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INTRODUCCION GENERAL

1: ESTRES Y EJE HIPOTALAMICO-PITUITARIO-
ADRENAL

1.1- Concepto de estrés

El término estrés se ha integrado tanto en nuestro vocabulario diario que es dificil creer que el
uso que le damos actualmente tenga tan solo unos 60 afios. Hoy en dia esta bien establecido
que la exposicion a situaciones estresantes puede causar muchas alteraciones tanto fisiologicas
como psicoldgicas. El estrés se ha propuesto como una de las nuevas enfermedades de nuestro
tiempo, supuestamente debido al ritmo y estilo de vida de los paises denominados del mundo

desarrollado.

El creciente interés de diferentes disciplinas cientificas en la investigacion del estrés es en gran
medida debido a la idea de que la exposicion a situaciones estresantes puede influir en la
aparicion y desarrollo de diversas patologias. Este hecho ha provocado un crecimiento
exponencial de la informacién disponible acerca de las interacciones entre las areas del sistema
nervioso central (SNC) que controlan la respuesta al estrés y aquellas involucradas en la
regulaciéon de las funciones cognitivas, las emociones y aspectos fisioldgicos como el
crecimiento, la funcién reproductiva o el sistema inmunoldgico. Todo este nuevo conocimiento
ha permitido establecer una asociacion entre disfunciones en la respuesta de estrés y la
vulnerabilidad al desencadenamiento o desarrollo de determinadas patologias (Chrousos y Gold,
1992).

Historicamente, una de las mayores contribuciones en el estudio del estrés ha sido la de Walter
Cannon que a finales del siglo XIX rescato el concepto propuesto por Claude Bernard de “Milieu
Interieur”, o el postulado de que el organismo muestra un equilibrio fisioldgico interno. Cannon
propuso la teoria que el sistema simpatico-médulo-adrenal (SMA) reacciona ante varias

situaciones de emergencia (por ejemplo, dolor, hemorragia, exposicion al frio) mediante la
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liberacion de adrenalina al torrente circulatorio, y que esta activacion del sistema SMA juega un
papel importante en el mantenimiento del “Milieu Interieur’. Cannon acuid el término
homeostasis (etimoldgicamente deriva de la palabra griega “homeo” que significa “igual”, y
“stasis”, que significa “posicidon”), para describir el conjunto de mecanismos que permiten a los
organismos sobrevivir gracias al mantenimiento de un complejo, dindmico y harmonioso
equilibrio ante los cambios internos y el ambiente. Este y otros autores tomaron prestado del
campo de la fisica el término estrés (ver Kopin, 1995). Aunque Cannon nunca definié el término
estrés directamente, lo utilizaba en sus escritos para referirse a agentes adversos del ambiente
que alejan a los organismos de su equilibrio homeostatico normal y generan por tanto
respuestas compensatorias. De hecho, el concepto de estrés no se puede entender sin el
presupuesto de un estado homeostdtico y de la existencia de mecanismos fisioldgicos que
mantengan el equilibrio interno. Cannon también propuso las respuestas de lucha o huida (fight

or flight) como reacciones naturales de los animales ante situaciones amenazantes.

Sin embargo, fue Hans Selye, a partir de 1936, quien popularizo el concepto de estrés. Observd
que sus pacientes con enfermedades graves desarrollaban a menudo una serie de sintomas
comunes como alteraciones gastrointestinales y pérdida de peso. Demostr6 mediante
experimentacion con animales que la exposicion a diferentes situaciones adversas como la
exposicion al frio, intervenciones quirdrgicas, ejercicio muscular o infecciones causaba
hipertrofia adrenal, reduccion del tamario del timo y de los nddulos linfaticos y el desarrollo de
sintomas gastrointestinales. A raiz de estos resultados definid este estado como “el sindrome de
estrés” o “sindrome de adaptacidn general”, que seria consecuencia de una respuesta

estereotipada del organismo ante todos los estimulos estresantes.

Segln Selye, la respuesta del organismo es siempre la misma e independiente del tipo de
estimulo estresante, afecta a casi todos los sistemas de regulacion del organismo y se
desarrolla en cuatro etapas (Kopin, 1995): (i) la “reaccién de alarma” caracterizada por una
descarga SMA inmediata en la que se libera al torrente circulatorio adrenalina y noradrenalina;
(ii) la “etapa de resistencia” en la que se produce una activacion del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal (HPA) con la consiguiente liberacién de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y de
glucocorticoides (cortisol en la mayoria de mamiferos y corticosterona en roedores); (iii) la
“etapa de adaptacion” cuyos sintomas son hipertrofia adrenal, ulceracién gastrointestinal y
reduccion del tamano del timo, y por Ultimo, si la situacion estresante persiste (iv) la “etapa de

agotamiento”, que provoca la muerte del organismo. Estas etapas no se aceptan hoy en dia.

A finales de los afios 60, como reflejo de un cambio de paradigma en el estudio del estrés,
Richard Lazarus introdujo por primera vez la teoria del estrés psicoldgico y un marco tedrico en
el que comprender cdmo las personas reaccionan frente a situaciones adversas. Esta teoria
sustenta que la respuesta de estrés aparece cuando los sucesos sobrepasan las estrategias de

afrontamiento de los individuos. Las situaciones se vuelven estresantes para un individuo sélo si
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las percibe como amenazadoras, peligrosas e incontrolables, aunque la persona realmente si
pueda disponer de algin control sobre ellas. Segun este autor, los individuos no pueden
reaccionar afectivamente a una situacion si no realizan una evaluacion cognitiva de ésta,
aunque no tiene por qué realizarse necesariamente a nivel consciente (Lazarus, 1993). Por lo
tanto, la manera como un individuo evalla y afronta una situacion estresante modifica las
consecuencias de la misma, lo que indica que no existe una respuesta estereotipada de todos
los individuos (McEwen, 1995).

Por otro lado, en los afos 70 John W. Mason cuestioné también la propuesta de Selye de una
respuesta inespecifica y estereotipada al estrés. A partir de sus trabajos en monos en los que
comparaban diferentes estimulos como el frio, el calor o el ayuno, todos ellos capaces de
activar la respuesta del eje HPA, observd que cuando estos estimulos eran presentados de
manera gradual, minimizandose por tanto el malestar asociado a la exposicion a los mismos, los
cambios en el cortisol eran claramente dependientes de cada tipo de estimulo estresante: el frio
elevaba los niveles de cortisol, el calor los disminuia y el ayuno no tenia efecto. A partir de
estos resultados, Mason propuso que la uniformidad de la activacién del eje HPA observada
normalmente en situaciones estresantes se debia a la reaccidn emocional comun causada por el
malestar psicoldgico asociado a dichas situaciones (Mason, 1968). Sin embargo, la teoria de
Mason es criticable en dos sentidos: (i) las respuestas neuroendocrinas ante situaciones
estresantes de tipo fisico se han descrito incluso en humanos y otros animales bajo los efectos
de la anestesia (Dallman y Jones, 1973, Lilly, 1994); (ii) el incremento gradual en la intensidad
de los estimulos fisicos que utilizaba en sus experimentos podria estar permitiendo al animal
una adaptacion a la situacién que no es posible con cambios bruscos y por lo tanto haria
innecesaria la respuesta de estrés. En este sentido, es posible que una situacion se perciba
como estresante solo en el caso en el que el estimulo rebase la capacidad de adaptacién

propiade los mecanismos homeostaticos.

Los estudios de Lazarus y la perspectiva psicosomatica de Mason permitieron que algunos
investigadores se centraran en la importancia de algunas caracteristicas de los estimulos
estresantes y la capacidad del organismo para percibirlos como tales y responder ante ellos. En
este sentido, Weiss (1972), mientras estudiaba la influencia de factores psicoldgicos en
trastornos inducidos experimentalmente (lesiones gastricas), observd que la efectividad del
afrontamiento de la situacion de estrés para la prevencion de ulceraciones dependia de la
retroalimentacion que recibia el animal de la eficacia de su conducta tras su respuesta de
afrontamiento. Tener o no tener control efectivo sobre la situacion estresante, parece ser un

factor crucial en la aparicion de numerosos efectos negativos.

Por otro lado, aunque desde nuestra perspectiva el concepto de estrés implique un cierto grado
de respuesta inespecifica a cualquier tipo de situacion estresante, existe una importante

componente de especificidad de la respuesta de estrés dependiente de la naturaleza del



INTRODUCCION GENERAL

estimulo estresante. Esta ampliamente aceptado que, dependiendo de las caracteristicas de
cada estimulo estresante, las vias nerviosas que se activan y algunos aspectos de la respuesta
de estrés pueden ser diferentes (Romero y Sapolsky, 1996, Pacak et al., 1998, Pacak y
Palkovits, 2001). Recientemente, en una serie de experimentos se expusieron ratas a tres tipos
de estimulos estresantes de tipo sistémico en los que podia graduarse la intensidad (frio,
hemorragia e hipoglucemia inducida por insulina) y se valoraron los niveles de ACTH,
noradrenalina y adrenalina (Pacak y Palkovits, 2001). Los autores confirmaron que las tres
variables estaban relacionadas positivamente con la intensidad de la situacion estresante, pero
que cada tipo de estimulo activaba cada una de estas hormonas de una manera
cuantitativamente diferente. Es decir, aunque estos sistemas fisioldgicos se activan tras la
exposicion a muchos estimulos sistémicos, si se utiliza simultdneamente informacion de

diferentes marcadores, cada estimulo nos puede dar una informacion cuantitativa diferente.

Actualmente se aceptan dos grandes categorias de estimulos estresantes: estimulos estresantes
de tipo emocional (también denominados anticipatorios o procesativos) o de tipo sistémico
(también denominados fisicos o reactivos). Aunque esta clasificacion no es siempre facil de
establecer debido a que determinados estimulos estresantes tienen un perfil mixto, el criterio
general es el de clasificarlos, en funcidn de las componentes mas definitorias, en uno u otro
sentido. Estimulos estresantes de tipo sistémico serian aquellos que provocan perturbaciones
directas en la homeostasis (reflejadas en parametros fisioldgicos), como los de tipo
inmunoldgico (administracion de endotoxina y citoquinas), alteraciones metabdlicas u osméticas
(administracion de insulina o de 2-deoxiglucosa, inyeccion de solucion salina hipertdnica),
hipoxia 0 hemorragia, entre otros. Todos ellos pueden activar la respuesta de estrés a través de
mecanismos reflejos que no implican percepcion consciente. Por otro lado, los estimulos
estresantes de tipo emocional no constituyen una amenaza directa sino potencial para el
equilibrio homeostatico y dan lugar a activacion emocional. Serian ejemplos situaciones
estresantes de tipo social (como la derrota social, el aislamiento social o la privacién maternal)
y otros que son fundamentalmente emocionales, pero que tienen una componente fisica
(exposicion al ruido, dolor tras la exposicion a choque eléctrico en las patas de los animales,
nado forzado, inmovilizacion). Sus efectos estresantes son sobre todo el resultado de la

activacion emocional que los acompana.

Las rutas que convergen en la activacion de la respuesta de estrés a nivel del ndcleo
paraventricular del hipotdlamo (PVN, ver mas adelante) son también diferentes en funcion de la
categoria del estimulo estresante. De manera general, los estimulos emocionales se procesarian
en primera instancia por estructuras encefdlicas superiores y acabarian activando el PVN a
través de vias limbicas, mientras que los estimulos sistémicos no activarian vias limbicas y
activarian el PVN mediante vias mas directas de comunicaciéon con el PVN desde el tronco
encefélico o areas circunventriculares (Herman y Cullinan, 1997). Este esquema se ha podido

desarrollar gracias a diferentes aproximaciones metodoldgicas, como el uso de lesiones o el
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estudio de la expresion de genes de activacion temprana (IEG) combinado con el uso de
marcadores anterogrados y retrogrados (Herman y Cullinan, 1997). Gracias a ellos sabemos
que las respuestas a este tipo de estimulos emocionales provocan una activacion de numerosas
areas del SNC, jugando la amigdala y el septum lateral papeles importantes, mientras que la
respuesta a estimulos sistémicos estaria regulada sobre todo por areas del tronco encefalico y
estos estimulos inducirian la activacion de un nimero mas discreto de areas encefalicas (Senba
y Ueyama, 1997, Sawchenko et al., 2000).

Aunque esta clasificacion general es muy parsimoniosa y heuristica, tiende también a una
simplificacién excesiva. Cada estimulo estresante en funcién de sus caracteristicas cualitativas
provoca una activacion de determinadas vias centrales, y se han descrito diferencias en cuanto
a las vias o areas activadas por distintos estimulos emocionales. Por citar tan sélo un ejemplo,
en nuestro laboratorio hemos encontrado que estimulos estresantes de tipo emocional como la
exposicién a un ambiente nuevo, el nado forzado y la inmovilizacién, aunque comparten la
activacion de un gran nimero comun de areas, también difieren en otros aspectos: la
exposicién al ambiente nuevo causa una mayor activacion de zonas relacionadas con la
actividad exploratoria (por ejemplo, corteza piriforme) o la orientacion espacial (formacion

hipocampal), que la exposicién al nado forzado o a la inmovilizacion (Ons et al., 2004).

Como se intuye a través de lo explicado, desde la definicion inicial de Selye, han habido
numerosos intentos de redefinir, ampliar o concretar el concepto de estrés (para revision ver
Levine, 1985, Angelucci, 2000). Asumiendo en la terminologia una distincion entre estimulo
estresante (stressor), estrés (estado del organismo) y respuesta de estrés (Armario, 1998),
durante el presente trabajo nos basaremos en el siguiente marco tedrico: bajo el concepto de
estrés se incluyen una amplia gama de cambios fisioldgicos y conductuales, desarrollados a lo
largo de la evolucidn, que tienen lugar en los organismos cuando se enfrentan a situaciones
que ponen en peligro, de manera real, anticipada o simbdlica, su integridad, y a las cuales no
pueden hacer frente satisfactoriamente mediante los mecanismos homeostaticos normales
(Vigas, 1984). La respuesta de estrés, vista desde el punto de vista de un proceso adaptativo
positivo, comprende una serie de respuestas funcionales y conductuales que permiten afrontar
situaciones desafiantes. Una respuesta adecuada y coordinada de los diferentes sistemas
involucrados en la respuesta de estrés es crucial para la supervivencia del organismo y su
normal funcionamiento. Sin embargo, cuando estas respuestas son exageradas, inapropiadas o
duraderas, la respuesta de estrés parece estar muy ligada a una serie de alteraciones
fisioldgicas y psicoldgicas, como hipertension y otros problemas cardiovasculares (Bohus y
Koolhaas, 1993, Steptoe, 1993), trastornos del suefio (Kant et al., 1995), infertilidad (Moberg,
1985), trastornos del estado del animo y trastornos de ansiedad (Halbreich, 1987), alteraciones
de la conducta alimentaria (Donohoe, 1984, Brambilla, 2001), propension al consumo de drogas

(Piazza y Le Moal, 1997) y neurodegeneracion (Sapolsky, 1992). También se ha demostrado

11
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que el estrés incrementa la susceptibilidad de los individuos a padecer enfermedades de tipo
inmunoldgico (Munck et al., 1984) o cancer (Stefanski, 2001) .

1.2.- Eje hipotalamico-pituitario-adrenal:

En mamiferos, los principales sistemas fisioldgicos implicados en la respuesta al estrés son el
sistema SMA vy el eje HPA. El eje HPA juega un papel crucial en muchas de las consecuencias
fisiopatoldgicas y psicopatoldgicas resultantes de la exposicion a situaciones estresantes y por
esta razon es uno de los sistemas mejor caracterizados desde un punto de vista nervioso y

endocrino (Michelson et al., 1995).

