciden en la reduccidon de ciertos aspectos de la conducta

social (Toth et al. 2008; Tao et al. 2017).

Uno de los efectos mas interesantes de este modelo es el incremento de la agresividad en
la adultez (Marquez et al. 2013; Cordero et al. 2013, 2016; Tzanoulinou et al. 2014b). En
este sentido es interesante que los efectos del estrés juvenil sobre la conducta agresiva en
adultos parecen estar asociados a una respuesta diferencial de la corticosterona al estrés:
en las ratas que muestran una baja respuesta al estrés los niveles basales de agresividad
son mas bajos que las que muestran mas alta respuesta, pero el estrés solo incrementa la

agresividad en las primeras (Walker y Sandi 2018).

5.4. Estrés social.

Los modelos de estrés social adolescente incluyen sobre todo la inestabilidad social y la
exposicion repetida a la subordinacion (derrota social). Aunque no es facil predecir si
existen diferencias en la intensidad de la situacion estresante generada por los distintos
modelos, es presumible que los efectos sean mas acentuados en ratones, que son en

general mucho mas agresivos que las ratas.

El modelo de inestabilidad social en ratas ha sido desarrollado por McCormick y
colaboradores (McCormick et al. 2004). Consiste en 1 h de aislamiento seguido de

mantenimiento en una jaula durante el resto del dia con un congénere desconocido,
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procedimiento que se repite a diario, aproximadamente entre PND 30-45, estudiandose
sus consecuencias a corto (dias) y largo plazo (semanas). En su laboratorio siempre se
han utilizado ratas Long-Evans que son animales especialmente sensibles al estrés
comparados con otras cepas (Sanchis-Oll¢ et al. en preparacion). Los efectos sobre la
ansiedad, valorada en el EPM, son muy ligeros, aunque la ansiedad parece reducirse a
corto plazo en hembras y a incrementarse ligeramente a largo plazo en ambos sexos, con
una contribucion importante del estado del ciclo ovarico (McCormick et al. 2008). En la
prueba de natacion forzada se reduce en hembras el afrontamiento activo a corto pero no
largo plazo, mientras que en machos se favorece el afrontamiento activo aunque solo a
largo plazo (Mathews et al. 2008). En estudios utilizando solamente machos, la
inestabilidad social favorece la agresion en una prueba de competicion por la comida
(Cumming et al. 2014), reduce la interaccidon y el reconocimiento social (Green et al.
2013; Hodges et al. 2017) y empeora el condicionamiento del miedo al tono y al contexto,
efecto que aparece ya en el dia siguiente a la finalizacion de la inestabilidad y permanece
en la adultez (Morrissey et al. 2011). En un estudio posterior en hembras, el
condicionamiento al contexto estd empeorado poco después del periodo de inestabilidad,
pero la extincion del condicionamiento al tono es mas eficaz estudiada tanto a corto como
a largo plazo tras el estrés (McCormick et al. 2013). La inestabilidad social adolescente
también empeora en la adultez la memoria espacial en tareas dependientes de la formacion
hipocampal (laberinto acuético de Morris y localizacion espacial de objetos), pero no en
una dependiente de PFC, como es la prueba de alternancia en un laberinto en T
(McCormick et al. 2010; 2012; Green y McCormick, 2013). En conjunto, parece que el
modelo afecta poco a la ansiedad y a las estrategias de afrontamiento, pero tiene mas

efecto sobre la interaccion social y algunos tipos de memoria.

El modelo de exposicion repetida a subordinacion durante la adolescencia se he estudiado
sobre todo en machos y sus consecuencias solo a largo plazo (adultez). En ratas macho,
este tratamiento incrementa en la adultez la actividad en ambientes nuevos y reduce la
ansiedad en el EPM (Blumberg et al. 2009; Burke et al. 2010). Sin embargo, afecta
negativamente al condicionamiento del miedo a un tono (Novick et al. 2016) y a la
memoria de trabajo espacial (Novick et al. 2013). Utilizando una tarea operante (Strategy-
shifting task), el estrés durante la adolescencia en machos da lugar a déficits en la tarea
durante la adultez pero no anteriormente (Snyder et al. 2015b), lo que sugiere un efecto

latente o bien que se estd afectando a la maduracion de la PFC. El déficit aparece en
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aquellos sujetos que muestran una estrategia de afrontamiento pasiva tanto en machos
como en hembras (Snyder et al. 2015a, 2015b). Comparando ratas macho y hembras a las
tres semanas de finalizada la exposicion al estrés, no se observaron en machos efectos en
el campo abierto, el EPM, la prueba de natacion forzada o la interaccion social, en tanto
que en las hembras se observd reduccion de la interaccion social y menor latencia a
adquirir la inmovilidad en la prueba de natacion forzada (Weathington et al. 2012),
sugiriendo mayor sensibilidad en hembras. En ratas hembras expuestas en este caso a
hembras lactantes (agresivas) se ha observado un incremento en la conducta activa en la
prueba de natacion forzada cuando se estudia poco después de la exposicion a estrés, pero
el efecto casi desaparece a mas largo plazo (Ver Hoeve et al. 2013). Es posible que las
consecuencias de sufrir agresion sean diferentes si el animal agresor es un macho o una

hembra.

5.5. Comparacion de la respuesta al estrés entre adolescentes y adultos.

A lo largo de la vida de un individuo, la magnitud y duracion de la respuesta fisioldgica
y hormonal al estrés sufre variaciones considerables. En este apartado se comparan los
efectos somaticos y la respuesta del eje HPA en animales adultos y adolescentes, asi como

los efectos moduladores del estrés sobre la PFC y los procesos cognitivos asociados.

5.5.1- Efectos somaticos.

Varios estudios en roedores han comparado los efectos somaticos del estrés en animales
adolescentes y adultos, pero la interpretacion de los datos no es siempre facil. La pérdida
de peso es un efecto tipico de las exposiciones a estrés de cierta intensidad, y se asocia a
una reduccion de la ingesta (Marti et al. 1994). Sin embargo, dado que el crecimiento de
los animales durante toda la adolescencia y parte inicial de la etapa adulta es muy grande
pero poco a poco se va estabilizando, la interpretacion de los datos respecto al peso
corporal es problemdtica. Una pérdida de peso en términos absolutos similar en
adolescentes y adultos es muy diferente en términos de porcentaje respecto al peso inicial
y los datos son confusos si no se presentan también los pesos absolutos (v.g. Doremus-

Fitzwater et al. 2009; Sadler y Bailye 2016). Cuando los datos brutos son asequibles
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directamente, la exposicion a CUS causa una similar pérdida de peso en la etapa
adolescente que en la adulta, pero en porcentaje es ldgicamente mayor en adolescentes
(Jankord et al. 2011). Ocurre un problema similar de interpretacion cuando se comparan
machos y hembras, aunque en algunos trabajos los datos se presentan correctamente (V.g.
Raineki et al. 2016). En otros cambios fisioldgicos asociados al estrés como el incremento
de peso de las adrenales y la atrofia del timo no se observan diferencias claras en funcion
de la edad y dependen de la variable concreta (Jankord et al. 2011; Hetzel y Rosenkranz
2014; Duarte et al. 2015).

5.5.2- Respuesta del eje HPA.

La respuesta al estrés del eje HPA se ha estudiado extensamente sobre todo en adultos
pero también en la etapa perinatal y (Sapolsky et al. 1986; Sapolsky y Meaney 1986). En
cambio, hasta la ultima década pocos trabajos se habian centrado en la respuesta del eje
HPA durante la adolescencia. En un estudio pionero, Goldman et al. (1973) observaron
una respuesta mas prolongada de la corticosterona a situaciones de estrés agudo intenso
(éter o choque eléctrico) en PND 25 que en PND 65, en tanto que no se observaron
diferencias en respuesta a un estimulo de intensidad baja (ambiente nuevo). La respuesta
mas prolongada al choque eléctrico ya no fue evidente a PND 45 vs PND 65. Los datos
sugieren que la mayor respuesta es observable con estimulos intensos y que es mas propia

de un periodo temprano posterior al destete.

En la mayoria de los estudios posteriores que comentaremos a continuacion, la edad de
comparacion con la respuesta adulta suele corresponder a PND 28-30 (periodo juvenil) y
muchos estudios la extienden hasta PND 45. En machos, la respuesta mas prolongada de
la corticosterona al estrés (inmovilizacion en tubo) observada en PND 30 es ya similar a
la de los adultos en PND 40, en tanto que la respuesta de la ACTH permanece elevada
entre PND 30y 50, descendiendo en PND 60 (Foilb et al. 2011), lo que sugiere un proceso
de maduracion distinto en la hip6fisis y en la adrenal. En cualquier caso, a estas edades
no se observan cambios consistentes en los niveles basales de ACTH y corticosterona en
ratas macho (Ventura 1982; Armario et al. 1987; Romeo et al. 2004a; Viau et al. 2005) o
hembras (Romeo et al. 2004b; Viau et al. 2005). En los machos, tampoco se han
observado diferencias entre preadolescentes y adultos en el volumen y el nimero de

células en las subdivisiones parvo-celular y magno-celular del PVN (Romeo et al. 2007).
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En cambio, la expresion basal de CRH (niveles de mRNA) es mas elevada en ratas
adolescentes que en adultas (Romeo et al. 2007), aunque estas diferencias no se han

replicado en otros estudios (Viau et al. 2005).

En respuesta al estrés agudo, las revisiones sobre el tema insisten en una mayor respuesta
del eje HPA (v.g. Romeo 2018), pero los resultados reales son menos consistentes y mas
matizables. En respuesta a situaciones de estrés de tipo emocional (usualmente
inmovilizacidon en tubo), es relativamente frecuente que la respuesta de la ACTH durante
la exposicion o en el periodo post-estrés no sea diferente (Armario et al. 1987; Romeo et
al. 2004a, 2004b; Lui et al. 2012; Romeo et al. 2014), aunque ocasionalmente sea mayor
(v.g. Foilb et al. 2011). Mas consistente es en cambio la respuesta de corticosterona. En
este caso, no suelen observarse diferencias mientras dura la exposicion al estrés (Armario
et al. 1987), pero los niveles son mas altos en el periodo post-estrés (Romeo et al. 2004a,
2004b, 2006a, 2006b, 2014; Brunell y Spear 2005; Foilb et al. 2011; Lui et al. 2012). La
mayor o mas prolongada respuesta de la corticosterona parece afectar tanto a la fraccion
total como a la biodisponible, dado que los niveles de transcortina (corticosteroid-binding
globulin, CBG) son similares en los sujetos preadolescentes y adultos (Romeo et al.
2006a). La expresion del receptor tipo 2 de melanocortina, mediante el cual la ACTH
actia sobre el cortex adrenal, estd mas elevado en ratas adolescentes que en adultas,
siendo posible que esta mayor respuesta de la corticosterona sea consecuencia de cambios
en la respuesta de la adrenal a la ACTH, aunque los datos son muy preliminares (Romeo

et al. 2014).

A pesar de las escasas diferencias en la respuesta de la ACTH al estrés entre ratas
adolescentes y adultas, la expresion de c-fos en el PVN y en las neuronas CRH+ del
mismo si es mayor en ratas adolescentes (Viau et al. 2005; Romeo et al. 2006a; Lui et al.
2012). No existe ningin estudio en el que se haya evaluado la respuesta de las células
corticotropas de la hip6fisis a la administracion exdgena de CRH o vasopresina y por lo
tanto no sabemos si la sensibilidad de la hipofisis a los factores liberados desde el

hipotalamo esté alterada.

Para afiadir més complejidad, la exposicion a un estimulo estresante de tipo inmunitario
como la administracion de endotoxina bacteriana (lipopolisacarido) da lugar a una mas
prolongada respuesta de la corticosterona y de la expresion de c-fos en el PVN en adultos

que en preadolescentes (Goble et al. 2011). Esta especial respuesta podria estar
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relacionada con una mas intensa respuesta de los adultos a un tipo de estimulo estresante
muy particular (inmunitario), como se pone de manifiesto en el estudio mencionado con
la respuesta de la interleucina 6 a la administracion de endotoxina. No obstante, los datos
ponen de manifiesto que el tipo de estimulo utilizado puede ser critico a la hora de valorar

la respuesta diferencial al estrés en funcion de la edad.

La exposicion cronica al estrés puede alterar la funcionalidad del eje HPA y dar lugar a
distintas patologias en animales adultos (ver revision de Kloet et al. 2005; Armario 2015).
Considerando que la liberacion de corticosterona puede ser mayor o mas prolongada en
ratas adolescentes que adultas, es importante estudiar la influencia de la edad en la

respuesta al estrés cronico.

Tras la exposicion repetida al mismo estimulo estresante (homotipico), suele darse en los
sujetos adultos un proceso de adaptacion de tal manera que la respuesta hormonal,
especialmente la de ACTH, es cada vez menor (Marti y Armario 1998; Rabasa et al.
2015). La respuesta de la corticosterona puede ser paraddjicamente mayor tras la
exposicion a situaciones de estrés cronico de elevada intensidad, debido a un aumento de
la respuesta maxima de la corteza adrenal a la ACTH (v.g. Armario et al. 1988b; Marquez
et al. 2004). En cambio, una historia previa de estrés cronico puede causar sensibilizacion
de la respuesta de la ACTH a nuevas situaciones de estrés (heterotipico) (Belda et al.
2015), aunque es importante destacar que la respuesta de la corticosterona es inapropiada
para valorar si existe o no sensibilizacion heterotipica, dado que la secrecion maxima de
corticosterona se alcanza ya con niveles intermedios de ACTH y puede haber

sensibilizacion de la ACTH que no se refleje en absoluto en la corticosterona.

Los datos concernientes a la adaptacion del eje HPA al estrés cronico repetido en ratas
adolescentes respecto a adultas son controvertidos. En algunos estudios (Gémez et al.
2002), la respuesta de la ACTH y la corticosterona a la inmovilizacién en tubo es
claramente mayor en adolescentes que en adultas (PND 40 vs 60); en cambio, el patrén
de adaptacion a la exposicion repetida es complejo, siendo mejor con la ACTH pero peor
con la corticosterona en las ratas adolescentes. Sin embargo, en otro estudio utilizando el
mismo estimulo estresante, la adaptacion de la ACTH y la corticosterona fue inferior en
prepuberales (PND 28) que en adultas (PND 70) (Romeo et al. 2006a). La menor
capacidad de adaptacion homotipica de las ratas adolescentes ha sido confirmada en otros

estudio en los que solo se valoran los niveles de corticosterona (Doremus-Fitzwater et al.
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2009; Lee y Hill 2013), siendo las diferencias de adaptacion con la edad algo mas

evidentes en machos que en hembras (Doremus-Fitzwater et al. 2009).

La influencia de la edad en la respuesta del eje HPA a un estimulo heterotipico tras una
historia previa de estrés cronico ha sido estudiada tan solo en tres trabajos, con resultados
contradictorios, quizas debido a cuestiones metodoldgicas. La exposicion repetida a una
camara fria no causa sensibilizacion de la respuesta de la ACTH a la inmovilizacion en
tubo ni en adultos ni en adolescentes, aunque si se observd una pequena sensibilizacion
de la respuesta de la corticosterona en los adolescentes (Lui et al. 2012). Sin embargo, no
puede descartarse una mayor respuesta de la corticosterona a la ACTH tras la exposicion
cronica al frio, que no reflejaria una sensibilizacion central del eje HPA. Por el contrario,
en otros dos trabajos, la sensibilizacion tras CUS es menor en ratas adolescentes (Jankord
et al. 2011; Cotella et al. 2019). Ambos estudios también adolecen de problemas
metodoldgicos: en el primero solo se valora corticosterona, mientras que en el segundo,
en los que la sensibilizacion se observa tanto con ACTH como con corticosterona, en
realidad se comparan dos cohortes diferentes de animales. No podemos concluir por lo

tanto que existan diferencias importantes en este sentido.

En resumen, durante la adolescencia no se observan cambios respecto a los adultos en los
niveles basales de ACTH y corticosterona, aunque pueden existir diferencias mas sutiles
que han sido poco investigadas. A nivel central, la expresion basal de CRH en el PVN es
normal o aumentada y no se observan diferencias respecto a los GR/MR, a pesar de las
posibles alteraciones en los mecanismos de retro-inhibicion del eje HPA. La respuesta de
la ACTH y la corticosterona a estimulos estresantes de cierta intensidad parece ser mas
prolongada que en la etapa adulta, coincidiendo con una mayor activacion del PVN. No
obstante, los resultados no son siempre claros y el tipo de estimulo estresante puede ser
relevante. La adaptacion homotipica del eje HPA tras la exposicion repetida al mismo
estimulo estresante parece deficiente en adolescentes. En conjunto, los datos obtenidos
respecto a los distintos niveles y aspectos del eje HPA son fragmentarios y se requeririan

mas estudios comparativos para tener un esquema coherente de las diferencias reales.
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5.5.3. Efectos sobre la corteza prefrontal y procesos cognitivos asociados.

Puesto que la PFC necesita mas tiempo para desarrollarse completamente, es de esperar
que esta maduracion sea sensible a factores ambientales tanto positivos como negativos
(v.g. estrés, enriquecimiento ambiental, relaciones parentales, abuso de drogas) y que

aparezcan efectos que pueden ser relativamente duraderos.

Estudios pioneros en roedores adultos demostraron que la exposicion al estrés cronico va
asociada a una atrofia del arbol dendritico apical, pero no del basal, de las neuronas
piramidales de la region CA3 de la formacion hipocampal (Watanabe et al. 1992;
Magarifios y McEwen 1995a). Posteriormente se observo un incremento en el nimero de
espinas dendriticas en el arbol apical y basal (Sunanda et al. 1995). Los efectos sobre al
arbol dendritico en CA3 parecen mediados por glucocorticoides (Woolley et al. 1990;
Magariios y McEwen 1995b), son reversibles después de varias semanas (Conrad et al.
1999) y no se observan en hembras (Galea et al. 1997). Tras los estudios en la formacion
hipocampal, otros investigadores dirigieron la atencion a dos dareas criticas en la
regulacion de la respuesta al estrés: amigdala y mPFC. En contraste con su efecto en la
formacion hipocampal, el estrés cronico incrementa la arborizacion dendritica de las
neuronas de amigdala basolateral, estando el efecto ligado a la intensidad de la situacion
estresante (Vyas et al. 2002). También en contraste con lo observado en la formacion
hipocampal, los efectos en la amigdala son duraderos y van en paralelo a un incremento

en la ansiedad (Vyas et al. 2004).

Los cambios en mPFC van en la misma direccion que los observados en la formacion
hipocampal. La administracion cronica de corticosterona o la exposicion cronica al estrés
reducen el arbol dendritico apical de las neuronas piramidales de la mPFC (Wellman
2001; Cook y Wellman 2004; Radley et al. 2004). Posteriormente se ha observado
también una reduccion de las espinas dendriticas, mas evidente en las dendritas apicales
(Radley et al. 2008). La mPFC parece especialmente sensible a los efectos del estrés,
observandose cambios con situaciones estresantes tan débiles como la administracion
repetida de vehiculo (Seib y Wellman 2003) o una o pocas exposiciones al estrés (Brown
et al. 2005; Izquierdo et al. 2006). No obstante, como ocurre en la formacion hipocampal,
incluso los efectos de situaciones de estrés mas intensas son reversibles (Radley et al.
2005). También el sexo juega un papel fundamental dado que en hembras el estrés cronico

incrementa la arborizacién dendritica apical de las neuronas piramidales mientras que la
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reduce en machos, efecto diferencial que depende de estrogenos (Garrett y Wellman
2009). Es importante destacar que los efectos negativos del estrés sobre las neuronas
piramidales de mPFC correlacionan con el déficit en una tarea dependiente de PFC como

el perceptual attentional set-shifting (Liston et al. 2006).

Los efectos del estrés sobre mPFC en animales jovenes han sido estudiados mas
recientemente. En general, aparecen diferencias importantes en funcion de la edad. En
ratas adolescentes, la exposicion cronica a estrés (inmovilizacion en tubos) entre PND
20-41 reproduce los efectos observados en adultos (atrofia del arbol dendritico de las
neuronas piramidales CA3 de la formacion hipocampal, de las neuronas piramidales del
area prelimbica de mPFC e hipertrofia dendritica en amigdala), pero el efecto se observa
en ambos sexos (Eiland et al. 2012). Ademas, los efectos perduran en el tiempo, de tal
manera que tras 5 sesiones consecutivas de choques eléctricos (PND 21-25) en ratas
macho se produce, a largo plazo (PND 105), una disminucion del grosor de las regiones
prelimbica e infralimbica de la mPFC, junto a una reduccién de la arborizacion dendritica

apical y basal en la region prelimbica (Lyttle et al. 2015).

Los cambios morfoldgicos observados tras el estrés cronico en mPFC también se reflejan
en aspectos funcionales. La exposicion de ratas de 3-4 semanas a 5-7 dias de
inmovilizacion repetida en tubo o a un modelo de CUS, reduce a corto plazo (24 h) la
transmision sindptica ligada a los receptores AMPA y NMDA en las neuronas piramidales
de mPFC y estos cambios van en paralelo a un déficit en la memoria temporal de objetos
(Yuen et al. 2012), que es dependiente de PFC. La exposicion de ratas a estrés repetido
por inmovilizaciéon en tubo (PND 42-49), da lugar a corto plazo a una disminucion de la
transmision sinaptica excitadora en las neuronas de la capa I de la corteza prelimbica
mPFC, con una disminucion de la amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios
de campo y de la expresion de la depresion a largo plazo (Negron-Oyarzo et al. 2014,
2015), desapareciendo los efectos en la adultez. Los cambios electrofisioldgicos se
acompaiiaron de un déficit a corto plazo en la extincion del miedo condicionado (Negron-
Oyarzo et al. 2014). En otro trabajo reciente con exposicion repetida a estrés social en
distintas etapas, adolescencia temprana (PND 30-36), adolescencia media (PND 42-46)
o adultez (PND 69-76), se ha observado en ambos sexos una disminucion a corto plazo
de la excitabilidad intrinseca de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza
prelimbica y de la frecuencia de potenciales postsindpticos excitadores, efecto que es mas

potente en la adolescencia media (Urban y Valentino 2017).
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Es interesante destacar que 30 dias después de finalizada la exposicion repetida a
inmovilizacion en tubo de PND 45 a 60, no se han observado efectos (o éstos son
menores) sobre ansiedad, estrategias de afrontamiento o preferencia por sacarosa (Abush
y Akirav, 2013), pero si aparecen déficits en memoria de reconocimiento o localizacion

de objetos, que son dependientes de PFC y formacion hipocampal respectivamente

Es de esperar que el impacto del estrés adolescente sobre la PFC afecte a tareas cognitivas
relacionadas con las funciones ejecutivas. Utilizando una tarea operante (Strategy-shifting
task), el estrés durante la adolescencia en machos da lugar a déficits en dicha tarea durante
la adultez pero no anteriormente (Snyder et al. 2015b), lo que sugiere un efecto latente o
bien que se estd afectando a la maduracion de la PFC. Resultados similares se han
observado en ratones expuestos a un modelo de derrota social durante 10 dias desde PND
28: la inflexibilidad cognitiva (attentional set-shifting task) no cambia a corto plazo pero
empeora en la adultez (Xu et al. 2016) y este efecto esta ligado a un descenso de la
expresion de BDNF (brain derived neurotrophic factor) en PFC (Xu et al. 2018). En
algunos casos, los efectos negativos pueden aparentemente desvanecerse a largo plazo
pero existe un déficit latente: la exposicion de ratas adolescentes a un modelo de CUS
favorece en la etapa adulta la flexibilidad cognitiva y no afecta a la memoria de trabajo,
pero ésta se reduce drasticamente cuando se introduce una perturbacion estresante (Chaby

et al. 2015).

Tomados en conjunto, los resultados sugieren que la exposicion a varios modelos de
estrés cronico en la etapa adolescente puede causar efectos a corto y largo plazo sobre la
morfologia de las neuronas corticales, su actividad electrofisiologica y conductas
dependientes de PFC. Se requieren muchos mas estudios combinando distintas técnicas
y estudiando sistematicamente los efectos a corto y largo plazo para tener un perfil mas

preciso de los efectos del estrés adolescente y sus consecuencias.
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Hipotesis y Objetivos
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La adolescencia se caracteriza por un importante desarrollo cognitivo y emocional que
conlleva una remodelacion del encéfalo. Estos procesos de maduracion hacen de la
adolescencia un periodo de especial oportunidad pero también de vulnerabilidad. En
sujetos adultos, las exposiciones a estrés incontrolable parecen favorecer la
vulnerabilidad a los efectos negativos del estrés, en tanto que la exposicion a estrés
controlable hace a los sujetos resilientes frente a algunos de los efectos negativos de dicho

estrés. En base a ello, nuestras hipotesis son:

1. Laexposicion a estrés incontrolable durante la adolescencia dara lugar a corto y largo
plazo a un aumento de las conductas relacionadas con la ansiedad y/o la depresion,
asi como a una mayor activacion del eje HPA. En cambio, la exposicion a estrés

controlable protegera a los sujetos de algunos de los efectos negativos.

2. La exposicidn a estrés incontrolable en la adolescencia favorecera las estrategias de
afrontamiento pasivas tras una re-exposicion al mismo estimulo estresante en la etapa
adulta. En cambio, la experiencia de estrés controlable tendra efectos protectores,

potenciado las estrategias activas.

3. La exposicion a estrés durante la adolescencia probablemente afectara al desarrollo
de la corteza prefrontal, y por lo tanto pueden verse alteradas funciones cognitivas y
emocionales asociadas al funcionamiento de dicha corteza. En concreto, sugerimos
que el estrés de tipo incontrolable dard lugar a una disfuncion de los procesos
inhibitorios, potenciando las conductas impulsivas. La exposicion a estrés controlable

protegera a los sujetos de dichos efectos negativos.

4. Puesto que la impulsividad es un constructo multifactorial, el estrés durante la
adolescencia podria tener efectos diferenciales en funcion del tipo de impulsividad

estudiado (motora versus cognitiva).
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Objetivos

1. Estandarizar una tarea de evitacion activa de dos sentidos en una caja lanzadera como
modelo de estrés (choque eléctrico en las patas) controlable repetido en la etapa
adolescente. En dicha tarea el animal puede evitar/escapar del choque cruzando de un
compartimento a otro de la caja lanzadera. Se compararan los efectos del grupo
controlable con un grupo yoked que recibira el mismo tipo de estrés pero sin

posibilidad de control y con un grupo que no recibira estrés.

2. Valorar el impacto global de la exposicion a estrés repetido y el control sobre el
mismo durante la adolescencia evaluando efectos somaticos como los cambios en el

peso corporal, el peso relativo de las adrenales y el timo y la maduracion sexual.

3. Estudiar la influencia del estrés en la adolescencia y el control sobre el mismo en la
respuesta del eje HPA a la propia tarea y también a otros estimulos estresantes nuevos

para detectar si existe o no sensibilizacion heterotipica.

4. Estudiar la influencia del control sobre el estrés a corto y largo plazo en conductas
que valoran la generalizacion del miedo, la ansiedad, las estrategias de afrontamiento

y la anhedonia.

5. Valorar si la memoria de miedo condicionada al contexto reciente y remota se ve
afectada tras la exposicion repetida al estrés adolescente y muy especialmente si esta

memoria es sensible a la controlabilidad.

6. Estudiar los efectos a largo plazo del estrés controlable e incontrolable durante la
adolescencia sobre la impulsividad cognitiva, la impulsividad motora y la toma de

decisiones en situaciones de riesgo.
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Material y Métodos
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En este apartado se describen los sujetos de experimentacion y las condiciones de
estabulacion. Asi mismo, se definen en detalle los procedimientos generales utilizados y
las pruebas conductuales realizadas en todos los experimentos. Los disefios

experimentales se mostraran en el apartado de resultados (pagina 121).

1- SUJETOS DE EXPERIMENTACION Y PROCEDIMIENTOS GENERALES.

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley
procedentes del Servei Estabulari de la Universidad Autonoma de Barcelona. La edad de
los animales fue, de promedio, de 33 dias posnatales (PND 33) al inicio del procedimiento
de estrés. En funcion del experimento, los animales se estabularon de manera individual
o de dos en dos en jaulas de 800 cm?. Se utiliz6 viruta absorbente (Lignocel) como lecho.
Se mantuvieron en condiciones estandar de luz (foto-periodo de 12 h), temperatura (21 +
1 °C) y humedad (40-60 %). Durante las primeras fases experimentales, los animales
dispusieron de comida (dieta para cria #2018S y de mantenimiento #2014S, Harlan) y
agua ad libitum, aunque se controlaba la cantidad de comida que ingerian. Durante la
realizacion de las distintas tareas operantes, los animales dispusieron de comida de
mantenimiento, aunque con distintos grados de restriccion (habitualmente 60 — 80 % de

la ingesta ad libitum).

Desde su llegada (las mas jovenes en el PND 21), los animales fueron aclimatados a la
sala de estabulacion y se realizaron entre 3 y 4 sesiones de handling. El procedimiento
consistia en colocar el animal en el interior de un trapo, realizar un suave masaje por la
espalda y la cola durante unos 10 s, y luego levantar el animal durante unos 10 s. Este
método es el que simula mejor las condiciones experimentales posteriores. También se
realizaron durante varios dias distintos procedimientos de habituacion a manipulaciones
experimentales como la toma de muestra de sangre por incision en la cola y el pesado. La
finalidad de la habituacion a estos procedimientos fue minimizar el posible impacto del
estrés asociado a los mismos. Todos los procedimientos experimentales descritos fueron
previamente aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién Animal y
Humana de la Universidad Auténoma de Barcelona y de la Generalitat de Catalunya, de
acuerdo con las Directivas de la Union Economica Europea (2010/63/EU) y de Espana

(RD53/2013).
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En la etapa adolescente los animales fueron expuestos a estrés por choque eléctrico en
una caja lanzadera (TWAA, ver apartado 6), estudiandose en algunos de los experimentos
la respuesta hormonal durante la tarea (ver apartados 3 y 4). Durante la exposicion al
estrés se estudiaron ademas sus posibles efectos sobre el condicionamiento del miedo al
contexto (ver apartado 6) y la maduracion sexual (ver apartado 2). Tras finalizar el estrés,
se valoraron los efectos a corto y largo plazo sobre la actividad locomotora y exploratoria
(ver apartado 7.1), la ansiedad (ver apartados 7.3, 7.5y 7.6) y las conductas similares a la
depresion (ver apartados 7.2 y 7.4), Finalmente, a largo plazo se estudiaron los efectos
del estrés adolescente sobre la toma inadecuada de decisiones y el control de impulsos,

mediante distintas tareas operantes (ver apartados 8).

2- VALORACION DE LA MADURACION SEXUAL.

En humanos, la maduracion sexual durante la pubertad puede verse afectada por multiples
factores intrinsecos y extrinsecos, como la desnutricion, las infecciones o el estrés (Parent
et al. 2003). Existen pocos estudios en estrés adolescente en animales, pero los datos
indican un retardo de la maduracién sexual en machos (Almeida et al. 2000). Para su
valoracion en machos se observo la separacion del prepucio siguiendo un procedimiento
establecido (de Jong y van der Schoot 1979; Vetter-O’Hagen y Spear 2012). Brevemente,
se sujetaron las ratas por la piel de la espalda, se colocaron con el abdomen hacia el
experimentador y con suavidad se retir6 manualmente el prepucio del glande realizando
una ligera presion. En cada valoracion, se puntud el estado de la separacion balano-
prepucial como: cerrado (0), parcialmente abierto (1) o abierto (2). Este procedimiento se
realizd cada 4 dias, empezando aproximadamente en el PND 24 hasta que la separacion

del prepucio se complet6.

3- TOMA DE MUESTRA DE SANGRE.

Las muestras de sangre se obtuvieron por el método de incision en la cola, ampliamente
validado en nuestro laboratorio y en otros, permitiendo en condiciones adecuadas, obtener

niveles hormonales realmente basales (v.g. Belda et al. 2004; Vahl et al. 2005). El
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procedimiento consistié en realizar una pequena incision de unos 2 mm en una de las dos
venas laterales, por la parte mas distal de la cola, y realizar un suave masaje para estimular
el flujo sanguineo. La sangre se recogié con un capilar conteniendo EDTA (Microvette
CB 300, STARSTEDT), extrayéndose un maximo de 300 pL por capilar. Esta técnica
permite extraer muestras posteriores de sangre durante el mismo dia, sin necesidad de
realizar mas incisiones. Todo el procedimiento debe realizarse en un maximo de 2 min
para evitar que se alteren los parametros hormonales. Al finalizar la extraccion, las
muestras se conservaron a 4° C hasta su centrifugacion (25 min, 7100 rpm) para la
obtencion del plasma. El plasma obtenido se dividio en dos alicuotas y se congel6 a -20
°C hasta su andlisis. El objetivo de extraer muestras de sangre fue el andlisis de los niveles

plasmaticos de las hormonas del eje HPA (ACTH y corticosterona, ver 2.4).

4- ANALISIS BIOQUIMICO.

Para determinar la concentracion de ACTH en sangre se siguid el protocolo del
radioinmunoanalisis (RIA) de doble anticuerpo en no equilibrio descrito por el Dr. W.C.
Engeland (Department of Surgery, University of Minnesota, Minneapolis, EEUU) y
posteriormente modificado en nuestro laboratorio (Garcia et al. 2000). Todo el
procedimiento se realizo a una temperatura de 4 °C para evitar la posible degradacion de
la hormona. El tampon fosfato 0,05 M (pH 7,2) contiene EDTA disddico 0,25 M, Triton
X-100 al 0,1 % y albumina bovina al 0,25 % en agua Milli Q. Se utilizé6 ACTH 1-39 de
rata (Sigma) como estandar, '>>I-ACTH (Perkin Elmer) como trazador y un anticuerpo
contra ACTH de rata (Ab Rb 7), generosamente suministrado por el Dr. W.C. Engeland.
Para separar la fraccion libre de la unida se us6 un segundo anticuerpo (goat anti-rabbit
IgG, Chemicon) diluido 1:32, conteniendo suero de conejo no inmunizado al 0,3 % y
polietilenglicol al 9 %. Después de la incubacion se procedio a la centrifugacion posterior
a 4700 rpm (SIGMA-Laboratory Centrifuges 6K 15) durante 30 min a 4° C. El coeficiente
de variacion intra-ensayo fue del 4 — 6 % y el inter-ensayo del 7 %. La sensibilidad del

método fue de 12,5 pg/ml utilizando 10 pl de muestra.