Los estimulos estresantes se procesan en diversos niveles y estructuras del SNC pero la
informacion acaba convergiendo en una poblacion de neuronas neurosecretoras del PVN, donde
tiene origen el inicio de la cascada de activacion del eje HPA. En funcién de los datos de
citoarquitectura, histoquimica y conectividad, el PVN puede dividirse en distintos subnucleos
(Herman et al., 2003) (Figura 1). En base al tamafo de las neuronas predominantes, este
nicleo se ha diferenciado principalmente en las regiones parvocelular (pPVN) y magnocelular
(mPVN). Las neuronas magnocelulares son células neurosecretoras grandes, que sintetizan
principalmente arginina-vasopresina (AVP) y oxitocina (OXT), aunque también otros
neuropéptidos. Envian sus axones a la neurohipdfisis y liberan sus productos en la circulacién
periférica. El papel clasico de la AVP liberada desde estas neuronas magnocelulares es el
mantenimiento del balance osmético del organismo, mientras que la OXT es critica en el parto y
la lactancia. La region pPVN puede subdividirse a su vez en cinco partes diferentes:
periventricular, anterior parvocelular, medial parvocelular (que se subdivide en la parte dorsal y
la ventral), dorsal parvocelular (dorsal cap) y lateral parvocelular (submagnocelular) (Cullinan et
al., 1995).

Las neuronas ubicadas en la regién medial dorsal parvocelular sintetizan el factor o la hormona
liberadora de corticotropina (CRF o CRH), molécula clave en la iniciacién de la respuesta de
estrés (ver mas adelante). La region periventricular contiene también neuronas que sintetizan
somatostatina (hormona inhibidora de la hormona del crecimiento) y dopamina (DA). La regién
medial dorsal contiene a su vez neuronas que sintetizan hormona liberadora de tirotropina
(TRH). El resto de las regiones del PVN contienen neuronas que proyectan hacia el tronco
encefélico y la médula espinal, y estan implicadas en la regulacion del sistema nervioso
auténomo (Cullinan et al., 1995). Una pequefia porcion de estas proyecciones descendentes
deriva de neurona paraventriculares que secretan AVP, y otro pequefio grupo deriva de
neuronas secretoras de OXT, pero la mayoria de ellas no han sido aln caracterizadas
neuroquimicamente (Amstrong, 1995). Por todo lo expuesto, el PVN se considera un nucleo

clave en la integracién y regulacion homeostatica.
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PVN Nissl Esquema

3V

Figura 1: Organizacion del nucleo paraventricular del hipotalamo. Izquierda: tincion de Nissl.
Derecha: esquema de las distintas regiones. Abreviaturas: 3V: tercer ventriculo; dp: regién dorsal

parvocelular; mpdd: subdivision medial parvocelular dorsal; mpdv: subdivisidn medial parvocelular ventral;

m: regiéon magnocelular; sm: regién submagnocelular. Adaptado de V. Viau y Sawchencko (2002).

En respuesta al estrés se activan dentro del PVN un nimero discreto de neuronas localizadas
sobretodo en la subdivision medial parvocelular (Johnson et al., 1992, Cullinan et al., 1995,
Herman et al., 2002). Muchas de estas neuronas parvocelulares expresan CRF y, algunas de
ellas, también AVP (Whitnall, 1993). CRF y AVP son transportados axonalmente y liberados en
la zona externa de la eminencia media (ME), desde donde entran en la circulacion portal para
alcanzar la adenohipdfisis. Alli, el CRF induce la sintesis de proopiomelanocortina (POMC) y la
liberacion a la circulacion de los diversos péptidos que de ella se originan, entre ellos la ACTH.
La accion periférica mas destacable de la ACTH se produce en la corteza adrenal, activando la
sintesis y secrecién de glucocorticoides. Por Ultimo, los glucocorticoides ejercen mudltiples
acciones metabdlicas en el organismo para mantenerlo en estado de alerta, lo que le permite
responder vigorosamente a las amenazas del entorno durante un mayor periodo de tiempo. Por
otro lado, los glucocorticoides son responsables de la mayoria de las consecuencias negativas
del estrés (por ejemplo, infertilidad, inmunosupresion, psicopatologias), pero también de
regular la propia actividad del eje HPA mediante una serie de mecanismos de retroalimentacion
negativa actuando a nivel hipofisario, hipotaldmico y suprahipotalamico (Johnson et al., 1992,
De Kloet et al., 1993, Whitnall, 1993). Los principales elementos y el mecanismo general de

funcionamiento del eje HPA se hayan resumidos en la Figura 2.
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Figura 2: Esquema general del funcionamiento del eje hipotalamico-pituitario-adrenal. Abreviaturas:
CREF: factor liberador de corticotropina; AVP: arginina-vasopresina; ACTH: hormona adrenocorticotropa;

PVN: nucleo paraventricular del hipotalamo; SNC: sistema nervioso central

14



INTRODUCCION GENERAL

1.2.1.- Factores liberadores de ACTH: CRF y AVP

La existencia de un factor hipotalamico regulador de la liberaciéon de ACTH fue sugerida por
primera vez por Saffran y colaboradores en el afio 1955, pero no fue hasta mucho mas tarde
cuando Vale y colaboradores (1981) aislaron y caracterizaron a partir de hipotalamos ovinos un
péptido de 41 residuos aminoacidicos con actividad liberadora de ACTH, que fue denominado
CRF. El papel del CRF en el control de la respuesta de estrés de todo el organismo se ha
estudiado extensamente desde entonces y la mayoria de los datos mas relevantes respecto a la
neuroquimica del estrés corresponden al CRF (Turnbull y Rivier, 1997). La sintesis de CRF en la
zona medial dorsal parvocelular del PVN se activa en respuesta a una amplia variedad de
estimulos estresantes y es considerado como un componente clave en el eje HPA debido a que
es el principal estimulador de la sintesis y liberacién de la ACTH en la adenohipdfisis. El estudio
de la distribucion de las neuronas y terminales inmunoreactivas de CRF sugiere que las
neuronas de CRF intervienen al menos en tres sistemas funcionalmente diferentes (Swanson et
al., 1983). En primer lugar, las neuronas de CRF del PVN envian terminales a la ME, que
modulan la liberacién de ACTH y otros péptidos relacionados en la adenohipdfisis. En segundo
lugar, neuronas de CRF en areas del telencéfalo basal (amigdala central, nlcleo del lecho de la
estria terminal) o tronco encefalico (nucleo de Barrington, algunas zonas de los nlcleos de rafe)
podrian estar implicadas en la regulacion de respuestas conductuales y autondmicas al estrés.
Finalmente, se han localizado neuronas CRFérgicas de manera dispersa en muchas areas de la
corteza cerebral y en la formacién hipocampal cuya funcién es adn poco conocida (Swanson et

al., 1983, Sawchenko y Swanson, 1990, Champagne et al., 1998).

La accion del CRF esta mediada por dos tipos de receptores: los CRFR; y CRFR, (con dos
subtipos: CRFR;, y CRFRy;) (Dautzenberg et al., 2001), que se encuentran diferencialmente
distribuidos en el SNC (Chalmers et al., 1995). El receptor CRFR; esta ampliamente distribuido
por todo el SNC, incluyendo el bulbo olfatorio, corteza cerebral, sistema limbico (amigdala y
formacion hipocampal), nlcleo rojo, cerebelo e hipdfisis (Potter et al., 1994). La distribucion del
receptor CRFR,, se restringe a estructuras limbicas (septum lateral, amigdala, nucleo
hipotaldmico ventromedial), mientras que el receptor CRFR,; se encuentra en elementos no
neurales del SNC (v.g plexos coroideos) y en la periferia (musculos cardiacos y esqueléticos,

pulmones, intestinos) (Lovenberg et al., 1995).

Ambos tipos de receptores del CRF estan asociados a proteinas G acopladas positivamente a
adenilato ciclasa (Reul y Holsboer, 2002). La activacion de estos receptores provoca un
aumento del AMPc intracelular, con la consecuente activacion de la proteina-quinasa A (PKA) y
la fosforilacion de proteinas que, a su vez, estimulan la sintesis del gen de la POMC, la molécula
precursora de la ACTH. Ademas de esta estimulacién de la sintesis, el CRF tiene un papel
estimulador de la liberacién de ACTH a la circulacién (Rivier et al., 1982). Otras proteinas con

afinidad por los receptores de CRF son la urotensina (en peces), sauvagina (en anfibios) y las
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urocortinas (UCN) I, II y III presentes en mamiferos (Dautzenberg y Hauger, 2002). De todos
estos ligandos, el CRF presenta una afinidad mucho mayor por el receptor CRFR; que por el
CRFR;, mientras que la UCN I tiene una afinidad similar por ambos tipos, y las UCN II y III se
unen con mayor afinidad al receptor CRFR,. Por Ultimo, un componente mas de este sistema es
la CRF-binding protein (CRFBP), proteina a la que se unen con alta afinidad el CRFy la UCN I, y
con menor afinidad las UCN II y III. La CRFBP puede modular la actividad de CRF y UCNs

impidiendo la unién de estos factores a sus receptores (Berkowitz et al., 1996).

Se ha observado que la expresion del CRFR; en el SNC no es sensible al estrés, con limitadas
excepciones. Asi, aunque los niveles de este receptor son normalmente bajos o indetectables en
el PVN, se ha observado que en esta zona, y en menor medida en el nlcleo supradptico,
diversos estimulos estresantes incrementan la actividad transcripcional del gen de este receptor
(Luo et al., 1994, Makino et al., 1995, Rivest et al., 1995). Ademas, la administracién exdgena
de CRF causa, en el PVN, un incremento en la transcripcion tanto de CRF (Parkes et al., 1993)
como del CRFR; (Mansi et al., 1996), pero no del CRFR;, (Makino et al., 1997). En funcion de
estos datos se ha postulado la existencia de un mecanismo de retroalimentacion positivo dentro
del PVN, mediante el cual el CRF podria modular su propia sintesis a través del CRFR; (Imaki et
al., 1996, Drolet y Rivest, 2001). En cambio, a nivel hipofisario, la exposicién al estrés puede
dar lugar a una regulacién a la baja del CRFR;, que puede ser parcialmente bloqueada
mediante la supresion experimental de los niveles de glucocorticoides (Hauger et al., 1988,
Makino et al., 1995), sugiriendo un mecanismo adicional de retroalimentacién negativa en el eje
HPA.

Finalmente, y en concordancia con la amplia distribucidn cerebral del CRF, las funciones de este
péptido no se restringen a su accién hipofisiotrdpica, sino que esta involucrado en el control de
un gran numero de respuestas tanto autondmicas como conductuales a situaciones estresantes,
incluyendo alteraciones en la ansiedad, ingesta de comida, arousal, aprendizaje y memoria
(Dunn y Berridge, 1990, Owens y Nemeroff, 1991, Schwartz et al., 1995, Croiset et al., 2000).
En este sentido, se ha propuesto que el CRFR; estaria relacionado con funciones cognitivas y
ejecutivas como los procesos de atencion, aprendizaje y memoria, y con las emociones,
mientras que los CRFR, estarian mas relacionados con procesos mas directamente implicados
en funciones basicas como la ingesta de comida, la reproduccion y la defensa (Smagin y Dunn,
2000). Se ha demostrado recientemente que el bloqueo de los CRFR; en la amigdala central o
de los CRFR; en el septum lateral disminuyen las respuestas defensivas (freezing) inducidas por
la exposicion a una situacion estresante (Bakshi et al., 2002), sugiriendo que ambos tipos de
receptores jugarian papeles paralelos en la regulacion de los comportamientos asociados a las

respuestas de estrés, actuando a través de areas diferentes.

Un segundo péptido con importante actividad hipofisiotréfica es la AVP, una molécula de 9

aminoacidos sintetizada sobre todo en las neuronas magnocelulares y parvocelulares del PVN y
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en el nlcleo supradptico. Mientras que las neuronas magnocelulares que sintetizan AVP envian
proyecciones a la neurohipdfisis, la AVP sintetizada en neuronas del PVN que coexpresan CRF
(parvocelulares) alcanza la ME y se libera en la circulacion portal hipofisaria (Whitnall, 1993,
Croiset et al., 2000, Carrasco y Van de Kar, 2003). Una cuestién fundamental es el origen de la
AVP encontrada en los vasos portales. Para comprender mejor este problema tenemos que
entender la organizacion del sistema circulatorio en la ME y la hipodfisis. Existen evidencias de
que la liberacion de AVP en la neurohipdfisis puede alcanzar los vasos portales largos de la ME,
pero también la adenohipdfisis, en este Ultimo caso a través de vasos portales cortos que
permiten la circulacion sanguinea en las dos direcciones (Bergland y Page, 1978, Bergland y
Page, 1979). Por lo tanto, los neuropéptidos y otros factores medidos en los vasos portales
largos podrian provenir de la liberacién en las terminales axonicas de la parte externa de la
eminencia media, pero también de la liberacion en la neurohipdfisis, lo que sugiere una
contribucién de las neuronas magnocelulares del PVN y del nlcleo supradptico en la regulaciéon
del eje HPA. De hecho, las concentraciones de AVP en el sistema portal-hipofisario son
demasiado elevadas como para ser explicadas por una liberacion desde los axones de las
neuronas parvocelulares del PVN y ademas no muestran cambios tras la lesién del PVN (Antoni
et al., 1990). Dificultades metodoldgicas y resultados contradictorios hacen que éste sea un

aspecto aln no bien caracterizado.

La AVP no parece estimular la sintesis de ACTH y por si misma presenta una débil actividad
sobre su liberaciéon, pero en cambio es capaz de potenciar los efectos del CRF sobre la
liberacion de ACTH, tanto /7 vivo como /n vitro (Rivier y Vale, 1983b). Tras el estrés prolongado
0 cronico se produce una aumento en el nimero de neuronas que expresan AVP en el PVN (de
Goeij et al., 1991, de Goeij et al., 1992), lo que sugiere que la AVP podria contribuir a mantener
la respuesta de ACTH en situaciones de estrés crénico, aunque este hecho sigue siendo
también un tema controvertido (para revision ver Aguilera et al., 1994, Makara et al., 2004). Se
han caracterizado tres tipos de receptores de AVP (Birnbaumer, 2000, Itoi et al., 2004): V1a,
V1b (ambos asociados a proteinas G acopladas positivamente a fosfolipasas) y V2 (asociado a
proteina G acoplada positivamente a adenilato ciclasa). V1a se expresa principalmente en el
endotelio vascular, V2 en el rifidn y V1b (también denominado V3) en las células corticotropas

de la hipdfisis, siendo estos Ultimos los mas relevantes respecto a la regulacién del eje HPA.
1.2.2.- Hormonas periféricas: ACTH y glucocorticoides
Adenohipofisis y ACTH:

El CRF estimula la sintesis y liberacion de la ACTH, un péptido de 30 aminoacidos derivado de la
POMC, de la cudl pueden derivarse otros péptidos, algunos de ellos con actividad opioide como
las p-endorfinas (Vale et al., 1981). Considerada como la hormona periférica primaria en
respuesta al estrés, se ha descrito la sintesis y secrecion de ACTH en una amplia gama de

situaciones estresantes. Diferentes metodologias, como la administracién de antagonistas del
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CRF (Rivier y Vale, 1983b, Rivier et al., 1984), la inmunoneutralizacion del CRF o la AVP (Rivier
et al., 1982, Rivier y Vale, 1983a) y la lesion del PVN (Rivest y Rivier, 1991) reducen o eliminan
la liberacion de ACTH en respuesta al estrés, confirmando el papel crucial de CRF y AVP como
cosegretagogos de la ACTH. Sin embargo, otras substancias como catecolaminas y diversos
neuropéptidos (Antoni, 1986) son capaces de estimular la liberacion de ACTH y también existen

evidencias de factores con un papel inhibidor (Engler et al., 1999).