Los niveles de corticosterona en plasma se determinaron por un RIA de doble anticuerpo
en equilibrio siguiendo el protocolo escrito por el Dr. G.B. Makara (Institute of

Experimental Medicine, Budapest, Hungria). Se utiliz6 un tampon fosfato sddico 0,2 M
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disuelto en agua Milli Q. Las muestras fueron incubadas previamente durante 2 h en acido
citrico 0,1 M para desnaturalizar la proteina transportadora de corticosterona (transcortina
o corticosteriod-binding globulin, CBG). Se utilizo6 corticosterona sintética (Sigma) como
estandar, '*I-corticosterone-carboxi-methyloxime-tyrosine-methyl (ICN-Biolink 2000)
como trazador y un anticuerpo contra corticosterona (amablemente donado por el Dr. G.
B. Makara) en tampon de ensayo con 0,15 % de suero de conejo no inmunizado. La
fraccion libre se separ6é con un segundo anticuerpo (goat anti-rabbit IgG, Chemicon)
diluido 1:48 en tampdn de ensayo con polietilenglicol al 7,5 % (en agua Milli Q) y 10
pl/tubo de suero de vaca, seguido de 30 min de centrifugacion a 4700 rpm (4 °C). El
coeficiente de variacion intra-ensayo fue del 5 — 8 % y el inter-ensayo de un 9 %. La

sensibilidad del método fue de 1 ng/ml utilizando 2 pul de muestra.

La radioactividad de los pellets (precipitado) se midié con un contador gamma (Wallac
1272 Clinigamma). Los calculos para determinar la concentracion de ACTH y de
corticosterona se obtuvieron utilizando una transformacion log-logit. Todas las muestras

que fueron comparadas estadisticamente se analizaron simultineamente.

5- METODOS DE GRABACION Y ANALISIS DE LAS PRUEBAS
CONDUCTUALES.

Durante la realizacion de las tareas operantes se utilizaron cdmaras en posicion frontal o
cenital, conectadas a un videograbador digital. Cada una de las jaulas operantes tenia una
o dos camaras (en funcion de si la jaula tenia un inico compartimento o dos) con las que
se grababa la conducta de los animales durante la prueba. La instalacion de las cdmaras
en las jaulas operantes no s6lo permite analizar la conducta posteriormente, sino que

también sirve para detectar cualquier problema durante la realizacién de la prueba.

Para el analisis de la conducta, se utilizaron distintos programas. El programa SMART
(version 2.5.19-21, Panlab S.L.U., Barcelona, Espaia) detecta los pixeles que ocupa un
animal mediante su centro de gravedad, y permite analizar, entre otras variables, el
recorrido de los sujetos durante la realizacion de las pruebas. Mediante el programa The
Observer XT 11 (Noldus Information Technology bv, Wageningen, Netherlands) se
pueden analizar multiples conductas (continuas y/o puntuales) de manera simultanea, y

se obtiene el tiempo y la frecuencia durante todo la prueba o por bloques de tiempo. En

96



otros casos se utilizdé un crondmetro (manual) para evaluar los tiempos durante los cuales
los sujetos realizaban una conducta concreta. En cualquier caso, todos los analisis se

realizaron a ciegas.

6- TAREA DE EVITACION ACTIVA EN DOS SENTIDOS.

Esta tarea utiliza una caja lanzadera e implica que el animal ha de saltar de un compartimento
a otro adyacente para evitar un choque eléctrico en las patas (US) que se presenta
inmediatamente después de un estimulo inicialmente neutro (auditivo y/o luminoso). El
paradigma implica dos tipos de condicionamiento: el operante y el clasico (Pavloviano).
Mediante el condicionamiento instrumental (u operante), el sujeto aprende a realizar una
accion activa que evita o reduce el US, lo que actia como refuerzo negativo de dicha
conducta. Mediante el condicionamiento clasico, el US es asociado a los estimulos
inicialmente neutros y se convierten en condicionados (CS). Ademas, el contexto (la caja
lanzadera) actia también como CS. Mediante este condicionamiento clasico el sujeto

aprendera que el CS predice al US.

Este paradigma permite dos posibles estrategias de afrontamiento (v.g. Vicens-Costa et al.
2011): (1) una estrategia activa, en la cual el sujeto puede realizar dos tipos de respuestas; la
evitacion, cuando el sujeto cambia de compartimento durante el CS, y el escape, cuando
cambia de compartimento durante el US, antes de que termine; y (ii) una estrategia pasiva,
en la cual el sujeto permanece en el mismo compartimento donde se administra el US en
estado de petrificacion o freezing debido al condicionamiento clasico del miedo inducido

por el US.

La TWAA es una tarea compleja dado que no hay un compartimento “seguro” y otro
“peligroso”, puesto que dependiendo de la posicion del animal en la caja lanzadera
(detectada por unos sensores debajo del suelo de rejilla), el US se administrard en cualquiera
de los dos compartimentos. Esta situacion representa un conflicto para los animales, sobre
todo durante las primeras fases de la adquisicion, cuando no tienen experiencia con ninguno
de los estimulos. Cabe destacar que, aunque la tarea es compleja y pueden darse ambas
estrategias, la de tipo pasiva es poco frecuente, en condiciones habituales, ya que los sujetos

aprenden a escapar (no asi a evitar) con relativa facilidad. La TWAA ha sido utilizada para
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el estudio del aprendizaje aversivo (v.g. Galatzer-Levy et al. 2014; Bock et al. 2013;
Shanmugasundaram et al. 2015) y viene muy influida por la ansiedad, que afecta
negativamente a la eficacia del aprendizaje de la tarea (Fernandez-Teruel et al. 1991; Brush
2003; Steimer y Driscoll 2003). Mas recientemente, se ha utilizado para estudiar la
controlabilidad de estimulos estresantes (Ilin y Richer-Levin 2009). En la misma linea, cabe
mencionar datos publicados sobre la controlabilidad del estrés que sefialan que las hembras
no son tan sensibles al factor de la controlabilidad como los machos (Dalla et al. 2008;
Baratta et al. 2018), uno de los motivos por el cual no se han utilizado ratas hembra en el

presente estudio.

Se utilizaron 4 cajas lanzaderas individuales con aislamiento acustico. Cada caja (LE 1005,
Panlab S.L.U.) esta construida de plexiglds negro (pared posterior, laterales y superior) y
trasparente (puerta frontal) y estd dividida en 2 compartimentos (25 x 25 x 25 cm),
conectados por una abertura (8 x 10 cm). El suelo es de rejilla de metal removible de 19
barras (0,3 cm de didmetro, espaciadas 1 cm) vinculadas a un generador de choques
eléctricos (LE100-26, Panlab S.L.U.). Cada compartimento de la caja tiene una luz (4 cm
didmetro 2,4-W, 24-V) en la pared posterior a 19,5 cm de la base, un altavoz y una puerta
por donde se introducen los animales. Cada caja estd aislada por otra caja de metal
insonorizada (66 x 50 x 55 cm) que genera un ruido de fondo de 60 dB. Cada sujeto
MASTER realiz6 6 - 8 sesiones (en funcion del experimento) no consecutivas a lo largo 30
dias de promedio. El programa utilizado fue el Packwin v1.2 (Panlab S.L.U.) y se sigui6 el

siguiente protocolo:

* Tiempo de habituacion al contexto: 5 min durante los cuales no se administra ningin
estimulo. El sujeto se familiariza con la caja lanzadera.

= Intensidad del choque: 0,7 mA.

= Duracion del choque: 10 s.

* Duracidn de los estimulos condicionados (luz 7 W y sonido 2400 Hz 80 dB): 10 s.
Estos aparecen simultdneamente. La luz aparece en el compartimento donde se
encuentra el sujeto, y el sonido en el medio de ambos compartimentos.

= El US empieza justo al terminar el CS, no hay intervalo de tiempo entre estimulos.
Este tipo de condicionamiento se conoce como de demora.

= Numero de ensayos: 50.

= ITI (tiempo entre-ensayos): 5 — 55 s, aleatorio, con un promedio de 30 s.
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= Ratio de respuesta: 1 cruzamiento (FR1).

* Tiempo de duracion de una sesion: 35 — 40 min.

Los animales fueron transportados desde el animalario en cajas de metacrilato blancas. Entre
cada ensayo se limpiaron las cajas lanzadera con etanol al 70 % v/v. Las variables que se
analizan en esta prueba son: (i) evitaciones, (ii) escapes, (iii) latencia de respuesta, que se
refiere al tiempo desde que se presenta el CS hasta que el animal salta al otro
compartimento (con independencia de que realice una evitacion o una huida), (iv)
respuestas nulas (cuando el animal no cruza al otro compartimento), (v) cruzamientos de un
compartimento a otro (intercrossings) durante los 5 min de habituacion y durante los ITI, y
(vi) freezing y rearings durante los 5 min de habituacion. Los cruzamientos durante los ITI
solo se pueden contabilizar para las cajas lanzadera asociadas al protocolo MASTER (mas

detalle a continuacion), debido a una cuestion técnica del programa.

Los grupos MASTER y YOKED fueron expuestos simultineamente en dos cajas lanzaderas
diferentes (pareja MASTER-YOKED) y las parejas se mantuvieron fijas a lo largo de todo
el experimento. Las cajas lanzaderas estaban conectadas mediante un cable a una interface,
de manera que ambas seguian siempre el mismo protocolo. La luz aparecia solo en el
compartimento donde se encontraba en ese momento el sujeto MASTER (detectado
mediante los sensores de la base). Esto era asi también en la caja lanzadera de los sujetos
YOKED. La diferencia entre grupos era que, aunque ambos grupos podian asociar los CS
con el US, solo los MASTER podian aprender a huir o evitar el US. Los grupos YOKED
eran totalmente dependientes de las acciones de los sujetos MASTER vy recibian el mismo
nimero de choques eléctricos en las patas y durante el mismo tiempo que éstos, sin poder
hacer nada para evitarlos ni para huir. Los grupos CONTROL fueron expuestos
individualmente a las cajas lanzadera sin ningtin estimulo especifico durante 35 — 40 min

aproximadamente, de manera que los animales podian deambular libremente por el aparato.

Durante el procedimiento de estrés adolescente asi como posteriormente (a corto y largo
plazo) se puede medir el condicionamiento de miedo al contexto de la caja lanzadera
(LeDoux 2014). Durante el estrés adolescente se valor6 dicho condicionamiento en los
primeros 5 min de habituacion en las sesiones 1, 2 y 8. En el capitulo 2, se valoré ademas
en la etapa adulta (primeros 5 min) y durante una nueva re-exposicion al mismo contexto

(10 min). En la re-exposicion, no aparecen ni los estimulos especificos, ni el choque
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eléctrico. Se utilizoé la misma ruta y método de transporte que durante la exposicion al
choque y entre tandas se limpiaron las cajas con el mismo estimulo olfativo, etanol al 70
% v/v. Las medidas de miedo condicionado al contexto para todos los experimentos
fueron el tiempo de freezing (Fendt y Fanselow 1999) y la actividad, medida por el

numero de cruzamientos y los rearings (Laxmi et al. 2003).

7- PRUEBAS CONDUCTUALES.

7.1- Plancha de agujeros.

La plancha con agujeros fue introducida por Boissier y Simon (ver File y Wardill 1975)
y permite analizar la actividad y la conducta exploratoria en un ambiente nuevo. Esta
prueba puede ser sensible a los niveles de ansiedad y a la exposicidn previa a situaciones
de estrés, que en general da lugar a hipoactividad y disminucion de la exploracion

(Armario et al. 1991; Albonetti y Farabollini 1992; Takeda et al. 1998).

El aparato utilizado ha sido un recinto de madera blanca rectangular (62 x 53 x 28 cm)
con una base dividida en 16 cuadrados iguales y provista de 4 agujeros regularmente
espaciados, de 4,5 cm de didmetro. Los dos animales de la misma caja de estabulacion se
colocaron al mismo tiempo en una esquina de dos aparatos diferentes, separados por una
plancha negra opaca. Los HB estaban iluminados con una bombilla de 25 W a 1,5 m de
distancia respecto al suelo del aparato y rodeados por cortinas negras para reducir posibles
influencias externas. Entre las distintas tandas, los dos aparatos se limpiaban con agua y
jabon. La duracion de la prueba fue de 5 min. Las variables analizadas fueron: (i) n° de
deambulaciones externas e internas (cuadrados de la periferia o centrales) considerandose
una deambulacion cada vez que las cuatro patas del animal cruzan el cuadrado; (ii) n° de
incorporaciones o rearings (externos e internos) o veces que el animal levanta ambas
patas delanteras, apoyandose o no en las paredes; y (iii) n° de head-dips o veces que el
animal coloca la cabeza dentro de los agujeros del aparato, hasta la altura de las orejas.
Las deambulaciones y los rearings se han relacionado clasicamente con actividad

(locomocion), y los head-dips con exploracion.
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7.2- Prueba de natacién forzada.

Es una prueba ampliamente utilizada para la validacion de farmacos antidepresivos
(Porsolt et al. 1977; Armario et al. 1988c; Cryan et al. 2005) y para evaluar estrategias de
afrontamiento activas/pasivas frente situaciones estresantes (Marti y Armario 1993;
Commons et al. 2017). La tendencia a adoptar estrategias pasivas se considera propias
del estado depresivo. La prueba también es considerada un estimulo estresante mixto,
predominantemente emocional, de mediana intensidad y puede utilizarse también al
objeto de evaluar la respuesta hormonal al estrés (Dal-Zotto et al. 2000; Rabasa et al.
2015). La exposicion a estrés previo puede dar lugar a una disminucion de las estrategias
activas de escape y a un aumento del tiempo de inmovilidad (v.g. Armario et al. 1991;
Bielajew et al. 2003; Lucas et al. 2014), aunque los efectos no siempre son consistentes

(v.g. Eiland et al. 2012; Suo et al. 2013).

Se utilizaron cilindros de plastico (plexiglas) transparente de 40 cm de altura y 20 cm de
didmetro apoyados sobre una base de 25 x 25 cm, con agua a 36 °C hasta una altura de 24
cm. Para evitar posibles influencias del animal adyacente, cada tanque fue aislado
mediante mamparas negras y opacas. Los animales fueron expuestos de dos en dos
durante 20 min y al finalizar la prueba, se secaron brevemente con toallas de algodon,
realizdndose a continuacidn la extraccion de sangre. El agua de los tanques se cambid
siempre entre sujetos. Se utilizd como luz ambiental el fluorescente de la sala. Las
variables conductuales que se analizaron fueron las siguientes: (i) el tiempo de escape
(struggling), conducta de afrontamiento activa, durante la cual el animal mueve de forma
enérgica las 4 patas (las 2 delanteras pueden estar o no apoyadas en las paredes del
tanque), rompiendo la superficie del agua; incluye también las inmersiones (diving) y los
saltos (climbing); (ii) el tiempo de inmovilidad (immobility), durante el cual el animal se
mantiene flotando en el agua totalmente inmovil o realizando leves movimientos con el
fin de mantener la cabeza fuera del agua y (iii) el tiempo de natacion suave (mild swim):
diferencia entre el tiempo total de la prueba menos los tiempos correspondientes a las
conductas anteriores; en este caso, ¢l animal hace movimientos mas alla de los necesarios

para mantenerse a flote en el agua, v.g. nadar en circulos por el tanque.
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7.3- Laberinto elevado en cruz.

El EPM ha sido ampliamente utilizado como un modelo para valorar ansiedad en rata
(Pellow y File 1986), siendo una de las pruebas conductuales més utilizadas y mejor
caracterizadas. Se ha descrito un efecto ansiogénico de la exposicion a estimulos
estresantes de distinto tipo e intensidad (Liberzon et al. 1997; Adamec et al. 2001, 2004,
2005; Louvart et al. 2005; Yamamoto et al. 2009). No obstante, la literatura relacionada

con la influencia del estrés sobre la ansiedad es controvertida (Armario y Nadal 2013).

El aparato estd compuesto por cuatro brazos de madera (46,5 cm de largo x 12 cm de
ancho) conectados en angulo recto a un cuadrante central, de forma que dos de los brazos
opuestos tienen paredes de 42 cm de altura (brazos cerrados), mientras que los otros dos
solo tienen un pequeio reborde de 0,5 cm de ancho x 0,3 cm de alto (brazos abiertos). Se
utilizaron dos aparatos, uno blanco y el otro negro, en funcién del experimento. Los
aparatos se colocaron a 50 cm del suelo en dos condiciones diferentes: (i) en una sala de
paredes blancas, cada uno de ellos rodeado por cortinas negras para aislar cada aparato o
(11) cada aparato separado en dos salitas de paredes negras. Se disponia, en ambos casos,
de una luz blanca de 25 W de potencia a 1,5 m de altura y se limpi6 entre tandas con acido
acético al 0,1% v/v o con agua y jabon (en funcion del experimento). Los dos animales
de la misma caja de estabulacion se colocaron en aparatos diferentes situados en la misma
habitacién, en el centro del EPM mirando hacia uno de los dos brazos cerrados. La
duracion de la prueba en todos los experimentos fue de 5 min. Se tomo6 como criterio de
entrada a un brazo que el animal tuviese las cuatro patas en el mismo brazo. Las variables
analizadas fueron las siguientes: (i) nimero de entradas en brazos cerrados y totales (las
entradas en brazos cerrados son el indice de actividad motora inespecifica); (ii) porcentaje
de entradas en los brazos abiertos con respecto a las entradas totales (indice de ansiedad),
y (iii) porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos, considerando el tiempo

de permanencia en brazos abiertos + cerrados como el 100 % (indice de ansiedad).

7.4- Consumo voluntario de sacarina.

Cuando se les da a escoger entre agua o una solucion azucarada, los roedores suelen

mostrar preferencia por las soluciones que contienen sacarina o sacarosa, ya que ambos
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compuestos tienen sabor dulce y propiedades hedénicas. La disminucion en el consumo
de soluciones dulces se considera un buen indicador de un estado anhedonico, una
conducta asociada a la depresion. Numerosos trabajos han demostrado como el consumo
de sacarosa se ve disminuido tras la exposicion a estimulos estresantes cronicos de
intensidad media y severa, siendo en muchos casos el efecto revertido por la
administracion crénica de antidepresivos (v.g. Willner et al. 1987; Papp et al. 1991;
Rygula et al. 2008; ver revision en Willner 2017). No obstante, los resultados con sacarina
son menos consistentes (V.g. Ayensu et al. 1995; Harris et al. 1997), y cuando se ha
estudiado directamente, la exposicion al estrés cronico impredecible reduce el consumo
de sacarosa pero no el de sacarina (Gronli et al. 2005). De hecho existe una importante
discusion metodoldgica, dado que algunos autores consideran que podria haber una
relacion entre la reduccion de la ingesta de comida y el consumo de sacarosa, que tiene
valor calorico (Weiss 1997). Por este motivo, parece mas aconsejable el uso de la sacarina

para valorar la anhedonia con independencia de la anorexia.

Para realizar la prueba los sujetos debian permanecer en jaulas individuales. Se utilizaron
botellas anti-goteo de 250 ml para calcular la cantidad de agua o solucion de sacarina
consumida. La solucion de sacarina (saccharin sodium salt, Sigma, S1002-500G) al 0,1
% (w/v en agua del grifo) se preparaba todos los dias. Otra botella similar se rellenaba
con agua. Ambas se colocaban en las jaulas de estabulacion, al lado de la comida sdlida,
cada dia en una posicion diferente (izquierda o derecha) para evitar la preferencia por

lugar. Los sujetos siempre dispusieron de bebida y comida ad libitum durante todo el dia.

El primer dia de habituacidn se colocaban dos botellas anti-goteo con agua, al objeto de
que los animales se acostumbraran a beber con el mecanismo de muelle (los animales
deben apretar con la lengua para que salga el agua). Una vez todos se habituaron a las
botellas, se realiz6 una linea base de 4 dias para valorar el consumo y la preferencia. Cada
dia a la misma hora se retiraban las botellas y se pesaban para calcular el consumo.
También se pesaban los animales, asi como la comida sélida ingerida. Las botellas con
sacarina se mantuvieron hasta el primer dia de la TWAA, retirdndose justo antes de
empezar la misma. Durante los dias en que se realizaba la TWAA los animales
dispusieron de agua ad libitum en botellas normales. El dia antes de terminar la tarea, se
colocaron de nuevo las dos botellas anti-goteo conteniendo agua. El tltimo dia de TWAA,

al empezar la tarea, se retiraron las botellas anti-goteo con agua, se comprob6 que todos
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los sujetos habian podido beber bien durante las ultimas 24 h, y una de las botellas se
rellend con solucidn de sacarina al 0,1 %. Al terminar la sesion de TWAA se colocaron
las dos botellas (con sacarina o agua), controlandose el consumo de ambas soluciones

durante 3 dias consecutivos.

7.5- Prueba de interaccién social.

La prueba consiste en observar los patrones de interaccion social no agresiva que se
establecen entre dos sujetos adultos del mismo sexo. Las variables evaluadas son
conductas tipicas de la especie que se observan de forma natural en un ambiente concreto.
En muchas ocasiones ha sido utilizada para evaluar la ansiedad en un contexto etologico
(File y Hyde 1978; File y Seth 2003). Los tratamientos estresantes como la exposicion
previa a derrota social, olor a depredador, estimulos fisicos variables o choques eléctricos
incontrolables disminuyen la interaccion social activa (Short y Maier 1993; Oztan et al.
2011), mientras que los farmacos ansioliticos tienen el efecto contrario (File 1985; Rex
et al. 2004). La prueba se puede utilizar también como un reflejo de anhedonia, ya que en
ratas en condiciones normales la conducta social es gratificante tanto para sujetos

adolescentes como para adultos (Douglas et al. 2004).

La interaccion social se potencia cuando los sujetos se estudian en condiciones de
familiaridad con el aparato y/o la pareja, asi como en condiciones ambientales poco
estresantes (V.g. poca luz), mientras que es minima cuando no existe familiaridad o hay
mucha luz. Para evitar patrones de conducta agresiva y territorial, los dos sujetos deben
tener la misma experiencia con el aparato donde tiene lugar la prueba (bien ninguna
experiencia o bien una sesion previa individual) y no puede haber una gran diferencia de
peso entre ellos. La prueba se realizé en un campo circular blanco (80 cm didmetro y 34
cm alto) con una base negra y lisa. La sala tenia las paredes negras y estaba iluminada
con dos bombillas de 25 W cada una. En nuestro caso, no se realiz6 ninguna habituacion
al aparato, los dos sujetos de la pareja debian tener la misma experiencia previa de estrés
y no podian estar estabulados juntos ni ser hermanos. Veinticuatro horas antes se pintod
con un marcador permanente negro (tinta no toxica) la cabeza o el lomo de los dos sujetos,
para poder diferenciarlos y analizar la conducta individual. Se evaluaron simultdneamente
dos parejas en dos salas separadas. Entre las distintas tandas, los dos aparatos se limpiaron

con agua y jabon. La duracion de la prueba fue de 15 min.
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Las variables que pueden cuantificarse se dividen en tres grupos que representan aspectos
conductuales muy distintos (Koolhaas et al. 1980): (i) conducta social activa, que incluye
el grooming social, saltar por encima o pasar por debajo (pass and jump), perseguir
(following) u oler (sniffing) al otro sujeto, (ii) conducta social pasiva, cuando los sujetos
mantienen sus cuerpos en contacto o solo las colas, pero no realizan conductas activas, y
(ii1) conducta no social, cuando los sujetos no interactuan entre ellos pero si pueden
explorar el ambiente o permanecer quietos sin estar en contacto. También pueden
observarse conductas como self-grooming, rearings o freezing, y puede analizarse la

conducta motora individual para detectar algun efecto inespecifico del tratamiento.

7.6- Prueba de emergencia.

Los roedores tienden a evitar de forma innata los ambientes no familiares y abiertos. Sin
embargo, estos animales son también, por naturaleza, exploradores y tienden a investigar
el entorno en busca de posibles recursos (Blanchard et al. 1974). Estas caracteristicas
innatas permiten a los investigadores elaborar modelos para evaluar, en una situacion
concreta, el conflicto entre el miedo y la motivacion por la exploracion (Archer 1973;
Bruneau et al. 1980). Clasicamente se le ha llamado timidity test (test de la timidez) y
consiste en exponer al sujeto a un ambiente no familiar que contiene un recinto que le
confiere seguridad. Se analiza la latencia de salida del recinto (més seguro) hacia la zona
de “no confort”. Los sujetos mas miedosos o “timidos” prefieren resguardarse en zonas
familiares o protegidas (Aitken 1972). Existen muchas variaciones del test de la timidez
original, utilizandose distintos campos abiertos o laberintos, ruidos de fondo o diferentes
intensidades de luz. En la literatura se ha descrito tras la exposicion a estimulos
estresantes un aumento de la latencia de salida del recinto seguro asi como un menor
porcentaje de tiempo en el compartimento abierto (Bluett et al. 2014; Patki et al. 2015;
Liu et al. 2017; Rock et al. 2017).

En nuestro caso, la prueba se realizé en un campo circular blanco (80 cm didmetro y 34
cm alto) con una base blanca y lisa. En el interior, y en contacto con la pared del aparato,
se situd un recinto negro (10 x 15,7 x 26,5 cm) con una abertura en uno de los laterales.
La sala estaba iluminada con una bombilla de 25 W. Se estudiaron dos sujetos
simultdneamente, en dos salas separadas de paredes negras. Entre las distintas tandas, los

dos aparatos se limpiaron con una solucion de acido acético al 0,1% v/v. La duraciéon de
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la prueba fue de 5 min. Las variables analizadas fueron: (i) el tiempo empleado en salir
del recinto seguro (latencia), (ii) el tiempo de permanencia en el recinto no protegido (si
salian y volvian a entrar), y (iii) el nimero de veces que entraban de nuevo en el recinto
seguro. El criterio para considerar que los sujetos salian o entraban de nuevo al recinto

fue que las 4 patas estuviesen en la misma zona.

8- TAREAS OPERANTES.

En la etapa adulta se realizaron tres tareas cognitivas diferentes relacionadas con la
corteza prefrontal: (i) la tarea de descuento por demora (capitulo 3), (ii) el rat gambling
task (capitulo 4) y (iii) el SCSRTT (capitulo 5). Como ya se ha comentado previamente,
estudios en animales indican que la PFC es muy sensible al estrés (v.g. Caballero et al.
2016) y algunos datos también indican que la exposicion a estrés adolescente aumenta los

niveles de impulsividad en la etapa adulta (Baarendse et al. 2013a; Comeau et al. 2014).

8.1- Tarea de descuento por demora.

La tarea del descuento por demora es una de las mas utilizadas para estudiar la
denominada impulsividad cognitiva o de eleccion y los procesos de toma de decisiones
(Winstanley et al. 2003b, 2004b; Winstanley 2011; Fuentes et al. 2014). Valora la
incapacidad de los sujetos para priorizar la eleccion de una recompensa de mayor valor,
pero demorada en el tiempo, frente a una gratificacion mas pequena pero inmediata,
teniendo en cuenta que el valor percibido de la recompensa va disminuyendo a medida
que incrementa la demora para obtenerla. En un contexto de tarea operante, la rata puede
escoger entre dos palancas: una de ellas proporciona 1 pellet inmediato, y la otra 4 pellets,
pero tras una demora que, en funcion de la fase, se va incrementando desde 0 s a 40 s.
Para obtener una mayor ganancia a largo plazo la estrategia a seguir seria escoger siempre

la palanca demorada, evitando las pequefas gratificaciones inmediatas.

Previamente a la tarea, se controlaba la ingesta de comida para cada caja (dos animales)
durante 3 o 4 dias, durante los cuales no se realizaba ningtn otro procedimiento. Con
estos valores se obtenia una linea base de ingesta estimada para los dos sujetos de la caja

y se les proporcionaba una restriccion de comida acorde con su ingesta previa. Un dia
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antes de empezar la tarea, se privaba a todos los sujetos de comida durante 24 h (agua ad
libitum siempre) para favorecer el aprendizaje. Luego se mantenia la restriccion de
comida al 80 % de la linea base. La comida se proporcionaba siempre unos 30 min
después de finalizar la tarea del dia, nunca antes ni inmediatamente después. Durante la
tarea se utilizaban como refuerzo pellets de BIO-SERV (Ref. #F0021, Dustless Precision
Pellets®, 45 mg, Rodent Purified Diet). Estos pellets tienen una composicion nutricional
equilibrada, y entre sus ingredientes contienen sacarosa y dextrosa, para aumentar la
palatabilidad. La cantidad de pellets extra que el sujeto ingeria durante la tarea debia
restarse de la cantidad de comida que se les proporcionaba al finalizar. Paralelamente, se
controlaba el peso corporal y la comida proporcionada fue suficiente para conseguir una

ganancia media de peso de 110 £ 5 g a lo largo de todo el periodo de duracion de la tarea.

La tarea se llevaba a cabo en una sala iluminada solo por una ldmpara tenue. Se utilizaron
8 cajas operantes (Panlab S.L.U. LE1005). Cada caja (25 x 25 X 25 c¢m) esta construida
de plexiglas negro (pared posterior, laterales y superior) y una cara frontal trasparente, con
un suelo de rejilla de metal removible de 19 barras (3 mm didmetro, espaciadas por 1 cm).
Cada aparato estd aislado por una caja de metal insonorizada (66 x 5 x 55 cm) que contiene
una luz tenue, un ventilador para enmascarar los ruidos exteriores (60 dB) y una camara
frontal. En la pared derecha, a 22 cm de la base, hay una luz de 4 cm de diametro que
actia como house-light. En la pared izquierda, a 6 cm de la base, hay dos palancas
retractiles de metal, una a cada lado del comedero (3,5 % 3,5 cm). El comedero tiene un
detector electromagnético para los nose-poke, respuesta que consiste en la introduccion
del hocico en un agujero. Encima de cada palanca se encuentra una luz, con otra luz
adicional encima del comedero (3 en total en el lado izquierdo). Existe un botén manual
de manera que el experimentador puede liberar los pellets necesarios para facilitar la
asociacion entre el “click” que se produce tras la caida del pellet al comedero y la
obtencion de dicho refuerzo. El programa utilizado controla la administracion de los
distintos estimulos y registra todos los datos (Packwin 2.00.2, Panlab S.L.U.). Se utiliz6
siempre un programa en FR1 (solo se requeriria una respuesta). Entre tandas, las jaulas
se limpiaban con una solucion de agua y jabon. La prueba se divide en 3 fases de pre-
entrenamiento y el test propiamente dicho. Se comentan las caracteristicas de cada una a

continuacion.
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Fase 1 del pre-entrenamiento: en esta fase se realizan sesiones overnight de 12 h para
entrenar a los animales a apretar la palanca. Se introduce una botella de agua en la pared
derecha, debajo de la house-light. Dicha luz esta siempre encendida y las dos palancas
estan siempre accesibles, excepto durante los 5 s siguientes a la administracion del pellet,
que es cuando se retraen (apagandose también cada una de las luces de las palancas).
Ninguna de las dos palancas implica demora para la obtencion del refuerzo y ambas
proporcionan 1 solo pellet. No existen propiamente ensayos, siendo una sesion continua
de forma que el animal puede presionar las palancas en todo momento. La opcion del
botdon manual estd disponible. Al finalizar la sesion, se apagan todas las luces y las
palancas se retraen. Se realizan tantas sesiones como sean necesarias hasta que el animal
se auto-administra 100 refuerzos, no existiendo tiempo limite en esta fase del
entrenamiento. El nimero de sesiones necesarias hasta adquirir el aprendizaje fue de entre
1 y 6. Es importante revisar los datos registrados para observar si el sujeto muestra
preferencia por alguna de las palancas. Si fuera el caso, se realiza una sesion overnight
solo con la palanca que menos veces elige el sujeto. Esto sucedié en una minoria de los

Casos.

Fase 2 del pre-entrenamiento: en esta fase se introducen los ensayos denominados de
“eleccion forzada”, dado que aparece una sola de las dos palancas y el sujeto puede
apretarla o no. Al iniciar la sesion y durante un periodo de 3 min, todas las luces estan
apagadas y las palancas se encuentran retraidas. Posteriormente, se administra 1 pellet no
contingente y se encienden la luz del comedero y la house-light. Cuando el animal
introduce el hocico en el comedero (nose-poke) para coger el pellet liberado, se apaga la
luz del comedero y aparece una de las dos palancas (con su luz respectiva encima de la
palanca). Si el animal presiona la palanca en un periodo maximo de 120 s (limited hold)
se retrae la palanca y se administra 1 pellet, apagandose la luz del comedero cuando el
animal lo ingiere. Si la rata no responde en este periodo de tiempo, se registra como
omision, la palanca se retrae pero no se administra el pellet (ni se enciende la luz del
comedero) y la luz de la palanca y la house-light se apagan, todo al mismo tiempo. Una
vez apagada la luz del comedero, se inicia a los 5 s un nuevo ensayo sefialado por la
iluminacion de la luz del comedero y la house-light. Las dos palancas van apareciendo en
orden aleatorio. La sesion finaliza cuando se auto-administran 100 pellets (sin tiempo
limite). Esta fase se va repitiendo en dias sucesivos hasta que el animal obtiene al menos

60 refuerzos y presiona al menos 30 veces cada una de las dos palancas. El nimero de
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sesiones necesarias hasta adquirir el aprendizaje fue de entre 1 y 3.