Una vez en la circulacion general, la ACTH actla principalmente sobre la corteza adrenal
estimulando la sintesis y liberacion de glucocorticoides. La ACTH actta en la adrenal mediante
la interaccion con un receptor de membrana perteneciente a la familia de los receptores de
melanocortinas (el MC2-R) que se encuentra casi exclusivamente en células de la corteza
adrenal (Adan y Gispen, 2000). La interaccion de la ACTH con su receptor provoca en la célula
una activacion de la adenilato ciclasa, con el consecuente aumento de la concentracion
intracelular de AMPc y la activacion de la PKA, aunque también activa otras vias intracelulares,
como el Ca** (Gallo-Payet y Payet, 2003). Estas vias de activacion pueden inducir tanto la
activacion de enzimas relacionadas con la sintesis de glucocorticoides, que afectan al transporte
de colesterol mitocondrial y regulan la escisién de colesterol a pregnenolona (paso limitante de
la estereoidogénesis), como la actividad transcripcional de las células adrenocorticales (Gallo-
Payet y Payet, 2003, Sewer y Waterman, 2003) provocando cambios mas complejos y mas
duraderos, como efectos tréficos. Consecuentemente, el principal efecto fisioldgico a corto plazo
de la activacion provocada por la ACTH es la estimulacién de la sintesis y liberacién de
glucocorticoides, pero la importancia de los efectos troficos de la ACTH se hace evidente tras la
administracion crénica de ACTH o su supresion mediante la administracién exdgena de

glucocorticoides.
Corteza adrenal y glucocorticoides:

La corteza de la glandula adrenal esta dividida en tres partes diferenciadas. De la capa mas
externa a la mas interna, nos encontramos con las regiones glomerular, fasciculada y reticular.
La region glomerular representa un 10-15 % de la corteza adrenal y libera mineralocorticoides,
principalmente aldosterona, involucrada en la retencion de sodio y en la homeostasis
electrolitica. La regién fasciculada, que ocupa el 75-80 % de la glandula adrenal es la
responsable de la sintesis y liberacion de los glucocorticoides. Por Ultimo, la region reticular

libera pequenas cantidades de andrégenos.

Existen evidencias que sugieren que la ACTH no es el Unico estimulador de la secrecion de
glucocorticoides, aunque es evidentemente el mas importante. Se han observado niveles altos
de glucocorticoides tras exposiciones a estimulos estresantes continuos y de larga duracion
(entre 8 y 48 horas), a pesar de niveles de ACTH aproximadamente basales (Rivier y Vale,
1987, Hauger et al., 1988). Este hecho sugiere una disociacion entre ACTH y glucocorticoides y

apoya la existencia de otros factores en el control de la secrecion de glucocorticoides. Sin
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embargo, el mecanismo preciso responsable de esta disociacion entre ACTH y corticosterona no
esta bien establecido hoy en dia. Algunos de los factores propuestos para la regulacién extra-
ACTH de la liberacién de glucocorticoides en respuesta al estrés podrian ser: (i) substancias
como la Angiotensina II que causa incrementos dosis dependientes en los niveles de
corticosterona sin afectar a los niveles de ACTH (Keller-Wood et al., 1986); y (ii) citoquinas
como la interleukina-1 que parece tener un efecto directo sobre la glandula adrenal (Andreis et
al., 1991a). Sumandose a estos factores sistémicos, se ha demostrado una regulacién neural de
la corteza adrenal (Vinson et al.,, 1994). Existen evidencias que indican una presencia de
terminales nerviosas en la adrenal de dos tipos diferentes (Charlton, 1990, Vinson et al., 1994):
(i) una con los cuerpos celulares situados fuera de la adrenal, que van en paralelo a los vasos
sanguineos y que se muestra independiente de la estimulacion del nervio esplacnico, y (ii) otra
con los cuerpos celulares dentro de la médula adrenal que parece estar bajo el control del
nervio esplacnico. Ademas, se ha descrito la existencia de células cromafines dentro de la
corteza adrenal. Se ha observado la presencia de catecolaminas y numerosos neuropéptidos en
estas terminales nerviosas, lo que es de gran importancia, ya que algunos de ellos (por ejemplo
el péptido intestinal vasoactivo, VIP) tienen propiedades vasodilatadoras y la regulacién del
riego sanguineo de la adrenal es critica para la actividad secretora de la corteza adrenal. Es
interesante que uno de esos péptidos sea el CRF. Parece ser que el CRF ejerce un efecto
estimulador en la esteroidogenesis adrenocortical, que se ha observado /in vivo (Van Oers y
Tilders, 1991, Andreis et al., 1992, van Oers et al., 1992) e /n vitro, utilizando rodajas (s/ices)
de tejido adrenocortical y cromafin (Andreis et al., 1991b, Andreis et al., 1992) o la perfusion
de glandulas adrenales aisladas (van Oers et al., 1992). Por el contrario, el CRF no muestra
efecto en células adrenocorticales dispersas (Andreis et al., 1992, van Oers et al., 1992). Por
tanto, parece ser que el CRF ejerce su efecto estimulador sobre la secrecion adrenocortical por
mecanismos indirectos, aunque sigue sin estar claro si los principales efectos se deben a
cambios en el flujo sanguineo de la adrenal o a la estimulacion de la liberacién de ACTH local
por las células cromafines (Andreis et al., 1991b, van Oers et al., 1992). A modo de ejemplo del
posible papel de la inervacidn esplacnica de la adrenal, la deprivacion de agua durante dos dias
provoco un aumento en los niveles plasmaticos de corticosterona sin modificar los de ACTH y

este incremento se suprimio tras la denervacion adrenal (Ulrich-Lai y Engeland, 2002).

Los glucocorticoides ejercen multiples acciones en el organismo. Al objeto de clarificar el papel
de los glucocorticoides en respuesta al estrés se ha establecido una clasificacion de sus
acciones en dos categorias fundamentales: moduladoras y preparatorias (Sapolsky et al., 2000).
Las acciones moduladoras de los glucocorticoides son aquellas que alteran la respuesta del
organismo ante la situacion estresante y se han subclasificado en tres categorias: permisivas,
supresivas y estimuladoras. Las acciones permisivas de los glucocorticoides se manifiestan
durante la fase inicial de la respuesta de estrés y preparan a los mecanismos de defensa del

organismo para afrontar el estrés. Las acciones supresivas se dan tras una hora o mas del inicio
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del estrés y previenen al organismo de las consecuencias negativas de una respuesta excesiva
al estrés. Por el contrario, las acciones estimuladoras, aunque también ocurren tras una o mas
horas desde el inicio de la situacion estresante, aumentan los efectos de las hormonas liberadas
durante el estrés. Por Ultimo, las acciones preparatorias de los glucocorticoides, que pueden ser

mediadoras o supresivas, son capaces de modular futuras respuestas del organismo al estrés.

La mayoria de los efectos metabdlicos que ejercen los glucocorticoides en la periferia parecen
estar encaminados a la redistribucion de la energia dentro del organismo (Munck et al., 1984).
Estos efectos incluyen un aumento de la gluconeogénesis en el higado, un aumento de la
concentracion de glucosa en sangre causado indirectamente por sus efectos sobre la
gluconeogénesis y sus efectos lipoliticos, y un aumento de la presién arterial (Michelson et al.,
1995). Los glucocorticoides también afectan a la actividad de un amplio nimero de enzimas y
proteinas no enzimaticas, y juegan un papel inhibidor fundamental en el control de las
respuestas inflamatoria e inmune. Finalmente, los glucocorticoides poseen un papel clave en la

regulacion de la actividad del eje HPA a través de mecanismos de retroinhibicion.
1.2.3.- Receptores de glucocorticoides y mecanismos de retroinhibicion

Las acciones gendmicas de los glucocorticoides estdn mediadas por dos tipos de receptores: el
tipo I (o mineralocorticoide, MR) y el tipo II (o glucocorticoide, GR) (Reul y de Kloet, 1985).
Ambos tipos de receptores poseen un dominio de unién a esteroides y un dominio de unién al
ADN, y se encuentran en el citosol asociados a otras proteinas, principalmente proteinas de
shock térmico (Pratt, 1993). Cuando se produce el reconocimiento del ligando, estos complejos
se disocian y la hormona unida al receptor se trasloca al nlcleo, donde actua como factor de
transcripcion en algunos genes que poseen en su region promotora elementos de respuesta a
glucocorticoides. MRs y GRs se diferencian en su afinidad por algunos ligandos y en su
distribucion (Reul y de Kloet, 1985, De Kloet, 1991).

Los MRs se ubican principalmente en neuronas de la capa II de la corteza, la formacién
hipocampal, los nlcleos central y medial de la amigdala y neuronas motoras y sensoriales del
tronco encefalico. Por su parte, los GRs se encuentran en la hipdfisis y presentan una
distribucion amplia en el SNC, incluyendo la corteza piriforme, la formacion hipocampal, el
septum, el PVN, el nlcleo supradptico y, en menor grado, los nlcleos monoaminérgicos del
tronco encefalico. También se encuentran niveles moderados de GRs en numerosos nucleos del
talamo, areas del estriado, la amigdala central y otras zonas de la corteza cerebral. En cuanto a
su afinidad por el ligando, se ha determinado para los MRs una Kd de un orden de magnitud
menor que la de los GRs (Veldhuis et al., 1982). Una de las consecuencias de esta diferencia de
afinidad por el ligando es que en rata, mas del 80% de los MRs estan ocupados por la
corticosterona en condiciones basales, mientras que el grado de ocupacién de los GRs varia en
paralelo con el incremento en los niveles plasmaticos de glucocorticoides, bien durante el ritmo

circadiano o bien en respuesta al estrés. En base a estas diferencias se ha sugerido que MRs y
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GRs tienen funciones diferentes en la regulacion de la respuesta del eje HPA (Ratka et al.,
1989): los efectos tdnicos de los glucocorticoides estarian mediados por los MRs, en tanto que
los GRs estarian sobre todo implicados en el retorno a las condiciones basales después de la

activacion.

Ademas de los efectos gendmicos mediados por MRs y GRs, existen muchas pruebas de la
existencia de efectos rapidos de los glucocorticoides, incompatibles con el tiempo requerido
para la transcripcion génica (Makara y Haller, 2001). Se ha propuesto, por lo tanto, la existencia
de mecanismos no gendmicos, probablemente mediados por receptores de membrana adn no

caracterizados.

Dependiendo de su velocidad de accion, los mecanismos de retroinhibicion del eje HPA
ejercidos por glucocorticoides han sido divididos en tres categorias: rapido, intermedio y lento
(Keller-Wood y Dallman, 1984). La retroinhibicion rapida se manifiesta ya dentro de los diez
minutos del comienzo de la respuesta al estrés. Por su velocidad, este efecto es incompatible
con los mecanismos de transcripcion génica mediados por receptores GR y MR. Muy
recientemente se han aportado evidencias de que los cannabinoides enddgenos (o
endocannabinoides) podrian participar en el feedback rapido de los glucocorticoides ejerciendo
un efecto inhibitorio rapido sobre la liberacion de glutamato en las sinapsis excitadoras que
contactan con las neuronas parvocelulares del PVYN (Di et al.,, 2003). Segin el modelo
propuesto, los glucocorticoides interactuarian a través de un receptor de membrana acoplado a
proteina G presente en células del pPVN, activando la liberacion al medio de
endocannabinoides. Los endocannabinoides liberados interactuarian sobre receptores de
membrana presindpticos (también acoplados a proteina G), inhibiendo la liberaciéon de
glutamato. Los mecanismos retroinhibidores de velocidad intermedia se desarrollan una vez
transcurridos 30-60 minutos del comienzo de la respuesta, e involucran mecanismos de
transcripcién génica mediada por receptores GR y MR. Finalmente, los mecanismos de
retroinhibicion lenta también comienzan tras 30-60 minutos del inicio de la respuesta, pero a
diferencia de los mecanismos intermedios pueden durar muchas horas. Los efectos de los
mecanismos lentos de retroinhibicion incluyen el bloqueo de la transcripcién de los genes de
CRF, AVP y POMC inducida por el estrés.

Otro parametro importante en la regulacion de los efectos de los glucocorticoides en el
organismo es la transcortina (corticosteroid-binding globulin, CBG), a la cual se encuentran
ligados una alta proporcion de los glucocorticoides circulantes en situacién basal (Johnson et
al., 1992). En cambio, los niveles de corticosterona libre aumentan tras la exposicion al estrés.
Se considera que la hormona unida a la transcortina no tiene acceso al receptor y, por lo tanto,
es solamente la fraccion libre la que se encuentra disponible para ejercer la actividad bioldgica

en la célula. Este hecho es importante porque los niveles de transcortina no suelen medirse
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pero pueden dar lugar a cambios en la fraccion libre, sin cambios en los niveles totales de

glucocorticoides en sangre.
1.2.4.- Eje HPA e intensidad de los estimulos estresantes

Las situaciones estresantes difieren en cuanto a su naturaleza, lo que implica un procesamiento
diferencial por el SNC. Sin embargo, independientemente de las cualidades de la situacién
estresante, éstas también pueden diferir en otra dimension: la intensidad o grado de severidad.
Es de esperar que las consecuencias fisioldgicas y eventualmente patoldgicas de la exposicién a
situaciones estresantes se encuentre relacionada con su severidad. Por lo tanto, una evaluacion
detallada y fiable de la intensidad del estrés es de gran relevancia tanto a nivel basico como
clinico. Para poder trabajar en este sentido necesitamos saber qué respuestas ante una

situacion estresante son proporcionales a su intensidad.

Es interesante que aunque existe un gran nimero de variables fisioldgicas que responden ante
la exposicidn a estimulos estresantes, sélo unas pocas parecen ser sensibles a su intensidad. En
este sentido, es importante por tanto distinguir conceptualmente entre los términos de
marcador de estrés, que indicaria si una variable determinada es sensible al estrés, y el
concepto de marcador de la intensidad de estrés, que se referiria al hecho que la magnitud de
la respuesta de una variable determinada es proporcional a la intensidad de la situacion
estresante. La investigacion en este sentido sdlo se ha llevado a cabo de una manera
sistematica en ratas. La conclusiéon general seria que de entre las muchas variables sensibles al
estrés, sélo unas pocas pueden considerarse como buenos marcadores de la intensidad del
estrés, como por ejemplo los niveles plasmaticos de catecolaminas (particularmente
adrenalina), glucosa, prolactina y hormonas del eje HPA o la reduccién en los niveles de ingesta
(Marti y Armario, 1998). Datos de nuestro laboratorio pueden ilustrar la diferencia entre
marcadores de estrés y marcadores de intensidad de estrés (Armario et al., 1986a): cuando se
introdujeron cambios progresivos (estresantes) en el ambiente de los animales, los niveles de
corticosterona y prolactina aumentaron en funcién del grado de perturbacién causado, mientras
que otras hormonas de la adenohipdfisis como la hormona luteinizante (LH) o la hormona
estimulante de tiroides (TSH) aumentaron en la misma medida frente a todos los estimulos, sin

reflejar la intensidad de la situacion estresante.

Pero, ¢qué caracteristicas debemos tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados que
nos aportan estos marcadores de intensidad de estrés? En este sentido, tenemos que evaluar:
(i) el grado minimo de intensidad de estrés que una variable particular es capaz de detectar de
manera fiable y consistente (umbral); (ii) el rango de variacion en el marcador cuando variamos
la intensidad del estrés; y (iii) el rango de intensidades de estrés que una variable es capaz de

detectar.
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El estudio de las caracteristicas de los marcadores de intensidad de estrés es uno de los
objetivos del presente trabajo y sera discutido en profundidad en el primer capitulo de
resultados, pero para ilustrar de una manera mas clara el sentido de estas caracteristicas,
podemos comparar las particularidades de diferentes marcadores. Por ejemplo, los niveles
plasmaticos de adrenalina, ACTH, corticosterona y prolactina tienen bajos umbrales de
respuesta, por lo que perturbaciones minimas son capaces de activarlos (Hennessy y Levine,
1978, Natelson et al., 1981, Kant et al., 1983, Armario et al., 1986a, Armario et al., 1986b). Por
el contrario, los cambios en los niveles de glucosa tienen un umbral de activacion mayor y solo
se pueden considerar fiables ante exposiciones a estimulos estresantes de intensidad
intermedia o alta (Armario et al., 1986b, Armario et al., 1990b). Por Ultimo, la inhibicidn de la
ingesta de comida tras la exposicion al estrés, evaluada 24 horas tras la exposicidn al estrés,
tiene un umbral de activacion elevado y se puede observar sélo tras situaciones estresantes
relativamente severas (Armario et al., 1990b, Marti et al., 1994b). La capacidad de una variable
para discriminar entre diferencias en intensidad depende de la pendiente de la relacion entre el
cambio en la variable de interés y la intensidad de la situacion estresante. Mientras que esta
pendiente es pronunciada en el caso de las primeras hormonas comentadas, no lo es en el caso
de la glucosa y menos aun en el de la ingesta de comida. Por Ultimo, es importante si se
produce un efecto techo en la variable de interés. Este hecho es de particular importancia en el
caso de los niveles plasmaticos de corticosterona, el marcador de intensidad de estrés mas
comunmente utilizado. En las condiciones de nuestro laboratorio, los niveles basales de
corticosterona plasmatica en ratas macho durante las horas de la mafiana son de alrededor de
10 ng/ml, mientras que tras la exposicién a estimulos estresantes suaves pueden alcanzar
niveles de alrededor de 100 ng/ml y tras situaciones estresantes moderadas alrededor de los
250 ng/ml. Niveles de corticosterona de 200 y 400 ng/ml se pueden alcanzar con unos niveles
plasmaticos de ACTH de entre 500-1000 ng/ml, niveles que estan muy lejos de los maximos
que puede alcanzar la ACTH tras la exposicion a estimulos severos como la IMO. Por tanto, es
obvio que los niveles plasmaticos de corticosterona sélo se deberian utilizar como marcadores
de intensidad de estrés ante situaciones estresantes de intensidad baja a moderada, como por
ejemplo exposiciones a ambientes nuevos (Kant et al., 1983). Si hacemos una revision de la
literatura podemos observar que en muchos de los estudios realizados este hecho no se ha
tenido en cuenta, lo que ha llevado a interpretaciones erroneas. Aunque los niveles de
corticosterona medidos justo al finalizar la exposicidon a situaciones estresantes relativamente
severas no son capaces de reflejar la intensidad del estrés, una alternativa posible es la
evaluacion de la dinamica de los niveles de corticosterona una vez terminada la exposicion al

estrés (ver capitulo 1 del presente trabajo).