Fase 3 del pre-entrenamiento: en esta fase, que es parecida a la anterior, se introduce un
periodo maximo de 10 s entre la iluminacion de la luz del comedero (y la house-light)
para que el animal realice el nose-poke en el comedero e ingiera el refuerzo. Si en estos
10 s no se efectiia un nose-poke, se contabiliza una omision. Se reduce ademas a 10 s el
periodo de tiempo entre la aparicion de las palancas y su desaparicion (y por lo tanto el
animal solo tiene estos 10 s para responder y apretar la palanca). EI ITI es de 60 s. La
sesion finaliza a los 100 ensayos (se incluyen las omisiones) o a los 90 min (lo que
acontezca antes). Esta fase se va repitiendo en dias sucesivos hasta que el animal obtiene
al menos 60 refuerzos y presiona al menos 30 veces cada una de las dos palancas. El

nimero de sesiones necesarias hasta adquirir el aprendizaje fue de entre 1 y 7.

Test: esta fase consiste en alternar ensayos de “eleccion forzada” con “eleccion libre”
(implicando solo estos ultimos una decision). En los ensayos de “eleccion forzada”, el
animal tiene acceso Unicamente a una de las dos palancas, bien la inmediata, bien la
demorada. En cambio, en los ensayos de “eleccion libre”, el animal debe escoger entre
una de las dos. En las jaulas impares la izquierda es la demorada y en las pares es la
derecha. La palanca inmediata proporciona siempre 1 pellet. La palanca demorada
proporciona 4 pellets tras una demora variable a lo largo de varias sesiones. La estructura
de una sesion es la siguiente: 5 bloques de 12 ensayos en cada bloque, de los cuales 6
ensayos son forzados (se administran en primer lugar) y 6 de eleccion (en segundo lugar).
En el caso de los ensayos forzados, en la mitad se extiende la palanca demorada y en la
otra mitad la inmediata (intercalados al azar). Por consiguiente, a lo largo de la sesion hay
15 ensayos forzados con palanca demorada, 15 ensayos con palanca inmediata y 30
ensayos de eleccion. Se establecid una duraciéon méxima de la sesiéon de 90 min,
finalizando antes cuando se llegaba a los 60 ensayos. Cada sesion se inicia con la luz del
comedero y la house-light encendidas. Las dos palancas estan retraidas. En un tiempo
maximo de 10 s, el animal debe realizar un nose-poke en el comedero, se apaga la luz del
comedero, se extiende una o dos palancas (en funcion de si es un ensayo forzado o libre)
y se enciende la luz que hay encima de cada palanca. Cuando el animal aprieta una
palanca se apaga la house-light y se retraen las palancas disponibles. Durante la demora

no se enciende ninguna luz, lo que aumenta la dificultad de la tarea al no estar dicha
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demora sefializada por ninglin estimulo discriminativo. La luz del comedero se enciende
en el momento que se deposita el refuerzo y permanece encendida hasta que se efectua el
nose-poke o hasta que se acaba el ensayo (10 s). Si el animal no realiza el nose-poke en
el comedero o no aprieta la palanca (en 10 s), se considera omision y finaliza el ensayo,

entrando en ITI (que en esta fase dura 40 s). Durante el ITI no hay ninguna luz encendida.

Se realizaron 10 sesiones con demora 0 s, 3 sesiones con demora 10 s, 2 sesiones con
demora 20 s, 2 sesiones con demora 40 s y de nuevo 3 sesiones con demora 0 s. Las
sesiones que se consideraron representativas de cada fase fueron la ultima sesién con
demora 0 s (10%), la primera sesion de las demoras 10 s, 20 s y 40 s, y la tltima sesion con

demora de 0 s (3?).

Las principales variables que pueden extraerse de esta prueba son: (i) las sesiones
necesarias para superar todas las fases, (ii) el total de pellets liberados (y consumidos),
(ii1) el tiempo de duracién de las sesiones, (iv) el nimero de ensayos terminados en cada
fase, (v) las latencias de respuesta y de decision, (vi) el nimero de omisiones, y (vii) el
porcentaje de preferencia por la palanca demorada (la de mayor refuerzo). Esta ultima es
la variable que indica los niveles de impulsividad cognitiva, a mas preferencia, menos

impulsividad.

8.2- Rat Gambling Task.

La tarea del gambling se ha desarrollado para estudiar el proceso de la toma de decisiones
durante situaciones que conllevan riesgo. En el presente trabajo, de entre los varios
procedimientos de la tarea que se han desarrollado para ratas hemos utilizado el del
laboratorio de Frangoise Dellu-Hagedorn (Rivalan et al. 2009, 2013). Los animales deben
escoger entre 4 agujeros y obtener el maximo numero posible de pellets (BIO-SERYV, Ref.
#F0021, Dustless Precision Pellets®, 45 mg, Rodent Purified Diet). Se sigui6 el mismo
protocolo de restriccion de comida que en la tarea del descuento por demora (80 % de la
ingesta de la linea base). Paralelamente, se controlaba el peso corporal y la comida
proporcionada fue suficiente para conseguir una ganancia media de peso de 109 +3 ga

lo largo de todo el procedimiento experimental.
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La prueba se llevo a cabo en una sala iluminada solo por una ldmpara tenue. Se utilizaron
4 jaulas operantes (25 x 25 x 25 cm) muy similares a las utilizadas durante la tarea de
descuento por demora (Panlab S.L.U.). Las paredes laterales son de aluminio; en la pared
izquierda esta el acceso al comedero y al bebedero (lo que permite colocar una botella en
las sesiones overnight) y una house-light de 4 cm de diametro encima del comedero, el
cual tiene un detector electromagnético. La pared derecha es curvada y tiene 5 agujeros
de 2,4 cm de diametro, cada uno de ellos con una luz interna. Los agujeros estan situados
a 2,8 cm por encima de la base y separados entre ellos por 2,5 cm. Si nos situamos enfrente
de los agujeros, de izquierda a derecha éstos estarian numerados como H1 (A), H2 (B),
H3 (bloqueado), H4 (C) y H5 (D). La pared posterior y la puerta frontal son de plexiglas
transparente. El suelo es una rejilla de metal removible de 19 barras (3 mm didmetro,
espaciadas 1 cm). Cada caja esta aislada por otra caja (63,5 x 40 x 60,5 cm) de PVC
insonorizada, dotada de un ventilador, una luz y una cdmara de video frontal. El programa
utilizado controla la administracién de los distintos estimulos y registra todos los datos
(Packwin 2.00.2, Panlab S.L.U.). Entre tandas, las jaulas se limpiaron con una solucion
de agua y jabon. La tarea se divide en tres fases de pre-entrenamiento y en el Test
propiamente dicho. Se efectu6é también un Re-Test. Se comentan a continuacion las

caracteristicas de cada fase.

Fase 1 del pre-entrenamiento: la duracion de la fase es de 30 min o hasta que se cumpla
el criterio, consistente en obtener 20 pellets y explorar los 4 agujeros una vez como
minimo. La introduccién de la cabeza del animal en cualquiera de los agujeros supone la
obtencion de 1 pellet en el comedero. La sesion empieza con la house-light encendida y
los cuatro agujeros iluminados al mismo tiempo. El sujeto debe escoger en qué agujero
responder (FR1, hacer un nose-poke). Una vez realiza un nose-poke, el agujero donde se
ha efectuado la respuesta se mantiene iluminado hasta que el sujeto recoge el refuerzo del
comedero. En cambio, el resto de los agujeros no se mantienen iluminados. Siempre se
obtiene refuerzo cuando se realiza un solo nose-poke, a diferencia de lo que ocurre en
otras fases. Cuando el sujeto se ha comido el pellet (o al menos introducido la cabeza en
el comedero), los 4 agujeros se iluminan de nuevo. La sesion finaliza con todas las luces
apagadas. En esta fase no hay castigo (time-out). El nimero de sesiones necesarias hasta
adquirir el aprendizaje fue de entre 1 y 10. En ocasiones, los sujetos desarrollan fijacion
por alguno de los 4 agujeros. También es posible que no realicen nunca nose-poke en

alguno de ellos. Cuando se observan estos patrones de respuesta, los sujetos deben realizar
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una sesion overnight (o las que sean necesarias) en la cual solo esta activado o inactivado

el agujero problema. Esto sucedid en una minoria de los casos.

Fase 2 del pre-entrenamiento: la unica diferencia con respecto a la fase 1 es que el
entrenamiento es FR2, de tal manera que el sujeto solo obtiene refuerzo cuando efectiia
un nose-poke dos veces consecutivas en el mismo agujero, no pudiendo ni hacer nose-
poke en otro agujero ni ir al comedero entre cada nose-poke. Si el sujeto responde
incorrectamente, ha de iniciar de nuevo el proceso para obtener refuerzo. El nimero de

sesiones necesarias hasta adquirir el aprendizaje fue de entre 1 y 13.

Fase 3 del pre-entrenamiento: es parecida a la anterior y se sigue utilizando un programa
de refuerzo FR2. La sesion dura 30 min y se divide en dos partes, ambas de 15 min. En
la primera parte el refuerzo es siempre de 2 pellets (puede obtener un maximo de 40
pellets) y en la segunda parte de 1 pellet (puede obtener un maximo de 20 pellets).
Siempre se obtiene refuerzo independientemente del agujero donde se realice la respuesta,
si se cumple el mismo criterio de nose-poke consecutivo en el mismo agujero. Una vez
superada la fase, se establece una semana de reposo hasta realizar la prueba. Durante esta
semana se mantiene la restriccion de comida. El numero de sesiones necesarias hasta

adquirir el aprendizaje fue de entre 1 y 5.

Test: la sesion dura 60 min o hasta que se hayan obtenido 250 pellets. Empieza la sesion
con la house-light y las luces de los 4 agujeros encendidas. El animal debe escoger en qué
agujero realizar los dos nose-poke consecutivos (FR2) para obtener el refuerzo. En el test,
a diferencia de durante el pre-entrenamiento, puede aparecer un periodo de time-out
(castigo) después del refuerzo y en funcién de la posicion de los agujeros cambia la
magnitud del refuerzo, el periodo de time-out y la probabilidad de que aparezca o no time-
out. En la tabla 13 se indica el nimero de pellets y los segundos de time-out para cada
agujero, asi como el porcentaje de ensayos que conllevan castigo. Durante el time-out, las
respuestas no se contabilizan y la luz del agujero donde se ha realizado el nose-poke se
mantiene encendida. El resto de las luces estan apagadas. Cuando finaliza el time-out,
todas las luces se mantienen apagadas durante 1 s adicional mientras se libera la
recompensa correspondiente. Por consiguiente, no existe propiamente un periodo de ITI.
Después se iluminan de nuevo los 4 agujeros y la house-light. Si el sujeto no va a recoger

el pellet al comedero, no se inicia el siguiente ensayo. Al finalizar la sesion, todas las
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luces se apagan. El beneficio maximo tedrico para cada agujero es de 60 pellets para las
opciones H1 y H2, y 300 pellets para las opciones H4 y H5. Por lo tanto, la estrategia mas
ventajosa seria escoger siempre los agujeros H4 y H5, los cuales van asociados a time-

out mas cortos.

Re-Test: tiene exactamente las mismas caracteristicas que la prueba pero los sujetos
tienen ya experiencia con los castigos y recompensas asociadas a cada uno de los
agujeros. La razdn de realizar una segunda exposicion, una semana después de la primera,

fue estudiar la posible estabilidad de los efectos.

Tabla 13. Resumen de las condiciones en que se realiza la sesion de TEST en la RGT.

PELLETS TIME-OUT
AGUJERO -
NUMERO ENSAYOS SEGUNDOS ENSAYOS
H1 2 100 % 222» 50%
H2 2 100 % 444> 25%
H4 1 100 % 127 25%
H5 1 100 % 6” 50%

Se indica el nimero de pellets, los segundos de time-out para cada agujero y el porcentaje de ensayos

que conllevan castigo. H: agujero.

Las medidas que suelen analizarse a lo largo de toda la duracion de la tarea en sus distintas
fases son: (1) los dias para superar las fase de pre-entrenamiento, (ii) el tiempo de duracién
de las sesiones, (iii) el numero de refuerzos obtenidos por agujero, (iv) el numero de
respuestas validas en cada agujero, asi como el de respuestas totales, (v) el nimero de
ensayos completados, (vi) las respuestas perseverantes y (vii) las latencias para la primera
respuesta y para ingerir los refuerzos. El nimero de respuestas validas para cada agujero
durante las sesiones del test y el re-test son los indicadores de una toma de decisiones
inadecuada, considerando como tal el realizar més respuestas en los agujeros H1 y H2,
asociados a un menor beneficio tedrico global. El nimero de respuestas perseverantes se

asocia a la conducta compulsiva.
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8.3- Five Choice-Serial-Reaction-Time Task.

Este tipo de tarea se desarroll6 inicialmente para estudiar los procesos atencionales, la
impulsividad motora y la compulsion en diversas poblaciones humanas y en roedores
(Bari et al. 2008; Fuentes et al. 2014). La version para roedores consiste en entrenar el
animal para detectar un pequenio haz de luz que aparece transitoriamente dentro de uno
de los agujeros entre los 5 presentes y realizar un nose-poke en el agujero previamente
iluminado para obtener una recompensa (1 pellet por respuesta correcta). Para realizar
correctamente la tarea, el sujeto debe prestar mucha atencion a la localizacion horizontal
de cada uno de los 5 agujeros e inhibir su respuesta motora hasta que aparezca la luz en
uno de los agujeros. La atenciéon se mide mediante la relacion entre las respuestas
correctas y el total de respuestas (correctas mas incorrectas, excluyendo omisiones), a lo
que se denomina accuracy. La falta de motivacion y/o la dificultad para mantener la
atencion sostenida pueden favorecer las omisiones (falta de respuesta). Asimismo, la
latencia para ingerir el refuerzo también es un buen indicador de motivacion. La
impulsividad motora se mide a través de las respuestas prematuras, es decir, las que se
dan antes de que aparezca la luz (anticipadas). Las respuestas durante el time-out son
también una medida de control inhibitorio. La compulsion se mide a través de las

respuestas perseverantes (repetitivas en un mismo agujero tras haber sido ya reforzadas).

Se sigui6 el mismo procedimiento de restriccion de comida que en el resto de las tareas,
aunque la restriccion fue mayor, al 60% de la linea base, al ser la tarea mas compleja. No
obstante, todos los sujetos mostraron un aumento continuo del peso a lo largo de las
sesiones (ganancia media de 116 £ 9 g). La tarea se llevo a cabo en una sala iluminada
solo por una lampara tenue. Se utilizaron dos jaulas operantes de 5 agujeros (Ref. MED-
NP5M-D1, Med-Associates Inc., Albans VT, EEUU). Las jaulas (31,8 x 25,4 x 34,3 cm)
tienen las dos paredes laterales de aluminio, la pared posterior y la puerta de plexiglas
transparente y el techo también transparente. Una de las paredes laterales esta curvada y
contiene los 5 agujeros (2,5 cm de didmetro, 2,4 cm de profundidad) colocados a 6 cm de
la base y a 33 cm del comedero, situado en la pared de enfrente. Cada agujero tiene una
luz en el interior (LED, 6,4 mm diametro) y un detector de infrarrojos (a 1 cm de la
apertura) para los nose-poke. La pared lateral opuesta es plana y esta equipada con un
comedero con detector de infrarrojos, conectado a un dispensador de pellets. El suelo es

de rejilla de metal no electrificada y justo debajo se coloca una base de metal removible.
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La house-light esta a 30 cm encima del comedero. Cada caja esta aislada por otra caja de
PVC insonorizada (63,5 x 40 x 60,5 cm) con un ventilador que mantiene un ruido de
fondo de 60 db, y una camara cenital. Las jaulas operantes estdn controladas por el
programa de Med-Associates IV. Entre tandas, las jaulas se limpiaron con una solucion de

agua con jabon.

Antes de empezar propiamente las sesiones se realizaron una o dos habituaciones
consecutivas al aparato (15 min cada una). Se colocaban varios pellets en el comedero y
uno dentro de cada agujero. El criterio para superar la habituacion fue que el animal debia
explorar todos los agujeros y el comedero. Posteriormente, las sesiones duraban 90 - 100
ensayos (en funcion de la fase) o 30 min (lo que se consiguiera primero). Se iniciaba la
sesion con el encendido de la house-light y la luz del comedero. Se administraba 1 pellet
no contingente, apagandose la luz del comedero cuando el sujeto lo recogia. A
continuacion, se administraba un corto estimulo luminoso en uno de los 5 agujeros.
Cuando el animal realizaba un nose-poke en el agujero correcto (aquél en el que
previamente se habia encendido la luz), recibia una recompensa (siempre 1 pellet) en el
comedero, en el cual se habia encendido la luz. Cuando el animal recogia el refuerzo, se
apagaba la luz del comedero y se iniciaba un nuevo ensayo. Existe un ITI que marca el

intervalo entre ensayos, el cual puede cambiar a lo largo de las distintas fases de la prueba.

Si el animal realizaba una respuesta considerada como incorrecta, prematura, o bien hacia
una omision, no recibia refuerzo y se entraba en time-out durante 5 s. En este periodo de
tiempo se apagaba la house-light. Si se realizaban respuestas de nose-poke en los agujeros
durante el time-out, se reiniciaba el tiempo de 5 s. Cuando se acababa el time-out,
empezaba otro ensayo y se iluminaban de nuevo la house-light y la luz del comedero. A
lo largo de las sesiones, las condiciones iban siendo mas exigentes y la realizacion de la
tarea se complicaba, requiriendo altos niveles de atencion y de control inhibitorio: la
duracion del estimulo (haz de luz) disminuia, el ITI aumentaba (y podia ser ain mas
variable) y el tiempo que se le daba al animal entre la aparicion de la luz en el agujero y
la realizacion de la respuesta (limited hold, LH) también disminuia. El tiempo entre la
obtencion del refuerzo y su recogida no se restringia, pero no se iniciaba un nuevo ensayo
hasta que no se recogia el pellet. EI nimero de veces que se presentaba la luz en cada
agujero determinado (en orden aleatorio) fue la misma en una sesion. Las fases y los
criterios para pasar de una a otra fase se encuentran en la figura 8. Debido a la dificultad

de la tarea se decidid que los animales fueran entrenados solo hasta una duracién del
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estimulo de 1 s y un limited-hold (LH) de 5 s. Posteriormente, los animales permanecieron
en estas condiciones pero aumentando el ITI de 5 a 7 s. Tras estabilizarse la respuesta a
lo largo de varios dias, el ITI se aument6 de nuevo a 9 s. El objetivo del aumento del ITI
fue potenciar la aparicion de respuestas impulsivas, ya que los ITI largos estan asociados
a mas respuestas prematuras (Harrison et al. 1997; Chudasama et al. 2003; Dalley et al.

2004). La duracion total de esta sesion con ITI 9 s fue de 45 min.

Training Stimulus Criterion to move

stage duration (s) ITI(s) LH(s) tonextstage

1 30 2 30 =30 Correct trials

2 20 2 20 >30 Correct tnals

3 10 5 10 =50 Correct trials

4 5 5 5 >50 Correct trials
> 80% Accuracy

>50 Correct trials
5 25 5 5 > 80% Accuracy
< 20% Omissions

>50 Correct trials
6 1.25 5 5 > 80% Accuracy

<20% Omissions

>50 Correct trals

7 1 5 5 > 80% Accuracy
7 < 20% Omissions
9

Figura 8. Caracteristicas de las 7 fases y criterios para superar cada una de las fases en la
tarea del 5CSRT. La fase 7 tiene una duracion del estimulo de 1 s, el tiempo de respuesta es de
5 s (limited hole, LH) y el tiempo entre ensayos (ITl) esde 5s. El ITI se alargba 7 s, y luego a 9
as (Adaptado de Bari et al. 2008).

Las variables que se analizan clasicamente son: (1) numero de dias en cada fase, (i)
numero de ensayos superados, (iii) nimero de respuestas correctas, incorrectas y
omisiones, (iv) accuracy, (v) latencia para realizar una respuesta correcta o incorrecta,
(vi) latencia de recogida del refuerzo, (vii) nimero de respuestas perseverantes y
prematuras, y (viii) nimero de respuestas durante los time-out. Las respuestas
perseverantes, prematuras y durante los time-out se asocian a la conducta impulsiva y

compulsiva.
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9- ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizé mediante el programa SPSS (Statistical Program for Social Science, 2015. IBM
SPSS Statistics para Windows, version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.). El factor entre-
sujetos fue el GRUPO, con 3 niveles: CONTROL (naive), MASTER y YOKED. Cuando
fue necesario se introdujo un factor intra-sujeto que varié en funciéon de la variable

dependiente.

En algunos casos, el factor GRUPO se estudi6 utilizando el ANOVA de un factor y, si se
incorporaban medidas repetidas, el modelo lineal general (GLM). Sin embargo, en otros
casos se utilizd el modelo lineal generalizado (para uno o mas factores, GENLIN)
(McCulloch y Searle, 2001) y cuando se incorporaban medidas repetidas el modelo de
ecuaciones estructurales generalizadas (GEE) (Hardin y Hilbe, 2003). Las pruebas
generalizadas (GENLIN y GEE) pueden realizarse cuando no se obtiene homogeneidad
de varianzas, incluso después de hacer una transformacion logaritmica (log10), y también
cuando se han perdido algunos datos (missings). La significacion de los efectos
estadisticos encontrados mediante el ANOVA se determind mediante la prueba F de
Fisher, mientras que para los modelos generalizados (GENLIN y GEE) se determiné
mediante la prueba de chi-cuadrado de Wald (X?) usando el método de estimacion de la
casi-verosimilitud restringida. En el caso de encontrar interacciones significativas se
realiz6 la descomposicion por pares pertinente. En todos los casos se realizaron contrastes
a posteriori comparando todos los grupos entre si mediante la correccion de Bonferroni
secuencial. Los datos sobre la maduracion sexual se analizaron mediante el analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier, mientras que las correlaciones entre variables se
analizaron mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (1, dos colas). En todos los
casos, el criterio de significacion se establecid en p<0.05, aunque las tendencias a la
significacion entre p>0.05 y p<0.06 también se mencionaron. Los graficos se realizaron
mediante el programa Graph-Pad Prism (version 5 para Windows, GraphPad Software,
La Jolla, California, EEUU).
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CAPITULO 0. EFECTOS DEL ESTRES DURANTE LA
ADOLESCENCIA.

Planteamiento y objetivos.

En los ultimos afios, se ha prestado atencidon al impacto de las situaciones estresantes
durante la adolescencia utilizando diversos modelos de estrés en animales de laboratorio
(ver apartado 5 de la introduccion). Por otra parte, gracias al uso del disefio de la triada
en el que solo hay posibilidad de escape, se ha descrito un efecto inmunizante de la
exposicion al estrés controlable, aunque practicamente todos los estudios se han llevado
a cabo en sujetos adultos (v.g. Seligman y Maier 1967; Amat et al. 2006; Maier 2015).
Recientemente, la tarea de evitacion activa en dos sentidos (TWAA) ha sido utilizada para
el estudio del aprendizaje aversivo y la controlabilidad de estimulos estresantes (Lucas et al.
2014; Hadad-Ophir et al. 2016, 2017). Los unicos trabajos en que se ha descrito el efecto del
estrés controlable en la adolescencia son los de Kubala et al. (2012) y Leussis et al. (2012)
y los resultados indican que esta etapa es sensible a la dimension de controlabilidad. En la
presente tesis se utiliza la TWAA durante la adolescencia para manipular la controlabilidad
y evaluar su impacto. En este capitulo 0 se resume la conducta de los animales durante la
exposicion a la tarea de evitacion activa en la etapa adolescente, analizando el conjunto
de experimentos. Se muestran tanto los efectos conductuales como fisiologicos de la

exposicion cronica a la tarea (grupo MASTER) y su correspondiente grupo YOKED.

Disefio experimental.
Se utilizaron un total de 292 animales: 92 del grupo CONTROL, 100 del grupo MASTER

y 100 del grupo YOKED. Todos los sujetos fueron expuestos a 6 - 8 sesiones no

consecutivas (50 ensayos por sesion) de estrés desde PND 33 a PND 57 (promedio =+ 1).
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Resultados.

En el primer experimento, se eliminaron 2 sujetos del grupo MASTER debido a
problemas técnicos durante la tarea TWAA. La exposicion a la tarea se realizd en 6
sesiones no consecutivas (CONTROL n = 12; MASTER n = 18; YOKED n = 20). Para
abarcar todo el periodo adolescente e intentar obtener efectos mas robustos, las sesiones
se aumentaron a 8 en las siguientes cohortes experimentales. Debido a que el efecto
COHORTE no fue estadisticamente significativo, se muestra el andlisis y la curva de
aprendizaje de todos los sujetos MASTER expuestos a 8 sesiones de la tarea TWAA. Del
total de estos sujetos, se han eliminado de la estadistica 16 (6 CONTROL, 8 MASTER y
2 YOKED) debido a problemas diversos durante las distintas tareas (v.g. exceso de
respuestas nulas en la TWAA, sujetos que no superan las fases de pre-entrenamiento,
outliers o fallecimiento por causas naturales). La muestra final fue de 224 sujetos:

CONTROL n =74, MASTER n=72 y YOKED n=78.

1- Tarea de evitacion activa en dos sentidos (TWAA).

1.1- Curva de aprendizaje y latencia de respuesta.

La figura 9 representa las respuestas de evitacion, escape y nulas durante las 8 sesiones
de estrés no consecutivas en el grupo MASTER. Se realiz6 un analisis general de medidas
repetidas (GLM) de 1 factor: SESION. Los datos mostraron un efecto de la SESION en
el numero de evitaciones [F (7, 497) = 123 p<0,001; contraste polinomial linear F (1, 71)
= 249 p<0,001 y cuadratico F (1, 71) = 154 p<0,001] y de escapes [F (7, 497) = 72,5
p<0,001; contraste polinomial linear F (1, 71) = 147 p<0,001 y cuadratico F (1, 71) =87,2
p<0,001]. Las respuestas nulas se mantuvieron a un nivel muy bajo, pero hubo efecto de
la SESION [F (7, 497) = 5,8 p<0,001; contraste polinomial linear F (1, 71) = 10,9 p<0,001
y cuadratico F (1, 71) = 8,1 p<0,01], debido a una ligera disminucién de las respuestas a
lo largo de las sesiones. Los datos demuestran que los sujetos incrementaban el nimero
de evitaciones sobre todo a partir de la S3, con un promedio de 35 evitaciones en la ultima
sesion (S8). En consonancia, el nimero de escapes fue disminuyendo a partir de la S3

hasta alcanzar un promedio de 14 escapes en la S8.
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Figura 9. Curva de aprendizaje en la tarea de evitacién activa en dos sentidos durante la
adolescencia. Para cada una de las sesiones se grafican el nimero de evitaciones, escapes y
respuestas nulas de los sujetos del grupo MASTER (n = 72). Se representa las medias + SEM.
**% n<0,001 vs S1.

El tiempo durante el cual recibieron choques a lo largo de las sesiones (figura 10) se
analiz con un GLM de un factor (SESION). El analisis mostré un efecto de la SESION
[F (7, 497) = 26,5 p<0,001; contraste polinomial linear F (1, 71) = 58,5 p<0,001 y
cuadratico F (1, 71) = 46,2 p<0,001]. Durante la S1, los sujetos recibieron mas tiempo de
choque que en las otras sesiones, dato en consonancia con el aumento de las evitaciones
a lo largo de las sesiones. Evidentemente cada pareja de MASTER y YOKED recibi6 el

mismo nimero y tiempo de choques.

En la figura 10 se muestra la duracion de cada sesion. El analisis GLM de 1 factor mostro
un efecto de la SESION [F (7, 497) = 47,01 p<0,001; contraste polinomial linear F (1,
71) =105 p<0,001 y cuadratico F (1, 71) = 86,3 p<0,001]. La S1 fue la de mas duracion,
ya que casi todos los sujetos recibian todos los estimulos (tono, luz y choque eléctrico)

en la mayoria de los ensayos.
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Figura 10. Tiempo de choque y duracion media de las sesiones en la tarea de evitacién activa
en dos sentidos durante la adolescencia. Para cada una de las sesiones, en (A) el sumatorio del
tiempo de choque y en (B) el tiempo de sesién del grupo MASTER (n = 72). Se representa las
medias = SEM. *** p<0,001 vs S1.

La latencia de respuesta (Figura 11) se refiere al tiempo desde que se presenta el CS hasta
que el animal salta al otro compartimento (con independencia de que realice una evitacion
o una huida), y se analizé6 con un GLM de 1 factor (SESION). Se observé un efecto del
factor SESION [F (7, 497) = 63,9 p <0.001; contraste polinomial linear F (1, 71) =116
p<0,001 y cuadratico F (1, 71) = 139 p<0,001]. Los sujetos mostraron una disminucioén
de las latencias de respuesta. También se contabilizaron las latencias de evitacion y de
escape, pero s6lo cuando los sujetos realizaban dichas respuestas, y no se observaron

diferencias significativas entre las sesiones (datos no mostrados).
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1.2- Conducta durante la fase de habituacion pre-sesion en la caja lanzadera.

Durante los 5 primeros minutos de habituacion a la caja lanzadera en las sesiones 1, 2 y
8 (Figura 12A) se registraron, en los dos grupos experimentales expuestos a choques
MASTER y YOKED, tres posibles medidas de miedo: freezing, rearings y cruzamientos

entre compartimentos.

En la S1 el nivel de freezing fue imperceptible, ya que los sujetos aun no habian
experimentado choques, y los datos de S1 no se incluyen en el andlisis. Se estudio el
freezing en las sesiones 2 y 8 mediante un GEE de 2 factores. Se observo un efecto de la
SESION [X?(1) = 7,3 p<0,01], pero no del GRUPO ni de la interaccion GRUPO x
SESION, siendo el nivel de freezing mayor en la ultima sesion para ambos grupos (S8).

En el grupo CONTROL el freezing fue imperceptible.

El nimero de rearings también se analiz6 durante los 5 primeros min de las sesiones 1, 2
y 8 (Figura 12B). El analisis GEE mostré un efecto de la SESION [X*(2) =374 p<0,001],
pero no del GRUPO ni de la interaccion GRUPO x SESION. En la S1 el niimero de

rearings fue mayor con respecto a las S2 y S8.

Por otra parte, el andlisis GEE de los cruzamientos durante los 5 min de la habituacion,
en este caso en todas las sesiones (Figura 12C), mostr6 un efecto del GRUPO [X?(1) =
5,3 p<0,05] y de la SESION [X*(7) = 623 p<0,001], pero no de la interaccion GRUPO x
SESION. Las comparaciones por pares mostraron que los niveles de actividad en la
primera exposicion (S1) fueron similares en ambos grupos, observandose a partir de la
S2 una disminucién de los cruzamientos en los dos grupos que recibieron choques. No

obstante, éstos fueron inferiores en el grupo YOKED que en el MASTER.
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Figura 12. Conducta durante los 5 minutos de habituacion en la tarea de evitacion activa en
dos sentidos. Se grafica (A) el tiempo de freezing, (B) el nimero de rearings, y (C) el nimero de
cruzamientos. Se representa las medias + SEM. Grupos: MASTER (n = 72) y YOKED (n = 78).
No hay datos disponibles del grupo CONTROL para ninguna de las variables. Cuando los
simbolos estan sobre las barras horizontales, el efecto es independiente del grupo. *** p<0,001
vs S1; A4 p<0,01 vs S2; + p<0,05 vs MASTER.
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El nimero de cruzamientos (Figura 13) durante los tiempos entre ensayos se analizé en
todas las sesiones, por razones técnicas solo en el grupo MASTER. El andlisis GEE revelo
efecto de la SESION [X?(2) = 66,4 p<0,001], de tal manera que los animales realizaban
cada vez mas cruzamientos a medida que iban avanzando las sesiones (en todas las

sesiones de S2 a S8, p<0,001 vs S1).
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Figura 13. Cruzamientos durante el tiempo entre ensayos en la tarea de evitacion activa en dos
sentidos durante la adolescencia. S6lo se contabilizaron para los sujetos del grupo MASTER (n
= 72). Se representa las medias + SEM. *** p<0,001 vs S1.

Puesto que los sujetos MASTER a medida que avanzaban las sesiones, realizaban un
mayor numero de evitaciones y también de cruzamientos, se calculd una correlacion de
Pearson entre el nimero de cruzamientos entre ensayos y el nimero de evitaciones en
todas las sesiones, observandose una correlacion positiva significativa a partir de la S3 en

todos los casos (datos no mostrados).

2- Efectos fisiologicos del estrés repetido.

El estudio de los efectos hormonales durante la exposicion a la TWAA se llevo a cabo en
los experimentos 3 (descuento por demora), 4 (gambling) y 5 (SCSRTT), en todos los
cuales los sujetos fueron expuestos a 8 sesiones. Las variables analizadas fueron la
respuesta hormonal (ACTH y corticosterona) durante las sesiones 1 y 8, asi como los
efectos sobre el peso y la ingesta. La muestra global para este analisis fue de: CONTROL

(n=29), MASTER (n = 29) y YOKED (n = 30).
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2.1- Respuesta hormonal durante la tarea de evitacion activa.