La validez de las hormonas del eje HPA en la evaluacion de la intensidad de las situaciones
estresantes es aplicable no sélo a estimulos de tipo emocional, sino también de tipo sistémico.

La respuesta plasmatica de la ACTH parece estar relacionada positivamente con la magnitud de
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la hemorragia en gatos (Bereiter et al., 1984), la intensidad del ejercicio o la hipoglucemia
inducida por insulina en perros (Keller-Wood et al., 1981, Radosevich et al., 1989), y con la
dosis de endotoxina y citoquinas en ratas (Sapolsky et al., 1987, Sharp et al., 1989, Derijk et
al., 1991). Sin embargo, otras variables, entre ellas los niveles plasmaticos de catecolaminas,
no se han estudiado tan detalladamente, siendo posible que los resultados no vayan en el

mismo sentido.

Por Ultimo nos queda abordar el tema de si, como ocurre en animales de laboratorio, las
hormonas del eje HPA y SMA son también buenos indices de intensidad de estrés en humanos.
Se ha descrito que los niveles de ACTH y cortisol parecen estar relacionados positivamente con
la intensidad del ejercicio (Dimsdale y Moss, 1980, Farrell et al., 1983). Ademas, la respuesta
endocrina a situaciones estresantes en humanos es en la mayoria de los casos cualitativamente
similar a la de otros animales, con aumentos en los niveles de catecolaminas, ACTH, cortisol y
prolactina (Dimsdale y Moss, 1980, Meyerhoff et al., 1988, McCann et al., 1993). Sin embargo,
se han realizado pocos estudios en relacion a la evaluacién de estas hormonas como
marcadores de intensidad de estrés. En un experimento encaminado a este objetivo, se
estudiaron los niveles de ansiedad de estado y los niveles plasmaticos de hormonas en
estudiantes de Medicina en tres situaciones: durante su actividad cotidiana y justo antes de dos
examenes que diferian en dificultad y en intensidad, evaluada precisamente por la ansiedad que
provocaban (Armario et al., 1996). Tanto la ansiedad subjetiva como las variables fisioldgicas se
incrementaron en los dias de examen respecto a los dias normales, pero ademas, la ansiedad y
los niveles de prolactina discriminaron entre las tres situaciones, mientras que los cambios en el
cortisol, aunque iban en la misma direccion, aportaron un menor grado de discriminacion entre
las situaciones, y por Ultimo, aunque los niveles de glucosa aumentaron con el estrés lo hicieron
independientemente de la situacion. Por tanto, los resultados obtenidos en humanos van en la
misma direccién que los realizados con animales de laboratorio, aunque faltan estudios al

respecto.
1.2.5.- Dinamica del eje HPA en respuesta al estrés

Tras la exposicion aguda al estrés se pueden detectar cambios en todos los niveles del eje HPA,
siendo fundamental conocer la dinamica temporal. La activacion de las neuronas parvocelulares
del PVN se puede detectar rapidamente mediante la induccion de IEG tales como el ¢-fos, con
un incremento en los niveles de mRNA que suele ser significativo a partir de los 15 min del
inicio de la situacién estresante, pero que alcanzan el maximo alrededor de los 30 min
(Honkaniemi et al., 1992, Imaki et al., 1992, Senba et al., 1994, Kovacs y Sawchenko, 1996).
Se observa también un rapido aumento de la expresion del gen de CRF en el PVN que se puede
detectar mediante el estudio de su transcrito primario (heteronuclear, hnRNA) (Kovacs y
Sawchenko, 1996, Ogilvie et al., 1998, Ma y Aguilera, 1999, Vallés et al., 2003). La sonda

intrénica del CRF es una herramienta mucho mas adecuada para el estudio de la respuesta
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central del eje HPA, ya que los niveles del hnRNA del CRF a nivel basal son casi indetectables y
muestran un aumento pronunciado en respuesta a situaciones estresantes de diferente
intensidad. Por el contrario, los aumentos en el mMRNA del CRF solo se observan de forma
consistente tras 3 o 4 horas del inicio de la exposicién al estrés (Suda et al., 1988, Harbuz y
Lightman, 1989, Darlington et al., 1992) y el incremento observado no suele ser sensible a
estimulos de intensidad suave, debido a los altos niveles que ya se observan en condiciones
basales. La activacidn transcripcional del gen de la AVP en las neuronas parvocelulares del PVN
es mucho mas lenta que la del CRF, con un pico del hnRNA de la AVP alrededor de 1 hora tras
el inicio de la exposicién al estrés (Herman, 1995, Kovacs y Sawchenko, 1996, Ma y Aguilera,
1999, Valles et al., 2005). La exposicion al estrés también puede aumentar la actividad
transcripcional en las células que expresan POMC en la hipdfisis anterior, aunque de nuevo el
incremento en el mMRNA solo se detecta ante situaciones estresantes severas (Harbuz y
Lightman, 1989). El estudio de los niveles de mRNA de POMC permite detectar incrementos a

los 15 minutos de exposicion al estrés (Ginsberg et al., 2006).

La exposicién a estimulos estresantes causa una rapida liberacion de ACTH que se observa
claramente a partir de los 5 minutos del inicio de la exposicion. Si esta exposicion a la situacion
estresante continla, el maximo de liberacidn se suele observar a partir de los 15 minutos y se
mantiene durante 30-60 minutos (Garcia et al., 2000). A partir de este momento, se observa un
descenso progresivo (Rivier y Vale, 1987, Garcia et al., 2000) que puede acabar en niveles muy
proximos a los basales a pesar de la persistencia del estimulo (10-24 horas) (Kant et al., 1987,
Hauger et al., 1988, Armario et al., 1990a). Esta disminucidn progresiva se ha descrito incluso
durante exposiciones a estimulos estresantes severos. Por tanto, la evaluacion de los niveles
plasmaticos de ACTH tras la primera hora de exposicion al estrés no seria apropiada para
valorar la intensidad del estrés, ya que podria dar lugar a interpretaciones erroneas. La razon
por la que se produce esta disminucidn progresiva no esta totalmente establecida, pero parece
debida, en parte a la retroinhibicion ejercida por los glucocorticoides y en parte a la incapacidad
de las células corticotropas de mantener una elevada liberacion de la ACTH durante horas
(Rivier y Vale, 1987, Marti et al., 1999).

La dindmica de liberacién de los niveles de corticosterona plasmatica es muy diferente a la de la
ACTH. En primer lugar, aunque la exposicion a la situacion estresante sea breve (pocos
minutos), el momento apropiado para la determinacion de la liberacion de corticosterona sera a
los 15-20 minutos desde el inicio de la exposicidn, debido al tiempo requerido por la corteza
adrenal para alcanzar el maximo de sintesis de glucocorticoides. Sin embargo, si la exposicién
continla 15 minutos o mas, el maximo de corticosterona se alcanza alrededor de los 30-60
minutos tras el inicio de la exposicidn a estimulos de intensidad relativamente elevada (Levin et
al., 1989, Dhabhar et al., 1997, Dal-Zotto et al., 2004). El periodo de 15-20 minutos parece ser

un tiempo de compromiso si nuestro objetivo es medir los niveles de ACTH y corticosterona
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simultdneamente tras un estrés de intensidad baja o0 moderada. En segundo lugar, la capacidad
de la adrenal de liberar glucocorticoides se satura con niveles relativamente bajos de ACTH
(Kant et al., 1983, Keller-Wood et al., 1983). En tercer lugar, el progresivo descenso de los
niveles de ACTH cuando la exposicidn al estrés es duradera no se observa en los niveles de
corticosterona, como ya se ha comentado previamente. Estos resultados no se pueden explicar
por el mantenimiento de una secrecion prolongada de glucocorticoides como consecuencia de
un pico intenso de liberacién de ACTH, dado que no se observa con la inyeccion enddgena de
ACTH. Por lo tanto, parece que bajo ciertas condiciones, podemos encontrar niveles elevados
de corticosterona a pesar de niveles casi basales de ACTH. Otro ejemplo de esta disociacién
entre las dos hormonas es el caso del ritmo circadiano. Ratas a las que se les ha restringido el
acceso a la comida durante unas horas en la mafiana muestran un marcado pico anticipatorio
de corticosterona justo antes del acceso diario a la comida y un marcado descenso tras la

comida, con cambios sutiles en los niveles de ACTH (Wilkinson et al., 1979).

1.2.6.- Eje HPA y adaptacion al estrés

Las consecuencias de una exposicion cronica o repetida a estimulos estresantes han sido
ampliamente estudiadas, debido a su posible implicacion en las patologias asociadas al estrés.
Los cambios observados tras el estrés cronico dependen de muchos factores como el tipo,
duracién e intensidad del estimulo, haciendo dificii una generalizacién. Sin embargo,
generalmente se acepta (Marti y Armario, 1998) que tras exposicion crénica a situaciones
estresantes de cierta severidad los principales cambios producidos son: (i) reduccién de la
ingesta de comida y del incremento del peso corporal; (ii) hipertrofia adrenal y aumento de la
respuesta adrenocortical al ACTH; (iii) aumento de los niveles basales de corticosterona,
acompafados generalmente de niveles normales de ACTH; (iv) incrementos en la expresion de
POMC en la adenohipdfisis; (v) regulacion a la baja de receptores de CRF y aumento de la
respuesta a la administracién /n vivo de CRF exdgeno; (vi) aumento de la expresién de CRF y
AVP en el PVN; y (vii) regulacion a la baja de los receptores de GR, y no de los de MR, en la

formacién hipocampal.

A pesar de que uno de los fendmenos mas caracteristicos de la adaptacion al estrés crdnico es
la progresiva disminucion de los niveles de ACTH, la reduccién de la respuesta de la
corticosterona es poco consistente, probablemente debido a la hipertrofia adrenal y al aumento
de la respuesta de la corteza adrenal a la ACTH que acompaiia a muchas situaciones de estrés
cronico. Datos previos de nuestro laboratorio (Garcia et al., 2000) y el presente trabajo (ver
capitulo 2) aportan claridad a este respecto al estudiar las dindmicas hormonales durante el

periodo posterior a la finalizacion de la sesion de estrés.

Sin embargo, la adaptacion del eje HPA al estrés repetido no es un fenédmeno universal. Asi, no
se ha observado adaptacion después de la exposicion repetida de ovejas a hemorragia (Smith

et al., 1988) o de ratas al nado forzado en agua a una temperatura de 25° C (Dal-Zotto et al.,
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2000). Cabe destacar que en este Ultimo caso, aunque no se observd adaptacion de la
respuesta del eje HPA, si que se observd en otras variables: la exposicion repetida al nado
forzado redujo tanto el grado de hiperglucemia como la hipotermia causada por una ultima
exposicién al mismo estimulo. La razén exacta de esta ausencia de adaptacion del eje HPA en
algunos casos no esta clara, aunque es posible que bajo ciertas condiciones estresantes
particulares que presentan una componente fisica importante, la activacion del eje HPA (asi
como la de otros sistemas de respuesta al estrés) pueda ser critica para mantener la
homeostasis y, por lo tanto, se mantendria integramente la respuesta a pesar de la

familiarizacion con el estimulo.

Los mecanismos fisioldgicos involucrados en la adaptacion al estrés repetido no son aln bien
conocidos. Algunos trabajos han dirigido su atencion al papel de los glucocorticoides en este
fendomeno. Se ha observado un menor grado de reduccion de la respuesta de ACTH tras la
administracion repetida de endotoxina en ratas adrenalectomizadas (ADX) suplementadas con
la implantacion de un peflet subcutaneo de corticosterona (ADX+B), comparadas con ratas
intactas (Chautard et al., 1999), indicando que la liberacién de glucocorticoides inducida por el
estimulo estresante puede contribuir de manera parcial al desarrollo de la adaptacion.
Resultados similares se han observado en nuestro laboratorio tras la exposicidn repetida a la
inmovilizacion (Dal-Zotto et al., 2002). Por otro lado, tras la inmovilizacién en tubo repetida
diariamente se ha observado la disminucién esperada en la induccién del gen del CRF ante una
nueva presentacion del estimulo en ratas intactas, pero no en ratas ADX mantenidas con una
dosis baja de corticosterona (Pinnock y Herbert, 2001). En un grupo adicional de ratas ADX
suplementadas con una dosis baja de corticosterona se pudo observar una reduccién en la
expresion del gen del CRF, lo que sugiere un papel importante de la corticosterona plasmatica
en los cambios en la expresidon de este gen. Por lo tanto, los glucocorticoides podrian jugar un
papel tan soélo parcial en la adaptacién de los componentes periféricos del eje HPA al estrés
repetido, pero su papel podria ser mas importante en los cambios celulares que llevan a las

modificaciones en la expresion del gen del CRF.

La adaptacion al estrés repetido que se ha descrito a nivel periférico se ha observado también a
nivel de activacion del SNC, segin se desprende de numerosos estudios de expresion de IEG
como el c-fos (Umemoto et al., 1994a, Umemoto et al., 1994b, Watanabe et al., 1994,
Umemoto et al., 1997, Bonaz y Rivest, 1998). La adaptacion total o parcial descrita para c-fos
en respuesta a la presentacion repetida de un estimulo se observa tanto en el PVN como en
otras areas del SNC, incluyendo el tronco encefalico, por lo que la disminucién en la activacion
del PVN podria ser una consecuencia de cambios en las sefiales provenientes de otras regiones.
Es interesante destacar, sin embargo, que existen diferencias en la adaptacion de la expresién
de c-fos en respuesta al estrés repetido seglin se midan los niveles del mRNA o de la proteina.
Mientras que la adaptacidén en la expresidn del mRNA es consistente en la literatura y muy

generalizada dentro del SNC, esto no siempre se refleja en una disminucion en el nimero de
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neuronas que expresan la proteina de Fos, analizadas mediante técnicas inmunohistoquimicas
(Ons, 2005).

Tras un protocolo de estrés repetido, la respuesta fisioldgica al estimulo homotipico se
encuentra habitualmente reducida, mientras que la respuesta a un estimulo heterotipico es
normal o esta incluso aumentada (Marti y Armario, 1998). Esto indicaria que la capacidad de
respuesta del eje HPA se mantiene y que la adaptacion al estimulo heterotipico no es atribuible
simplemente a la retroalimentacion negativa ejercida por los glucocorticoides liberados durante
la precedente presentacion del estimulo. Otros autores (Dallman et al., 1992) han postulado
que la exposicion a una situacion estresante induce una sensibilizacién del SNC a posteriores
estimulos estresantes, que compensaria la retroalimentacién negativa ejercida por los
glucocorticoides, manteniendo asi la capacidad de respuesta del eje. Existen pruebas directas
de esta sensibilizacion del eje HPA tanto en situaciones de estrés agudo (Andres et al., 1999)
como cronico (Marti et al., 1994a). Ademas, el estrés crénico induce una resistencia parcial del
eje HPA a la retroinhibicion por glucocorticoides (Vernikos et al., 1982, Young et al., 1990,
Mizoguchi et al.,, 2003), reduciendo el impacto de los glucocorticoides liberados en
presentaciones previas del estimulo. Todos estos datos sugieren que la adaptacion al estimulo
estresante homotipico seria el resultado de factores distintos a la retroalimentacion negativa
ejercida por glucocorticoides. La contribucion de los glucocorticoides al fendmeno de la
adaptacién podria estar mas relacionada con los procesos de aprendizaje asociados a la

adaptacion que con los mecanismos de retroinhibicion.