Los datos hormonales se grafican en la figura 14. Los niveles basales (dia -1
experimental) se analizaron mediante ANOVA de 1 factor (GRUPO). No se observaron
diferencias significativas entre los grupos en los niveles basales de ACTH o de
corticosterona, como era de esperar puesto que son previos al tratamiento. Los datos
hormonales de la respuesta a la tarea fueron analizados mediante un GEE de 3 factores:
GRUPO, SESION y TIEMPO. En la ACTH se observo efecto del GRUPO [X?(2) = 452
p<0,05], del TIEMPO [X?(1) = 708 p<0,05], de la SESION [X?(1) = 345 p<0,05] y de las
interacciones GRUPO x TIEMPO [X%(2) = 654 p<0,05], GRUPO x SESION [X?(2) =
222 p<0,05], SESION x TIEMPO [X*(2) =289 p<0,05] y GRUPO x SESION x TIEMPO
[X3(2) = 249 p<0,05]. La posterior descomposicion de las interacciones indicd que todos
los grupos expuestos a estrés mostraron en ambas sesiones un aumento de los niveles de
ACTH respecto a los niveles basales en la toma de muestra inmediatamente posterior a la
tarea (POST-SHUTTLE), asi como una recuperacion casi total de los niveles basales a
los 45 min de su finalizacion (R45). Ambos grupos MASTER y YOKED fueron distintos
estadisticamente del grupo CONTROL (p<0,001 vs POST-SHUTTLE y R45). Durante
la S8, los niveles hormonales de todos los grupos fueron menores en comparacion con la
S1, debido a la adaptacion al ambiente en el caso del grupo CONTROL y al menor
numero de choques recibidos por el aumento de las evitaciones en los grupos MASTER
y YOKED. Mas importante atn, en la S8 (pero no en la S1) se observaron diferencias
debidas a la controlabilidad entre los sujetos MASTER y YOKED en los dos tiempos
(POST-SHUTTLE, p<0,01; R45, p<0,05), siendo la respuesta menor en los MASTER.
Estos datos demuestran que las diferencias debidas a la controlabilidad van surgiendo con

la experiencia repetida de control o no control sobre el choque.

En el GEE de la corticosterona se observé un efecto del GRUPO [X%(2) = 291 p<0,05],
del TIEMPO [X?(1) = 602 p<0,05], de la SESION [X?(1) = 191 p<0,05], y de las
interacciones GRUPO x TIEMPO [X%(2) = 428 p<0,05], SESION x TIEMPO [X?*(1) =
29 p<0,05], GRUPO x SESION [X%(2) = 51 p<0,05] y GRUPO x SESION x TIEMPO
[X?(2) = 11 p<0,05]. La descomposicién de la interaccion triple mostrd que en la S1 los
dos grupos expuestos a choques tenian niveles altos (pero similares entre si) de
corticosterona respeto al grupo CONTROL, tanto en la toma de muestra posterior a la
exposicion a la tarea (POST-SHUTTLE) como en R45. En la S8, los niveles hormonales

de todos los grupos fueron menores en comparacion con la S1. Asimismo, se observé una
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tendencia a la significacion estadistica en la diferencia entre los sujetos MASTER y
YOKED en la toma de muestra POST-SHUTTLE (p=0,053) pero no en R45. Los datos
de corticosterona apoyan que las diferencias debidas a la controlabilidad aparecen con el
desarrollo de la experiencia de control. En ambos analisis, de forma adicional, el tiempo
de choque recibido durante la sesion se utilizd como covariable, no observandose
diferencias importantes en los resultados obtenidos respecto a cuando no se introducia

como covariable.
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Figura 14. Respuesta hormonal a la exposicién repetida a la tarea de evitacion activa en dos
sentidos durante la adolescencia. En el panel (A) se muestran los niveles de ACTH. En el panel
(B) la respuesta de corticosterona. Se representa las medias + SEM. Grupo CONTROL (h = 29),
MASTER (n = 29) y YOKED (n = 30). ### p<0,001 vs CONTROL; + p<0,05, ++ p<0,01; ©
tendencia (p=0,053) vs MASTER.
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La respuesta hormonal en las sesiones S1 y S8 correlaciono, mediante el coeficiente de
Pearson, con el tiempo total de choque. Los niveles de ACTH inmediatamente después
de terminar la S8 correlacionaron con el tiempo total de choque recibido en las ratas
YOKED [r (28) = 40,51, p<0,01], pero no en las MASTER [r (27) = +0,36, NS]. Los

niveles de corticosterona no correlacionaron en ningun caso con el tiempo de choque.
2.2- Efectos sobre el incremento de peso y la ingesta.

Los cambios en el peso y la ingesta durante el procedimiento de estrés se analizaron por
separado mediante un GEE de dos factores (GRUPO y DIA) para cada cohorte, no
observandose diferencias globales importantes entre los grupos. En la figura 15 se
muestran los datos representativos de ganancia de peso e ingesta en el experimento de

gambling.

El GEE de la ganancia de peso mostré un efecto del DIA [X? (4) = 8198 p<0,05], pero no
del factor GRUPO ni de la interaccion GRUPO x DIA, observandose un aumento
progresivo del peso a medida que los sujetos iban creciendo. El andlisis de la ingesta
mostré también efecto del factor DIA [F (5, 300) = 644 p<0,05] pero no del factor
GRUPO o de la interacciéon GRUPO x DIA. En conclusion, no se observaron diferencias
debidas a la exposicion al estrés en estas variables, lo que indica que la intensidad del

estrés no fue muy elevada.
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Figura 15. Datos representativos del incremento de peso e ingesta de comida durante la
exposicion a estrés en la adolescencia. En el panel (A) se muestra la ganancia de peso; en el (B)
los datos de ingesta se obtienen por caja de estabulacién (2 sujetos) y no de manera individual.
La flecha en negrita (|) indica el inicio del estrés adolescente. La linea discontinua vertical
marca el final del periodo de estrés. Se representa las medias + SEM. Grupo CONTROL (n =
26), MASTER (n = 25) y YOKED (n = 29). No se observaron diferencias entre los grupos.

Conclusién general.

Los sujetos MASTER adolescentes fueron capaces de adquirir la tarea de evitacion activa
en dos sentidos, valorada mediante la curva de aprendizaje y la latencia de respuesta. La
controlabilidad sobre el estrés no ejercio un efecto diferencial respecto a la adquisicion
del miedo al contexto (caja lanzadera) valorado mediante el freezing, pero si en los indices

de actividad motora (cruzamientos), siendo menor en el grupo YOKED.

La respuesta de ACTH dependia de la experiencia repetida de estrés, observandose
ademas una mayor y mas prolongada respuesta en los sujetos YOKED en comparacion
con los MASTER en la S8. A nivel fisiologico, la exposicion al estrés no afecto al

incremento de peso ni a la ingesta de alimento.
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CAPITULO 1. EFECTOS CONDUCTUALES Y FISIOLOGICOS A
CORTO PLAZO DEL ESTRES EN LA ADOLESCENCIA.

Planteamiento y objetivos.

Una vez estandarizada la tarea en ratas adolescentes, se valoraron los efectos a corto plazo
de dicho modelo de estrés. Los objetivos de este primer experimento fueron: (i) valorar
los efectos fisiologicos a corto plazo de la exposicion repetida a estrés adolescente, (ii)
estudiar los efectos conductuales a corto plazo, y (ii1) comprobar si la exposicion a estrés
controlable tenia efectos diferenciados respecto al estrés incontrolable. Como ya se ha
comentado, se espera un mayor impacto negativo conductual y fisiolégico del estrés
incontrolable en pruebas de ansiedad, exploracion, y de afrontamiento ante situaciones

estresantes.

Disefio experimental.

En este experimento se utilizaron un total de 52 animales: 12 del grupo CONTROL, 20
del grupo MASTER y 20 del grupo YOKED. Todos los sujetos fueron expuestos a 6
sesiones no consecutivas de estrés desde los dias PND 32 y PND 52 (promedio +1). Se
realiz6 una toma de muestra en condiciones basales 2 dias antes de iniciar la tltima sesion
(entre la S5 y la S6) para valorar el posible efecto del estrés adolescente sobre la actividad
basal del eje HPA. Al finalizar el periodo de estrés, todos los sujetos fueron expuestos a
una bateria de pruebas para estudiar los efectos conductuales a corto plazo: (1) el laberinto
elevado en cruz (EPM), (ii) la plancha de agujeros (HB) y (iii) la prueba de natacion
forzada (FST), 24 h, 48 h y 5 dias después de la ultima sesion de TWAA, respectivamente.
Entre 4 y 5 dias después de la ultima prueba conductual, todos los sujetos fueron
perfundidos en condiciones basales para la extraccion del encéfalo, el timo y las

adrenales. En la tabla 14 se muestra un resumen del disefio experimental.
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Tabla 14. Grupos experimentales y disefio del capitulo 1.

GRUPO N PND 28-36a 48-56 PND 49-57 | PND 50-58 | PND 51-39 PND 57-65
EXPOSICION A LA .
CONTROL 12 CAJA LANZADERA EPM HB FST PERFUSION
ESTRES g
MASTER 20 TR EPM HB FST PERFUSION

De los dias 1 a 21 experimentales, se llevé a cabo la exposicion a estrés (TWAA). Los dias 22, 23
y 25 experimentales, los sujetos se expusieron al laberinto elevado en cruz (EPM, 5 min), a la
plancha de agujeros (HB, 5 min) y al test de la natacion forzada (FST, 20 min), respectivamente.
Se realizd una toma de muestra previa y después del FST. El dia 31, se sacrificaron mediante
perfusion intracardiaca. Obsérvese que en la tabla se indica la edad de los animales, no el dia

experimental.
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Resultados.

En el primer experimento se eliminaron 2 sujetos del grupo MASTER debido a problemas
técnicos durante la tarea de TWAA. La exposicion a la tarea se realizd en 6 sesiones no

consecutivas. La muestra final fue CONTROL n =12, MASTER n= 18, YOKED n = 20.

1- Efectos sobre el tamafio de las adrenales y el timo.

Los animales se perfundieron 10 dias después de la ultima sesion de estrés (S6). Los datos
del peso relativo de las adrenales y el timo se muestran en la figura 16. E1 ANOVA de 1

factor (GRUPO) no mostr6 diferencias debidas al tratamiento de estrés.
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Figura 16. Impacto fisiologico del estrés adolescente valorado a corto plazo. En el panel (A) el
peso relativo de las adrenales. En el panel (B) el peso relativo del timo. Se representa las medias
+ SEM. Grupos CONTROL (n = 12), MASTER (n = 18) y YOKED (n = 20). No se observaron

diferencias entre los grupos.

2- Conducta a corto plazo.

2.1- Laberinto elevado en cruz (EPM).

En la figura 17 se muestran los datos conductuales en el EPM, valorado un dia después
de la ultima sesion (S6). EI ANOVA de 1 factor (GRUPO) no mostrd diferencias debido
al tratamiento de estrés en ninguno de los indices clasicos de ansiedad, tiempo y entradas
en brazos abiertos, ni en la actividad motora (valorado de manera indirecta con el total de

entradas a los brazos).
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Figura 17. Impacto del estrés adolescente sobre la conducta en el laberinto elevado en cruz. En
(A) el porcentaje de entradas en los brazos abiertos respecto a las entradas totales. En (B) el
porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (excluyendo el tiempo en el centro). En (C) el nimero
total de entradas. Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n = 12), MASTER (n =
18) y YOKED (n = 20). No se observaron diferencias entre los grupos.

2.2- Plancha de agujeros (HB).

En la figura 18 se muestran los datos conductuales en el HB, valorado dos dias después
de la ultima sesion (S6). El andlisis lineal generalizado (GENLIN) de 1 factor mostr6 un
efecto significativo del factor GRUPO en las siguientes variables: deambulaciones totales
[X%(2) = 6,4 p<0,05], rearings externos [X?*(2) = 9 p<0,05], rearings internos [X*(2) =
6,5 p<0,05] y rearings totales [X*(2) = 10,06 p<0,05].
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Las comparaciones por pares revelaron hipoactividad de los sujetos YOKED versus los
CONTROL (p<0,05), mientras que no existian diferencias entre los MASTER y los
CONTROL. Se observd una tendencia a la significaciéon (p=0.056) entre los sujetos
MASTER y YOKED, siendo la hipoactividad mayor en estos tltimos. Sin embargo, en
los rearings los dos grupos estresados diferian del CONTROL en el mismo grado:
rearings externos (p<0,01 vs YOKED; p<0,01 vs MASTER), internos (p<0,05 vs
YOKED; p<0,05 vs MASTER) y totales (p<0,01 vs YOKED; p<0,01 vs MASTER).
Finalmente, el analisis de los head-dips, como medida de exploraciéon, no mostro

diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

" 1407 ] conTROL
2 1207 P MASTER
© 1001 # I YoKED
© 807
> i
2 60
E 401
< 20_
0 : [0 wm :
EXTERNAL INTERNAL TOTAL
351 107
301 T n g
&> 25 s #H =
> ] =
c HHt## T 5 |
= 201 o
© | « -
o 15 i 4
@ 107 T )
51 # #
0 [] e wilm 0

EXTERNAL INTERNAL TOTAL CONTROL MASTER YOKED

Figura 18. Impacto del estrés adolescente sobre la conducta en la plancha de agujeros. En el
panel (A) el nimero de deambulaciones en la zona exterior, zona interior y totales. En (B) el
numero de rearings en la zona exterior, zona interior y totales. En (C) el nimero de head-dips.
Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n = 12), MASTER (n = 18) y YOKED (n =
20). ## p<0,01, # p<0,05 vs CONTROL; r tendencia (p=0,056) vs MASTER.
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2.3- Prueba de la natacion forzada (FST).

En la figura 19 se muestran los datos del FST valorado a las 72 h posteriores a la ultima
sesion de estrés (S6), en tres intervalos de tiempo. El analisis GEE de 2 factores (GRUPO
e INTERVALO) mostré un efecto significativo del factor INTERVALO para las
variables escape [X?(2) = 323 p<0,05], inmovilidad [X?(2) = 353 p<0,05] y nataciéon
suave [X?(2) =25,7 p<0,05]. En ningun caso se observo un efecto significativo del factor
GRUPO o de la interaccion GRUPO x INTERVALO. Las comparaciones por pares del
factor INTERVALO revelaron diferencias entre los distintos bloques de tiempo (no se
indican en los graficos), observandose una reduccion de las conductas activas, mas
evidente en el escape que en la natacion suave, y un aumento de la inmovilidad, en el

segundo y tercer intervalo.

En cambio, el GENLIN de 1 factor para la latencia de inmovilidad revel6 diferencias
estadisticamente significativas entre los GRUPOS [X*(2) = 6,5 p<0,05]. Los sujetos
MASTER mostraron una mayor latencia hasta realizar el primer episodio de inmovilidad
en comparacion con los CONTROL (p<0,05) y los YOKED (p<0,05). Estos datos
sugeririan una conducta de afrontamiento mas activa durante el primer bloque de tiempo

en los sujetos MASTER.

138



2001

—_ : 3 conTrOL 2001
b : : MASTER .
" 1501 - YOKED Y 1507 : :
a : : : :
< 1007 g : = 100- : :
O z z = : :
® 507 ﬂ »n 501 I : ’ll I :

0 : L ; i e - i 0 : ; |l| . l

0'-3"' 9'-12' 17'-20"' 0'-3' 9'-12' 17'-20'

C D
» 2001 7 2007
2 o &
> =
- 1507 o > 150 #
- O I +
o 100 A : 5 5 1001 =T
O :

501 s = 2 501
: lnem 53

: _
E 0 T - g 0
0'-3' 9'-12" 17'-20"

Figura 19. Impacto del estrés adolescente sobre la conducta en la prueba de natacion forzada.
En el panel (A) el tiempo realizando conducta de escape. En (B) el tiempo de inmovilidad. En (C)
el tiempo de natacion suave. En (D) la latencia hasta realizar el primer episodio de inmovilidad
mayor de 3 segundos. Se representa las medias £ SEM. Grupos CONTROL (n = 12), MASTER
(n=18)y YOKED (n = 20). # p<0,05 vs CONTROL; + p<0,05 vs MASTER.

3- Respuesta hormonal: ACTH y corticosterona.

Los datos hormonales de la respuesta a la natacion forzada fueron analizados mediante
un GLM de 2 factores (GRUPO y TIEMPO). En la ACTH (Figura 20A) se observd un
efecto del GRUPO [F (2,47) = 4,8 p<0,05], del TIEMPO [F (1,47) = 3134 p<0,05] y de
la interaccion de ambos factores [F (2,47) = 6,5 p<0,05]. La descomposicion de la
interaccion mostro que la exposicion al estrés (FST) incremento los niveles de ACTH en
todos los grupos en comparaciéon con los niveles pre-estrés (p<0,001 todas las
comparaciones). Mas importante, se observaron, tras el estrés, niveles mas elevados de
ACTH en los grupos MASTER y YOKED que en el grupo CONTROL (p<0,01 y p<0,001

respectivamente). En cambio no se observaron diferencias entre MASTER y YOKED.
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Respecto a la corticosterona (Figura 20B) se observo efecto del TIEMPO [F (1,47) =799
p<0,05] y de la interaccion GRUPO x TIEMPO [F (2,47) =4,5 p<0,05]. El factor GRUPO
no fue significativo. La descomposicion de la interaccion mostrd una disminucion de los
niveles hormonales basales (PRE-FST) en el grupo YOKED en comparacién con los
CONTROL (p<0.05). La exposicion al estrés (FST) incrementd los niveles de
corticosterona en todos los grupos (p<0,001) y se observaron tras el estrés niveles ain
mas elevados en los YOKED que en el grupo CONTROL (p<0,01). Las diferencias entre
los grupos MASTER y YOKED o entre el grupo CONTROL y MASTER no fueron

estadisticamente significativas.
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Figura 20. Niveles basales y en respuesta a la prueba de natacion forzada. En el panel (A) la
respuesta de ACTH. En el panel (B) la corticosterona. Se representa las medias + SEM. Grupos:
CONTROL (n=12), MASTER (n=18) y YOKED (n=20). ### p< 0,001; ## p<0,01; # p<0,05 vs
CONTROL. No se ha graficado la significacion correspondiente al efecto TIEMPO.

Conclusién general.

Nuestro modelo de exposicion repetida a estrés en la etapa adolescente puede
considerarse como un estrés cronico solo moderado, ya que los indices clasicos de
intensidad (peso relativo de las adrenales y el timo) no se vieron afectados respecto al

grupo CONTROL.

Los efectos a corto plazo afectaron especificamente a la actividad locomotora,
observandose hipoactividad en la plancha de agujeros en los grupos expuestos a estrés.

El efecto sobre la hipoactividad fue mayor en el grupo YOKED que en el MASTER. No
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se observaron efectos del estrés en las medias clasicas de ansiedad (EPM). En el FST, la
latencia hasta realizar el primer episodio en inmovilidad, indicativo de una conducta

proactiva, fue mayor en los sujetos MASTER.

Finalmente, el eje HPA mostr6 sensibilizacion ante un estimulo heterotipico (FST) que
parece afectar, con algun matiz diferencial respecto a la corticosterona, a los grupos

MASTER y YOKED.
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CAPITULO 2. (1) EFECTOS CONDUCTUALES Y FISIOLOGICOS A
LARGO PLAZO. (llI) EFECTOS DEL CAMBIO DE
CONTROLABILIDAD DEL ESTRES DURANTE LA ETAPA
ADULTA.

Planteamiento y objetivos.

En el capitulo 1 se han descrito los efectos a corto plazo de nuestro modelo de estrés. No
obstante, la exposicion a estrés durante este periodo de edad podria tener efectos mucho
mas duraderos (McCormick et al. 2008; Avital et al. 2006; Tsoory et al. 2006; Toledo-
Rodriguez et al. 2007; Brydges et al. 2012; Suo et al. 2013; Cordero et al. 2013). Existen
tres posibilidades a nivel tedrico: que ciertos efectos se mantengan en el tiempo, que se
desvanezcan, o bien que aparezcan tras un periodo de “incubacion” y se manifiesten a
largo plazo ciertas conductas que no eran evidentes poco después de la exposicion al
estrés. El unico trabajo que ha investigado los efectos diferenciales del estrés controlable
versus el incontrolable en la etapa adolescente (MASTER vs YOKED) demostro,
utilizando el modelo clasico del choque en la cola y una tarea posterior de escape, un
aumento de la interaccion social en los sujetos MASTER, en comparacién con los control,
mientras que el procedimiento YOKED no tuvo efecto ansiogénico. Por otra parte, como
ya se ha comentado, se observo que el estrés controlable en la etapa adolescente protegia
de los efectos negativos de una nueva exposicion a estrés incontrolable en términos de

exploracion social en la etapa adulta (Kubala et al. 2012).

Por consiguiente, una vez valorados los efectos a corto plazo, se plantearon varios
experimentos para valorar los efectos a largo plazo tras 8 sesiones no consecutivas de la
tarea de TWAA. En concreto, los objetivos de este experimento fueron a largo plazo (i)
valorar los efectos fisiologicos y conductuales relacionados con ansiedad e interaccion
social, (i1) estudiar el afrontamiento ante una reexposicion a estrés, y (iii) analizar el
posible establecimiento de memoria contextual de miedo remota. Se espera que los
animales expuestos a estrés incontrolable manifiesten mas ansiedad en ambientes nuevos,
menos interaccion social, estrategias de afrontamiento pasivas ante situaciones

controlables y una memoria de miedo potenciada.
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Disefio experimental.

Se utilizaron un total de 90 animales: 30 CONTROL, 30 MASTER y 30 YOKED. Los
MASTER fueron expuestos a 8 sesiones no consecutivas de estrés entre PND 34 a PND
60 (promedio £1). En la etapa adulta, en el PND 93-95, se subdividieron de forma
contrabalanceada todos los animales en dos grandes cohortes de 46 y 44 sujetos. Cada
subgrupo realiz6 solo una de las dos pruebas conductuales siguientes: (i) el EPM o (ii) la
prueba de interaccion social. Datos previos no publicados de nuestro laboratorio sugieren
que dichos estimulos son de intensidad muy baja, insuficiente para generar efectos a largo

plazo.

Posteriormente, aproximadamente en el PND 120 se realizaron dos tomas de muestra
basal a todos los animales, una por la mafiana y otra por la tarde. Finalmente, entre el
PND 123 y 128, todos los sujetos fueron expuestos a una Unica sesion en la TWAA. El
objetivo era valorar como la experiencia previa de estrés y controlabilidad afectaba la
ejecucion de una tarea de TWAA en la etapa adulta. Para llevar a cabo este objetivo, cada
grupo de animales CONTROL, MASTER y YOKED se dividié en 3 subgrupos de
CONTROL, MASTER y YOKED (ver Tabla 15 para mas detalle).

Dos dias después de la sesion en el TWAA, los sujetos fueron expuestos al test de
emergencia para valorar la exploracion y el miedo en un ambiente nuevo que contiene un
recinto “seguro” para el sujeto. Cinco dias después, fueron re-expuestos al mismo
contexto donde se realizd la TWAA, pero sin estimulos explicitos (ni choque eléctrico ni
tono ni luz) con el objetivo de valorar el posible mantenimiento del miedo condicionado

al contexto.
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Tabla 15. Grupos experimentales y disefio del capitulo 2.

GR PND 33-35 PND 93-95 PND N PND 123-125 PND 125-127 PND 130-132
a 59-61 a94-96 120-122 a126-128 a128-130 a133-135
m EXPOSICION A LA TESTDE RE-Eﬁ%SE;ON A
EPM CAJA LANZADERA EMERGENCIA LANZADERA

CONTROL EXPOSICION A LA
N=30 CAJA LANZADERA

PIS

EXPOSICION A LA TESTDE RE'Eﬁ%SE}I\ONA
CAJA LANZADERA EMERGENCIA L

RE-EXPOSICION A
LA CAJA
LANZADERA

EXPOSICION ALA
CAJA LANZADERA

TESTDE
EMERGENCIA

En los dias 1 a 27 experimentales, se llevé a cabo la exposicion a estrés adolescente (TWAA). En

los dias 61 a 63 experimentales se realizaron las pruebas del laberinto elevado en cruz (EPM, 5
min) e interaccion social (P IS, 15 min). En los dias 91 a 101 experimentales se expusieron a una
sesion de TWAA adulta, y a las 48 h al test de emergencia (5 min). Finalmente, una re-exposicién
al contexto (10 min) tuvo lugar en los dias 101 a 103 experimentales. Obsérvese que en la tabla
se indica la edad de los animales, no el dia experimental.
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Resultados.

En este estudio se eliminaron 3 sujetos del grupo MASTER debido a problemas durante
la realizacion de la tarca TWAA. La muestra final fue CONTROL n =30, MASTER n =
27 y YOKED n = 30.

1- Efectos conductuales a largo plazo sobre la ansiedad y la actividad.

1.1- Laberinto elevado en cruz.

A los 30 dias de la finalizacion del estrés adolescente, se realizoé el EPM a la mitad de los
sujetos. Todas las variables conductuales se analizaron mediante un GENLIN de 1 factor
(GRUPO) (Figura 21). El anélisis mostrd efecto del GRUPO para la variable de entradas
en brazos cerrados [X*(2) = 15 p<0,05], indice de actividad motora inespecifica, y
porcentaje de tiempo en brazos abiertos [X*(2) = 6 p<0,05], indice este tltimo clasico de
efectos ansioliticos. Las comparaciones por pares mostraron diferencias significativas
entre los grupos CONTROL vs MASTER (p<0,001) y MASTER vs YOKED (p<0,05)
siendo los MASTER los que menor nimero de entradas en los brazos cerrados mostraron.
Por otra parte, los MASTER también mostraron un mayor porcentaje de tiempo en los
brazos abiertos en comparacion con los CONTROL (p<0,01). Los grupos CONTROL y

YOKED no difirieron en ninguna de las variables analizadas.
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Figura 21. Efectos a largo plazo del estrés adolescente en el laberinto elevado en cruz. En el
panel (A) el porcentaje de entradas en brazos abiertos, en (B) el porcentaje de tiempo en brazos
abiertos y en (C) el nimero de entradas en los dos tipos de brazos y en total. Se representa las
medias £ SEM. Grupos CONTROL (n = 14), MASTER (n = 11) y YOKED (n = 14). ### p<0,001,
## p<0,01 vs CONTROL, + p<0,05 vs MASTER.
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1.2- Prueba de interaccion social.

A los 30 dias de la finalizacion del estrés adolescente, se realizo la prueba de IS a la mitad
restante de los sujetos (aquellos no expuestos al EPM). La conducta en el test de
interaccion social (Figura 22) se analizé mediante un GENLIN de 1 factor (GRUPO). No
se observo ninglin efecto del GRUPO en la variable de conducta social “activa” pero si
en la variable de conducta “pasiva” [X?(2) = 10,6 p<0,05]. La descomposicion del factor
GRUPO mostré dos patrones conductuales distintos, ya que los sujetos YOKED
permanecieron mas tiempo realizando conducta social de tipo pasiva en comparacion con
los sujetos CONTROL y MASTER (p<0,01 en ambos casos). Estos dos ultimos grupos
no difirieron ni en la conducta de tipo social ni en la no social. No obstante, se realiz6 a
continuacion un analisis mas pormenorizado de las distintas pautas de interaccion social
activa. Como resultado, en la conducta de “seguimiento” (following) se observé un efecto
del factor GRUPO [X?(2) = 10,8 p<0,05], encontrandose una disminucién de esta pauta
de conducta social activa en los sujetos YOKED respecto a los otros dos grupos,
CONTROL (p<0,05) y MASTER (p<0,001). La distancia recorrida se evaluo para cada
sujeto de la pareja individualmente y el GENLIN de 1 factor mostré un efecto
estadisticamente significativo del GRUPO [X*(2) = 19 p<0,05]. La comparacién por
pares mostrd hipoactividad en los sujetos YOKED en comparacion con los MASTER y

los CONTROL (p<0,001).
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Figura 22. Efectos a largo plazo del estrés adolescente en la prueba de interaccion social. En
(A) para cada pareja de sujetos se ha graficado el tiempo (s) transcurrido realizando conducta
social activa, pasiva y no social. En (B) se indica la conducta social de seguimiento (s). En (C)
se ha graficado la actividad individual durante el total de la sesién. Se representa las medias +
SEM. Grupos CONTROL (n = 14), MASTER (n = 15) y YOKED (n = 16). ##p<0,01, ### p<0,001
vs CONTROL, ++ p<0,01, +++ p<0,001 vs MASTER.
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2- Niveles hormonales en condiciones basales.

Se llevaron a cabo tomas de muestra basales durante dos fases del ritmo circadiano,
aproximadamente 60 dias después de la tltima sesion de estrés (S8), al objeto de estudiar
los posibles efectos del estrés adolescente sobre los niveles basales de ACTH y
corticosterona. Los datos (Figura 23) se analizaron mediante un GLM de 2 factores
(GRUPO y TIEMPO). Tanto en la ACTH como en la corticosterona se observé efecto
del TIEMPO [F (1,2) =54 p<0,05; F (1,2) = 1071 p<0,05, respectivamente], no existiendo
en ningun caso efecto del GRUPO o de la interaccion GRUPO x TIEMPO. Los niveles
hormonales en ambos casos fueron mayores durante la tarde (p<0,001), como era de

esperar, aunque las diferencias fueron mucho mas evidentes en la corticosterona.
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Figura 23. Efectos a largo plazo del estrés adolescente sobre los niveles basales hormonales.
En (A) la ACTH y en (B) la corticosterona en dos fases del ritmo circadiano. Las tomas de
muestra se realizaron durante los PND 120 — 122, una durante el periodo de luz (09 h) y otra al
inicio del periodo de oscuridad (19 h). Se representa las medias + SEM. Grupos: CONTROL (n
= 10), MASTER (n = 8 - 9) y YOKED (n = 10). Cuando los simbolos estan sobre las barras
horizontales, el efecto es independiente del grupo. *** p<0,001 vs 09h. No se observaron

diferencias entre los grupos.
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Freezing (%)

3- Efectos sobre la memoria de miedo al contexto a largo plazo.

Para valorar el mantenimiento a largo plazo de la memoria condicionada al contexto se
re-expusieron los sujetos a la jaula lanzadera, aproximadamente 63 dias después de la
ultima sesion de estrés (S8) y se midieron durante los 5 primeros minutos el tiempo de
freezing, y el nimero de rearings y cruzamientos en ausencia de estimulos adicionales.
Los analisis estadisticos correspondientes (GENLIN de 1 factor) revelaron un efecto del
GRUPO en los tres parametros [X*(2) = 96 p<0,05; X?*(2) = 102 p<0,05; X*(2) = 52
p<0,05, respectivamente] (Figura 24). En el caso del freezing, las comparaciones por
pares mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos CONTROL
vs MASTER y YOKED (p<0,001 en ambos casos) y entre MASTER y YOKED (p<0,01),
siendo los animales YOKED los que mas freezing mostraron, seguidos de los MASTER
y finalmente de los CONTROL. En las otras dos medidas de actividad (rearings y
cruzamientos) se siguié un patrén inverso, como es logico. El grupo YOKED fue el que
mayor hipoactividad mostré6 en comparacion con el CONTROL (p<0,001 ambas
variables) y el MASTER (p<0,05 rearings; p<0,001 cruzamientos). Ademas, el grupo
MASTER también fue estadisticamente distinto al grupo CONTROL, mostrando un

menor nimero de rearings y cruzamientos (p<0,001 rearings; p<0,01 cruzamientos).
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Figura 24. Efectos a largo plazo del estrés adolescente sobre la memoria de miedo remota:
conducta durante los 5 minutos de re-exposicion al mismo contexto (caja lanzadera) de los
choques en la etapa adolescente. En (A) el porcentaje de tiempo en freezing; en (B) el nimero
de rearings y cruzamientos. Se representa las medias + SEM. Grupos: CONTROL (n = 30),
MASTER (n = 27) y YOKED (n = 30). ### p<0,001, ## p<0,01, #p<0,05 vs CONTROL; +++
p<0,001, ++ p<0,01, + p<0,05 vs MASTER.
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4- Efectos del cambio de controlabilidad en la TWAA.

4.1- Efectos sobre la conducta en la TWAA.

La conducta para los animales MASTER en la sesion adulta de TWAA (63 dias
posteriores a la S8 adolescente) se analizdé mediante un GENLIN de 1 factor (Figura 25).
El analisis del nimero de evitaciones mostré efecto del GRUPO ADOLESCENTE [X?(2)
=48 p<0,05]. Las comparaciones por pares mostraron diferencias significativas entre los
tres grupos: CONTROL-MASTER vs MASTER-MASTER (p<0,001), CONTROL-
MASTER vs CONTROL-YOKED (p<0,05) y MASTER-MASTER vs YOKED-
MASTER (p<0,001). Los sujetos con experiencia previa de control (MASTER-
MASTER) fueron los que mejor realizaron la tarea, mostrando un elevado numero de
evitaciones en comparacion con los otros dos grupos. No obstante, la experiencia previa
de falta de controlabilidad (YOKED-MASTER) también dio lugar a un mayor ntimero de
evitaciones en comparacion con los sujetos que nunca habian recibido choques
previamente y tenian su primera experiencia con la tarea en la etapa adulta (CONTROL-
MASTER). De manera similar, el analisis del nimero de escapes mostré un efecto del
GRUPO ADOLESCENTE [X?(2) = 50 p<0,05]. De nuevo, las comparaciones por pares
mostraron diferencias significativas entre los grupos CONTROL-MASTER vs
MASTER-MASTER (p<0,001), CONTROL-MASTER vs CONTROL-YOKED
(p<0,05) y MASTER-MASTER vs YOKED-MASTER (p<0,001). Las respuestas nulas
se mantuvieron en un nivel muy bajo y el analisis no mostré ningin efecto

estadisticamente significativo.