En este sentido, es de destacar que aquellos casos en los que se ha observado adaptacién al
estrés repetido, ésta sigue las reglas de la habituaciéon definidas por Groves y Thompson
(1970): la reduccion de la respuesta es directamente proporcional a la frecuencia y la duracion
de la exposicién al estimulo e inversamente proporcional al intervalo de tiempo entre las
sucesivas exposiciones al estimulo. Una excelente demostracion de lo anterior la proporciond
De Boer y colaboradores (1990), quienes expusieron a ratas diariamente a un estrés por
inmersion en un tanque con agua a 35° C. Estudiando las concentraciones plasmaticas de
adrenalina, noradrenalina, glucosa y corticosterona, observaron una progresiva reduccion de la
respuesta para todas las variables analizadas entre la primera y la quinta exposicion cuando el
intervalo entre estimulos era de 24 horas, pero no cuando fue de 72 horas. Resultados que
cuadran perfectamente con el proceso de habituacion han sido también descritos tras

exposicion repetida a la inmovilizacidn en tubo (Ma y Lightman, 1998).

La habituacion se considera una forma primitiva de aprendizaje a nivel filogenético, que no
involucra procesos asociativos como los implicados en otros tipos de aprendizaje como el
condicionamiento clasico. Sin embargo, la adaptacion al estrés repetido, aunque sigue las leyes
de la habituacién, parece involucrar mecanismos mas complejos que aquellos implicados en

otros procesos de habituacion como el reflejo de orientacion. En este sentido, se ha observado
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que la hipotermia causada en ratas por inmovilizacién en tubo seguida de la inmersion parcial
en agua fria se veia progresivamente reducida por la repeticion diaria de la experiencia con el
estimulo (Riccio et al., 1991). Sin embargo, cuando cambiaron el color del tubo de
inmovilizacion y las caracteristicas del contexto, la habituacién desaparecié y la hipotermia
provocada resultdé similar a la de los animales expuestos al estimulo por primera vez. En
consonancia con estos resultados, pero trabajando con la respuesta de los ejes HPA y SMA, se
ha observado (Dobrakovova et al., 1993) que la adaptacion al estrés por manipulacion repetida
diariamente en ratas desaparecia al cambiar la persona que manipulaba a los animales. Los
resultados anteriores favorecen la hipdtesis de que en la adaptacién al estrés repetido hay
involucrados ciertos procesos asociativos. Sin embargo, es necesario un mayor esfuerzo
experimental en este campo para determinar el tipo de aprendizaje subyacente a la adaptacion

al estrés cronico o repetido.

29



INTRODUCCION GENERAL

30



INTRODUCCION GENERAL

2: DIFERENCIAS INDIVIDUALES Y ESTRES

2.1.- Diferencias individuales vy estructura de Ia

personalidad

2.1.1. Introduccion

Los sistemas bioldgicos tienden particularmente a la variacién y encontramos variaciones
notables en la mayoria de las funciones. En los estudios experimentales, incluyendo el estudio
de los fundamentos bioldgicos de procesos mentales, esta variabilidad suele interpretarse como
“ruido”; es decir, como algo que debe ser minimizado al méximo y si es posible, eliminado
(Plomin y Kosslyn, 2001). Sin embargo, existe una buena razdn para no ignorar esta
variabilidad sino utilizarla, ganando asi potencia a la hora de formular y evaluar hipdtesis: el
estudio de las diferencias individuales representa una oportunidad para la evaluacion de ciertas
teorias al nivel psicoldgico y neurobiolégico (Lamiell, 1981). Se ha propuesto que las diferencias
individuales que de forma natural aparecen entre los individuos pueden ser Utiles porque (i)
revelan la estructura de funciones psicoldgicas, (ii) pueden aportar nuevos puntos de vista
respecto a la aproximacion metodoldgica basada en la comparacion de medias, y (iii) pueden
tener un papel crucial cuando intentamos entender la conexiones entre determinados procesos

psicoldgicos y su substrato neurobioldgico (Kosslyn et al., 2002).

Aunque los miembros de una misma especie comparten los mismos mecanismos
fundamentales, los sistemas bioldgicos son redundantes y complejos, permitiendo por tanto
diferentes caminos para la obtencion de una misma meta o para la activacion de un
determinado proceso (Kosslyn et al., 2002). Por tanto, los humanos (asi como otros animales)
podrian diferir no sélo en la eficacia de un determinado mecanismo, sino también en la
frecuencia con la que un mecanismo particular es activado. Si un grupo de individuos tiende a
utilizar una determinada estrategia (fruto de la combinacién de determinados procesos),
mientras que otro grupo de individuos se basa en otro tipo diferente de estrategias, el analizar

los datos utilizando una aproximacion estadistica de comparacién de medias nos llevaria a
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perder informacion y, en el peor de los casos, a interpretaciones erroneas. La comparacion de
medias, partiendo de una poblacién heterogénea, puede ser un buen inicio para la
caracterizacion de determinados procesos, pero no debemos olvidar la importancia de las
diferencias individuales para poner en marcha mecanismos alternativos. La combinacién de
ambas aproximaciones puede mostrarse como mas potente y heuristica para el estudio de las
bases neurales de procesos psicoldgicos (Kosslyn et al., 2002). Este tipo de enfoque se ha visto
beneficiado por los avances y la aplicaciéon de métodos estadisticos (correlacion, andlisis de

regresion, factoriales, discriminantes o de clusters).

El reconocimiento de que las patologias asociadas al estrés son el resultado de la interaccion
entre la exposicidon a los estimulos estresantes y la existencia de caracteristicas individuales
(que hacen a unos sujetos mucho mas sensibles que otros al desarrollo de determinadas
patologias) ha sido de enorme importancia en la medicina psicosomatica. Por ello, se ha
dedicado un enorme esfuerzo a la posible relacion entre determinados rasgos psicoldgicos en
humanos o rasgos conductuales en animales y la respuesta fisioldgica al estrés, casi siempre

centrada en los ejes SMA y HPA (Figura 3).

RASGOS DE PERSONALIDAD

PSICOPATOLOGIA
FACTORES GENETICOS

rastOrnos ae] Esta

predisposicion |
genética Y |

rasgos relacionados

con la ansiedad \_/

Figura 3: Esquema de la hipotesis sobre la relacion entre los rasgos de personalidad y el estrés como

elemento precipitante de determinadas psicopatologias, aplicado al rasgo de ansiedad.

En los dltimos afios, ha resurgido el interés en las Neurociencias por el estudio de la
personalidad y su substrato bioldgico (Davidson, 1999, Depue y Collins, 1999). Se ha intentado
abordar el estudio de las diferencias individuales considerando que existen dimensiones o
factores independientes de personalidad. Una de las dimensiones mas estudiadas ha sido la
ansiedad, que podria corresponder aproximadamente a lo que Eysenck denomina neuroticismo

(Eysenck y Eysenck, 1987), Gray inhibicion conductual (Gray y McNaughton, 2000) o Cloninger
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evitacion del dafio (Cloninger, 1986). Por otra parte, se ha propuesto por parte de autores
como Zuckerman o Cloninger otra dimension de personalidad: la bisqueda de sensaciones o de
novedad (sensation/novelty seeking) (Cloninger, 1987, Cloninger et al., 1993, Cloninger, 1994,
Zuckerman y Kuhlman, 2000). Se ha definido la busqueda de novedad como “la necesidad de
sensaciones y experiencias variadas, nuevas y complejas, a pesar de posibles riesgos sociales y
fisicos” (Zuckerman, 1986). Los modelos actuales sobre la personalidad, como el llamado Big
Five (Costa y McCrae, 1997, Funder, 1997, McCrae y Costa, 1997), incluyen dentro de la
estructura de la personalidad la ansiedad y la blUsqueda de sensaciones, rasgos que seran

objeto de estudio en el presente trabajo (ver capitulo 5).
2.1.2.- Modelos de personalidad en humanos

En los afos 30 del siglo XX, Allport y Murray asientan las bases para el estudio de la
personalidad en Psicologia. Segin Allport la personalidad se define como “la organizacion
dindmica intraindividual de aquellos sistemas que determinan un ajuste Unico a su ambiente”
(Allport y Odbert, 1936). En los afios 40-50 se da una proliferacion de las teorias
estructuralistas y factorialistas, basadas en la concepcion de la personalidad como estructuras
de rasgos (ver mas adelante), lo que provoca en los 50-60 un gran desarrollo de las pruebas
psicométricas de personalidad como herramientas de trabajo. Estas posiciones fueron muy
criticadas en los anos 70 por el movimiento situacionista, que no compartia el concepto de
rasgo, lo que provocd en los 80 la aparicién del interaccionismo, una postura de sintesis entre
posiciones mas ambientalistas y las estructuralistas. A partir de los afos 90 se ha dado una
revitalizacion del estudio de la personalidad bajo el concepto de rasgo y actualmente la
personalidad se define como aquellas caracteristicas de la persona que dan cuenta de los
patrones consistentes de sentir, pensar y actuar (Sanchez-Elvira y Paniagua, 2003). Estos
patrones conductuales cumplen la funcién de adaptacion al medio y por tanto muestran la
manera habitual de afrontar las situaciones. Hoy en dia las posiciones mas aceptadas son las
estructuralitas o factorialistas que basan la estructura de la personalidad en unidades

disposicionales o rasgos.

El rasgo es la unidad fundamental de analisis que permite distinguir a los individuos entre si
desde una perspectiva descriptiva y estructural (Sanchez-Elvira y Paniagua, 2003). Los rasgos
tienen un caracter subyacente, es decir, se infieren a partir de indicadores conductuales, y
tienen caracter disposicional ya que no estan activos en todo momento, sino que deben ser
entendidos como disposiciones o tendencias latentes. Se manifestaran si la situacion es
relevante para un determinado rasgo. Por otro lado, los rasgos tienen un caracter general ya
gue se manifiestan en un amplio abanico conductual. Podremos afirmar que una determinada
conducta es un buen indicador de un determinado rasgo en funcién de la estabilidad temporal y
la consistencia transituacional de ésta. Otro aspecto importante en relacién a la concepcion de

la personalidad a través de rasgos es el caracter dimensional que éstos tienen: los rasgos se
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operativizan en dimensiones cuantitativas, por lo que podemos situar a un individuo con una
determinada puntuacién para un rasgo determinado. A mayor puntuacion obtenida en un rasgo
determinado, encontraremos una mayor probabilidad de ocurrencia y/o una mayor intensidad

de la respuesta.

En cuanto a la naturaleza y el origen del rasgo encontramos diferentes posturas, que dependen
de la orientacion de los autores. Los modelos estructurales de Eysenck y Gray vienen
precedidos por una orientacion tedrica previa, que marca el tipo de datos a los que se presta
atencion. A partir de concepciones previas, se intenta crear un modelo explicativo de la
personalidad y posteriormente se contrasta mediante metodologia correlacional. Los datos
originales suelen provenir de la utilizacidn de cuestionarios de personalidad que evallian

contenidos tedricos que se estiman de interés.

Un modelo de tipos: el modelo de tres factores de Eysenck (Modelo PEN)

Ha sido la propuesta mas influyente del siglo XX en cuanto a estructura de la personalidad. No
sblo propone una estructura de personalidad, sino también un paradigma de cémo investigar en
diferencias individuales. Propone que el estudio de las diferencias individuales ha de tener dos
fases: una primera de tipo taxondmico y una posterior en la que se establezcan relaciones
causales y explicativas. Para Eysenck la personalidad tiene, en gran parte, caracter innato
(genético) y las diferencias individuales deben reflejarse en mecanismos fisioldgicos y
bioquimicos del sistema nervioso (Eysenck y Eysenck, 1987). A partir del analisis factorial, este
autor propone tres dimensiones-tipo, de caracter continuo, supuestamente independientes
(Figura 4):

(1) EXTRAVERSION/INTROVERSION: incluye rasgos primarios como el grado de

sociabilidad, actividad, vitalidad, asertividad, dominancia o bldsqueda de sensaciones.

(2) NEUROTICISMO/ESTABILIDAD: grado de activaciéon vy labilidad (estabilidad-
inestabilidad) emocional, representada por rasgos primarios como la ansiedad y el
estado de animo deprimido, sentimientos de culpa, baja autoestima, tension o timidez,

en el polo negativo de la dimension (Neuroticismo).

(3) PSICOTICISMO/CONTROL DE IMPULSOS: dimension representativa del continuo
normalidad-psicoticismo, centrada en rasgos relativos a la agresividad, egocentrismo,
impulsividad, caracter antisocial, falta de empatia o frialdad de afectos, en la polaridad

negativa.
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Neuroticismo
A
Inestable Psicoticismo
Psicoticismo
« > Extraversion
Introvertido Extravertido
Control de impulsos
Estable v

Figura 4: Esquema del modelo de tres factores de Eysenck. En negrita se presentan los nombres de las 3
dimensiones de personalidad que este autor propone. En los polos de cada uno de estas dimensiones se

encuentran los adjetivos que describirian cada uno de los extremos.

Un modelo alternativo de dos factores: el modelo de Gray

Gray propone dos factores o dimensiones principales unipolares (Figura 5):

(1) ANSIEDAD: es una dimension resultante de la confluencia del polo Introversion y de la

inestabilidad emocional (alto Neuroticismo seguin Eysenck).

(2) IMPULSIVIDAD: surge de la confluencia de Extraversion y la inestabilidad emocional
(alto Neuroticismo seguiin Eysenck).

Gray propone dos sistemas opuestos de control en el SNC, que estarian en la base de dos
posibles formas de comportamiento del organismo (Gray y McNaughton, 2000). Cada uno de
estos sistemas se constituiria en el mecanismo bioldgico subyacente a cada una de las dos
dimensiones del temperamento propuestas: (i) Sistema de Activacion Conductual (BAS:
Behavioral Activation System), responsable de las conductas de aproximacion y fundamento
bioldgico de la impulsividad y la susceptibilidad al refuerzo positivo; y (ii) Sistema de Inhibicidn
Conductual (BIS: Behavioral Inhibition System), responsable de las conductas de evitacion y

fundamento bioldgico de la ansiedad y la susceptibilidad al castigo.
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Neuroticismo
Ansiedad A .
Inestable Impulsividad
BIS BAS
< Extraversion
Introvertido Extravertido
Estable v

Figura 5: Esquema del modelo de dos factores de Gray. En negrita se presentan los nombres de las

dimensiones de personalidad que este autor propone.

Un modelo comprehensivo de factores: el modelo de los cinco grandes (McCrae y Costa)

Se trata de un modelo comprehensivo, de origen Iéxico. Es decir, a partir de la bdsqueda de
adjetivos y participios que puedan describir personas se lleva a cabo una seleccion de
descriptores (diccionario), una depuracion y reduccion de términos y, a partir de una muestra
de sujetos se realizan autoinformes, cuestionarios o informes de terceras personas para

realizar, por Ultimo, un analisis factorial.

Se le conoce por su acréonimo como el OCEAN de la personalidad, por su caracter amplio y

descriptivo de la personalidad y en base a las siglas de los factores propuestos (Funder, 1997):

(1) OPENNESS (apertura a la experiencia): evalGa la blUsqueda activa y aprecio por la

experiencia, la tolerancia y la exploracién de lo no familiar;

(2) CONCIENTIOUNESS (voluntad o minuciosidad): evalia el grado de organizacion,
persistencia y motivacion para la conducta dirigida a metas. Diferencia a las personas
serias, formales, exigentes, con aquellas que no se consideran formales, descuidadas,

indiferentes, y poco rigurosas;

(3) EXTRAVERSION: evallia la cantidad e intensidad de las interacciones interpersonales,

el nivel de actividad, la necesidad de estimulacién y la capacidad para el disfrute;
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(4) AGREEABLENESS (sensibilidad a las relaciones interpersonales): evalla la calidad de la
orientacion interpersonal a lo largo de un continuo que va desde la compasién hasta el

antagonismo (oposicionismo) en los pensamientos, los sentimientos y las conductas;

(5) NEUROTICISMO: evalua el ajuste o la inestabilidad emocional. Identifica a individuos
con tendencia al malestar psicoldgico, ideas irreales, excesiva vehemencia o ansiedad y

respuestas de afrontamiento desadaptativas.

La solucion factorial propuesta, ademas de haber sido contrastada por diferentes métodos
(Iéxico, cuestionarios) también lo ha sido por diferentes métodos de extraccidon y rotacion

factoriales, habiéndose validado en diferentes idiomas (McCrae y Costa, 1997).

2.2.- Concepto de emocion y su relacion con la respuesta al
estrés

Considerando que la exposicion a situaciones de estrés va acompafiada en la naturaleza de
alteraciones emocionales, las diferencias individuales en la emotividad son de especial interés
en el presente trabajo. Las emociones se pueden considerar estados causados por estimulos
interoceptivos o exteroceptivos que se reflejan en una experiencia subjetiva (sentimientos) y en
cambios tanto fisiolégicos como conductuales. La posible relacion causal entre la experiencia
subjetiva y las respuestas observables frente a estimulos emocionales, asi como la direcciéon de
esta causalidad, sigue siendo una cuestion controvertida hoy en dia. Aunque no existe una
taxonomia universalmente aceptada de los distintos tipos de emociones, si suele distinguirse
entre las de valencia positiva 0 negativa. Para algunos autores, las emociones negativas serian
las resultantes de la presentacion (o la probabilidad de presentacion) de un estimulo aversivo
(v.g. miedo) o, también, de la omisidn de un refuerzo positivo esperado (frustracién). Por el
contrario, las emociones positivas serian el resultado de la presentacion de un refuerzo positivo

o la eliminacién de un estimulo aversivo (Domjan y Burkhanrd, 1993).

La emotividad puede considerarse como una caracteristica individual, relativamente estable en
el tiempo, que definiria cuan intensa es la reaccion de un sujeto frente a situaciones
emocionales. Implicitamente estamos asumiendo que un sujeto clasificado como de alta
emotividad reaccionara claramente a estimulos emocionales, independientemente de las
caracteristicas de la emocion provocada por el estimulo o situacion. Sin embargo, se asume
también que la reactividad a emociones positivas 0 negativas puede estar disociada, por lo que
seria mas adecuado indicar a qué tipo de situacion emocional nos referimos cuando estamos

hablando de emotividad.

Los conceptos de emotividad y reactividad emocional estan muy relacionados, ya que inferimos
diferencias en la emotividad en funcion de la evaluacion de la respuesta a la situacion. Sin

embargo, debemos tener en cuenta una serie de consideraciones. En primer lugar, todas las
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situaciones emocionales negativas provocan una serie de respuestas conductuales y fisioldgicas,
y es importante conocer si este repertorio de respuestas es dependiente o no del tipo de
situacion estudiada. En segundo lugar, la respuesta emocional a una situacion en particular esta
enormemente influida por el procesamiento cognitivo de la situacidon (appraisal) y por las
estrategias de afrontamiento (coping styles), es decir, por el repertorio conductual utilizado por
el sujeto para escapar de la fuente de experiencias aversivas o para reducir el impacto de la
situacién. Se considera como estrategia de afrontamiento una serie de respuestas coherentes
de tipo conductual o fisioldgico que el sujeto desarrolla en respuesta a estimulos aversivos
(Koolhaas et al., 1999). Se han definido dos tipos de estrategias de afrontamiento: las
proactivas (o activas) y las reactivas (o pasivas), caracterizadas por la utilizacion de estrategias
activas o pasivas, respectivamente, para afrontar la situacion. Algunos autores consideran que
las estrategias de afrontamiento serian una dimension de personalidad independiente de la
ansiedad (Steimer et al., 1997, Koolhaas et al., 1999), pero no conviene olvidar que las
estrategias de afrontamiento pueden influir en el éxito para resolver una determinada situacion
y, por lo tanto, aunque indirectamente, pueden modificar las respuestas tanto conductuales

como fisioldgicas a la situacion.

La medida en la que la emotividad es un concepto unitario o multifactorial es otro punto
importante a tener en cuenta. Sobre la base del estudio de las respuestas conductuales y
fisiolégicas a estimulos emocionales, se podria concluir que la respuesta emocional es
claramente multifactorial, ya que ni la respuesta conductual ni la fisioldgica (ambas
presuntamente relacionadas con este concepto), siguen un patrén uniforme cuando se
comparan diferentes cepas de ratas o ratones (Trullas y Skolnick, 1993, Armario et al., 1995,
Ramos et al., 1997). Estos datos y otros muchos de la literatura sugieren que es dificil concluir
gue un sujeto es mas reactivo emocionalmente que otros a una situacion particular, dado que
las conclusiones dependen de la variable particular que se utilice como indice de reactividad
emocional. Para ilustrar el problema comentaremos los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio con estudiantes de Medicina en respuesta a dos examenes que generaban un nivel
diferente de ansiedad (Armario et al., 1996). Como era de esperar, ambos examenes generaron
un nivel diferente de ansiedad subjetiva y las tres variables fisiologicas evaluadas (glucosa,
cortisol y prolactina) se incrementaron con las situaciones de estrés, siguiendo un patrén
relativamente similar, aunque la prolactina fue la mas sensible a la intensidad de la situacion.
Pero, sorprendentemente, sélo se observd una correlacién significativa entre los niveles de
ansiedad subjetiva y los de glucosa. Por lo tanto, a pesar de un comportamiento bastante
similar, en términos de media, entre la ansiedad subjetiva y la prolactina, no se observd
ninguna correlacion entre ambas variables. De nuevo, la conclusion mas obvia es que la
emotividad es un concepto complejo y multifactorial (Ramos et al., 1997, Ramos y Mormede,
1998), aunque queda por explicar por qué aparece la disociacion entre variables que todas ellas

responden a las situaciones emocionales. Una posible explicacion es que las vias nerviosas que
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conducen a las distintas respuestas, aunque puedan inicialmente tener aspectos en comun, van
procesandose paralelamente en circuitos diferentes, lo que lleva a respuestas finales que
correlacionan poco entre si. Si esto es asi, es siempre conveniente evaluar la reactividad
emocional estudiando simultdneamente varias variables, siendo los datos facilmente

interpretables cuando todas ellas van en la misma direccion.

2.3.- Variables de personalidad en humanos y eje HPA

El estudio de las diferencias individuales es especialmente relevante para explicar por qué un
mismo estimulo puede provocar diferentes respuestas en diferentes individuos. Concretamente,
en relacion a las emociones, por qué un mismo estimulo estresante puede provocar una amplia
gama de respuestas fisioldgicas y/o conductuales en los individuos (Frijda, 1986, Ekman y
Davidson, 1994, Scherer, 1999).

Se asume que ciertos factores de personalidad, como los propuestos por los diferentes modelos
anteriormente explicados, pueden predisponer al estrés o modular la respuesta ante situaciones
estresantes (Schommer et al., 1999, Lesch, 2001). En general, sin embargo, los resultados son
confusos, incluyendo aquellos centrados en el eje HPA. Una de las posibles razones es hasta
qué punto la actividad basal del eje HPA o la respuesta a determinados farmacos puede estar
relacionada con la reactividad del eje HPA al estrés. Otra es que los estudios en poblaciones
psiquiatricas pueden dar lugar a un informacién muy distinta de la que nos puede aportar el
estudio de poblaciones normales. Pero incluso centrandonos en los estudios de reactividad del
eje HPA a situaciones de estrés en poblaciones normales, los datos también son contradictorios,
a pesar de la amplia aceptacion de la idea de que la ansiedad como rasgo esta muy relacionada

con las respuestas de estrés (Landgraf et al., 1999).

Algunos de los estudios en humanos han valorado el rasgo mas general de neuroticismo,
mientras que otros han valorado mas especificamente la ansiedad. Pero en ambos casos, los
resultados son controvertidos. Por ejemplo, se ha descrito una relacion nula (Schommer et al.,
1999) o incluso negativa (McCleery y Goodwin, 2001) entre neuroticismo y respuesta del
cortisol al estrés. Igualmente, respecto a la ansiedad se ha descrito una relacién positiva (van
Eck et al., 1996), nula (Takahashi et al., 2005) o, de forma mas consistente, negativa (Jezova
et al., 2004, Hubert y de Jong-Meyer, 1992, Salmon et., 1989).

Otros autores han estudiado la relacién entre personalidad y reactividad del eje HPA desde las
teorias de Cloninger y Zuckerman, si bien en el Unico estudio realizado hasta el momento en

poblaciones normales no se ha encontrado relacion alguna (Gerra et al., 1999).
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2.4.- Estudios de las bases biologicas de las diferencias

individuales en animales

2.4.1. Problemas metodoldgicos

La existencia de amplias diferencias en humanos en la respuesta a las situaciones emocionales
es un hecho ampliamente aceptado que queda reflejado en las diversas teorias de la
personalidad. Sin embargo, mucho mas complejo es el estudio del posible substrato
neurobioldgico de estas diferencias. Teniendo en cuenta que el substrato nervioso que regula la
respuesta fisioldgica y conductual a las emociones es en gran parte comun a todos los
mamiferos, el estudio en profundidad del substrato neurobioldgico de las emociones parece
factible utilizando modelos animales. Estos modelos pueden aportar informacién acerca de la
relacion entre determinados aspectos bioldgicos y rasgos conductuales, tanto en una poblacion
normal como en lineas seleccionadas genéticamente que pueden mostrar rasgos conductuales
analogos a los observados en determinadas psicopatologias, como los trastornos de ansiedad.
Es importante destacar que la informaciéon aportada por el estudio de algunos modelos
animales de psicopatologia, por ejemplo de ansiedad, puede ser relevante para explicar el
rango normal de variabilidad de la ansiedad, pero también es posible que los datos no sean

extrapolables.

Por otro lado, cuando se estudia la relacién entre conducta (comportamiento emocional) y
variables bioldgicas, es importante ser consciente de los problemas metodoldgicos que pueden
conducir a hipdtesis erroneas. Este problema es particularmente importante cuando
comparamos cepas de animales seleccionados genéticamente. Durante el proceso de seleccion
genética que puede conducir por ejemplo a la obtencidn de lineas de animales con un alto o
bajo nivel de ansiedad, se va reduciendo la variabilidad genética de forma parcial (y por lo
tanto seguimos teniendo animales outbred) o bien de forma total (consanguineos, inbred). Si el
control de la ansiedad es poligénico, con un determinado nimero de genes implicados en las
diferencias individuales en ansiedad (Lesch, 2001) y lo mismo cabe asumir de la respuesta del
eje HPA al estrés, el proceso de seleccion para crear lineas de alta o baja ansiedad habra
conducido a reducir o abolir totalmente (si son consanguineas) la variabilidad genética dentro
de cada una de las lineas. Aunque el criterio de seleccion haya sido el nivel de ansiedad,
también se habran seleccionado al azar determinados alelos (uno solo de cada uno de los
genes, sin son consanguineas) del conjunto de genes que regulan la reactividad del eje HPA.
Por consiguiente, si la relacion entre ansiedad y reactividad del eje HPA al estrés no es muy
estrecha, cuando se pretenda estudiar si las diferencias de ansiedad entre las dos lineas estan
relacionadas con una reactividad diferencial del eje HPA al estrés, pueden obtenerse todo tipo
de resultados, consecuencia de la seleccion al azar de las variantes alélicas de los genes que

controlan el eje HPA.
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Cuando el interés se centra en la psicopatologia, el primer aspecto relevante para el estudio de
su substrato bioldgico es disponer de un buen modelo animal capaz de captar sus sintomas
esenciales. El término endofenotipo (Bakshi y Kalin, 2002) hace referencia a una serie de
sintomas que incluyen aspectos genéticos, conductuales, fisiolégicos y neuroendocrinos que
acompanan un proceso basico que estd alterado en relacion a la patologia objeto de estudio.
Por ejemplo, un endofenotipo ansioso deberia mostrar aspectos esenciales de la ansiedad y
aspectos relacionados con la patologia ansiosa, como estrategias particulares de afrontamiento
del estrés o reacciones neuroendocrinas concomitantes con la ansiedad. Por lo tanto,
estudiando detalladamente este endofenotipo ansioso, seria posible encontrar los correlatos
genéticos y neurobioldgicos subyacentes al desarrollo y expresion de la psicopatologia ansiosa.
Es por lo tanto muy Util la generacion de modelos animales que mimeticen diferentes grupos de
sintomas. En general, un modelo animal particular puede capturar un sintoma o mecanismo
especifico que formaria parte de la psicopatologia, pero no modelar otros procesos o funciones
anormales en los pacientes estudiados. Si el sintoma especifico contribuye a la patologia, la
identificacion y caracterizacion de los correlatos asociados con este sintoma puede ser muy
prometedora, ya que probablemente estara influida por un nimero pequeno de genes, mientras
que el sindrome completo estaria causado por un nimero mayor (Lesch, 2001, Bakshi y Kalin,
2002). Por lo tanto, la generacion y establecimiento de diferentes endofenotipos de una
psicopatologia particular podria sentar las bases para el estudio de los correlatos
neurobioldgicos y genéticos de esos procesos parciales y asi poder identificar los mecanismos

implicados en una determinada enfermedad (Landgraf y Wigger, 2003).

Habitualmente, este tipo de investigaciones se ha llevado a cabo utilizando cepas de animales
seleccionadas genéticamente en funcién de una determinada conducta, lo que permite
centrarse en endofenotipos extremos que modelan la patologia mostrando de manera innata
determinados sintomas esenciales relacionados con el diagndstico clinico. Sin embargo, para el
estudio de los factores relacionados con niveles mas normales del rasgo (ansiedad) puede ser
preferible el uso de poblaciones de animales no seleccionadas genéticamente. Es evidente que
ambas aproximaciones tienen sus ventajas y desventajas (ver Tabla 1) y la elecciéon de una de
ellas no invalida la otra, sino que se pueden considerar como aproximaciones paralelas e
igualmente validas en el estudio de las bases neurobioldgicas de determinadas funciones. La
utilizacion de cepas de animales seleccionados genéticamente nos procura fenotipos extremos y
claramente definidos, lo que suele venir acompafiado de resultados mas claros y reproducibles.
Ademas, la escasa o poca variabilidad genética de estos animales puede ser Util para
caracterizar algunos de los genes que pueden estar implicados en la funcion o proceso objeto

de estudio, pero puede descartar otros potencialmente importantes.

Este tipo de problemas se pueden solucionar si realizamos nuestros estudios utilizando

poblaciones de animales “normales” o outbred no seleccionados genéticamente, ya que
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presentan una alta variabilidad genética y muestran una variedad de alelos representativos de
la poblacién total. Sin embargo, de este hecho surgen otro tipo de problemas. Esta alta
variabilidad genética se traduce también en un alta variabilidad fenotipica asi como posibles
variaciones entre experimentos, haciéndose necesario la replicacion de los datos obtenidos.
Indirectamente, por tanto, aumentara el nimero de animales con los que trabajar, con las
consecuencias éticas y practicas que ello comporta. En el presente trabajo hemos optado por la

aproximacion metodoldgica de estudios con animales outbred no seleccionados genéticamente.