El nimero de cruzamientos entre compartimento durante el ITI en la sesion de TWAA
adulta (Figura 26) se analiz6 mediante un GENLIN de 1 factor. Los datos mostraron un
efecto del GRUPO ADOLESCENTE [X?(2) = 8,16 p<0,05], observandose un mayor
nimero de cruzamientos en los animales con experiencia previa de control (MASTER-
MASTER) en comparacion con los CONTROL-MASTER (p<0,01) y los YOKED-
MASTER (p<0,05). En cambio los CONTROL-MASTER no diferian del YOKED-
MASTER.
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Figura 25. Efectos de la experiencia previa de estrés adolescente sobre la conducta durante
una sesion de evitacion activa en dos sentidos en la etapa adulta. Se grafican el nimero de
evitaciones, escapes y respuestas nulas realizadas por los sujetos que siguieron el protocolo
“MASTER” en la etapa adulta. Se representa las medias = SEM. Grupos: CONTROL-MASTER
(n = 10), MASTER-MASTER (n = 9) y YOKED-MASTER (n = 10). ### p<0,001, #p<0,05 vs
CONTROL; +++ p<0,001 vs MASTER.
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Figura 26. Efectos de la experiencia previa de estrés adolescente sobre el numero de
cruzamientos durante el ITI en la sesién adulta de evitacion activa en dos sentidos. Se grafican
s6lo el nimero cruzamientos de los sujetos “MASTER” durante la etapa adulta. Se representa
las medias + SEM. Grupos CONTROL-MASTER (n = 10), MASTER-MASTER (n = 9) y YOKED-
MASTER (n = 10). ## p<0,01 vs CONTROL; + p<0,05 vs MASTER.
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La latencia de respuesta, como medida adicional de aprendizaje, se analizd con un
GENLIN de 1 factor (GRUPO) (Figura 27). Se observé un efecto del GRUPO [X?(2) =
38,1 p<0,05], siendo dicha respuesta mas rapida en los animales con experiencia previa
de control (MASTER-MASTER) en comparacion con los CONTROL-MASTER vy los
YOKED-MASTER (p<0,001 para ambas comparaciones). En este caso no se observaron
diferencias entre CONTROL-MASTER y YOKED-MASTER.
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Figura 27. Latencia de respuesta durante la sesion adulta de evitacion activa en dos sentidos.

Se representa las medias + SEM de los grupos con un procedimiento “MASTER” en la etapa
adulta. Grupos CONTROL-MASTER (n = 10), MASTER-MASTER (n = 9) y YOKED-MASTER
(n = 10). ### p<0,001 vs CONTROL-MASTER; +++ p<0,001 vs MASTER-MASTER.

4.2- Efectos hormonales en la TWAA: ACTH y corticosterona.

Inmediatamente después de finalizar la tarea adulta (POST-SHUTTLE) y a los 45 min de
recuperacion (R45), se realizd una extraccion de sangre con el objetivo de medir los
niveles plasmaticos de ACTH y de corticosterona. El analisis estadistico se realizo
mediante un GEE de 3 factores para cada hormona: GRUPO ADOLESCENTE, GRUPO
ADULTO y TIEMPO. El andlisis de la ACTH (Figura 28 A) mostr6 un efecto del GRUPO
ADULTO [X*(2) = 197 p<0,05], del TIEMPO [X?(1) = 465 p<0,05], de las interacciones
GRUPO ADOLESCENTE x GRUPO ADULTO [X*(4) = 18 p<0,05], GRUPO
ADULTO x TIEMPO [X*2) = 217 p<0,05] y de la triple interaccion GRUPO
ADOLESCENTE x GRUPO ADULTO x TIEMPO [X%*4) = 20 p<0,05]. La
descomposicion de la triple interaccion mostro diferencias significativas en funcion del

estrés agudo o adulto. Dentro de los grupos del mismo tratamiento adolescente, el grupo
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CONTROL adulto mostrd, como era de esperar, una menor respuesta de la ACTH que
sus respectivos MASTER y YOKED (p<0,001 para POST-SHUTTLE y p<0,001, p<0,01,
p<0,05 para R45). No hubo diferencias entre MASTER y YOKED adultos,
independientemente del grupo de estrés previo, en ninguno de los tiempos. Finalmente,
el impacto del estrés adolescente seguia presente en la etapa adulta en los animales que
no recibieron choque en la etapa adulta, sugiriendo la existencia de una respuesta
condicionada del eje HPA al contexto en el que se habian recibido los choques durante la
adolescencia. Asi, el grupo CONTROL-CONTROL tenia valores mas bajos que los
grupos MASTER-CONTROL y YOKED-CONTROL (p<0,01 en POST-SHUTTLE y
p<0,05 en R45). Por otra parte, los sujetos CONTROL-MASTER, que tuvieron su
primera exposicion a estrés en la etapa adulta, tenian niveles mas elevados que los
MASTER-MASTER (p<0,01 POST-SHUTTLE) y YOKED-MASTER (p<0,05 POST-
SHUTTLE), ambos con experiencia previa con los choques. Estas diferencias solo se
observaron durante el periodo POST-SHUTTLE. En el caso de grupos CONTROL-
YOKED, MASTER-YOKED y YOKED-YOKED no se observaron diferencias
significativas. Cabe destacar que debido a la experiencia previa de estrés en la TWAA, el
numero de choques recibidos en los grupos con una doble exposicion fue menor, y por
este motivo, los niveles de ACTH podrian ser menores en estos sujetos. Recuérdese que

los YOKED adultos estaban asociados a sus correspondientes MASTER.

El anélisis de la corticosterona (Figura 28B) mostr6 un efecto del GRUPO ADULTO
[X3(2) = 62 p<0,05], del TIEMPO [X?(1) = 493 p<0,05], de la interaccion GRUPO
ADOLESCENTE x GRUPO ADULTO [X*(4) = 16 p<0.000], GRUPO ADULTO x
TIEMPO [X%(2) = 22 p<0,001] y de la triple interaccion GRUPO ADOLESCENTE x
GRUPO ADULTO x TIEMPO [X%(4) = 14 p<0,001]. La descomposicion de la triple
interaccion mostrd diferencias significativas en funcion del tratamiento adulto, los grupos
CONTROL adultos mostraron niveles mas bajos de corticosterona que los MASTER y
YOKED adultos (p<0,05) en ambos tiempos (POST-SHUTTLE y R45). No se
observaron diferencias entre los grupos MASTER vs YOKED adultos. Se observaron
también diferencias debidas al tratamiento previo (adolescente) entre los grupos
CONTROL-CONTROL vs MASTER-CONTROL y YOKED-CONTROL (p<0,001 en
ambos casos) en las dos tomas de muestra, siendo la respuesta de corticosterona mayor
en los animales con experiencia previa de estrés, indicando de nuevo la existencia de una

respuesta condicionada de corticosterona al contexto.
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Finalmente, cabe destacar que de forma paralela, tanto para la ACTH como para la
corticosterona, el tiempo de choque recibido durante la sesion se utiliz6 como covariable,
y no se observd un efecto diferencial en los factores principales (GRUPO

ADOLESCENTE, GRUPO ADULTO y TIEMPO).
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Figura 28. Niveles hormonales después de la exposicion a la sesion adulta de evitacion activa
en dos sentidos. En el panel (A) se grafica la ACTH y en el panel (B) la corticosterona. Se
representa las medias + SEM. Grupos (Adolescente — Adulto): CONTROL-CONTROL (n = 10),
CONTROL-MASTER (n = 10), CONTROL-YOKED (n = 10), MASTER-CONTROL (n = 9),
MASTER-MASTER (n = 9), MASTER-YOKED (n = 9), YOKED-CONTROL (n = 10), YOKED-
MASTER (n = 10) y YOKED-YOKED (n = 9). ### p<0,001, ## p<0,01, # p<0,05 vs grupo con
el mismo tratamiento adolescente; $$$ p<0,001, $$ p<0,01, $ p<0,05 vs grupo con el mismo

tratamiento agudo (adulto). La significacion del factor TIEMPO no esté representada.
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5- Efectos conductuales a largo plazo sobre el test de emergencia.

Dos dias después de la TWAA en la etapa adulta, se expuso a todos los sujetos a un test
de emergencia. Los datos de la latencia de salida del recinto durante la prueba de
emergencia (Figura 29) se analizaron mediante una ANOVA de 2 factores. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas debidas unicamente al factor GRUPO
ADOLESCENTE [F (2, 87) = 3,2 p<0,05]. Los grupos expuestos a un procedimiento
YOKED en la etapa adolescente mostraron una latencia de salida mayor que los grupos

CONTROL y MASTER (p<0,05 en ambos casos).

CONTROL MASTER YOKED ADOLESCENT
4 4 GROUP
1601 : —
~ z
n 120 :
N—’ .
> :
o :
c 8071 :
() :
+ :
® :
—1 401 :
O T T T T
C M Y C M Y C M Y ADULT

GROUP

Figura 29. Efectos de la doble exposicion a la tarea de evitacion activa en dos sentidos sobre la
latencia de salida en el test de emergencia. Se representa las medias + SEM. Grupos en funcién
de la experiencia adolescente y adulta: CONTROL-CONTROL (n = 10), CONTROL-MASTER (n
=10), CONTROL-YOKED (n = 10), MASTER-CONTROL (n = 9), MASTER-MASTER (n = 9),
MASTER-YOKED (n = 9), YOKED-CONTROL (n = 10), YOKED-MASTER (n = 10) y YOKED-
YOKED (n = 9). Cuando los simbolos estan sobre las barras horizontales, el efecto es
independiente del grupo adulto. # p <0.05 vs CONTROL adolescente; + p<0,05 vs MASTER

adolescente.

6- Segunda reexposicion a la shuttle-box: memoria de miedo al contexto.

Finalmente, todos los animales fueron re-expuestos por segunda vez a las cajas

lanzaderas, sin ningin estimulo especifico, 7 dias después de la sesion de TWAA en la
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etapa adulta. Se registraron tres medias: freezing, rearings y cruzamientos. Los datos se
analizaron mediante un GEE de dos factores: GRUPO ADOLESCENTE y GRUPO
ADULTO. El analisis del tiempo de freezing reveld un efecto de los factores GRUPO
ADOLESCENTE [X?(2) = 12 p<0,05] y GRUPO ADULTO [X?(2) = 75 p<0,05]. De
manera similar, el analisis del numero de rearings mostré un efecto del factor GRUPO
ADOLESCENTE [X?(2) = 11 p<0,05] y GRUPO ADULTO [X*(2) = 17 p<0,05]. Y lo
mismo ocurri6 con el nimero de cruzamientos: GRUPO ADOLESCENTE [X?(2) = 16
p<0,05] y GRUPO ADULTO [X?*(2) = 12 p<0,05]. Las comparaciones por pares de
ambos factores revelaron las siguientes diferencias: los sujetos YOKED adolescentes
mostraron mayores niveles de freezing (p<0,001) y un menor nimero de rearings
(p<0,01) y cruzamientos (p<0,01) en comparacion con los grupos CONTROL
adolescente, sin experiencia previa de estrés. Los sujetos MASTER adolescentes no
difirieron de los CONTROL en el tiempo de freezing pero si mostraron menos
cruzamientos (p<0,05). No se observaron diferencias entre MASTER y YOKED
adolescente en el tiempo de freezing ni en los cruzamientos, pero si en los rearings, siendo

el grupo YOKED el que menos realiz6 (p<0,01).

Los grupos MASTER y YOKED adultos mostraron un mayor nivel de freezing durante
la reexposicion en comparacion con los CONTROL (p<0,001, ambos casos). Ademas,
los sujetos YOKED adultos realizaron menor actividad valorada mediante los rearings
en comparacion con los CONTROL (p<0,001) y también con los MASTER (p<0,05). En
los cruzamientos, ambos grupos MASTER y YOKED adultos fueron los que menor
actividad realizaron, en comparacion con los CONTROL (p<0,05 y p<0,001

respectivamente).

En general, los datos parecen indicar que los grupos expuestos tanto en adolescencia
como en etapa adulta a un procedimiento incontrolable (YOKED-YOKED) fueron los
mas afectados, con los niveles de freezing mas elevados y los menores niveles de

actividad, mostrando un efecto sumatorio de las exposiciones.

159



CONTROL MASTER YOKED ADOLESCENT

A GROUP
1007 ki
$$$
~
S
A
o
=
N
)
o
S
LL
B
90+ $$% %
: R TWAA procedure:
Adolescence-Adulthood
151 [J coNTROL-CONTROL
g : MASTER-CONTROL
c : Bl YOKED-CONTROL
=5 107 : CONTROL-MASTER
[} : I VMASTER-MASTER
o : Bl YOKED-MASTER
57 : CONTROL-YOKED
: Bl VASTER-YOKED
: Il YOKED-YOKED
0 T T —
C
307 :
$ $3%: #
n 251 :
(@]
£ 20-l
(%]
(%]
© 151
(&)
o 104
g
=
5 -

ADULT

GROUP

Figura 30. Conducta durante los 10 minutos de reexposicion a la caja lanzadera tras la
exposicion adulta a la tarea de evitacion activa en dos sentidos. En (A) el porcentaje de freezing,
en (B) el nimero de rearings y en (C) el nimero de cruzamientos. Se representa las medias +
SEM. Grupos en funcidn del tratamiento adolescente y adulto: CONTROL-CONTROL (n = 10),
CONTROL-MASTER (n = 10), CONTROL-YOKED (n = 10), MASTER-CONTROL (n = 9),
MASTER-MASTER (n = 9), MASTER-YOKED (n = 9), YOKED-CONTROL (n = 10), YOKED-
MASTER (n = 10) y YOKED-YOKED (n = 9). ### p<0,001, ## p<0,01, # p<0,05 vs CONTROL
adolescente; $$$ p<0,001, $$ p<0,01, $ p<0,05 vs CONTROL agudo (adulto); ++ p<0,01 vs
MASTER adolescente; * p<0,05 vs MASTER agudo (adulto).
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Conclusién general.

A largo plazo, en los sujetos MASTER se observo un efecto ansiolitico reflejado en un
aumento del tiempo de permanencia en los brazos abiertos en el EPM, efecto no
observable tras la exposicién a estrés incontrolable. Ademas, los sujetos YOKED
mostraron una disminucion de la conducta social activa, evidenciando un efecto

ansiogénico o motivacional.

La experiencia previa de controlabilidad favoreci6 las estrategias de afrontamiento
activas durante la reexposicion a la tarea de evitacion activa en la etapa adulta. Ademas,
los animales que habian recibido estrés incontrolable también ejecutaban mejor la tarea
que el grupo sin estrés. A nivel del eje HPA no se observaron diferencias significativas
entre los grupos MASTER y YOKED. No obstante, si se observd una respuesta
condicionada del eje HPA en aquellos grupos sin experiencia de estrés adulta (MASTER-
CONTROL y YOKED-CONTROL vs CONTROL-CONTROL) meramente re-expuestos
a la caja lanzadera. La memoria remota contextual de miedo fue mayor en los sujetos
YOKED, que en los MASTER, sobre todo tras la doble experiencia de no control en la
etapa adolescente y la adulta (YOKED-YOKED).
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CAPITULO 3. EFECTOS A LARGO PLAZO DEL ESTRES EN LA
ADOLESCENCIA: IMPULSIVIDAD COGNITIVA EN DESCUENTO
POR DEMORA.

Planteamiento y objetivos.

La impulsividad se asocia a un mal funcionamiento o inmadurez de las funciones
ejecutivas (Bari y Robbins 2013). Algunos resultados indican que la exposicion a estrés
cronico durante la adolescencia potencia la conducta impulsiva y la intolerancia a la
demora (v.g. Brydges et al. 2015). El objetivo concreto de este experimento fue valorar
los posibles efectos a largo plazo del estrés controlable e incontrolable sobre la
impulsividad cognitiva en una prueba de tolerancia a la demora. Se sugiere que la
exposicion a estrés incontrolable deberia dar lugar a un fenotipo vulnerable, aumentando
los niveles de impulsividad en la etapa adulta, mientras que la exposicion a estrés
controlable no deberia ejercer dichos efectos o ser incluso beneficiosa, disminuyendo
dicha impulsividad. Sin embargo, se desconoce si existe un impacto diferencial en

funcioén de la controlabilidad.

Disefio experimental.

Se utilizaron un total de 30 animales: 10 del grupo CONTROL, 10 del grupo MASTER
y 10 del grupo YOKED. Se expusieron a los sujetos a 8 sesiones no consecutivas de
estrés, entre PND 36 y PND 57 (promedio +1). Se valor6 la maduracion sexual antes y
durante la exposicion a estrés adolescente (PND 32-44). Al finalizar, todos los sujetos
llevaron a cabo la tarea de descuento por demora. En la tabla 16 se presenta un resumen

del disefio experimental.
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Tabla 16. Grupos experimentales y disefio del capitulo 3.

GRUPO N PND 32 - 44 PND 33-39a 54-60 PND 70-72a PND 112-114
. . TAREA DE
MADURACION EXPOSICION ALA
CONTROL 10 DESCUENTO POR
SEXUAL CAJA LANZADERA DEMORA
g : TAREA DE
MADURACION ESTRES
MASTER 10 DESCUENTO POR
SEXUAL CONTROLABLE DEMORA

Previamente a la exposicion a la TWAA, se empezé a valorar el inicio de la maduracion sexual
(entre PND 32-44). Los dias 1 a 29 experimentales, se llevé a cabo la exposicion a estrés en la
TWAA. A partir del dia 36 experimental (PND 70-72) se realizd la tarea de descuento por

demora. Obsérvese que en la tabla se indica la edad de los animales, no el dia experimental.
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Resultados.

En el estudio de descuento por demora se elimino un sujeto del grupo CONTROL debido
a que no supero las fases de pre-entrenamiento de la tarea. La muestra final es de:

CONTROL n =9, MASTER n=10y YOKED n = 10.

1- Efectos sobre la maduracion sexual en la adolescencia.

Antes y durante la exposicion a estrés, se valord el proceso de maduracion sexual,
mediante un sistema de calificacion del 0 al 2. En este experimento, se inicio la valoracion
en PND 32. La figura 31 muestra el porcentaje de sujetos en cada estadio de maduracion,
del PND 32-44. El analisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostr6é que no hubo ningtin
efecto del factor GRUPO en la curva de maduracion sexual, siendo por lo tanto

independiente de la exposicidn a estrés repetido (controlable o incontrolable).
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Figura 31. Evolucion de la maduracion sexual antes y durante la exposicion a estrés
adolescente. Se representa el porcentaje de sujetos en cada estadio de maduracion, segin la
abertura del prepucio. Se asigna un valor para cada uno de los 3 estadios: 0 cerrado, 1
parcialmente abierto y 2 completamente abierto. Se realizaron 4 valoraciones cada 4 dias,
empezando el PND 32. Grupos CONTROL (n =9), MASTER (n = 10) y YOKED (n = 10). No se

observaron diferencias entre los grupos.
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2- Tarea de descuento por demora.

Cuando todos los sujetos alcanzaron la edad de PND 70 iniciaron el pre-entrenamiento

de la tarea de descuento por demora.
2.1- Pre-entrenamiento.

Los dias necesarios para superar todas las fases del pre-entrenamiento de la tarea de
descuento por demora (Figura 32) se analizaron independientemente mediante el
ANOVA de 1 factor. No se observaron diferencias entre los grupos en ninguna de las

fases.

También se analizo, como representativa, la conducta durante el primer dia de cada una
de las 3 fases de pre-entrenamiento. En concreto, el nimero de refuerzos (o respuestas)
obtenidos con cada una de las 2 palancas (figura 33) y el tiempo de sesion (figura 34).
Ambas variables de analizaron con un ANOVA de 1 factor y no se observaron diferencias

entre los grupos.
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Figura 32. Dias empleados en cada una de las distintas fases de pre-entrenamiento de la tarea
de descuento por demora. Ver texto en métodos para el significado de cada fase. Se representa
las medias £ SEM. Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n = 10) y YOKED (n = 10). No se

observaron diferencias entre los grupos.
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Figura 33. Conducta en el primer dia en cada fase de pre-entrenamiento de la tarea de
descuento por demora. Se indican los refuerzos obtenidos con cada una de las dos palancas, sin
demora. Se representa las medias + SEM. CONTROL (n = 9), MASTER (n = 10) y YOKED (n =
10). No se observaron diferencias entre los grupos.
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Figura 34. Tiempo de duracion de las sesiones de pre-entrenamiento de la tarea de descuento
por demora. Ver texto en métodos para el significado de cada fase. Se representa las medias +
SEM. Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n = 10) y YOKED (n = 10). ON: overnight. No se

observaron diferencias entre los grupos.
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2.2- Test.

Durante el TEST la medida principal fue el porcentaje de respuestas realizadas en la
palanca demorada durante los ensayos de libre eleccion (Figura 35). El andlisis estadistico
se realiz6 mediante un GLM de dos factores (GRUPO y DEMORA). No se observo efecto
del GRUPO ni de la interaccion GRUPO x DEMORA, pero si del factor DEMORA [F
(4,104) = 136 p<0,05]. Las comparaciones por pares del factor DEMORA mostraron que
la preferencia por la palanca demorada fue distinta en todas las fases en comparacion con
0 s inicial (p <0.001 para todas las comparaciones), excepto en la comparacion O s inicial
vs 0 s final (p <0.05), donde las diferencias fueron menores. No obstante, todos los grupos
mostraron el mismo patron de preferencia, sin diferencias en funcion del tratamiento de
estrés adolescente. Los resultados indican que la preferencia por la palanca demorada
disminuye, como era de esperar, con la duracion de la demora. Ademads, cuando no existe
demora todos los sujetos prefieren la palanca que proporciona 4 pellets (la demorada)

respecto a la que proporciona 1 pellet (la inmediata).
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Figura 35. Curva de preferencia por la palanca demorada durante las distintas demoras del
TEST de la tarea de descuento por demora. El TEST se divide en distintas fases, y cada una de
ellas tiene una demora diferente: 0s, 10 s, 20 s, 40 s y de nuevo 0 s. Se grafica el porcentaje de
preferencia por la palanca que libera un refuerzo mayor en cada demora. Se representa las
medias £ SEM. Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n = 10) y YOKED (n = 10). No se

representa el factor DEMORA. No hubo diferencias entre los grupos.
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Otras variables analizadas durante la fase del TEST fueron (i) el tiempo de duracion de
las sesiones, (ii) el nimero de ensayos totales realizados, (iii) el nimero de omisiones y

(iv) las latencias de decision y de recogida del refuerzo.

La duracion de las sesiones (Figura 36) se analiz6 mediante un GEE de dos factores. No
se observo efecto del GRUPO, pero si del factor DEMORA [X?(4) = 37 p<0,05] y de la
interaccion GRUPO x DEMORA [X%(8) = 23 p<0,05]. La descomposicion de la
interaccion mostro que en la sesion de demora 40 s los sujetos YOKED necesitaron mas

tiempo para finalizar la sesion que los MASTER (p<0,05), pero no que los CONTROL.
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Figura 36. Duracién de las sesiones del TEST de la tarea de descuento por demora. EI TEST
se divide en distintas fases, y cada una de ellas tiene una demora diferente: 0s, 105,20, 40sy
de nuevo 0 s. Se representa las medias £ SEM. Grupos CONTROL (h = 9), MASTER (n = 10) y
YOKED (n = 10). + p<0,05 vs MASTER.

Para el andlisis del nimero de ensayos (Figura 37) y omisiones (Tabla 17) se realiz6 un
GEE de dos factores (GRUPO y DEMORA). La mayoria de los animales realizaron los
60 ensayos maximos de los que constaba la sesion, y las omisiones se mantuvieron en un

nivel muy bajo. No se observaron diferencias en ninguna de las variables.
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Figura 37. NUumero de ensayos totales en las sesiones del TEST de la tarea de descuento por

demora. EI TEST se divide en distintas fases y cada una de ellas tiene una demora diferente: 0 s,
10's, 20 s, 40 s 'y de nuevo O s. Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n = 9),
MASTER (n = 10) y YOKED (n = 10). No se observaron diferencias entre los grupos.

Tabla 17. Namero de omisiones en los grupos CONTROL, MASTER y YOKED en

las sesiones del TEST de la tarea de descuento por demora.

CONTROL | MASTER YOKED
Os 0,22 £0,15 | 0,10+0,10 | 0,00+ 0,00
10 s 0,33+0,24 | 0,10+0,10 | 0,60+0,34
20s 0,33+£0,24 | 0,70+0,40 | 0,40=+0,27
40's 0,33+£0,24 | 0,40+0,16 | 0,50+0,40
Os 0,00 +£0,00 | 0,80=+0,80 | 0,00+ 0,00

El TEST se divide en distintas fases, y cada una de ellas tiene una demora diferente: 0's, 10 s, 20
s, 40 s y de nuevo 0 s. Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n
= 10) y YOKED (n = 10). No se observaron diferencias entre los grupos.
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Las latencias de decision (Figura 38) y de recogida (Figura 39) del refuerzo se analizaron
con un GEE de dos factores. La mayoria de los animales tuvieron latencias muy bajas y
en ambas variables se observé un efecto del factor DEMORA [X2(4) = 44 p<0,001; X?*(4)
= 95 p<0,001, respectivamente]. Tanto la latencia de decision como de recogida
aumentaron con la primera demora (p< 0,001 ambas comparaciones), para ir

disminuyendo progresivamente hasta los niveles iniciales.

~ 2.571
NI J conTrROL
o > 2.01 [ mAasTER
s 2 XK. l Bl vokeD
2 o ll
- = 1.51
> S
5 o 1.01
v »
TS 0.5
@
©
0.0' T T T T
0 10 20 40 0

Delay (s)

Figura 38. Latencia de decision para presionar la palanca demorada durante los ensayos de
libre eleccidn en las sesiones del TEST de la tarea de descuento por demora. EI TEST se divide
en distintas fases, y cada una de ellas tiene una demora diferente: 0's, 10's, 20 s, 40 s y de nuevo
0 s. Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n = 10) y YOKED
(n = 10). Cuando los simbolos estan sobre las barras horizontales, el efecto es independiente del

grupo. *** p<0,001 vs 0 inicial.
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Figura 39. Latencia de recogida del pellet liberado por la palanca demorada durante los
ensayos de libre eleccién en las sesiones del TEST de la tarea de descuento por demora. El
TEST se divide en distintas fases, y cada una de ellas tiene una demora diferente: 0s, 10 s, 20 s,
40 sy de nuevo 0 s. Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n =
10) y YOKED (n = 10). Cuando los simbolos estan sobre las barras horizontales, el efecto es

independiente del grupo. *** p<0,001 vs 0 inicial.

Conclusion general.

La exposicion previa al estrés adolescente no afectd la impulsividad cognitiva evaluada
en la etapa adulta mediante una tarea de descuento por demora. Todos los grupos
mostraron, como era de esperar, una disminucion de la preferencia por la palanca
demorada (mayor refuerzo) a medida que aumentaba la demora. Ademas, el estrés no
ejercid efectos inespecificos a nivel de la adquisicion general del aprendizaje, numero de

omisiones o latencias de decision y de recogida del refuerzo.
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CAPITULO 4. EFECTOS A CORTO Y LARGO PLAZO DEL
ESTRES ADOLESCENTE: CONSUMO DE SACARINA E
IMPULSIVIDAD COGNITIVA EN TAREAS DE RIESGO.

Planteamiento y objetivos.

En la literatura numerosos trabajos acerca de los efectos del estrés cronico en animales
adultos sobre el consumo de sacarina como indice de anhedonia observan una
disminucion progresiva del consumo de sacarina con respecto a los sujetos control (v.g.
Naert et al. 2011; Shimamoto et al. 2011). En cambio, el papel que juega el factor
controlabilidad sobre el estrés en el consumo de soluciones dulces ha sido muy poco
estudiado. En Christianson et al. (2008), los sujetos fueron expuestos a un procedimiento
agudo de MASTER o YOKED (choque en la cola) y posteriormente se valord el consumo
de sacarosa. Ambos protocolos de estrés disminuyeron la preferencia por la sacarosa, pero
sin diferencias entre los dos grupos. Sin embargo, no existe informacion sobre la
importancia de la controlabilidad en el estrés en etapas adolescentes sobre el posible

desarrollo de anhedonia en la etapa adulta.

Por otra parte, la exposicion a un tratamiento de estrés durante la adolescencia podria
afectar la toma de decisiones y las conductas de riesgo en la etapa adulta. Sin embargo,
no existen aun trabajos previos que hayan estudiado los efectos del estrés incontrolable

en la adolescencia en una tarea de gambling.

Los objetivos de este experimento fueron (i) estudiar los efectos inmediatos del estrés
cronico controlable e incontrolable sobre la anhedonia y (i1) valorar los posibles efectos
a largo plazo del estrés controlable e incontrolable sobre la impulsividad en situaciones
de riesgo. Dado que la prueba de anhedonia no afecta a la conducta posterior se utilizo la
misma cohorte de animales. La exposicion a estrés incontrolable se espera que aumente
las conductas de riesgo en la etapa adulta, mientras que la exposicion a estrés controlable

deberia disminuir las conductas propensas al riesgo.
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Disefio experimental.

Este experimento se realizd en dos tandas independientes. Una primera tanda de 30
animales (10 CONTROL, 10 MASTER y 10 YOKED) y una segunda tanda de 60
animales (20 CONTROL, 20 MASTER y 20 YOKED). Independientemente de la tanda,
todos los sujetos fueron expuestos a 8 sesiones no consecutivas de estrés, entre PND 35
y PND 57 (promedio +1). En la etapa adulta, todos los sujetos llevaron a cabo la RGT
que evalua impulsividad cognitiva en situaciones de riesgo. Ademas, en la primera tanda
se volvid a evaluar los efectos del estrés adolescente en la maduracion sexual, mientras
que en la segunda tanda se valoraron los posibles efectos inmediatos del estrés
incontrolable sobre la anhedonia medida en el test de consumo de sacarina. En la tabla 18
se presentan ambos disefios experimentales, aunque los datos se han analizado

conjuntamente, cuando ha sido pertinente.

Tabla 23. Grupo experimentales y disefio del capitulo 4.

GRUPO N PND 28 - 44 PND 33-39a 54-60 PND 66-70 a PND 96-100
MADURACION EXPOSICION A LA
CONTROL | 10 SEXUAL CAJA LANZADERA TAREA DEL RGT
MADURACION ESTRES
MASTER 10 P ST LRI TAREA DEL RGT

GRUPO N | PND26-30a30-34 PND 31-35a 53-57 PND 53-57a 56-60 PND 66-70 a PND 100-104
LINEA BASE EXPOSICION A LA TEST DE LAS DOS RE

CONIROL | 20 SACARINA CAJA LANZADERA BOTELLAS TAREA DEL RGT
LINEA BASE ESTRES TEST DE LAS DOS .

MASTER 20 SACARINA CONTROLABLE BOTELLAS TAREA DEL RGT

En el panel superior, la primera tanda de animales y en el panel inferior, la segunda. De los dias

1 a 23-29 experimentales, se llevd a cabo la exposicion a estrés. De los dias 23 a 26
experimentales, se realizo el test de las dos botellas (segunda tanda). Del dia 37 al 67-71
experimental se realiz6 el Rat Gambling Task (RGT), en las dos tandas. Obsérvese que en la tabla

se indica la edad de los animales, no el dia experimental.
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Resultados.

En el estudio de la RGT se eliminaron un total de 10 sujetos: 4 del grupo CONTROL (3
no superaron las fases de pre-entrenamiento de la tarea y 1 era outlier), 5 del grupo
MASTER (3 por problemas técnicos durante la TWAA y 2 outliers) y 1 del grupo
YOKED (no superd las fases de pre-entrenamiento de la tarea). La muestra final fue de

CONTROL n =26, MASTER n =25y YOKED n =29.

1- Efectos sobre la maduracion sexual en la adolescencia.

Antes y durante la exposicion a estrés, se valord el proceso de maduracion sexual,
mediante un sistema de calificacion del 0 al 2. En este experimento, se inici6 la valoracion
cuando los sujetos tenian PND 28. La figura 40 muestra, para cada PND, el porcentaje de
sujetos en cada estadio de maduracion, del PND 28 al 44. El andlisis de supervivencia de
Kaplan-Meier mostré que no habia ningiin efecto del factor GRUPO en la curva de
maduracion sexual, siendo por lo tanto independiente de la exposicion al estrés, en

consonancia con los resultados del experimento anterior.

|PND 28| |PND 32| |PND 36| |PND 40| |PND 44|
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Figura 40. Evolucion de la maduracion sexual antes y durante la exposicion a estrés
adolescente. Se representa el porcentaje de sujetos en cada estadio de maduracion. Para valorar
la maduracion sexual, se observa la abertura del prepucio. Se asigna un valor para cada uno de
los 3 estadios: 0 cerrado, 1 parcialmente abierto y 2 completamente abierto. Se realizaron 5
valoraciones cada 4 dias, empezando el PND 28. Grupos CONTROL (h = 9), MASTER (n = 10)

y YOKED (n = 10). No se observaron diferencias entre los grupos.
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2- Efectos a corto plazo sobre el consumo de soluciones dulces.

Los datos del consumo de sacarina se analizaron mediante un GEE de 2 factores: GRUPO
y DIA (Figura 41). El consumo de agua durante dicha prueba fue minimo, mostrandose
una elevada preferencia por las soluciones dulces. El analisis mostrd que la exposicion a
estrés no modifico el consumo de sacarina, y la ingesta se mantuvo estable a lo largo de

los dias.

PND 55-59
T + T [J conTROL
MASTER
Il YoKED

Day 1 Day 2 Day 3

saccharin (mL/day)
R N W b~ 01O
o O O O o o o

Figura 41. Efectos del estrés adolescente sobre el consumo de sacarina en la prueba de
consumo voluntario de soluciones dulces. Se analizaron 3 dias consecutivos post-estrés (POST).
Inmediatamente después de la ltima sesidn de estrés (S8) se colocaron las botellas de sacarina
y agua. Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n = 15 - 17), MASTER (n = 12 -
15) y YOKED (n = 16 - 19). No se observaron diferencias entre los grupos.

3- Rat gambling task.

Entre PND 66 y PND 70 todos los sujetos iniciaron el pre-entrenamiento de la tarea de

riesgo.
3.1- Pre-entrenamiento.