Un ejemplo que ilustra el problema de las cepas consanguineas es el de las cepas de ratas
histocompatibles Fischer y Lewis. Estas son las dos cepas de animales que mas
consistentemente han mostrado una respuesta alterada del eje HPA ante situaciones
estresantes, las ratas Fischer incrementada y las Lewis reducida (Sternberg et al., 1989,
Dhabhar et al., 1993, Armario et al., 1995). Se ha descrito que las ratas Fischer, tanto machos
como hembras, muestran un aumento de la sintesis de CRF en el PVN tras la exposicién a una
situacion estresante (inmune, inflamatoria o emocional) (Sternberg et al., 1989, Dhabhar et al.,
1993, Stohr et al., 2000), produciendo una mayor y mas prolongada liberacion de ACTH vy
corticosterona (Armario et al., 1995, Marti y Armario, 1996, Grota et al., 1997, Jongen-Relo et
al., 2002). Ademas de mostrar una respuesta alterada al estrés, estas cepas de ratas muestran
también diferencias en cuanto al ritmo circadiano del eje HPA: las ratas Fischer macho
muestran mayores niveles de corticosterona en plasma durante la fase nocturna mientras que
no se encuentran diferencias en los periodos en los que los niveles de corticosterona son bajos
(Dhabhar et al., 1993, Ortiz et al., 1995); en cuanto a las hembras, las ratas Lewis muestran
una variacién circadiana mas pronunciada mientras que las Fischer mantienen niveles basales
altos de corticosterona a lo largo de todo el periodo de luz (Smith et al., 1992, Windle et al.,
1998). Estas diferencias no se explican por alteraciones en la expresion de mRNA para los MR
en la formacién hipocampal, ni por diferencias en la expresion de GR en el PVN, pero parecen
estar asociadas a diferencias en la expresién de mRNA de los GR en el giro dentado (GD) y en
las diferentes regiones del CA de la parte rostral de la formacion hipocampal (Jongen-Relo et
al., 2002). Por otro lado, se ha descrito también que las ratas Fischer, ademas de mostrar una
mayor y mas prolongada liberacion de glucocorticoides tras un estrés agudo, se caracterizan
también por una capacidad de adaptacién reducida en un protocolo de estrés repetido, cuando
se les comparaba con las ratas Lewis, o las Sprague-Dawley (Dhabhar et al., 1997). Aunque las
ratas Fischer muestran menor conducta exploratoria y mas conductas relacionadas con la
ansiedad (Marti y Armario, 1996, Rex et al., 1999), la relacion entre conducta y eje HPA puede

ser irrelevante, por los problemas ya comentados con las cepas consanguineas.
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Tabla 1: Ventajas y desventajas de la utilizacion de cepas seleccionadas

genéticamente versus poblaciones outbred.

Cepas seleccionadas Poblaciones outbred

Ventajas = Poca o nula variabilidad Alta variabilidad genética

= Fenotipos bien definidos = Presencia de una gran parte de
los alelos representativos de la

poblacion total

Desventajas = Seleccién aleatoria y » Fenotipos variables

desconocida de cada uno de
. = Alta variabilidad entre
los alelos relacionados con el
. . experimentos
proceso objeto de estudio

) . * Necesidad de un mayor nimero
= Relaciones espurias entre _
. . ) de animales
diferentes tipos de funciones

2.4.2.- El origen de las diferencias individuales en relacion a la emotividad

Aungue existen pruebas de la contribucion de factores genéticos para explicar las diferencias
individuales en emotividad o en la reactividad del eje HPA al estrés, también se ha estudiado en
las Ultimas décadas la contribucion de factores ambientales. En este sentido, se ha prestado
especial atencion a la etapa post-natal y a la contribucion del comportamiento maternal. Asi,
estd relativamente bien establecido que la exposicién de los animales de laboratorio a
diferentes tipos de manipulaciones durante la etapa post-natal puede inducir alteraciones en el
SNC y en la conducta, muchas de las cuales pueden persistir en la etapa adulta (Meaney et al.,
1996, Fernandez-Teruel et al., 2002). Entre todos estos cambios, los mas relevantes incluyen la
modificacién de las conductas relacionadas con la ansiedad y la alteracion de la respuesta del
eje HPA al estrés. La direccion exacta de estos cambios (incrementos o disminuciones) en la
ansiedad o en la respuesta del eje HPA depende de la naturaleza de la manipulacion que el
animal recibe durante las primeras etapas de su vida (Meaney et al., 1996, Liu et al., 1997). Se
ha demostrado que tanto la manipulacion (Aandling) post-natal como el nivel de cuidados
maternales causan una reduccién de la respuesta al estrés del eje HPA en la etapa adulta. Por
el contrario, la exposicion a situaciones estresantes en la etapa post-natal, como la privacion

maternal, traumas fisicos o administracién de endotoxina, la aumentan (Meaney et al., 1996).

De hecho, es de destacar que uno de los mecanismos a través del cuadl el handling post-natal

ejerce un efecto beneficioso seria acentuando la conducta materna de cuidado de las crias (Liu
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et al., 1997). Se ha descrito que tanto el Aandling post-natal como un alto nivel de conducta
maternal inducen, durante la etapa adulta, una reduccion de la expresién basal del gen para el
CRF en el nlcleo PVN del hipotdlamo, asi como un descenso de los niveles de CRF y AVP en la
eminencia media, en concordancia con la ya comentada reduccién de la reactividad periférica
del eje HPA al estrés. Por el contrario, situaciones estresantes en las primeras etapas de la vida
del animal inducen durante la etapa adulta un aumento en la expresion basal del gen del CRF
en el PVN y, a menudo, en el de la AVP, en concordancia con la respuesta aumentada del eje
HPA en respuesta al estrés (Meaney et al., 1996). Las alteraciones en la expresion génica a
nivel del PVN estarian parcialmente relacionadas con la regulacién diferencial de la expresion de
GR en la formacién hipocampal, observandose habitualmente una relacién inversa entre los
niveles de receptores GR en esta zona y la magnitud de la respuesta del eje HPA al estrés
(Meaney et al., 1996).

2.4.3.- Valoracion de los rasgos conductuales de interés

Cuando se expone una rata (o ratéon) a un ambiente nuevo, que constituye una situacion
potencialmente peligrosa, el animal puede experimentar miedo innato a este ambiente nuevo,
en especial si es un espacio abierto y desprotegido. Pero los mamiferos poseen también una
tendencia innata a explorar ambientes nuevos (curiosidad), que se podria relacionar con las
ventajas evolutivas de explorar nuevos ambientes y encontrar nuevas fuentes de alimento. Por
ello, se genera un conflicto entre ambas tendencias que se traduce en ansiedad. Sin embargo,
el miedo y la ansiedad no es el Unico factor a considerar para explicar el comportamiento en
ambientes nuevos. Otro factor potencialmente importante en estas situaciones es el desarrollo
de estrategias activas o pasivas frente a la situacién. Por lo tanto, la actividad en un ambiente

nuevo seria el resultado de la interaccion de diferentes factores subyacentes.

La aproximacion general a la caracterizacion de estos factores subyacentes o rasgos de
“personalidad” en animales se ha realizado clasicamente mediante analisis correlacionales y
factoriales del repertorio conductual de éstos. La validez de algunos de estos rasgos viene
apoyada por estudios farmacoldgicos. Por ejemplo, muchos analisis factoriales de la conducta
en ambientes nuevos, como la tabla de agujeros o el laberinto elevado en cruz, han
proporcionado consistentemente dos factores: uno relacionado con la actividad/exploracién y
otro con el miedo/ansiedad. Aunque si nos detenemos en la revision de la literatura, el
significado del concepto de actividad no esta bien definido. Algunos autores la consideran como
un factor con poco significado etoldgico, solamente relevante en el sentido que podria estar
influyendo inespecificamente determinados comportamientos. Sin embargo, este factor podria
estar reflejando una caracteristica importante del repertorio conductual del animal, como la
tendencia a explorar, o también, la tendencia a afrontar activa o pasivamente las diferentes
situaciones, lo que seria de gran relevancia en relacion a la susceptibilidad a desarrollar

sintomas relacionados con la depresion. Diversos estudios indican que la ansiedad y la
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exploracidn/actividad en ambientes nuevos, representan dos dimensiones independientes del

concepto mas global de emotividad (Ramos et al., 1997, Ramos et al., 1998).

Existe una amplia gama de modelos animales para estudiar la ansiedad (Ohl et al., 2001) que
incluyen tanto pruebas de conducta abierta (laberinto elevado en cruz, interaccion social,
transiciones entre zonas iluminadas y oscuras) como pruebas de conducta controlada por
programa (conflicto, castigo, discriminacion o extincion). Todas ellas han sido utilizadas para
validar la potencia ansiolitica o ansiogénica de farmacos y estudiar el substrato neurobiolégico
de la ansiedad. El laberinto elevado en cruz es una de las pruebas mas ampliamente aceptadas
y utilizadas como medida de ansiedad (Pellow y File, 1986). En esta prueba, el animal puede
deambular libremente por un laberinto, normalmente elevado unos 50 cm del suelo, que consta
de dos brazos protegidos por paredes (brazos cerrados) o por dos brazos desprotegidos (brazos
abiertos). La exploracidon en los brazos abiertos se considera un indice de ansiedad y se ha
medido teniendo en cuenta el porcentaje de entradas en los brazos abiertos respecto a las
entradas en los cerrados o en todos los brazos, y, mas frecuentemente, mediante el porcentaje
de tiempo transcurrido en los brazos abiertos respecto al transcurrido en los cerrados o el total.
Sin embargo, otros autores utilizan los valores directos del tiempo en los brazos abiertos como
medida de ansiedad. La idea de calcular el porcentaje es corregir por posibles diferencias
(individuales o generadas por la administracion de farmacos) en la actividad motora. En
general, estas medidas son sensibles tanto a tratamientos ansioliticos como ansiogénicos
(Pellow et al., 1985). Se asume que el nivel de ansiedad determinara si el animal preferira o no
los brazos cerrados a los abiertos del laberinto. Se ha demostrado, mediante la determinacion
de los niveles de corticosterona en plasma, que los brazos abiertos son mas estresantes que los
cerrados y el factor critico para esta diferencia es la falta de proteccién de los brazos abiertos
(Pellow vy File, 1986).

La actividad/exploracion de ambientes nuevos podria considerarse como un analogo de la
dimensién de personalidad humana de busqueda de novedad (Bardo et al., 1996, Dellu et al.,
1996b). En ratas, este rasgo se ha evaluado valorando tanto la actividad forzada desplegada
por el animal en un ambiente del que no puede escapar, como la actividad voluntaria, en cuyo
caso el animal puede “escoger” entre un ambiente nuevo y otro familiar (Bardo et al., 1996). El
concepto subyacente a esta dimension es el grado de interés de los animales por estimulos

nuevos, incluyendo ambientes nuevos, objetos o experiencias.
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2.4.4. Relacion entre ansiedad y eje HPA

En el estudio de la relacion entre el rasgo de ansiedad y la actividad del eje HPA cabe destacar
el uso de cepas de ratas seleccionadas genéticamente, que permite comparar los dos polos
opuestos de un mismo rasgo. A continuacion resumimos los principales datos en referencia a

algunas de las lineas seleccionadas genéticamente en funcién de diversos criterios.

Seleccion en funcion del nivel de defecacidon en un campo abierto

En las primeras lineas de ratas seleccionadas genéticamente respecto a la emotividad se usé el
criterio de la defecacion en un campo abierto y dio lugar a la caracterizacion de animales con
alto nivel de defecacion (Maudsley reactive: MR) o bajo nivel (Maudsley non reactive: MNR)
(Broadhurst, 1975). Esta seleccion también dio lugar a diferencias de actividad en el campo
abierto, siendo las ratas MR menos activas que las MNR. Por lo tanto, los animales mas
emotivos se caracterizarian por menores niveles de exploracién/actividad en una ambiente
nuevo con propiedades estresantes (Broadhurst, 1975). Sin embargo, pronto se hizo evidente
que la relacion entre el grado de defecacion y la actividad en el campo abierto no era tan
robusta como se habia pensado en un principio y que las dos lineas no diferian
consistentemente en pruebas de ansiedad. Por ejemplo, con el laberinto elevado en cruz se han
observado diferencias en el sentido esperado en algunos estudios (Broadhurst, 1975,
Commissaris et al., 1986, Beardslee et al., 1989), pero no en otros (Paterson et al., 2001). La
alta consistencia en las diferencias en la defecacion de estos animales sugiere que el nivel de
defecacion no estd estrechamente relacionado con otras medidas de ansiedad.
Desafortunadamente, sélo existe un estudio en el que se haya evaluado la actividad del eje HPA
en respuesta al estrés en estas dos cepas: Abel y colaboradores (1991) no observaron
diferencias en los niveles plasmaticos de corticosterona tras 10 minutos de exposiciéon a un

campo abierto o tras la prueba de natacion forzada (no se determinaron los niveles de ACTH).

Seleccidn de ratas en funcidon de su comportamiento en el laberinto elevado en cruz

Esta seleccion realizada por el laboratorio de Landgraf ha dado origen a las lineas de ratas de
alta ansiedad (high anxiety-related behavior, HAB) o baja ansiedad (/low anxiety-related
behavior, LAB), mostrando las primeras niveles bajos de exploracion de los brazos abiertos del
laberinto elevado en cruz (Liebsch et al., 1998b). Confirmando que las dos lineas difieren en
ansiedad, en la prueba de luz-oscuridad las ratas HAB pasan menos tiempo en la zona
iluminada y realizan un menor nimero de transiciones (Henniger et al., 2000). Sin embargo, es
importante destacar que estas lineas difieren también en otros parametros diferentes de la
ansiedad: (i) los animales LAB son mas activos durante una exposicién de 20 minutos a un
campo abierto (Liebsch et al., 1998a) o durante la prueba de luz-oscuridad (Henniger et al.,
2000); (i) los animales LAB se muestran mas activos que los LAB en la prueba de natacion

forzada (Liebsch et al., 1998a, Liebsch et al., 1998b) y en la de interaccidn social (Henniger et
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al.,, 2000), y ademas, emiten un menor numero de vocalizaciones y desarrollan menos
conductas de congelamiento (freezing) tras derrota social (Frank et al., 2006). Todos estos
datos sugieren que los animales HAB ademds de ser mas ansiosos, mostrarian también

estrategias de afrontamiento pasivas.

Los animales HAB muestran mayores niveles de ACTH y corticosterona que los LAB en
respuesta a situaciones estresantes de intensidad moderada, como la exposicion forzada a los
brazos abiertos del laberinto elevado en cruz (Landgraf et al., 1999, Salome et al., 2004) pero
no cuando la exploracion se puede producir libremente por todos los brazos del laberinto
(Liebsch et al., 1998a). Sorprendentemente, en un trabajo reciente se ha observado que los
animales HAB mostraban menores niveles de ACTH y corticosterona tras un estrés por derrota
social (Frank et al., 2006), por lo que no podemos obtener un perfil claro de la relacion entre
ansiedad y reactividad del eje HPA al estrés. En cualquier caso, estos datos reafirman la

importancia del estimulo estresante utilizado.