Los dias empleados en cada fase del pre-entrenamiento (Figura 42) se analizaron
mediante un GENLIN de un factor. Se observaron diferencias significativas en los dias
empleados para superar la fase 1 del pre-entrenamiento: GRUPO [X*(2) = 18,8 p < 0.05].
Las comparaciones por pares mostraron que el grupo MASTER necesitdo mas dias que el

CONTROL (p<0,001) y el YOKED (p<0,01). En las fases 2 y 3 no hubo efecto GRUPO.
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Figura 42. Dias en cada fase de pre-entrenamiento durante la tarea del RGT. Se representa las
medias = SEM. Grupos CONTROL (n = 26), MASTER (n = 25) y YOKED (n = 29). ### p<0,001
vs CONTROL, ++ p<0,01 vs MASTER.

La duracion de cada fase de pre-entrenamiento (Figura 43) se ha analizado con un
GENLIN de 1 factor (GRUPO). No se observaron diferencias en la duracion de la sesion
en las fases 1 y 2, pero si en la fase 3, detectandose un efecto del GRUPO [X?(2) = 6,2
p<0,05]. Los sujetos YOKED necesitaron menos tiempo que los MASTER para finalizar
la primera sesion de fase 3 (p<0,05), observandose una tendencia a la significacién con
respecto a los CONTROL (p=0,056). No se observaron diferencias entre CONTROL y
MASTER.
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Figura 43. Duracion de las sesiones en el primer dia de cada fase de pre-entrenamiento durante
latarea del RGT. La duracién maxima de las 3 fases de pre-entrenamiento fue de 30 min (o hasta
alcanzar el nimero de pellets objetivo). Se representa las medias + SEM. Grupos CONTROL (n
= 26), MASTER (n = 25) y YOKED (n = 29). & tendencia (p=0,056) vs CONTROL; + p<0,05 vs
MASTER.
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Finalmente, ¢l numero de pellets obtenidos en el primer dia de cada fase (Figura 44)
también se analizé con un GENLIN de 1 factor (GRUPO). Se observo efecto GRUPO en
las fases 1y 2: [fase 1: X?(2) = 11,1 p<0,01 y fase 2: X*(2) = 6,9 p<0,05]. Los sujetos
CONTROL lograron mas pellets durante el primer dia en fase 1 respecto a los MASTER
y los YOKED (p<0,01, ambas comparaciones). No se observaron diferencias entre los
grupos de estrés adolescente. Sin embargo, en la fase 2 fueron los sujetos MASTER los

que mayor niumero de pellets obtuvieron, comparado con los CONTROL (p<0,01).
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Figura 44. Numero de pellets conseguidos durante el primer dia de cada fase de pre-
entrenamiento durante la tarea del RGT. Durante las fases 1 y 2 de pre-entrenamiento, el
nimero maximo de pellets a conseguir era de 21, mientras que en la fase 3 era de 63. Se
representa las medias £ SEM. Grupos CONTROL (n = 26), MASTER (n = 25) y YOKED (n =
29). ##p<0,01 vs CONTROL.

3.2- Test y Re-test.

Los datos de la principal conducta evaluada durante la tarea del RGT se muestran en la
figura 45, y representan el numero de respuestas validas realizadas en cada agujero, que
son las que proporcionan refuerzo al finalizar el ensayo. El andlisis de las variables se
realizo mediante un GEE de 3 factores: GRUPO, SESION y AGUJERO. El analisis del
niimero de respuestas totales mostré efecto del factor GRUPO [X? (2) = 9 p<0,05], de la
SESION [X? (1) = 10 p<0,05], del AGUJERO [X? (3) =20 p<0,05] y de las interacciones
SESION x AGUJERO [X? (3) = 15 p<0,05] y GRUPO x AGUJERO [X? (6) = 16 p<0,05].
No se observé efecto de las interacciones GRUPO x SESION o GRUPO x AGUJERO x
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Number of

SESION. La descomposiciéon de la interaccion GRUPO x AGUJERO mostrd que los
sujetos YOKED realizaban mas respuestas en los agujeros H4 y H5 (asociados a time-out
mas cortos) que el grupo CONTROL, siendo este efecto independiente de la SESION (p
< 0,05 en todas las comparaciones). Los sujetos MASTER no mostraron diferencias ni

con el grupo CONTROL ni con el YOKED.
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Figura 45. NUmero de respuestas validas (liberan pellet) en todos los agujeros disponibles
durante las sesiones del TEST y el RE-TEST durante la tarea del RGT. Los 4 agujeros se
numeran de H1 a H5 (el H3 esta bloqueado). EI H1 libera 2 pellets y tiene un time-out de 222 s
en el 50% de ensayos; H2 libera 2 pellets y tiene un time-out de 444 s en el 25% de ensayos; H4
libera 1 pellet y su time-out es de 12 s en el 25% de ensayos; finalmente, el H5 libera 1 pellet y
tiene un time-out de 6 s en el 50% de ensayos. Se representa las medias + SEM. Grupos
CONTROL (n = 26), MASTER (n = 25) y YOKED (n = 29). # p<0,05 vs CONTROL para el mismo

agujero.

Otras variables analizadas durante las fases del TEST y el RE-TEST fueron: (i) los
ensayos realizados, (ii) los pellets obtenidos en total, (iii) el total de respuestas
perseverantes durante los time-out y (iv) por cada agujero por separado, (v) la latencia de

respuesta por agujero y (vi) la latencia para coger el refuerzo.

Los ensayos realizados (Figura 46A) se analizaron con un GEE de 2 factores, GRUPO y
SESION. Se observo un efecto del GRUPO [X? (2) = 8,07 p<0,05] y de la SESION [X?
(1) = 13,1 p<0,001], pero no de la interaccion. La comparacion por pares del factor
GRUPO mostr6é que los sujetos YOKED realizaron un mayor numero de ensayos en

ambas sesiones, que el grupo CONTROL. Los grupos CONTROL y MASTER no
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Perseverative

mostraron diferencias significativas. El total de pellets obtenidos (Figura 46B) también
se analiz6 con un GEE de dos factores, que mostré un efecto estadisticamente
significativo de la SESION [X? (1) = 21 p<0,001], pero no del factor GRUPO ni de la
interaccion. Los grupos obtuvieron un mayor nimero de refuerzos durante la reexposicion

al test que en el test.

Las respuestas perseverantes (Figura 46C) y la latencia para ingerir el refuerzo (Figura
46D) se analizaron con un GLM de medidas repetidas de dos factores (GRUPO y
SESION), observandose un efecto estadisticamente significativo de la SESION
unicamente en las respuestas perseverantes [F (1, 77) = 73,6 p< 0,001]. El factor GRUPO

y la interaccion GRUPO x SESION no fue estadisticamente significativo en ninguno de

los casos.
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Figura 46. Variables analizadas durante las sesiones del TEST y el RE-TEST durante la tarea
del RGT. En (A) ensayos realizados, en (B) total de pellets obtenidos, en (C) sumatorio de
respuestas perseverantes durante los time-out y en (D) latencia para comer el refuerzo. Se
representa las medias £ SEM. Grupos CONTROL (n = 26), MASTER (n = 25) y YOKED (n =
29). Cuando los simbolos estan sobre las barras horizontales, el efecto es independiente del
grupo. ## p<0,01 vs CONTROL, *** p<0,001 vs TEST.

En la tabla 19 se muestra el nimero de pellets obtenidos en cada agujero. El analisis GEE

de tres factores (GRUPO, SESION y AGUJERO) mostré un efecto de los factores
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SESION [X? (1) = 21,4 p<0,001] y AGUJERO [X? (3) = 22,1 p<0,001] y de las
interacciones GRUPO x AGUJERO [X? (6) = 15,8 p<0,05] y SESION x AGUJERO [X?
(3) = 17,02 p<0,001]. No se observo un efecto significativo del factor GRUPO ni de las
interacciones GRUPO x SESION o GRUPO x AGUJERO x SESION. Las comparaciones
por pares de las interacciones mostraron diferencias significativas en el numero de
refuerzos obtenidos por agujero en cada sesion, observandose un mayor niimero de
refuerzos en los agujeros H4 y HS5 que en el resto de los agujeros en el TEST (p<0,05 y
p<0,001, respectivamente) y el RE-TEST (p<0,001). Ademas, en las dos sesiones, el
grupo YOKED obtuvo un menor nimero de refuerzos del agujero H2 (asociado a un time-
out mas elevado) en comparacion con los CONTROL y los MASTER (p<0,05 en ambos

€asos).

Tabla 19. Numero de pellets obtenidos en cada agujero para los grupos CONTROL,
MASTER y YOKED en las sesiones del TEST y el RE-TEST durante la tarea del
RGT.

CONTROL MASTER YOKED
SESSION | HOLE | MEAN | SEM | Sig. | MEAN | SEM | Sig. | MEAN | SEM | Sig.
H1 4,54 | 0,60 5,72 0,67 5,55 0,72
H2 7,54 | 0,92 7,56 0,97 4,72 0,71 | #+
TEST
H4 815 | 1,78 | Vv 7,52 2,67 \% 9,52 2,62 %
HS5 15,92 | 4,36 | | 10,32 2,81 | MM 2444 6,27 | M
HI 5,73 10,95 5,68 0,94 6,66 1,04
H2 8,42 | 1,26 7,80 1,24 5,03 0,96 | #+
RE-TEST
shokok H4 8,04 | 2,00 8,32 2,15 10,86 3,36

HS | 22,26 | 5,90 | ™~ | 21,16 5,63 | MM 36,93 9,29 | MA

Los 4 agujeros se numeran de H1 a H5 (el agujero H3 esta bloqueado). Se representa las medias
+ SEM. Sig: significacion estadistica. CONTROL (n = 26), MASTER (n =25) y YOKED (n = 29).
**% p < 0,001 (efecto SESION); # p<0,05 vs CONTROL (mismo AGUJERO); + p<0,05 vs
MASTER (mismo AGUJERO); V p<0,05 vs HI en la misma SESION; “p <0,001 vs HI-H2-H4
en la misma SESION.

La latencia para realizar una respuesta (nose-poke) en cada agujero se muestra en la tabla
20. Se analiz6 mediante un GEE de tres factores. Se observé un efecto de la SESION [X?
(1)=34,2 p<0,001] y del AGUJERO [X? (3) = 9,1 p < 0,05], pero no del GRUPO o de
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las interacciones de los factores. Las comparaciones por pares del factor AGUJERO
mostraron diferencias significativas en la latencia de respuesta entre los agujeros H1 vs
H4 y H5 (p<0,05 y p<0,01, respectivamente), siendo en ambas sesiones la latencia menor

en el H5 (asociado a time-out mas cortos).

Tabla 20. Latencia de respuesta en cada agujero para los grupos CONTROL,
MASTER y YOKED en las sesiones de TEST y el RE-TEST durante la tarea del
RGT.

CONTROL MASTER YOKED
SESSION | HOLE [ MEAN| SEM | Sig. | MEAN | SEM [ Sig. | MEAN [ SEM | Sig.
HI | 17,03 | 2,60 1891 | 2,22 17,15 | 3,81
H2 | 16,11 | 1,72 16,59 | 1,43 17,02 | 2,44
TEST
H4 [ 13,18 | 139 | v | 1675 | 201 | v | 1613 [ 293 | v
HS | 12,11 | 148 | wW | 13,72 | 174 | W | 1564 | 4,16 | WV
HI | 1147 | 1,52 9,78 | 0,90 9,60 | 137
RE.TEST| H2 | 13,18 | 3,69 8,97 | 0,83 8,85 | 1,14
skskok

H4 9,24 1,31 % 9,05 1,16 | V 9,51 1,76 | Vv

H5 7,53 0,94 | vv 8,55 0,75 | vv | 839 | 1,57 | vV

Los 4 agujeros se numeran de H1 a H5 (el agujero H3 esté bloqueado). Se representa las medias
+ SEM. Sig: significacion estadistica. CONTROL (n = 26), MASTER (n = 25) y YOKED (n = 29).
*** p<0,001 efecto SESION: VV p=0,01; p<0,05 vs HIl en la misma SESION.

Conclusion general.

La exposicion previa al estrés adolescente afectd a la ejecucion de la tarea de gambling
evaluada en la etapa adulta. La exposicion a estrés incontrolable potenci6 la preferencia
por las recompensas mas pequefias pero asociadas a time-out mas cortos, mientras que

los sujetos expuestos a estrés controlable no difirieron con respecto al grupo control.
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CAPITULO 5. EFECTOS A LARGO PLAZO DEL ESTRES
ADOLESCENTE: IMPULSIVIDAD MOTORA.

Planteamiento y objetivos.

Como se ha comentado, la disociacion entre la impulsividad cognitiva y motora se ha
manifestado repetidas veces (v.g. Fuentes et al. 2014), y existen tareas especificas para
estudiar cada constructo por separado. La exposicion a aislamiento social o CUS en
machos adolescentes aumenta la impulsividad motora en la etapa adulta, sin afectar la
impulsividad cognitiva en la tarea de descuento por demora (Baarendse et al. 2013a;
Comeau et al. 2014). Sin embargo, tampoco en este caso se ha valorado el posible impacto

diferencial de la controlabilidad sobre el estrés.

El objetivo de este experimento fue valorar los posibles efectos a largo plazo del estrés
incontrolable y controlable sobre la impulsividad motora y la compulsiéon mediante la
tarea del SCSRTT. Se asume que la exposicidon a estrés incontrolable aumentaria las
conductas impulsivas y compulsivas motoras (respuestas prematuras y perseverantes) en
la etapa adulta, mientras que la exposicion a estrés controlable disminuiria dichas

respuestas.

Disefio experimental.

Se utilizaron un total de 30 animales: 10 del grupo CONTROL, 10 del grupo MASTER
y 10 del grupo YOKED. Todos los sujetos fueron expuestos a 8 sesiones no consecutivas
de estrés entre PND 31 y PND 55 (promedio +1) y, una vez en la etapa adulta, realizaron

la tarea del SCSRTT. En la tabla 21 se presenta un resumen del disefio experimental.
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Tabla 21. Grupos experimentales y disefio del capitulo 5.

GRUPO N PND 30-33a 53-56 PND 73-76a PND 216-219

CONTROL 10 EXPOSICION A LA CAJA LANZADERA TAREA DEL 5CSRTT

De los dias 1 a 24 experimentales, se llevo a cabo la exposicion a estrés. De los dias 44 a 187
experimentales se realiz6 el 5CSRTT. Obsérvese que en la tabla se indica la edad de los animales,

no el dia experimental.
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Resultados.

En el estudio del SCSRTT se eliminaron dos sujetos, uno del grupo CONTROL y otro
del grupo YOKED, debido a que murieron de manera repentina durante el experimento
sin causa identificada. La muestra final fue de CONTROL n =9, MASTER n =10y
YOKED n=09.

1- Conducta hasta alcanzar la fase 7 en la tarea del 5SCSRT.

La conducta de los sujetos de la F1 a F7 se resume en la tabla 22. Las variables (i) dias
hasta superar cada fase, (ii) nimero de ensayos, (iii) porcentaje de respuestas correctas,
(iv) porcentaje de respuestas incorrectas, (v) porcentaje de omisiones y (vi) porcentaje de
accuracy durante el primer dia de cada fase se analizaron con un GEE de 2 factores:

GRUPO (CONTROL, MASTER y YOKED) y FASE (1 a 7).

El analisis GEE de los dias empleados en cada fase mostrd un efecto de la FASE [X?(6)
=490 p<0,05] y de la interacciéon GRUPO x FASE [X?(12) = 43,5 p<0,05], pero no del
factor GRUPO. Los datos demuestran que todos los grupos necesitaron mas dias para
superar la F1 que para superar las fases 2 a 4. A partir de la F5, las condiciones de la tarea
fueron mas exigentes y de nuevo requirieron mas sesiones para superar los criterios de
cada fase. En la F6, los YOKED fueron los que menos sesiones necesitaron para superar

dicha fase, en comparacion con los CONTROL (p<0,05) y los MASTER (p<0,01).

El analisis GEE del niumero de ensayos mostrd un efecto del GRUPO [X%(2) = 9,03
p<0,05], de la FASE [X%(4) = 1233 p<0,05] y de la interaccion GRUPO x FASE [X*(8)
= 23,6 p<0,05]. De nuevo los datos demuestran que todos los grupos realizaron menos
ensayos en el primer dia en F1, pero en el primer dia de las fases 2 a 4 lograron terminar
la sesion. No obstante, en las fases 5 a 7 las condiciones de la tarea fueron mas exigentes
y el nimero de ensayos mas elevado (de 90 a 100), y la mayoria de los sujetos no
terminaron la sesion el primer dia. De hecho, en la F5 el grupo YOKED completé un

menor numero de ensayos en comparacion con los MASTER (p<0,01).

El analisis GEE del porcentaje de respuestas correctas mostré un efecto de la FASE [X?(6)
= 2627 p<0,05], pero no del GRUPO o de la interaccion GRUPO x FASE. El analisis
GEE del porcentaje de respuestas incorrectas mostro un efecto de la FASE [X?(6) = 192
p<0,05] y de la interaccion GRUPO x FASE [X%(12) = 55,3 p<0,05]. Todos los grupos

mostraron un aumento significativo de las respuestas correctas el primer dia de cada fase
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a partir de la F2, aunque a pesar de la interaccion no se observaron diferencias
significativas entre los grupos. Logicamente, se realizaron cada vez menos respuestas
incorrectas por fase, aunque con algunos matices: el grupo YOKED realizé un mayor
numero de incorrectas en la F3 en comparacioén con los MASTER (p<0,05), mientras que
los MASTER fueron los que realizaron un menor nimero de dichas respuestas en la F4

en comparacion con los CONTROL (p<0,01).

El analisis GEE de la accuracy mostr6 un efecto del GRUPO [X*(2) = 8,4 p<0,05], de la
FASE [X?(6) = 3364 p < 0,05] y de la interaccion GRUPO x FASE [X*(12) = 35,4
p<0,05]. El analisis GEE del porcentaje de omisiones mostro un efecto significativo de la
FASE [X*(6) = 381 p<0,05] y de la interaccion GRUPO x FASE [X?*(12) = 30,4 p<0,05]
y una tendencia a la significacion del factor GRUPO [X?(2) = 5,7 p=0,056]. El promedio
de accuracy aumento a partir de la F2 y se mantuvo estable a lo largo de las sesiones, en
todos los grupos, siendo ligeramente mayor en los MASTER en comparacién con los
CONTROL solo en la F4 (p<0,05). Por otra parte, el porcentaje de omisiones disminuy6
ligeramente en las fases 2 y 3, pero aument6 de nuevo en las siguientes fases, en las cuales
las condiciones fueron de mayor dificultad. El grupo CONTROL mostré un mayor
numero de omisiones respecto a los sujetos YOKED en las F3 y F5 (p<0,01 y p<0,05).
En cuanto a los sujetos MASTER, mostraron también un mayor nimero de omisiones
con respecto a los YOKED en las F3, F4, F5 y F6 (p<0,001 en los tres primeros casos, y
p<0,01 en la F6).

En estas fases de la tarea, el nimero de respuestas prematuras, las respuestas
perseverativas y las respuestas durante los time-out no se muestran, aunque no se

observaron diferencias relevantes entre los grupos.
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Tabla 22. Resumen de la conducta durante las fase 1 a 7 en la tarea del 5CSRT.

CONTROL MASTER YOKED
VARIABLE | PHASE | MEA | SEM | Sig. | MEAN | SEM | Sig. | MEAN | SEM |_Sig.
1 | 489 | 0,59 450 | 027 489 | 051
2 | 1.00 | 0.00 1.00 | 0,00 1.00 | 0,00
3 | LI ] o1l 1.00 | 0,00 144 | 024
%’?{XSS]IEN 4 [ 3.11 ] 095 3.10 | 0.87 333 | 1.04
5 | 422 | 0.57 630 | 111 744 | 1.68
6 11656 | 3.7 20,60 | 4.44 855 | 1.63 | #1t
7 11022 | 331 12.75 | 3.17 1511 | 4.11
1 6133 | 3.87 692 | 1.99 6444 | 1.97
2 190,00 ] 0.00 90,00 | 0,00 90,00 | 0,00
3 190,00 0.00 90,00 | 0,00 90,00 | 0,00
TRIALS 4 190,00 0.00 90,00 | 0,00 90,00 | 0,00
5 | 80.89 | 4.64 88.50 | 1,07 7166 | 575 | ++
6 19822 1.78 100,00 | 0,00 96.89 | 2.33
7 1100.0 | 0,00 97.00 | 3.00 99.33 | 0.67
T [ 467 | 0.87 730 | 0.90 533 | 0.94
2 | 5644 | 2.89 56.70 | 2.56 5467 | 3.62
% 3 | 58,67 | 2.65 61.40 | 2.41 57.67 | 4.46
CORRECT 4 [51.67] 346 53.30 | 2,04 56.67 | 3.34
RESPONSES | 5 | 44.00 | 3.17 41.90 | 329 4022 | 2.83
6 | 47.00 | 2.85 46,40 | 3.14 50.89 | 3.85
7 6144 | 2.67 58.88 | 3.15 5778 | 3.32
1 [3833 | 3.2 4330 | 2.85 39.11 | 432
2 32111 2.66 20.80 | 2.68 34.55 | 337
% 3 26,00 2.57 214 | 2.14 3044 | 436 | +
INCORRECT | 4 | 19.89 | 1.37 13.50 | 1.89 | # | 1944 | 2.07
RESPONSES | 5 | 19.56 | 1.34 1720 | 115 17.89 | 2.41
6 11833 | 2.17 17.00 | 1.56 2322 | 2.73
7 1 15.00 | 2.31 1225 | 2.46 17.67 | 2.35
1 [ 1100 158 1430 | 141 1156 | 2.11
2 1 63.67] 3.06 65.60 | 2.94 6122 | 3.89
3 6933 ] 3.04 7410 | 2.59 6533 | 4.94
% ACCURACY | 4 | 71.78 | 2.60 80.10 | 2.56 | # | 74.11 | 3.07
5 169.00 | 1.67 70.60 | 1.45 69.78 | 2.54
6 | 72.22 | 2.69 72.90 | 2.47 68.44 | 3.91
7 18078 | 2.60 8275 | 3.39 77.00 | 2.83
1 3111 2.89 27.70 | 2.94 32.11 | 6.12
2 | 144 | 058 3.80 | 1.46 6.56 | 5.70
3 | 611 ] 0.73 810 | 139 3.00 | 0.85 | #++
% OMISSIONS | 4 | 2044 | 2.76 25.90 | 2.40 1522 | 258 | +it
5 2067 | 341 33.50 | 4.4 1822 | 2.56 | #rr
6 3311 4.13 36.60 | 3.43 2322 | 3.59 | ++
7 12356 | 3.63 2625 | 2.62 24.00 | 3.74

Se representa las medias + SEM. Sig.: significacion estadistica. CONTROL n =9, MASTER n =
10y YOKED n = 9. ## p<0,01;# p<0,05 vs CONTROL; +++ p<0,001, ++ p<0,01, + p<0,05 vs
MASTER.
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2- Conducta en las fases con ITI prolongado en la tarea del SCSRT.

Aunque el proposito original fue que los animales progresaran hasta una duracion de la
luz de 0,5 s, debido a la excesiva dificultad de la tarea se decidid6 mantener a todos los
animales en las condiciones de F7 y variar el ITL, para potenciar la aparicion de respuestas
impulsivas. Todos los sujetos realizaron dos dias consecutivos en fase 7 con [Tl de 5 s
(condiciones estandar), luego se aumento6 a 7 s (durante 17 sesiones) y finalmente a 9 s (9
sesiones). Se calculd, para cada ITI, el promedio de todas las sesiones mencionadas y se

analizaron todas las variables con un GEE de dos factores: GRUPO e ITI (5, 7y 9 s).

El andlisis GEE de dos factores del numero de ensayos (Figura 47A) revel6 un efecto
significativo del factor ITI [X*(2) = 18,3 p<0,05] pero no del GRUPO o de la interaccién
GRUPO x ITL Se observé una disminucioén general del nimero de ensayos terminados
durante las sesiones con ITI 7 s en comparacion con las de ITI 5 s. No obstante, en las
sesiones de ITI 9 s se observo de nuevo un aumento del nimero de ensayos terminados,
lo que podria indicar que los sujetos ya se han habituado por completo a las sesiones de
fase 7 con ITI mas largos. El analisis del porcentaje de respuestas correctas e incorrectas
(Figura 47B y C) revel6 en ambos casos un efecto significativo de la interaccion GRUPO
x ITI[X%(4) = 9,6 p <0,05; X*(4) = 11,8 p<0,05 respectivamente], pero no de los factores
por separado. A pesar de estas interacciones, no se observaron diferencias entre grupos
dentro de cada fase. En la primera descomposicion por pares se observd que los sujetos
MASTER realizaban un menor niimero de respuestas correctas en las sesiones de ITI 9 s
en comparacion con las sesiones de ITI 7 s (mismo intra-sujeto). No se observaron
diferencias en los grupos CONTROL y YOKED. En el caso de las respuestas incorrectas,
se observo una diminucion de dichas respuestas en los sujetos YOKED en las sesiones de
ITI 9 s en comparacién con las de ITI 7 s (mismo intra-sujeto). No se observaron
diferencias en los otros grupos. El andlisis del porcentaje de accuracy y de las omisiones
(Figura 47D y E) no revelo efecto alguno de los distintos factores. El andlisis del tiempo
de duracion de las sesiones (figura 47F) mostré un efecto del factor ITI [X?(2) = 496
p<0,05] pero no del GRUPO o de la interaccion GRUPO x ITI.

El anélisis de la latencia en realizar una respuesta correcta o incorrecta (figura 48A y B)
revel6 un efecto estadisticamente significativo del factor ITI [X*(2) = 18 p<0,05; X*(2) =
14 p<0,05 respectivamente], pero no del GRUPO o de la interaccion. El patrén del efecto

fue similar en ambos tipos de respuesta, observandose una disminucion de las latencias a
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medida que el ITI fue en aumento (p<0,001 todas las comparaciones). En el analisis de la
latencia promedio en recolectar el pellet (Figura 48C) se elimind un sujeto del grupo
MASTER (n =9) al considerarse un outlier (promedio de 15, 10 y 29 s para cada uno de
los ITT). El analisis no mostr6 efecto significativo de los factores GRUPO e ITI o de la

interaccion.

Los resultados mas interesantes son los relacionados con la medida de impulsividad. El
analisis del porcentaje de respuestas prematuras (Figura 49A) reveld un efecto
estadisticamente significativo del factor ITI [X*(2) = 104 p<0,05] y de la interaccién
GRUPO x ITI [X?(4) = 13 p<0,05]. La descomposiciéon de la interaccién mostrd un
aumento progresivo de las respuestas prematuras en los tres grupos a medida que el ITI
aument6 (p <0,001 ITI 5s vs IT1 9s). Ademas, el grupo YOKED fue el que mas respuestas
prematuras realizo en las sesiones de ITI 9 s en comparacion con los grupos CONTROL
(p<0,01) y MASTER (p<0,05). Los grupos CONTROL y MASTER no mostraron
diferencias significativas entre ellos. Este efecto fue muy especifico de las respuestas
prematuras, ya que el analisis del porcentaje de respuestas perseverantes (Figura 49B) no

mostrd ningln efecto estadisticamente significativo.

Otro indice de inhibicién conductual viene proporcionado por las respuestas realizadas
durante el time-out (Figura 49C). El analisis estadistico revel6 un efecto estadisticamente
significativo del factor ITI [X?*(2) = 22 p<0,05], aunque no del GRUPO o de la
interaccion. En las comparaciones por pares se observo un aumento de estas respuestas a

medida que el ITT aumentaba, siendo este efecto similar en los tres grupos.
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Figura 47. Datos de las sesiones de habituacion a la fase 7 y de ITI largo (7 y 9 s) del 5CSRTT
en los tres grupos de estrés adolescente. En (A) el nimero de ensayos, en (B) el porcentaje de
respuestas correctas y en (C) el de las incorrectas, en (D) el porcentaje de accuracy, en E) el
porcentaje de omisiones, y en F) la duracién de las sesiones. Se representa las medias + SEM.
Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n = 10) y YOKED (n = 9). Cuando los simbolos estan
sobre las barras horizontales, el efecto es independiente del grupo. # p<0,05 vs CONTROL; +
p<0,05 vs MASTER; *** p<0,001, * p<0,05 vs ITI 5 s; A4 p<0,01, A p<0,05 vs ITI 7 s.
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Figura 48. Datos de las sesiones de habituacion a la fase 7 y de ITI largo (7 y 9 s) del 5CSRTT
en los tres grupos de estrés adolescente. En (A) la latencia media en hacer una respuesta correcta
y en (B) una incorrecta, en (C) la latencia media de recogida del pellet. Se representa las medias
+ SEM. Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n =9) y YOKED (n = 9). Cuando los simbolos

estén sobre las barras horizontales, el efecto es independiente del grupo. *** p<0,001 vs ITI 5s.
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Figura 49. Datos de las sesiones de habituacion a la fase 7 y de ITI largo (7 y 9 s) del 5CSRTT
en los tres grupos de estrés adolescente. En (A) el porcentaje de respuestas prematuras y en (B)
el de perseverantes y en (C) las respuestas durante el time-out. Se representa las medias + SEM.
Grupos CONTROL (n = 9), MASTER (n = 10) y YOKED (n = 9). Cuando los simbolos estan
sobre las barras horizontales, el efecto es independiente del grupo. # p<0,05 vs CONTROL; +
p<0,05 vs MASTER; *** p<0,001 vs ITI 5 s; 444 p<0,001 vs ITI 7 s.
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Conclusién general.

La exposicion previa al estrés adolescente afectd a la impulsividad motora evaluada en la
etapa adulta mediante la tarea de SCSRT. La exposicion a estrés incontrolable (YOKED)
potencié las respuestas prematuras, cuando las condiciones de la tarea fueron muy
exigentes, en comparacion con los grupos MASTER y CONTROL, los cuales no
mostraron diferencias en las variables relacionadas con la conducta impulsiva o
compulsiva. Otros parametros atencionales y motivacionales de la tarea no se vieron

afectados.
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En el presente trabajo se han investigado los efectos endocrinos y conductuales, a corto y
largo plazo, del control sobre el estrés aplicado en la etapa adolescente. Los sujetos fueron
expuestos a estrés repetido (choque eléctrico en las patas) durante la adolescencia,
utilizando una tarea activa de evitacion/escape en una caja lanzadera (TWAA) para el
grupo MASTER y un grupo expuesto exactamente a los mismos choques eléctricos que
el MASTER pero sin posibilidad de que su conducta fuera contingente con los choques
(YOKED). Un grupo CONTROL (naive) se situd en la caja lanzadera sin recibir choques.
Unos dias o semanas después, los animales se evaluaron en distintas situaciones de estrés

o pruebas conductuales para valorar el impacto a corto y largo plazo del estrés.

En respuesta a la exposicion repetida al choque durante la adolescencia, los sujetos
YOKED mostraron una respuesta hormonal mayor que los MASTER en la tltima sesion
de estrés, indicando que el control sobre el estrés es capaz de amortiguar la respuesta del
eje HPA. A juzgar por la ausencia de cambios en el peso de los animales y el tamafio de
adrenales y timo, la situacion de estrés en el periodo adolescente no fue de intensidad

elevada, no afectando ni al grupo MASTER ni al YOKED.

Respecto a las consecuencias posteriores a la exposicion al estrés, los sujetos YOKED
mostraron a corto plazo mayor hipoactividad en ambientes nuevos, muestra de una mayor
generalizacion del miedo a otros contextos no relacionados con el asociado inicialmente
al choque. A largo plazo se observd un efecto ansiolitico de la exposicion a estrés
controlable, reflejado en una mayor permanencia en los brazos abiertos del EPM, efecto
que no se observo tras el estrés incontrolable. Por otro lado, los animales YOKED
mostraron una disminucion en la frecuencia de ciertas pautas de conducta activa durante
el test de interaccion social, apoyando la existencia de efectos ansiogénicos de larga
duracion. También se observo una memoria remota de miedo condicionado al contexto
mayor en los sujetos YOKED, mientras que no se observaron diferencias en la memoria

reciente.

La falta de control sobre el estrés indujo déficits a largo plazo en la inhibicion conductual.
Asi, los sujetos YOKED adultos mostraron un aumento de la impulsividad motora
(respuestas prematuras en el SCSRTT), asi como una mayor preferencia por las
recompensas asociadas a time-out mas cortos (menos tiempo de espera en la tarea de
gambling). Dichos efectos no se observaron en los sujetos MASTER y en ninguno de los
dos grupos de estrés se demostraron tampoco efectos en pruebas de impulsividad
cognitiva (tolerancia a la demora). Finalmente, la experiencia previa con choques en la
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adolescencia favorecio las estrategias de afrontamiento activas tras una re-exposicion a
la tarea de evitacion activa en la etapa adulta, observandose un efecto protector incluso
en el grupo YOKED respecto al grupo CONTROL, aunque dicho efecto fue mayor en el
grupo MASTER. Estos resultados van en contra de la teoria clésica de la indefension
aprendida. En conjunto, los datos indican que la posibilidad de control mitiga algunos de

los efectos negativos del estrés en la adolescencia.

1- ESTRES DURANTE LA ADOLESCENCIA.

Adquisicién adolescente de la tarea de evitacidn activa en dos sentidos (capitulo 0).

El grupo de animales MASTER (estrés controlable) fue expuesto durante la etapa
adolescente a varias sesiones de evitacion activa en dos sentidos administradas de forma
impredecible en cuento al dia y la hora concreta. Esta tarea permite evaluar la capacidad
de aprendizaje/memoria de tipo implicito (o procedimental), viéndose afectada por las
estrategias de afrontamiento y la ansiedad de los sujetos (Brush 2003; Steimer y Driscoll
2003). Como se ha comentado, en este tipo de aprendizaje se dan dos procesos de

condicionamiento simultaneos, el aprendizaje clasico y el instrumental.

Aunque con notables diferencias individuales, en nuestro trabajo se ha observado un
correcto aprendizaje de la tarea con un aumento de las evitaciones a lo largo de las
sesiones (especialmente a partir de la S3), mientras que los escapes evidentemente fueron
disminuyendo y las respuestas nulas se mantuvieron a un nivel muy bajo. No obstante, el
aprendizaje en la mayoria de los sujetos nunca fue completo observandose una asintota
aproximadamente en 30 evitaciones/dia (respecto a las 50 posibles), lo que no es
sorprendente dado que se considera una tarea dificil al no existir un compartimento
“seguro” y otro “peligroso”. Sin embargo, en base a nuestra experiencia el aprendizaje de
la tarea es mas rapido en sujetos adolescentes que en adultos, en consonancia con los
estudios de Bauer (1978), que muestran que el aprendizaje de esta tarea es dependiente
de la edad, con un 6ptimo en roedores entre los 21 y 51 dias de edad, aunque no todos los
autores estan de acuerdo (ver Introduccidén). Respecto a otras conductas registradas
durante la tarea, cabe mencionar que el nimero de cruzamientos entre ensayos se
incrementd también a lo largo de las sesiones (a partir de la S3), de forma paralela al

numero de evitaciones, observandose una correlacion positiva entre ambas variables.

198



Aunque el numero de sujetos MASTER en cada experimento no fue suficientemente alto
como para abordar el tema de las diferencias individuales, seria interesante en futuros
estudios relacionar las distintas estrategias de aprendizaje desarrolladas en la tarea con el
impacto a largo plazo de dicho estrés. Andlisis de cluster no publicados de nuestro
laboratorio (Cordon-Morillas et al. no publicado) indican, de acuerdo con datos previos
(Galatzer-Levy et al. 2014), que existen al menos 4 tipos de animales: los que evitan
mucho ya desde la segunda sesion (rapid-avoiders), los que van evitando de forma
progresiva a lo largo de las sesiones (model-avoiders), los que van adquiriendo la
evitacion pero muy lentamente (Slow-avoiders) y los que no evitan nunca (non-avoiders).

En un importante nimero de estudios, especialmente estos ultimos suelen eliminarse.

Desarrollo de miedo condicionado al contexto (capitulos 0y 2).

Cuando los animales son expuestos a un estimulo aversivo (v.g. choque eléctrico en las
patas) en un compartimento concreto, desarrollan condicionamiento de miedo al contexto.
El miedo al contexto se da incluso ante un solo choque eléctrico, siempre y cuando los
sujetos dispongan de tiempo previo para explorar el ambiente y permitirles elaborar una
representacion cognitiva de dicho contexto (Fanselow 1984; Landeira-Fernandez et al.

2006; Daviu et al. 2010).

Para caracterizar el posible desarrollo de miedo condicionado al contexto durante el
aprendizaje de la tarea en la etapa adolescente se analiz6 en ambos grupos de estrés el
comportamiento durante la habituacion al contexto (5 min previos al primer choque). En
todos los sujetos expuestos al choque (tanto MASTER como YOKED) se desarrollo,
después de la primera sesion, condicionamiento del miedo al contexto, valorado mediante
el tiempo de freezing y el numero de rearings y cruzamientos. La exposicion repetida a
la tarea y al contexto no disminuyd los niveles de miedo en ninguno de los dos grupos
(S8 versus S2). Y lo que es mas importante, los niveles de freezing no fueron diferentes
entre ambos tratamientos de estrés, lo que indica que a corto plazo la memoria de miedo
al contexto no esta afectada por la posibilidad de control. Aunque los resultados en el
numero de rearings apoyan la falta de diferencias entre ambos grupos de estrés, los
animales YOKED realizaron progresivamente a lo largo de las sesiones menos
cruzamientos en el periodo de habituacion (previo al choque) que los MASTER. Discernir
si los cruzamientos son una medida mas sensible a la intensidad del condicionamiento

que el propio freezing o si los cruzamientos representan al menos en parte una estrategia
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conductual que favorece el aprendizaje de los animales MASTER require estudios

especificamente designados a tal fin.

El desarrollo de miedo condicionado al contexto tras estrés controlable e incontrolable ha
sido previamente evaluado por Liu et al. (2009) y Pryce et al. (2012) en ratones adultos,
utilizando una tarea en la que solo el escape es posible (sin posibilidad de evitar).
Sorprendentemente, los sujetos MASTER mostraron mas freezing al contexto que los
YOKED. Aunque estos resultados parecen en contradiccion con los nuestros, las
diferencias en el paradigma de control (evitacién/escape versus escape) pueden ser
criticas. De hecho, en nuestro laboratorio hemos observado en ratas, utilizando la tarea
de escape en la caja lanzadera, que el condicionamiento del miedo al contexto es mayor
en las MASTER que en las YOKED (Escrig et al, no publicado). Los procesos
subyacentes a este efecto diferencial de la tarea de evitacion respecto a la de escape no
han sido estudiados previamente, aunque es posible que ese aparente freezing sea en
realidad un mecanismo de inmovilidad selectiva, preparatorio para escapar mas

eficientemente del choque.

Aparte de la memoria reciente de miedo al contexto, otro aspecto de gran relevancia es
codmo la experiencia previa de control afecta a la memoria remota. En nuestro trabajo, los
animales fueron de nuevo re-introducidos en el contexto de la jaula lanzadera (sin tono y
sin choque) en la etapa adulta. Los datos muestran que los animales MASTER
manifestaban mayores niveles de freezing que el grupo CONTROL pero menores que los
YOKED, y se observé el patron inverso en las variables rearings y cruzamientos,
indicando que la controlabilidad mitiga el impacto del estrés a muy largo plazo (63 dias
post-estrés). Estos datos estdn de acuerdo con los del laboratorio de Richter-Levin (Ilin y
Richter-Levin 2009; Horovitz et al. 2017), utilizando nuestro mismo modelo MASTER-
YOKED. Cuando ambos grupos fueron re-expuestos al contexto de la TWAA (caja
lanzadera) dos semanas después, se observaron mayores niveles de freezing e inactividad

en los sujetos YOKED que en los grupos MASTER y CONTROL.

Puesto que los mecanismos que regulan la memoria reciente del miedo (durante las
sesiones de realizacion de la tarea en la etapa adolescente) pueden ser distintos de los de
la memoria remota (Frankland et al. 2006; Restivo et al. 2009; Xu et al. 2012; Tayler et
al. 2013; Griff et al. 2014; Einarsson et al. 2015), es posible que la posibilidad de control
sobre el estrés o la falta del mismo afecte de manera diferente a ambos tipos de

mecanismos. No obstante, una explicacion alternativa es que haya un efecto techo en el

200



freezing durante la memoria mas reciente (durante el periodo adolescente), de tal manera
que las diferencias aparecen porque la memoria del miedo es mas potente en el grupo

YOKED que en el MASTER, siendo por lo tanto mas perdurable en el tiempo.

Efectos sobre el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (capitulo 0).

Tras la primera sesion en la tarea de evitacion activa (S1) se observd un aumento de los
niveles de ACTH y corticosterona tipicos de la exposicion a estimulos estresantes de
elevada intensidad como los choques eléctricos (Marquez et al. 2002; Belda et al. 2004;
Lalanza et al. 2012). Sin embargo, ni en la toma de muestra posterior a la finalizacion de
la exposicion estresante ni durante la fase de recuperacion (45 min) se observaron

diferencias en la respuesta hormonal debidas a la posibilidad de control.

La exposicion repetida al mismo estimulo da lugar habitualmente a una disminucion
progresiva de la actividad del eje HPA, asi como de otras variables fisioldgicas (V.g.
Armario et al. 1988a,1988b; Marquez et al. 2004). Sin embargo, la adaptacion no se da
con la misma intensidad en todos los estimulos estresantes y en el caso del choque
eléctrico no se observa adaptacion bajo algunas circunstancias (Rabasa et al. 2011). En el
presente trabajo, la exposicion repetida al choque dio lugar a una disminucion de los
niveles de ACTH y corticosterona en la tltima sesion (S8) respecto a los observados
durante la primera sesion, pero es importante mencionar que el tiempo y la cantidad de
choques recibidos fue disminuyendo a lo largo de las sesiones, como consecuencia del
aprendizaje de los animales MASTER (que logicamente afectaba también a los animales

YOKED).

Tras la experiencia repetida con la situacion estresante (S8), aparecieron diferencias en la
respuesta HPA debidas a la posibilidad de control, siendo la respuesta hormonal al
choque, especialmente la de ACTH, mayor en los animales YOKED que en los
MASTER, a pesar de que los choques recibidos fueron los mismos. Por otro lado, los
niveles de ACTH inmediatamente después de la tarea (S8) correlacionaron positivamente
con el tiempo de choque solo en los sujetos YOKED y no en los MASTER, sugiriendo
que la posibilidad de control afiade complejidad a la relacion esperada entre intensidad

del estrés y respuesta HPA.

La similitud en la respuesta del eje HPA entre los animales MASTER y YOKED en la
primera sesion esta en consonancia con otros trabajos publicados en ratas con paradigmas

de escape o cuando no hay ninguna sefial que prediga (anteceda) al choque (evitacion tipo
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Sidman). Asi, no se han encontrado diferencias en la respuesta HPA debidas a la
posibilidad de control tras una sola exposicion a choques eléctricos en la cola (Helmreich
et al. 1999; Maier et al. 1986) o tras exposicion repetida a choques eléctricos en las patas
en rata o raton (Mormede et al. 1988; Prince y Anisman, 1990; Helmreich et al. 2008).
Sin embargo, en procedimientos en los que una sefial antecede al choque y se permite la
evitacion del mismo (no solo el escape), las ratas YOKED tienen mayores niveles basales
de corticosterona el dia después de la S6 en comparacion con las ratas MASTER, que no
difieren de las CONTROL (Lucas et al. 2014). Puesto que los niveles basales a las 24-48
h post-estrés estan relacionados con la intensidad del estimulo estresante (v.g. Belda et al.
2016), los datos sugieren que la experiencia repetida de control puede amortiguar el
impacto sobre el eje HPA en tareas de evitacion pero no de escape, en consonancia con
un resultado previo utilizando una sesion muy prolongada de evitacion/escape (Tsuda y
Tanaka 1985). Es también posible que el eje HPA sea sensible incluso durante la primera
sesion a aquellas tareas de escape que requieran una conducta mas elaborada que el mero
cambio de compartimento, como es el caso de la presion de una palanca (Swenson y
Vogel 1983). Por consiguiente, la relacion entre posibilidad de control y respuesta HPA
es compleja y la presencia de una sefial especifica (CS) predictiva del estimulo aversivo
o la complejidad de la tarea necesaria para escapar del mismo pueden ser de gran

relevancia.

Aunque pocos trabajos han evaluado cémo la exposicion repetida a estrés controlable
durante la adolescencia afecta a la respuesta del eje HPA, el hecho de que en la primera
exposicion no haya diferencias entre los grupos, pero si las haya en la tltima, apoya la
hipétesis de que al menos en la tarea TWAA la experiencia de control se desarrolla a lo
largo del tiempo (Ilin y Richter-Levin 2009). En humanos los datos que indican que la
posibilidad de control mitiga el impacto del estrés estan realizados tras estrés agudo (Kern
et al. 2008; Miiller, 2011; Sugaya et al. 2012), por lo que se precisan mas estudios en

condiciones de exposicion repetida.

Otros efectos fisioldgicos del estrés durante la adolescencia (capitulos 0, 1, 3y 4).

La evaluacion de la ganancia de peso corporal y la ingesta de comida durante el estrés
adolescente no mostro grandes diferencias entre los grupos. La disminucion de peso es
un efecto tipico de las situaciones de estrés de cierta intensidad y suele ir ligada a la

reduccion de la ingesta (Marti et al. 1994; Pastor-Ciurana et al. 2014). Otros cambios
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fisiologicos tipicos asociados a la exposicion repetida de estrés son el aumento del tamafo
de las adrenales y la atrofia del timo (v.g. Marquez et al. 2004). En nuestras condiciones,
no se observaron diferencias significativas en el peso relativo de las adrenales o del timo
en ninguno de los grupos estudiados. Todos los datos fisioldégicos demuestran que la
exposicion repetida a choques eléctricos en la caja lanzadera durante la adolescencia no
tiene los efectos tipicos observados con otros estimulos estresantes de elevada intensidad.
Es posible que la exposicion en dias alternos y repartidos en varias semanas diluya el
efecto del estrés. Se precisarian estudios adicionales para discernir si la plasticidad del
cerebro adolescente induce cierta resiliencia en las condiciones del present trabajo. Los
datos previos que comparan la sensibilidad al estrés en adolescentes y en adultos han
obtenido resultados distintos en funcion de las variables analizadas, que han sido desde
cambios en el peso y el tamafio de la adrenal hasta ansiedad, estrategias de afrontamiento
e interaccion social (Doremus-Fitzwater et al. 2009; Jankord et al. 2011; Hetzel y

Rosenkranz 2014; Duarte et al. 2015; Sadler y Bailey, 2016; Cotella et al. 2019).

La adolescencia es un periodo de maduracion de los sistemas neuroendocrinos, entre ellos
el eje hipotalamico-pituitario-gonadal (Sisk y Foster 2004) y en humanos existen
evidencias de un impacto de diversos tipos de estrés sobre la maduracion sexual (Parent
et al. 2003). Por consiguiente era posible un impacto del estrés en este periodo. Sin
embargo, durante la exposicion al estrés no observamos tampoco ningtn efecto sobre la
velocidad de maduracion sexual (valorada mediante la separacion balano-prepucial) y en
PND 44 todos los sujetos alcanzaron el criterio de maduracion completa. Aunque en
nuestro caso no se ha observado ningiin efecto del estrés sobre el inicio de la pubertad,
otros protocolos mas intensos o de inicio mas temprano podrian afectara a la maduracion
sexual y podria realmente demostrarse si la posibilidad de control afecta o no a la
maduracion sexual. En la literatura existen pocos datos de estrés en la etapa adolescente,
pero la exposicion de ratas a CUS durante este periodo no afecta a la maduracion sexual
en hembras (Comeau et al. 2015), mientras que la exposicion repetida a la inmovilizacién
en tubo causa en machos un déficit de maduracion testicular valorado a corto plazo
(Almeida et al. 2000) y situaciones como la sumision repetida o la inestabilidad social
provocan en la adultez déficits en su comportamiento sexual (Frahm et al. 2011;

McCormick et al. 2013).
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2- EFECTOS CONDUCTUALES A CORTO Y LARGO PLAZO.

Ansiedad, actividad motora y conductas similares a la depresion (capitulos 1, 2 y 3).

En nuestras condiciones, no se observé a corto plazo (24 h pos-estrés) ningtn efecto de
la exposicion repetida al choque sobre la conducta en el EPM. En cambio, a largo plazo,
siguid sin observarse efecto en el grupo YOKED pero si se observaron en el grupo
MASTER, mostrando estos animales un incremento del tiempo en los brazos abiertos, en
ausencia de efectos globales en el nimero de entradas totales. Estos resultados reflejan
probablemente una ansiedad reducida y por consiguiente un efecto protector de la
experiencia de control en la adolescencia. No existen estudios acerca del impacto de la
controlabilidad sobre el estrés en la conducta del EPM en animales adolescentes. En
adultos se ha demostrado que la conducta en el EPM no es sensible a la posibilidad de
control tras una sola sesiéon de choques en la cola (Grahn et al. 1995). Nuestros datos
apoyan pues la idea de que el control sobre el estrés en la adolescencia podria favorecer

la resiliencia.

La literatura general relacionada con la influencia del estrés adolescente sobre la ansiedad
es muy controvertida, habiéndose descrito tanto efectos ansiogénicos como ansioliticos
en el EPM y otras pruebas de ansiedad (ver Introduccion 5.2-5.4). Algunos de los datos
contradictorios podrian explicarse por el tipo o intensidad del estimulo estresante
utilizado, pero también por el uso de animales especialmente susceptibles. Por ejemplo,
tras la exposicion repetida a inmovilizacion en tubo, los animales que mostraron un
incremento en el tamaio de la adrenal fueron clasificados como vulnerables y los que no
como resilientes, mostrando los primeros una incremento de la ansiedad en el EPM
cuando se valoraba 1 h después de la ultima inmovilizacion mientras que se observa una
reduccién de la ansiedad en los resilientes (v.g. Hetzel y Rosenkranz 2014). De hecho,
cada vez se publican més datos sobre un efecto protector, en este caso ansiolitico, del
estrés en la etapa adolescente (Parihar et al. 2011; Wilkin et al. 2012; Suo et al. 2013), lo
que sugiere que conocer la vulnerabilidad de la cepa de rata o raton con la que trabajamos

es fundamental.

Es importante destacar, dentro de la complejidad de la literatura, que predominan los
efectos negativos (ansiogénicos) en los estudios acerca del impacto del estrés adolescente

cuando se estudian los animales una vez han alcanzado la etapa adulta (v.g. Avital et al.
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2006; Jacobson-Pick et al. 2008; Poirier et al. 2014; Veenit et al. 2014), en comparaciéon
con aquellos estudios que han evaluado la conducta a corto plazo (Toledo-Rodriguez y
Sandi 2007; Toledo-Rodriguez et al. 2011). Cuando se han comparado en el mismo
estudio los efectos a los pocos dias (corto plazo) o semanas después (largo plazo), también
se observan pocos efectos o efectos ansioliticos a corto plazo y efectos

predominantemente negativos a largo plazo (v.g. McCormick et al. 2008).

Esta bien determinado que tras el establecimiento de miedo condicionado al contexto con
choques eléctricos en las patas se desarrolla hipoactividad en distintos tipos de ambientes
nuevos (Radulovic et al. 1998; Daviu et al. 2014, 2010; Fuentes et al. 2018), efecto que
hemos denominado “generalizacion cognitiva” del miedo dado que aparece en contextos
completamente diferentes del original en el que se desarroll6 el condicionamiento (Daviu
et al. 2014). Por ello, en nuestros estudios a corto plazo los animales fueron expuestos a
un ambiente nuevo (HB) a los dos dias de finalizar la exposicién al estrés con el objetivo
de estudiar dicha generalizacion cognitiva. Se observé hipoactividad tanto en los sujetos
MASTER como YOKED (rearings), aunque el efecto fue mas robusto en los YOKED,
que presentaron también una disminucion en el nimero de deambulaciones. Podemos
deducir que el desarrollo de generalizacion cognitiva es amortiguado parcialmente por la
posibilidad de control. Los animales con una historia previa de ausencia de control sobre
el estrés percibirian en mayor grado todos los ambientes nuevos como potencialmente
peligrosos, de modo que adoptan una conducta de cautela ante ellos. No se ha investigado
con anterioridad si la posibilidad de control sobre el estrés mitiga la generalizacion

cognitiva del miedo para poder comparar nuestros resultados con otros previos.

Aunque no podemos descartar un efecto residual del estrés adolescente sobre la actividad
en el HB, lo consideramos poco probable por dos razones. En primer lugar, no hemos
observado cambios en la actividad general en el EPM. En segundo lugar, los resultados
de la literatura sugieren que hay pocos efectos en este sentido 1-2 dias después de
finalizada la exposicion (v.g. Negron-Oyarzo et al. 2014; Zhang et al. 2017), excepto
cuando se utilizan choques eléctricos en las patas, en cuyo caso la hipoactividad es muy
consistente y puede persistir semanas después (Spinelli et al. 2013; Aga-Mizrachi et al.

2014; Li et al. 2015, Lyttle et al. 2015; Liu et al. 2017).
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También se evaluaron en el presente trabajo las estrategias de afrontamiento en el test de
la natacion forzada 5 dias después de finalizar el estrés (corto plazo). La inmovilidad en
esta prueba se reduce tras los tratamientos antidepresivos farmacologicos y no
farmacologicos (Porsolt et al. 1977) y se ha interpretado siempre como un indicador de
afrontamiento pasivo, similar al que se produce en la depresion (Armario et al. 1988c;
Marti y Armario 1993). Los sujetos MASTER mostraron un aumento en la latencia de
inmovilidad con respecto a los grupos CONTROL y YOKED, un posible indicativo de
conductas de afrontamiento mas activas, si bien las medidas cléasicas (tiempo de
inmovilidad y de escape) no se vieron afectadas. Como respecto a la ansiedad, los efectos
del estrés repetido en la adolescencia sobre la conducta en la natacién forzada son
controvertidos, aunque es muy importante diferenciar entre efectos a corto y largo plazo.
Respecto a los efectos a corto plazo, los estudios indican que no suele haber efectos en
machos (Mathews et al. 2008; Jankord et al. 2011a; Wulsin et al. 2016), o se incrementa
el afrontamiento activo (Eiland et al. 2012), aunque si hay un incremento en la conducta
pasiva en hembras (Mathews et al. 2008). En cambio, a largo plazo puede observarse
ausencia de efecto (Caruso et al. 2017), incremento (Mathews et al. 2008; Suo et al. 2013)

o reduccion (Wulsin et al. 2016; Zhang et al. 2017) en el afrontamiento activo.

Respecto al posible impacto especifico de la controlabilidad en la prueba de natacion
forzada, no existen estudios en animales adolescentes, pero si uno en la etapa adulta
utilizando, como en nuestro caso, el modelo de TWAA para el grupo MASTER vy sus
correspondientes YOKED. Se ha demostrado un aumento de la inmovilidad tras la
exposicion repetida a estrés incontrolable, asi como un aumento de la conducta mas activa
(struggling) en los sujetos expuestos a estrés controlable (Lucas et al. 2014). Se desconoce

hasta qué punto el impacto puede ser relativamente permanente.

En general, los efectos observados en el presente trabajo respecto a conductas asociadas
a ansiedad y depresion son pequeiios comparados con los efectos observados por otros
autores tras la exposicion a choques eléctricos en la etapa adolescente (ver Introduccion
5.2). Una posible explicacion, que merece ser comprobada directamente, es la
importancia que pudiera tener el que el choque eléctrico en las patas tenga lugar en un
compartimento unico (el disefio caracteristico cuando el choque se utiliza simplemente
como estimulo estresante) respecto a nuestro modelo YOKED en el que el animal se

puede mover entre dos compartimentos aunque ninguno de los dos sea seguro. Esta

206



posibilidad podria reducir el impacto del choque incluso en ausencia de control sobre la

situacion.

La exposicion a la prueba de natacion forzada sirvid también para evaluar como la
experiencia de estrés en la adolescencia podia modificar a corto plazo la respuesta del eje
HPA aun estimulo estresante de distinta naturaleza (heterotipico). Logicamente se evalud
también como el estrés en la adolescencia afectaba a la actividad basal del eje HPA
cuando aun estaban siendo expuestos al estrés, pero siempre 24 h después de la ultima
exposicion. No se observaron diferencias entre grupos en los niveles basales de ACTH,
pero si un ligero descenso en el grupo YOKED en los niveles de corticosterona que no
tiene una explicacion obvia. Un incremento en los niveles basales, especialmente de
corticosterona, suele observarse tras la exposicion a situaciones de estrés cronico de
elevada intensidad (v.g. Armario et al. 1988b; Marquez et al. 2004; Marti et al. 1993), lo
que no parece el caso a juzgar por la ausencia global de efectos sobre distintos marcadores
globales de estrés cronico (peso corporal y de las adrenales) a los 10 dias de finalizada la
exposicion al estrés adolescente. Lo esperado seria seria una ausencia de efecto, dado que
el modelo no parece de gran intensidad, o en todo caso un ligero incremento en el grupo
YOKED, teniendo en cuenta que este grupo respondia mas que el grupo MASTER en la

ultima sesion.

La respuesta hormonal a la prueba de natacion forzada cinco dias después de la tltima
sesion de choque, fue mayor en los animales con experiencia previa de estrés. Mientras
que los niveles de ACTH en respuesta al nado fueron superiores a los del grupo
CONTROL tanto en el grupo MASTER como en el YOKED, en el caso de la
corticosterona solamente se observaron diferencias significativas respecto al CONTROL
en el grupo YOKED. Aunque la pequena discrepancia entre los grupos MASTER y
YOKED es dificil de explicar, nuestros resultados indican que la experiencia previa de
estrés ha sido capaz de sensibilizar a la respuesta del eje HPA frente a nuevas situaciones

de estrés.

En animales adultos, la exposicion aguda y cronica a situaciones de estrés de elevada
intensidad puede inducir sensibilizacion de la respuesta del eje HPA y también de otras
respuestas fisiologicas y conductuales, aunque se ha abusado de una excesiva
generalizacion de dicha conclusion (ver revision Belda et al. 2015). Una de las razones
fundamentales de las discrepancias radica en la intensidad y naturaleza del estimulo

estresante inductor de la sensibilizacion, pero nuestros experimentos con situaciones de
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estrés agudo han puesto de manifiesto que la duracion y, en menor medida, la intensidad
del nuevo estimulo estresante es critica para detectar sensibilizacion (Belda et al. 2016).
Estos parametros pueden explicar las discrepancias e inconsistencias en la literatura.
Teniendo en cuenta que la exposicion al nado tuvo lugar 5 dias después de la Gltima sesion
de choques y que el tiempo de exposicion al nado y su intensidad (20 min, moderada) no
son las Optimas para detectar sensibilizacion (Belda et al. 2016), el efecto es notable. No
es descartable la posibilidad de que el choque eléctrico sea un estimulo estresante que

predisponga especialmente a la sensibilizacion (Rabasa et al. 2011).

Una explicacion alternativa es que la sensibilizacion heterotipica tras un estrés cronico
sea mas potente o duradera en animales jovenes que en adultos. Sin embargo, en el Gnico
estudio comparable, la exposicion a CUS en la etapa adulta pero no en etapas
adolescentes, incremento al dia siguiente la respuesta de la corticosterona a un nuevo
estimulo (natacion forzada) (Jankord et al. 2011). Puesto que no se estudio la respuesta
de la ACTH, no puede descartarse que el efecto sea una mera consecuencia de un
incremento en la respuesta maxima de la adrenal a la ACTH, efecto que es tipico de la
exposicion a CUS en la etapa adulta (Armario et al. 1985; Ulrich-Lai et al. 2006). Cuando
se ha estudiado en machos la influencia de la edad de exposicion al estrés cronico sobre
la sensibilizacion del eje HPA mas a largo plazo (semanas después), los resultados indican
sensibilizacion tras CUS adulto pero no adolescente (Cotella et al. 2019). Con un modelo
de inestabilidad social, la exposicion adolescente no alter6 la respuesta de la
corticosterona a la inmovilizacion en tubo ni en machos ni en hembras, pero la exposicion
adulta increment6 la respuesta de la corticosterona al estrés agudo, aunque solo en
hembras (McCormick et al. 2005). En los estudios que se han limitado a trabajar con
animales adolescentes, los resultados son poco consistentes (Cruz et al. 2012; McCormick
et al. 2008; Mathews et al. 2008; Wulsin et al. 2016) con el agravante de que no se ha
estudiado la respuesta de la ACTH.

La disminucion en el consumo de soluciones dulces es un indicador de anhedonia o de la
incapacidad para experimentar placer (v.g. Katz 1982; Willner et al. 1987). En nuestro
caso no se han observado diferencias debidas a la exposicion al estrés. Diversos trabajos
han demostrado que el consumo de sacarosa disminuye tras la exposicion a modelos de
CUS (ver revision Willner, 2017). Los resultados no son tan evidentes cuando se utiliza
el consumo de sacarina (v.g. Gronli et al. 2005), pero las situaciones de estrés de elevada

intensidad son capaces de reducir también el consumo de sacarina (Pastor-Ciurana et al.
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2014). Por lo tanto, los resultados vuelven a apoyar la idea de que los modelos de estrés
cronico utilizados en el presente trabajo no han sido de elevada intensidad. En cuanto a
los escasos trabajos con sujetos adolescentes que han evaluado los efectos del estrés sobre
el consumo/preferencia de sacarosa, los resultados indican un descenso si se estudian
durante la situacion cronica de estrés o al dia siguiente pero no unas semanas después
(Eiland et al. 2012; Zhang et al. 2017). En ratones expuestos a un modelo de estrés social
adolescente, solamente se observa, transcurridas unas dos semanas, un descenso en
hembras (Caruso et al. 2017). En un modelo de CUS en ratas también se observa descenso
en la preferencia por sacarosa en hembras pero no en machos (Pohl et al. 2007) y, de
hecho, con diversos modelos de estrés adolescente, los resultados indican
consistentemente que los machos no estan afectados (Chaby et al. 2013; Luo et al. 2014;

Kim y Anderson 2015).

No se han encontrado trabajos en que se valoren los efectos de la posibilidad de control
sobre la anhedonia en sujetos adolescentes. En ratas adultas, la exposicion tanto a choques
en la cola escapables (MASTER) como inescapables (YOKED) reduce la preferencia por
sacarosa y la exposicion previa a choque escapable no previene de la reduccion causada
por el choque inescapable, a pesar de que si previene del impacto negativo sobre la
interaccion social (Christianson et al. 2008). Por consiguiente, no parece que esta variable

sea sensible al control sobre el estrés.

Tras experiencias de estrés repetido en la adolescencia se ha descrito, en sujetos ya
adultos, una disminucion del tiempo de exploracion social y/o una disminucion de la
frecuencia de los encuentros sociales (Toth et al. 2008; Cordero et al. 2013; Marquez et
al. 2013; Poirier et al. 2014; Veenit et al. 2014, 2013). En nuestras condiciones, el test de
interaccion social ha demostrado ser sensible a los efectos a largo plazo de la posibilidad
de control, observandose mas conducta activa en los MASTER y més conducta pasiva en
los YOKED. Ademas, los animales YOKED realizaban menos conducta activa de
seguimiento o following. Por otra parte, durante la prueba de interaccion social los sujetos
YOKED mostraban menos actividad motora, lo cual apoya los datos encontrados mas a

corto plazo en el HB.

Una disminucioén en la interaccion social se considera normalmente asociada a un

aumento de la ansiedad (File et al. 2003) y suele ir paralela a cambios en el EPM (v.g.

209



Parent et al. 2012). En nuestro caso no se observaron efectos ansiogénicos en el EPM tras
la exposicion a estrés incontrolable, a pesar de la disminucién en la interaccion social,
apoyando otros estudios en que ambas medidas estan disociadas (v.g. Seillier y Giuffrida
2018). La conducta social es compleja y se ve influenciada por multiples factores,
pudiendo reflejar también cambios en la motivacion. Por consiguiente, este efecto del
estrés incontrolable podria deberse también a anhedonia o falta de interés para realizar
contactos sociales. De hecho algunos autores interpretan la falta de exploracion social
como un fenotipo asociado a una conducta similar a la depresion (v.g. Seiglie et al. 2015).
Se requeririan estudios paralelos dirigidos a medir mas especificamente otras formas de
conducta social para precisar mas los efectos (v.g. condicionamiento de la preferencia por

un lugar, la prueba de los tres compartimentos, o bien tareas basadas en el esfuerzo).

Nuestros datos sobre interaccion social estan en consonancia con los publicados por el
laboratorio de Maier (v.g. Christianson et al. 2008; Amat et al. 2016; Dolzani et al. 2016),
en los que la exposicidon a una Unica sesion de estrés incontrolable en animales adultos
reducia a corto plazo la interaccion con ratas juveniles. En la literatura soélo tenemos
constancia de un trabajo comparando el impacto a largo plazo del estrés controlable
versus el incontrolable en la etapa adolescente (PND 35). En esta etapa, la exposicion a
una sesion de choques escapables (MASTER) favorece la conducta social medida al dia
siguiente, en tanto que la exposicion a choques inescapables (YOKED) la reduce (Kubala
et al. 2012), lo que indica un efecto bidireccional del factor controlabilidad. El efecto
positivo MASTER puede observarse ain 5 semanas después, pero el negativo YOKED
ha desaparecido. Como ocurre con otros parametros, también se observa inmunizacion,
dado que la experiencia previa de escapabilidad protege de los efectos de una exposicion
a choques inescapables. Es interesante que el grupo YOKED adolescente no experimente
una reduccién de la interaccion social tras una nueva experiencia YOKED en la etapa

adulta, sugiriendo también un cierto grado de proteccion homotipica.

Re-exposicion adulta a la tarea de evitacion activa en dos sentidos (capitulo 2).

Al objeto de estudiar como la experiencia de control en la adolescencia podia afectar a
largo plazo a las estrategias de afrontamiento en situaciones futuras similares, cada uno
de los tres grupos experimentales adolescentes (CONTROL, MASTER y YOKED)
fueron expuestos a cada una de las tres situaciones en la etapa adulta, obteniéndose 9

grupos experimentales diferentes. Los dos objetivos fundamentales fueron: (i) como al
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cambio en el control podia afectar a la respuesta hormonal a la situacion estresante; y (i)
como la experiencia de estrés adolescente afectaba a la conducta en una tarea TWAA en

la etapa adulta (grupos MASTER adulto).

Enla TWAA, los sujetos sin experiencia previa de estrés (grupo CONTROL adolescente)
ejecutaron la tarea de forma relativamente ineficiente (10% de evitaciones) si se
comparan con los datos de los animales expuestos a la tarea en la etapa adolescente (20%
de evitaciones). Estos datos concuerdan con algunos resultados previos de la literatura
comparando la ejecucion de esta tarea en ratas adolescentes respecto a adultas (Bauer
1978; Myslivecek y Hassmannova 1979), aunque otros estudios sugieren una cierta
mejora progresiva con la edad desde la etapa juvenil a la adultez (Sprowitz et al. 2013).
Mas importante es como la experiencia de estrés adolescente afecté ala TWAA. Las ratas
con experiencia previa de control (MASTER-MASTER) realizaron en la etapa adulta un
70 % de evitaciones, un nivel de ejecucion muy superior a los animales CONTROL-
MASTER. Esta mejora de la evitacion activa adulta con la experiencia previa en la tarea
viene apoyada por estudios previos de Braun y colaboradores en roedores (Gruss et al.
2010; Sprowitz et al. 2013), de tal manera que, tanto en ratas como en ratones, los sujetos
pre-expuestos a la tarea entre los PND 24 - 42 tienen un aprendizaje mucho mas rapido y
eficiente de la misma tarea en la etapa adulta. La experiencia repetida de control en la
TWAA también favorece en ratas adultas el aprendizaje ulterior de una tarea similar pero
cambiando el estimulo condicionado y mejora la ejecucion de una tarea de discriminacion

olfativa asociada a un refuerzo positivo (Lucas et al. 2014).

Los datos mas sorprendentes de este experimento son los obtenidos con los animales del
grupo YOKED adolescente que fueron expuestos a la TWAA en la etapa adulta
(YOKED-MASTER). Dichos sujetos realizaron la tarea de forma claramente mas
eficiente que el grupo CONTROL-MASTER, aunque no tan bien como el grupo
MASTER-MASTER. Nuestros resultados indican que una historia previa de ausencia de
control sobre el estrés en la adolescencia no ha favorecido el desarrollo de estrategias de
afrontamiento pasivas, sino al contrario. El hecho es mdas sorprendente cuando
consideramos el comportamiento de los animales durante el periodo de habituacion
previo a la tarea. Como ya comentamos en el apartado del condicionamiento del miedo
al contexto, tanto los animales MASTER como los YOKED adolescentes mostraron
signos de memoria del miedo condicionado al contexto (caja lanzadera) comparados con

el grupo CONTROL, siendo el efecto mas intenso en las YOKED. Aunque esta tendencia
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a la conducta pasiva en las MASTER podria verse compensada por la experiencia previa
con la tarea, que favoreceria la evitacion, esto no explica la mejora observada en las

YOKED respecto al grupo CONTROL.

Estos datos se contraponen a la teoria de la indefension aprendida, basada en los
experimentos de Seligman y Maier, que predice que la exposicion a situaciones de estrés
inescapable dificulta la adquisicion posterior de aprendizajes durante los cuales el
estimulo estresante es ahora controlable (Seligman y Maier 1967; Maier y Watkins 2005).
En concreto, la exposicion previa a estrés incontrolable (choque en la cola) da lugar a una
disminucion del aprendizaje de escape que suele manifestarse en las 24-48 h posteriores
(Maier y Watkins 2005). Utilizando, al igual que nosotros, la exposicion a una tarea de
evitacion activa (TWAA) como modelo de estrés controlable, aunque en su caso en ratas
adultas, Lucas et al. (2014) han observado un marcado efecto positivo de la experiencia
MASTER vy tan solo un ligero efecto negativo de la experiencia YOKED en una tarea
similar en la que se cambia el estimulo condicionado. Parece por lo tanto que en tareas de
evitacion, al contrario que en las de escape, los efectos de la ausencia de control son poco

obvios.

Por otro lado, en animales adultos, una sola exposicion a choques eléctricos inescapables
mejora 2 o 3 semanas después la ejecucion de los animales en una tarea TWAA (van
Dijken et al. 1992; Koba et al. 2001). De forma similar, la exposiciéon a choques
inescapables en la cola favorece, al dia siguiente, una tarea de evitacion de choques en las
patas que implica apretar una palanca para evitar/escapar del castigo (Brennan et al.
2005). Los datos en conjunto apoyarian la idea de un cierto efecto protector de la
experiencia previa con choques eléctricos cuando el estimulo aversivo de la tarea también
es el choque eléctrico y la tarea implica la posibilidad de control. La experiencia previa
con choques eléctricos podria reducir el impacto de la re-exposicion al mismo estimulo
estresante, siendo el efecto mas potente si la experiencia ocurre durante la adolescencia
que si tiene lugar en la etapa adulta. El efecto protector parece extenderse a otras tareas
operantes, pero seria importante conocer si también se extiende a otros estimulos

aversivos.

Una explicacion adicional, no mutuamente excluyente con la anterior, es que los
estimulos estresantes en la adolescencia induzcan, al menos bajo ciertas condiciones, una
mayor resiliencia que la misma exposicion en la etapa adulta. Sin embargo, como ya
hemos comentado anteriormente, si consideramos una serie de variables sensibles al
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estrés. los resultados experimentales no indican que existan diferencias claras en este

sentido.

En el presente trabajo no solo se estudidé como la experiencia previa de control sobre el
estrés en la adolescencia era capaz de modificar la eficacia en una tarea TWAA, sino
también como se afectaba la respuesta hormonal en presencia o ausencia de control en la
etapa adulta. Aunque los resultados son a primera vista complejos, podemos destacar los

aspectos mas relevantes.

En primer lugar, los animales expuestos en la etapa adulta al mismo contexto de los
choques que en la etapa adolescente (MASTER o YOKED), pero sin recibir choques
durante la exposicion adulta, mostraron niveles superiores de ACTH y corticosterona que
los animales que fueron CONTROL en la adolescencia. Puesto que los grupos MASTER
y YOKED mostraron también niveles superiores de miedo al contexto, podemos
interpretar esta respuesta del eje HPA como reflejo del condicionamiento del miedo al
contexto. Estd bien establecido en nuestro laboratorio que el eje HPA es sensible a dicho

condicionamiento (Mufioz-Abelldn et al. 2009; Daviu et al. 2014, 2012, 2010).

En segundo lugar, tanto los MASTER como YOKED adolescentes respondieron menos
que el grupo CONTROL adolescente a la tarea TWAA (grupos MASTER) adulta en
términos de ACTH. Sin embargo, no se observaron diferencias en funcion del tratamiento
adolescente en los animales que no podian controlar en la etapa adulta (grupos YOKED).
Los datos de ACTH respecto a la tarea TWAA son en gran medida concordantes con los
datos conductuales en los que se observo una mejor ejecucion de las MASTER y YOKED
adolescentes respecto a su grupo CONTROL adolescente. No obstante, las diferencias
conductuales entre MASTER y YOKED adolescentes no se reflejaron en la ACTH,
probablemente porque la respuesta conductual suele ser mas sensible que la hormonal.
Esta menor respuesta de aquellos animales con experiencia previa con el choque apoyaria
la idea de que dicha experiencia puede haber reducido el afecto aversivo del choque
eléctrico, sugiriendo una cierta adaptacion homotipica. Sin embargo, es importante
destacar que el numero e intensidad de choques de los YOKED adultos fue igual al de
sus correspondientes MASTER adultos y sin embargo no hubo diferencias entre los
grupos YOKED adultos en funcion del tratamiento adolescente. Por consiguiente, no es
una mera menor respuesta al estimulo aversivo per se, sino una menor respuesta ligada a

la experiencia presente de control sobre el mismo. No se observaron apenas diferencias
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en los niveles de corticosterona, muy probablemente por su dificultad para reflejar niveles

de estrés que no sean de intensidad baja o0 moderada.

Después de la exposicion ala TWAA adulta (o a la correspondiente situacion CONTROL
o YOKED), todos los animales se expusieron a una prueba de emergencia, que
presumiblemente valora miedo/ansiedad (Aitken 1972). Esta prueba permite a aquellos
animales mas miedosos resguardarse en zonas protegidas, mientras que los mas atrevidos
tienen la posibilidad de explorar el ambiente desprotegido y por lo tanto mas peligroso.
Se observaron diferencias significativas en la latencia de salida del recinto solamente en
funcién del tratamiento adolescente pero no adulto. En concreto, la latencia de salida fue
globalmente mayor en los grupos YOKED adolescente que en los grupos CONTROL o
MASTER adolescente, sin diferencias entre los dos ultimos grupos. Los datos de esta
prueba sugieren que la exposicion repetida a estrés incontrolable durante la adolescencia
incrementa a largo plazo los niveles de ansiedad, efecto que no se observd en otra prueba
como el EPM, aunque si con la interaccion social. Dejando de lado el hecho de que puedan
existir explicaciones alternativas a la ansiedad en la reduccion de la interaccion social en
el grupo YOKED adolescente, las distintas pruebas conductuales pueden valorar aspectos
diferentes de la ansiedad. En el caso de la prueba de emergencia respecto al EPM, el
animal estd mucho mas protegido en la zona segura de la prueba de emergencia que en
los brazos cerrados del EPM. No conocemos ninglin trabajo previo que haya estudiado el
efecto del estrés adolescente sobre la prueba de emergencia, pero en animales adultos, la
exposicion a una sola sesion de choques eléctricos en las patas incrementa a largo plazo

la latencia de salida del recinto (Bruijnzeel et al. 2001).

3- EFECTOS A LARGO PLAZO SOBRE LA IMPULSIVIDAD.

Efectos conductuales y bases neurobiolégicas (capitulos 3, 4 y 5).

La exposicion a estrés incontrolable durante la adolescencia ha demostrado tener efectos
a muy largo plazo relacionados con una disfuncion del control de impulsos, valorada por
el incremento de respuestas prematuras en la tarea del SCSRTT. No se observaron
alteraciones relevantes en ninguna de las otras medidas en dicha tarea, ni en la adquisicion
de las diferentes fases, ni en la ejecucion final en parametros atencionales ni

motivacionales. Este efecto sobre el control de impulsos fue especifico de las respuestas
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prematuras, ya que no se observaron diferencias en las respuestas perseverantes. La
principal diferencia entre impulsividad y compulsividad reside en que el segundo
constructo se caracteriza por realizar de manera persistente una accion inapropiada, no
orientada a un objetivo y que da lugar a consecuencias negativas no deseadas
(Chamberlain et al. 2006; Fineberg et al. 2010). El aumento de respuestas prematuras sélo
se observo cuando las condiciones de la tarea fueron mucho més exigentes, con un tiempo
entre ensayos (ITI) de 9 s, pero no cuando el ITI fue de 5 s o 7 s. Muchos trabajos han
modificado la duracion del ITI (v.g. Fletcher et al. 2007; Robinson, 2012) porque afecta
el nimero de respuestas prematuras basales sin afectar a otros aspectos criticos
relacionados con la capacidad para realizar las tareas operantes correctamente (Harrison

et al. 1997).

Por otra parte, nuestros datos indican que al estrés adolescente no afecto a la impulsividad
cognitiva (tolerancia a la demora), lo que viene a dar apoyo a la disociacion entre los
distintos tipos de impulsividad, en humanos (MacKillop et al. 2016) y en roedores (Bari
y Robbins 2013; Dalley y Robbins 2017; Winstanley et al. 2010). Todos los grupos
mostraron una preferencia por la palanca asociada a un mayor refuerzo cuando no existia
demora y desarrollaron la esperada disminucion de la preferencia por dicha opcion a
medida que aumentaba la demora entre la realizacion de la conducta de apretar la palanca
y recibir el refuerzo. Otros parametros evaluados en la tarea de descuento por demora
relacionados con motivacion (latencia de recogida de pellets) o capacidad de decision
(latencia de eleccion) tampoco se vieron afectados, indicando de nuevo que el estrés

adolescente no ejercid una afectacion cognitiva generalizada.

Nuestros resultados son concordantes con datos previos. Se ha descrito que la exposicion
a aislamiento social durante la adolescencia aumenta la impulsividad motora (SCSRTT),
sin afectar la impulsividad cognitiva en la tarea de descuento por demora (Baarendse et
al. 2013a). Resultados similares se han observado tras la exposicion adolescente a CUS
que aumenta la impulsividad motora en SCSRTT, especialmente cuando se combina con
exposicion prenatal al alcohol (Comeau et al. 2014), sin afectar a la impulsividad

cognitiva en la tarea de descuento por demora (Brydges et al. 2015).

Nuestros datos respecto a la impulsividad motora estan en cierta manera en consonancia
con los obtenidos en la tarea de riesgo (gambling). Los sujetos YOKED mostraron una
mayor preferencia por los agujeros H4 y H5, los cuales van asociados a time-out muy

cortos, de entre 6 s y 12 s. En cambio las opciones asociadas con time-out mas
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prolongados (donde se requiere “esperar” mas tiempo antes de la posibilidad de realizar
de nuevo la eleccion y recibir refuerzo) no fueron escogidas por los animales expuestos
con anterioridad a situaciones de estrés incontrolable. Sin embargo, en nuestras
condiciones, sorprendentemente, los sujetos CONTROL no mostraron una amplia
preferencia por ninguna de las opciones ni en el TEST ni en el RETEST, cuando los
sujetos ya tienen experiencia con los time-out y las contingencias. Estos datos podrian
indicar que las condiciones de entrenamiento no fueron oOptimas y los sujetos no han
aprendido correctamente la tarea. No se han encontrado otros trabajos que hayan
abordado los efectos del estrés adolescente sobre la toma de decisiones en condiciones de

riesgo para poder compararlos con los nuestros.

La afectacién de la impulsividad motora apoya otros estudios de nuestro laboratorio
(Sanchis-Oll¢ et al. en revision) utilizando otras tareas de control inhibitorio como es la
de probabilistic reversal learning, que permite evaluar la flexibilidad cognitiva (Bari et
al. 2010). Los sujetos YOKED mostraron un mayor nimero de errores perseverantes y
menos reversals durante la tarea en la etapa adulta. Estos datos estan en consonancia con
otros trabajos publicados en sujetos adolescentes expuestos a derrota social (Xu et al.
2016), CUS (Page et al. 2018; Zhang et al. 2017), choques eléctricos (Spinelli et al. 2013)
o aislamiento social (Quan et al. 2010). En cambio, cuando hemos evaluado a corto y a
largo plazo la ejecucion en un laberinto acudtico de Morris, tarea hipocampo-dependiente,
tras el estrés adolescente controlable/incontrolable, no habiéndose observado efectos
(datos no publicados). Aunque los resultados de nuestros estudios sugieren, de acuerdo
con la idea de algunos investigadores (Andersen 2003), que las tareas dependientes de
PFC podrian estar mas afectadas tras la exposicion a estrés adolescente, los datos
experimentales no permiten concluir por ahora que las tareas dependientes de PFC sean
mas sensibles al estrés adolescente que las dependientes de hipocampo. Los resultados al
respecto son controvertidos, quizas por la variedad de modelos de estrés cronico utilizado
(Avital y Richter-Levin 2005; McCormick et al. 2010; 2012; Green y McCormick 2013;
Liet al. 2015; Gomes y Grace 2017).

El estrés controlable (MASTER) no tuvo efecto en el presente trabajo sobre ninguna de
las tareas operantes utilizadas para valorar la impulsividad. En otros estudios de nuestro
laboratorio los efectos se restringen a un impacto negativo muy ligero en algunos
parametros de la tarea de probabilistic reversal learning (Sanchis-Oll¢ et al. en revision).

Nuestros resultados estdn en consonancia con los del laboratorio de Richter-Levin (Lucas
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etal. 2014), en los cuales la exposicion repetida a estrés controlable da lugar a un fenotipo
resiliente, demostrado mediante el aumento de las estrategias activas en la prueba de
natacién forzada asi como por la mayor capacidad de aprendizaje en una tarea de
discriminacion de olores. En un contexto mas general, los datos presentados apoyan la
idea de que la posibilidad de control minimiza los efectos negativos de la exposicion a

estrés incontrolable (Maier 2015), pero extienden los resultados a la etapa adolescente.

Globalmente el incremento especifico en las respuestas prematuras y la preferencia por
opciones asociadas a menor tiempo de espera inducidos por la exposicion a estrés
incontrolable en la etapa adolescente apoyan la idea general (revisada en Watt et al. 2017)
de que el estrés en esta etapa afecta a los procesos inhibitorios asociados a las funciones
ejecutivas, como consecuencia de su impacto en la actividad de la PFC y los nucleos

estriados.

Las estructuras implicadas en el procesamiento del control de los estimulos estresantes
son, principalmente, la PFC y el estriado dorsomedial (Amat et al. 2014; Maier, 2015).
Estéd descrito que la exposicion a estrés controlable activa las neuronas glutamatérgicas
de la PFC (prelimbica), las cuales proyectan a las interneuronas (GABA) del nucleo
dorsal del Rafe e inhiben la liberacion de serotonina. Esta regulacion de la serotonina
potencia los efectos resilientes observados en los sujetos expuestos a estrés controlable.
No obstante, la PFC no es la Uinica area responsable de controlar la conducta en funcién
de si un estimulo estresante es controlable o no. Son necesarias también las proyecciones

que envia y recibe del estriado dorsomedial (Maier 2015).

Por otra parte, los déficits descritos en las funciones ejecutivas son debidos a una
desregulacion de los circuitos que conectan las regiones frontales con los ganglios basales
(estriado dorsal y accumbens), y dichos déficits suelen ir asociados a una disfuncion
dopaminérgica y glutamatérgica (Volkow et al. 2009; Pine et al. 2010; Eagle et al. 2011).
La interaccion entre las proyecciones dopaminérgicas y glutamatérgicas en el estriado
dorsomedial parecen ser criticas para el control de impulsos (Amalric et al. 1994; Chase

y Oh 2000; Chiara et al. 1994).

En nuestro laboratorio hemos iniciado el estudio de los posibles cambios en la actividad
dopaminérgica causados por el control sobre el estrés en la adolescencia, empezando por
la implicacion del estriado dorsomedial (Sanchis-Oll¢é et al. en revision). Tras la

exposicion a estrés incontrolable (YOKED), hemos observado, tanto a corto como a largo
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plazo, un aumento de las neuronas D2R+ en la region dorsomedial del estriado, pero no
en las otras subdivisiones (dorsolateral, ventrolateral y ventromedial). Este aumento no
se observo en el grupo MASTER vy por lo tanto no es consecuencia del estrés per se y

podria estar relacionado con la desinhibicion conductual observada en el grupo YOKED.

Las poblaciones de las neuronas que expresan receptores D2 en el estriado tienen
caracteristicas particulares. Existen dos tipos de neuronas estriatales de proyeccion
(denominadas neuronas espinosas de tamafio medio) en funcidon de sus proyecciones
axonicas y de sus patrones de expresion neuroquimica (ver Dudman y Gerfen 2015 para
revision). Las neuronas espinosas reciben proyecciones dopaminérgicas del mesencéfalo
y expresan receptores D1 y D2. Las neuronas que expresan D1 constituyen la “via directa”
que proyecta a la substancia negra pars reticulata y al globo palido interno, mientras que
las que expresan D2 forman la “via indirecta”, que proyecta a la substancia negra de forma
indirecta a través del globo palido externo y el nucleo subtalamico. Los receptores D1
activan la adenilciclasa y la actividad electrofisioldgica de las neuronas del estriado, en
tanto que los receptores D2 inhiben el enzima y reducen la activacion electrofisioldgica
de las neuronas. Por consiguiente, la activacion D2 disminuye la actividad de la via

indirecta.

Los datos obtenidos en nuestro laboratorio con los receptores D2 del estriado dorsomedial
son especialmente interesantes puesto que se ha sugerido que estas neuronas estan
implicadas en el control de impulsos y en la compulsion (ver Eagle y Baunez 2010). No
obstante, los datos experimentales son atin poco concluyentes. La administracién de un
agonista D2 en la regiéon dorsomedial incrementa las respuestas prematuras y
perseverantes en la tarea del SCSRTT, sin afectar la atencion (Agnoli et al. 2013) y la
activacion de los receptores D1 en esta estructura empeora la accuracy pero no las
respuestas perseverantes (Agnoli et al. 2013). Sin embargo, existen resultados opuestos
respecto al papel D2 utilizando una tarea de stop-signal (Eagle et al. 2011). La hipotesis
de que la via indirecta estaria involucrada en los procesos de “no-go” viene apoyada por
datos electrofisiologicos, que indican que las (presumibles) neuronas espinosas de la via
indirecta tienden a “descargar” de forma mas pronunciada durante los ensayos en los que
se requiere una inhibicion de la conducta (Bryden et al. 2012). Los efectos locales de los
agonistas D2 inyectados en el dorsomedial sobre la conducta impulsiva/compulsiva son

muy similares a sus efectos sistémicos (ver Carli y Invernizzi 2014).
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El hecho de que nuestros estudios indiquen que el mismo tratamiento de estrés afecte a la
expresion de receptores D2 en el estriado dorsomedial pero no en el dorsolateral es
también particularmente interesante. El nucleo dorsomedial estd involucrado en la
conducta dirigida a objetivos/metas (goal-directed) y, como se ha comentado, recibe
proyecciones preferentemente de PFC, mientras que el dorsolateral esta relacionado con
la formacion de habitos y recibe proyecciones preferencialmente de las cortezas
sensoriomotoras (v.g. Balleine y O’Doherty 2010 para una revision). Por otra parte, como
ya se ha comentado anteriormente, las lesiones del nicleo dorsomedial incrementan las
conductas impulsivas y compulsivas mientras que las del estriado dorsolateral no tienen
dicho efecto en la tarea de SCSRT (Rogers et al. 2001). No existen datos previos sobre el
efecto de la lesion del nucleo dorsomedial del estriado en tareas de impulsividad
cognitiva, tareas que no se vieron afectadas en la presente tesis. Otros estudios han
demostrado que las lesiones en el estriado dorsolateral incrementan la impulsividad
cognitiva en una tarea de descuento por demora (Tedford et al. 2015), evidenciando de
nuevo la disociacion entre los distintos tipos de impulsividad. Nuestros datos son
compatibles con la hipdtesis de que en adultos el estrés repetido favorece la conducta
basada en hébitos sobre la basada en metas (Schwabe y Wolf 2011), al menos en parte a
través de la reduccion de la complejidad dendritica de las neuronas de la PFC y del
estriado dorsomedial y el aumento de las arborizaciones de las neuronas del estriado

dorsolateral (Dias-Ferreira et al. 2009).

Aunque ha sido poco estudiado, el estriado dorsal en humanos estd ain en maduracion
durante la adolescencia (Larsen y Luna 2015). Las ratas adolescentes, pero no las adultas,
tienen una gran proporcion de neuronas en el estriado dorsal que se activan en
anticipacion de recompensa (Sturman y Moghaddam 2012). Ya se ha comentado en la
Introduccion que los adolescentes son mas propensos que los adultos a las conductas
impulsivas y de riesgo, y, entre otras estructuras, el estriado dorsal podria estar implicado
en estas diferencias. En pacientes con trastorno por abuso de substancias se ha encontrado
un nimero menor de receptores D2 en el estriado dorsal (v.g. Fehr et al. 2008; Lee et al.
2009) y estos niveles de receptores correlacionan negativamente con los efectos
subjetivos positivos de la conducta de gambling y con la impulsividad (v.g. Boileau et al.
2013). En ratas, niveles bajos de receptores D2 en el estriado dorsal estdn también

asociados a mayor conducta de riesgo (Simon et al. 2011).
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En conclusion, los datos sugieren que las neuronas espinosas de tamafio medio de la via
indirecta que expresa receptores D2 y proyectan desde el dorsomedial podrian ser
especialmente sensibles a la exposicion a estrés adolescente incontrolable, pero no
controlable. Se necesitaran estudios futuros para profundizar en el substrato
neurobiolégico del impacto diferencial a largo plazo del estrés controlable versus el
incontrolable en impulsividad y compulsion. Seria necesario también manipular circuitos
en la PFC y en el nucleo del estriado dorsomedial para modificar el impacto del estrés en
tareas asociadas al control de impulsos. De momento los datos sugieren que el nucleo
dorsomedial podria ser de particular importancia en trastornos desarrollados durante la
adolescencia que conllevan una transicion desde conductas basadas en metas hacia
habitos, como la adiccion a drogas, la ludopatia y otros trastornos relacionados con la

impulsividad y la compulsion.

4- IMPLICACIONES TEORICAS Y CLINICAS.

La interpretacion de los resultados se enmarca dentro de las teorias que relacionan las
experiencias estresantes tempranas con la respuesta a nuevas situaciones de estrés en la
etapa adulta. Simplificando, existen dos hipotesis que intentan explicar dicha interaccion.
La mas clasica es la hipotesis del estrés acumulativo, que sugiere que las experiencias de
estrés en etapas tempranas incrementan las consecuencias negativas de exposiciones al
estrés en etapas posteriores (teoria de 2/3-hits, McEwen 1998, 2000). La segunda es la
teoria del match/mismatch (Schmidt 2011; Santarelli et al. 2014), que asume que las
consecuencias de las experiencias tempranas dependen de la concordancia entre las
condiciones tempranas y las condiciones que se encontraran posteriormente en la etapa
adulta, de tal manera que el impacto negativo del estrés en la etapa adulta sera mayor
cuando existe discordancia entre ambas etapas (no experiencia de estrés en etapas
tempranas pero si en la etapa adulta) que cuando hay concordancia (estrés en ambas
etapas). De alguna manera, las experiencias de estrés tempranas prepararian a los sujetos

para experiencias de estrés en la etapa adulta.

En el marco de las dos teorias, nuestros datos ofrecen apoyo parcial a ambas. Por un lado,
los datos hormonales y conductuales en respuesta a la tarea TWAA adulta apoyarian la

idea de que el estrés adolescente, incluso en ausencia de control, podria ejercer efectos
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positivos sobre las consecuencias de nuevas situaciones de estrés, pero los resultados en
el FST o en la prueba de emergencia no van en la misma direccion y son mas bien neutros
respecto a la teoria. En cambio, la adquisicion de condicionamiento de miedo al contexto
indica que las experiencias de estrés incontrolable en la adolescencia y la etapa adulta dan

lugar a un efecto sumatorio.

En la interpretacion de los datos obtenidos se ha de tener en cuenta varios aspectos
fundamentales. En primer lugar, la aparicion de efectos condicionados, incluyendo el
condicionamiento al contexto y la generalizacion cognitiva, que son muy tipicos de la
exposicion a choques eléctricos, el estimulo aversivo utilizado en el presente trabajo. Los
efectos condicionados causados por choques eléctricos son muy permanentes y pueden
confundirse con efectos no condicionados, hecho especialmente destacable en el
fendmeno de la generalizacion cognitiva. En segundo lugar, siempre que el estimulo
aversivo asociado a la experiencia adolescente sea similar al utilizado en algunas pruebas
en la etapa adulta, cabe la posibilidad de una adaptacion al estimulo. Finalmente, se ha de
tener en cuenta que las pruebas conductuales, incluyendo la exposicion a ambientes
nuevos, van asociadas a un cierto nivel de estrés y cuando se observan diferencias como
consecuencias de situaciones de estrés previas es muy dificil distinguir si han aparecido
diferencias fenotipicas relativamente estables (de rasgo) o si son fruto de la interaccion
entre la historia de estrés previo y la nueva situacion de estrés, lo que podria interpretarse
en términos de sensibilizacion. Esta duda conceptual surge respecto a la interpretacion de

los efectos a largo plazo del estrés adolescente sobre los niveles de ansiedad.

El presente trabajo y otros estudios en roedores y humanos ponen de manifiesto la
importancia del control y la percepcién de control sobre los estimulos aversivos en la
vulnerabilidad/resiliencia a los efectos del estrés. La habilidad para controlar las
situaciones estresantes en el entorno es un factor critico para desarrollar un fenotipo
resiliente/resistente. Existen muchas diferencias individuales en humanos en la
percepcion de la posibilidad de control sobre los estimulos aversivos que estan
relacionadas con las estrategias de afrontamiento (Salomons et al. 2007). En sujetos
sanos, en situacion de laboratorio, ya se ha comentado que tras la exposicion a situaciones
no controlables los sentimientos negativos asociados a la rabia, la depresion y a la
indefension son mas elevados (Markus et al. 2000; Miiller 2011). Ademas, se ha

demostrado que las situaciones incontrolables tienen efectos negativos sobre las
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funciones ejecutivas (Henderson et al. 2012) y sobre la memoria del miedo y su extincion

(Hartley et al. 2013).

La existencia (o no) de control sobre los estimulos estresantes o la percepcion de control
tiene también implicaciones clinicas. Es conocido que un factor de riesgo para desarrollar
psicopatologias es la atribucion de falta de control sobre los eventos estresantes. Por
ejemplo, en victimas de agresiones, la sintomatologia de estrés postraumatico tiene peor
pronostico cuando la percepcion de control sobre los eventos estresantes en general es
baja (Kushner et al. 1993). En un estudio con mujeres victimas de violencia doméstica,
se ha observado que los mejores predictores de la aparicion de estrés postraumatico y
depresion son el miedo y la percepcion de indefension (Salcioglu et al. 2017), en
consonancia con otros estudios en poblaciones supervivientes de desastres naturales y
guerras (Basoglu et al. 2002; Letica-Crepulja et al. 2011). Por otra parte, en sujetos
adolescentes, los eventos o estados emocionales negativos que se atribuyen a situaciones
no controlables estan directamente relacionados con una mayor probabilidad de
desarrollar depresion, en tanto que no es asi cuando estos sentimientos negativos se
atribuyen a situaciones controlables (Brown y Siegel 1988). Recientemente, un estudio
preliminar en refugiados supervivientes ha demostrado que la percepcion de
incontrolabilidad y de estrés durante la exposicion a torturas puede ser un factor de riesgo
muy significativo para el desarrollo de enfermedades mentales como la depresion, el
sindrome de estrés postraumatico y trastornos relacionados con la agresividad (Le et al.

2018).

Debido a que la adolescencia es un periodo especialmente sensible al estrés, una
aproximacion para disminuir la vulnerabilidad adulta a las psicopatologias relacionadas
con la desinhibicion del control de impulsos, podria centrarse durante esta etapa en
incrementar la percepcion de control mediante terapias psicoldgicas especificas, como
podria ser el entrenamiento en estrategias de afrontamiento activas basadas en la
resolucion de problemas, o bien la modificacion de atribuciones cognitivas negativas.
Como afirma el investigador a quien se atribuye la propuesta por primera vez del término
“resiliencia” en un contexto cientifico, dicha resiliencia al estrés se puede fomentar a
través de la exposicion controlada a retos manejables, mas que a través de la evitacion de

dichos retos (Rutter 2013).
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La exposicion a estrés repetido controlable (grupo MASTER, tarea TWAA) o
incontrolable (grupo YOKED) durante la adolescencia se comporta como un estimulo
estresante de intensidad mas bien moderada. No se ha observado reduccion en el peso
corporal o la ingesta de comida, ni tampoco aumento de las glandulas adrenales o

atrofia del timo. Tampoco se ha alterado la maduracion sexual.

Tras la experiencia repetida de estrés adolescente (Gltima sesion) los niveles de la
hormona ACTH son mayores en los animales YOKED que en los MASTER,
correlacionando estos niveles positivamente con el tiempo de choque tinicamente en
los sujetos YOKED. Los resultados con la corticosterona apoyan a los de ACTH.
Estos datos ponen de manifiesto que solamente con la experiencia repetida en una
tarea de evitacion/escape la respuesta hormonal del eje HPA es sensible a la

posibilidad de control.

A corto plazo, la respuesta hormonal de la ACTH ante un estimulo heterotipico como
la natacion forzada fue mayor en ambos grupos expuestos a estrés (MASTER y
YOKED) en comparacion con el grupo CONTROL, independientemente de la
controlabilidad. Con la corticosterona solo se observa sensibilizacion heterotipica en

el grupo YOKED.

A corto plazo, se observa hipoactividad en un ambiente nuevo en los dos grupos
expuestos a estrés, siendo mas acusada en el grupo YOKED. Ademas, la latencia de
inmovilidad en la prueba de natacion forzada es mayor en los sujetos MASTER.
Nuestros datos indican que el desarrollo de generalizacion cognitiva del miedo esta
mitigado por la posibilidad de control y que dicha controlabilidad potencia

parcialmente las estrategias de afrontamiento mas activas.

A largo plazo, se observa un efecto ansiolitico después de la exposicion a estrés
controlable en el laberinto elevado en cruz. Por el contrario, la exposicion a estrés
incontrolable disminuye ciertas pautas de interaccion social activa e incrementa la
interaccion pasiva, apoyando un efecto ansiogénico o una disminuciéon de la

motivacion social.
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6.

10.

La memoria contextual de miedo reciente (durante la exposicion a la caja lanzadera)
fue similar en los grupos MASTER y YOKED y no disminuy6 por la exposicion
repetida al contexto. Sin embargo, la memoria de miedo remota si fue sensible a la
posibilidad de control, siendo el grupo YOKED el que mostré6 mayores niveles de

freezing.

Tras la exposicion a la TWAA en la etapa adulta, los animales con experiencia previa
de control en la etapa adolescente (grupo MASTER) mejoraron notablemente la
ejecucion de la tarea. Sorprendentemente, la experiencia adolescente de
incontrolabilidad (grupo YOKED) también tuvo un efecto positivo en la adquisicion

de la tarea adulta.

La respuesta hormonal durante la re-exposicion a la caja lanzadera en la etapa adulta
muestra un condicionamiento de la respuesta del eje HPA (ACTH y corticosterona)
en los dos grupos con experiencia previa de estrés. En los grupos con posibilidad de
control en la etapa adulta (tarea TWAA), pero no los de la situacion incontrolable, la
experiencia previa de estrés en la adolescencia redujo la respuesta de ACTH,
sugiriendo una cierta adaptacion al estimulo aversivo solamente cuando hay

posibilidad de control en la etapa adulta.

La exposicion a estrés incontrolable durante la etapa adolescente ha demostrado tener
efectos a largo plazo sobre la impulsividad motora en la tarea de SCSRTT,
observandose un aumento de las respuestas prematuras en los sujetos YOKED en
comparacion con los MASTER y los CONTROL. Otros aspectos de la tarea que

evaluan atencioén, motivacion o conducta compulsiva no se vieron afectados.

En una tarea de riesgo en la etapa adulta, el grupo expuesto a estrés incontrolable en
la adolescencia muestra preferencia por las recompensas menores pero asociadas a
time-out mas cortos, es decir, las mas inmediatas, lo que apoya posibles alteraciones

en la impulsividad.
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11.

12.

El estrés repetido adolescente no afecta a la impulsividad cognitiva en la etapa adulta,
evaluada en la tarea de descuento por demora, demostrando una disociacion entre las

distintas dimensiones del constructo de impulsividad.

En general los resultados sugieren que la posibilidad de control amortigua en algunas
condiciones el impacto negativo del estrés repetido en la etapa adolescente. Sin
embargo, en contra de lo previsto por la teoria de la indefension aprendida, hemos
observado algunos efectos protectores de exposicion previa al estrés en ausencia de

control sobre el mismo.
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