Seleccidn en funcidn del nimero de evitaciones

Se han seleccionado genéticamente diferentes cepas de ratas en base a su comportamiento en
tareas de evitacidn activa en una caja lanzadera (shuttle box), utilizando choques eléctricos en
las patas como estimulo aversivo. Existen evidencias de que las diferencias de comportamiento
en la caja lanzadera son fundamentalmente debidas a la ansiedad, siendo mas ansiosos
aquellos animales que evitan en menor nimero los choques. Parece que las conductas de
freezing que manifiestan estos animales interfieren con la conducta activa de saltar hacia el
otro compartimento de la jaula para evitar el choque (ver para revision Steimer y Driscoll,
2003). De hecho, otros estudios demuestran que los farmacos ansioliticos mejoran la ejecucion
inicial de una tarea de evitacion activa en dos sentidos (Fernandez-Teruel et al., 1991). Las
diferencias entre las ratas Romanas de alta evitacion (Roman high avoidance, RHA) y las
Romanas de baja evitacion (Roman low avoidance, RLA) en pruebas de evitacién se han
observado consistentemente en diferentes sublineas, incluyendo las inbred (Escorihuela et al.,
1999). La mayoria de los resultados que vamos a describir a continuacién en cuanto a datos
conductuales y endocrinos se refieren a trabajos realizados en la sublinea suiza (RHA/Verh,
RLA/Verh). En los primeros estudios con estas lineas ya se observd que las mismas no sélo
diferian en su comportamiento de evitacion, sino también en sus niveles de ansiedad, medidos
en otras pruebas de conducta (Gentsch et al., 1982, Fernandez-Teruel et al., 1992, Castanon y
Mormede, 1994, Escorihuela et al., 1999), aunque también se han encontrado inconsistencias
(Chaouloff et al., 1994). Por otro lado, las lineas no sdlo difieren en ansiedad, ya que los
animales RHA se caracterizan por unas estrategias de afrontamiento activo y unos mayores
niveles de busqueda de novedad (Gentsch et al., 1982, Brush, 1991, Fernandez-Teruel et al.,
1992, Castanon et al., 1995, Escorihuela et al., 1999).
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En cuanto a la reactividad del eje HPA existen algunas discrepancias en los resultados, que se
han intentado explicar por la edad en la que fueron evaluados (Castanon et al., 1994). Por esta
razén, nos referiremos a la edad en cada uno de los siguientes experimentos. Gentsch y
colaboradores (1982) mostraron por primera vez que las ratas RLA, de 6 meses de edad, tenian
una mayor respuesta de ACTH a ambientes nuevos, pero no a otros estimulos mas severos
(éter, inmovilizacion en tubo y choque eléctrico en las patas). De la misma manera, los niveles
de corticosterona eran también mayores tras una inyeccion intraperitoneal y tras la exposicién a
varios ambientes nuevos, pero no tras estimulos estresantes mas intensos. Por otro lado,
Walker y colaboradores (1989) han llevado a cabo una de las mas completas caracterizaciones
del eje HPA en estos animales. Encontraron: (i) un mayor peso de la adrenal en las RHA en
comparacion con las RLA, aunque los resultados son dificiles de interpretar porque no se
describio el peso corporal de los animales; (i) mayores niveles basales de ACTH en los animales
RHA, sin diferencias en la corticosterona; (iii) ninguna diferencia en los niveles de ACTH tras 10
minutos de exposicidon a un ambiente nuevo o a éter, acompafiados de unos menores niveles
de corticosterona en las RHA (Walker et al., 1989). Estos resultados se deben analizar con
precaucidén ya que estas diferencias basales en los niveles de ACTH entre lineas no se han
vuelto a replicar y por otro lado, la respuesta de la ACTH a una administracion de CRF exdgeno
se ha encontrado reducida en lugar de incrementada en las ratas RHA. Por otro lado, los
animales RHA mostraron mayores niveles de GR en la hipdfisis y de MR en la formacion
hipocampal. Los niveles elevados de GR en la hipdfisis podrian explicar la respuesta reducida de
la ACTH a la administracion de CRF, mientras que los mayores niveles de MR en la formacién
hipocampal se hubiese esperado que redujeran la respuesta de ACTH al estrés, efecto que no

se observo en términos absolutos.

Castanon y colaboradores (1992), utilizando ratas de 11 semanas de edad de la sublinea suiza
criadas en su propio laboratorio describieron que no existian diferencias en la respuesta de
ACTH y corticosterona tras la exposicion a un ambiente nuevo durante 10 minutos, aunque si
gue encontraron diferencias en la prolactina. Tampoco encontraron cambios en la respuesta de
las hormonas del eje HPA a la administracion de una dosis relativamente alta de CRF, aunque si
que replicaron las diferencias en cuanto a la conducta de evitacion. Ademas, los animales RHA
se mostraron mas activos durante una exposicion de dos horas a un corredor circular,
sugiriendo que estos animales difieren también en cuanto al rasgo de busqueda de novedad. En
un estudio posterior, el mismo laboratorio describié una mayor respuesta de ACTH de los
animales RLA a 10 minutos de exposicion a un ambiente nuevo cuando éstos tenian 20, 26 y 42
semanas de edad, pero no a las 14 semanas, sugiriendo que estas diferencias podrian aparecer
con la edad (Castanon et al., 1994). Sin embargo, no se encontraron diferencias en los niveles
de corticosterona en ninguno de los casos. Por el contrario, Aubry y colaboradores (1995) han
observado que los animales RLA de 4-5 meses de edad mostraban mayores niveles de

corticosterona tras 10 minutos de exposicion a un campo abierto (no se midié la ACTH) (Aubry
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et al., 1995). En este estudio, las ratas RLA mostraban niveles normales de mRNA del CRF, pero
mayores niveles de mRNA para la AVP en el pPVN (Aubry et al., 1995). Este Ultimo dato podria
interpretarse como el reflejo de una mayor actividad del eje HPA en las RLA. Mas
recientemente, se ha descrito una mayor respuesta de la corticosterona a lo largo de 60
minutos de exposicion a un campo abierto en animales RLA vs RHA (Steimer y Driscoll, 2003),
aungue no se especificaba la edad de los animales. Los RLA mostraban también niveles basales
mas altos de corticosterona tanto en la fase diurna como nocturna, aunque los niveles diurnos
eran mas elevados que los obtenidos en nuestro laboratorio, siendo dificil afirmar que estas
diferencias son reales en condiciones estrictamente basales. Debido a las inconsistencias en el
eje HPA, algunos autores consideran que la prolactina, y no las variables del eje HPA, estarian

relacionadas con las diferencias conductuales en estas lineas (Castanon et al., 1995).

Los animales Siracusa de alta o baja evitacion (Siracuse high avoidance, SHA y Siracuse low
avoidance, SLA respectivamente) han sido igualmente seleccionados en funcion de su
comportamiento en una tarea de evitacion activa y también parecen diferir en ansiedad (Brush,
1991). Sin embargo, su patrén de reactividad del eje HPA es opuesto al de las ratas Romanas:
los animales SLA muestran menor actividad del eje HPA que las SHA, con niveles mas bajos de
corticosterona tanto a nivel basal como en respuesta a un campo abierto o al éter (Brush et al.,
1991).

En la Tabla 2 se presenta un resumen con las principales diferencias conductuales y endocrinas
de algunas de estas cepas. Se puede observar como, en general, los animales que presentan
una mayor ansiedad, muestran un menor grado de exploracion/actividad. En cambio, la relacion
de la ansiedad con el eje HPA es controvertida, hecho confirmado por otros estudios con
diferentes cepas de ratas y ratones (Trullas y Skolnick, 1993, Courvoisier et al., 1996, Taghzouti
et al., 1999, Kabbaj et al., 2000).

2.4.5. Relacion entre actividad/exploracion y eje HPA

El grupo de Le Moal y Piazza ha sido pionero en el estudio de este rasgo en ratas no
seleccionadas genéticamente, utilizando como indice la actividad en un ambiente nuevo
inescapable (Dellu et al., 1993) y otros autores les han seguido (Sara et al., 1995, Kabbaj et al.,
2000). Se asume que el interés de los animales por los ambientes nuevos se ve reflejado en su
nivel de actividad, lo que permite clasificarlos como muy reactivos al ambiente nuevo (Aigh
responders, HR) o poco reactivos (/ow responders, LR) (Dellu et al., 1993). Sin embargo,
mientras Piazza y colaboradores miden la actividad de los animales en un ambiente nuevo
especial (corredor circular) durante un periodo muy prolongado de tiempo (dos horas), otros
autores han valorado la actividad en ambientes nuevos mas comunes como compartimientos
rectangulares (Kabbaj et al., 2000) o una tabla de agujeros (Fernandez-Teruel et al., 1992,

Sara et al., 1995, Escorihuela et al., 1999) y por tiempos normalmente cortos (alrededor de 5
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minutos). Se desconoce si se esta valorando lo mismo con estas diferentes aproximaciones. Por
otro lado, no esta claro si la actividad/exploracion forzada es la mas adecuada para la
caracterizacion del rasgo de busqueda de novedad o si lo es el estudio en ambientes que
permiten una exploracién voluntaria asociada a la novedad, ya que probablemente estamos

hablando de diferentes constructos (Klebaur y Bardo, 1999).

Tabla 2: Ejemplos de diferencias en ansiedad, exploracion/actividad y reactividad

del eje HPA en situaciones de estrés en diversas cepas de ratas.

Exploracion/ Eje HPA
Cepas Ansiedad plora (corticosterona o ACTH tras
actividad estrés)
Roman High Avoidance
RHA<RLA
(RHA) y Roman Low RHA<RLA RHA>RLA RHA>RLA
Avoidance (RLA) RHA>RLA RHA=RLA RHA=RLA
Maudsley reactive (MR) y
Maudsley non reactive MR>MNR _
(MNR) MR=MNR MR<MNR MR=MNR
H/gh /4/7)(/6'[)/ Behavior HAB>LAB
(HAB) y Low Anxiety  zps| B HAB<LAB HAB<LAB
Behavior (LAB) HAB=LAB

Se ha sugerido que este rasgo conductual estaria relacionado con la susceptibilidad a la
adiccion: los animales HR muestran una mayor respuesta motora a los psicoestimulantes
(Piazza et al., 1989, Hooks et al., 1991) y una mayor predisposicidon a autoadministrarse
diversas drogas (Piazza et al., 1989, 1990, 1991, Nadal et al., 2002). Debido a la importancia
del sistema dopaminérgico en los procesos de adiccion, se han realizado muchos esfuerzos para
caracterizar este sistema en los animales HR-LR. Comparados con los LR, los HR muestran un
mayor incremento en los niveles extracelulares de DA en el nucleo accumbens tras la
administracion de cocaina (Hooks et al., 1991, Hooks et al., 1992) o anfetamina (Bradberry et
al., 1991), asi como una reduccion de la unién al receptor D, en el core vy el shell del nicleo
accumbens (Hooks et al., 1994a). También se han descrito otras diferencias en la expresion de
neuropéptidos en el sistema mesolimbico, aunque se desconoce su significado funcional (Hooks
et al., 1994b). Finalmente, se ha observado que los animales HR se caracterizan por un menor
grado de proliferacidn celular en el GD de la formacién hipocampal, acompaiiado de un menor

nimero de neuronas granulares en el GD (Lemaire et al., 1999). Teniendo en cuenta la
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importancia que se le atribuye a la neurogénesis en el GD en los fendmenos de plasticidad

sinaptica, los resultados son de gran interés.

La relacion entre el rasgo de exploracion/actividad y otras variables fisioldgicas ha sido también
estudiada por el grupo de Le Moal y Piazza (Piazza et al., 1991, Dellu et al., 1996b, Bouyer et
al., 1998). Se ha demostrado que los animales HR muestran, frente a los LR, una mayor
activacion del eje HPA en una situacion de estrés agudo, con niveles mas altos de
corticosterona tras la exposicién a un estrés moderado, como es el propio ambiente nuevo
(Piazza et al., 1991), o a uno de mayor intensidad como es la inmovilizacién en tubo (Dellu et
al., 1996a, Bouyer et al., 1998). Otros autores han observado también una relacién positiva
entre exploracion/actividad en situaciones nuevas y niveles plasmaticos de ACTH o
corticosterona (Copland y Balfour, 1987, Kabbaj et al., 2000). No obstante, cuestiones como si
las diferencias entre HR y LR son mas relevantes en la respuesta inicial al estrés o en la
capacidad de recuperacion una vez terminado el estrés, o el papel del tipo de estrés en las
diferencias que aparecen entre los sujetos no estan bien establecidas. Mientras que en un
estudio se hallaron diferencias ya en la respuesta inicial (Dellu et al., 1996a), en otros las
diferencias aparecen Unicamente en el periodo posterior a la finalizacion de la exposicién al
estrés (Piazza et al., 1991, Bouyer et al., 1998), lo que es de gran interés, dado que en nuestro
laboratorio hemos demostrado que pueden existir factores que modulan diferencialmente la
respuesta inicial y la recuperacion después de la situacion estresante (Garcia et al., 2000,
Garcia y Armario, 2001).

Como ocurre con el estudio de otras rasgos conductuales, el tipo de estimulo estresante es
importante para determinar la relacién entre el rasgo de actividad/exploracion y la reactividad
del eje HPA. En un estudio realizado en el laboratorio de Huda Akil (Kabbaj et al., 2000) se
observd que la repuesta de la corticosterona a un ambiente nuevo era mayor en las HR que en
las LR, pero las diferencias desaparecian si el estimulo estresante era la inmovilizacion en tubo.
En este estudio se ha descrito por primera vez que los animales HR y LR diferian en aspectos
centrales del eje HPA. Los HR mostraban unos mayores niveles de expresion tonica del gen del
CRF en el PVN, menores niveles de este mensajero en la amigdala central y menores niveles de
expresion del gen de GR en el GD y en la regién CA1 de la formacién hipocampal. Todos estos
resultados centrales con compatibles son una mayor reactividad periférica al estrés de los
animales HR.

La utilizacion de las ratas APO-SUS/APO-UNSUS es otra de las aproximaciones al estudio de las
bases neurobioldgicas de este rasgo conductual. Estas lineas de animales fueron seleccionada
genéticamente a partir de ratas Wistar en funcion de la aparicion de estereotipias (conducta de
roer) tras la administracion del agonista dopaminérgico apomorfina. Los animales que
presentan estereotipias (y por lo tanto son susceptibles a la apomorfina: APO-SUS) muestran

también mayores niveles de exploracion en ambientes nuevos (para revision ver Ellenbroek y
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Cools, 2002). Es interesante que también se ha descrito una actividad diferencial del eje HPA
(Rots et al., 1996): las ratas APO-SUS muestra altos niveles basales de ACTH durante todo el
ciclo diario y una mayor respuesta de la ACTH al estrés que las APO-UNSUS. Los cambios en la
corticosterona no son tan claros porque también parece afectada la transcortina. No se
observan cambios en la expresion de GR y MR similares a los descritos para las HR-LR, lo que

sugiere aspectos comunes, pero también divergentes a nivel de la regulacion del eje HPA.

Aunque en general (pero no siempre) se ha observado una relacién positiva entre el rasgo de
actividad/exploracion y la actividad del eje HPA, quedan por dilucidar muchos aspectos de esta
relacion. Cabe destacar ademas que en todos los estudios mencionados, los animales HR no
sélo se caracterizaban por un mayor nivel de actividad/exploracién, sino también por menores
niveles de ansiedad respecto a los LR. Es posible que parte de los resultados contradictorios
obtenidos en animales acerca de la relacién entre factores de personalidad y reactividad del eje
HPA sean debidos a que los disefios experimentales no han permitido estudiar la contribucién

diferencial de los rasgos de ansiedad y exploracion/actividad.

2.5. Separacion de los rasgos de ansiedad vy
actividad/exploracion

En este sentido, (ver capitulo 5 del presente trabajo), en nuestro laboratorio hemos
desarrollado una estrategia de evaluacion conductual que permite separar los dos factores. Tras
la caracterizacién de la conducta de poblaciones de ratas macho adultas de la cepa Sprague-
Dawley en diferentes pruebas (corredor circular, laberinto elevado en cruz, tabla de agujeros y
prueba de natacion forzada), la solucion rotada del andlisis factorial revela, de forma
consistente a lo largo de diferentes experimentos, dos factores (Figura 6) que explican
alrededor del 75 % de la varianza. En el primer factor, que denominamos ansiedad, saturan el
tiempo en los brazos abiertos del Laberinto elevado en cruz y las deambulaciones centrales en
la tabla de agujeros; mientras que en el segundo factor, que denominamos
exploracién/actividad, saturan las deambulaciones del corredor circular y el nimero de
exploraciones de los agujeros en la tabla de agujeros. Los datos referentes a la prueba de

natacién forzada saturan parcialmente en ambos factores.
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Figura 6: Representacion grafica del analisis factorial de las variables de conducta. Se representan las
saturaciones de las variables con respecto a los dos factores. Entre paréntesis se presenta el porcentaje

de la varianza explicado por cada factor.

A lo largo de diferentes experimentos hemos encontrado de forma consistente que las variables
que mejor representan cada uno de estos factores son: el tiempo en brazos abiertos del
laberinto elevado en cruz (ansiedad) y las deambulaciones en el corredor circular (blsqueda de
novedad o exploracion/actividad). De hecho, en concordancia con la ortogonalidad de estos
factores, hemos encontrado que las correlaciones entre estas dos variables son bajas o nulas y
nunca significativas. Esto nos ha permitido estudiar de manera diferencial la relacién de cada
uno de estos rasgos con determinadas variables fisioldgicas como la reactividad al estrés del eje
HPA (ver capitulo 5) y también con otros aspectos como la vulnerabilidad a la adiccién (Nadal et
al., 2005).

53



INTRODUCCION GENERAL

54



OBJETIVOS

55



56



OBJETIVOS

Aunque durante afios se ha reconocido la existencia de marcadas diferencias individuales en el
comportamiento y en la reactividad fisiologica al estrés, es en los Ultimos afios cuando ha
surgido un especial interés por determinar cuales son los correlatos neurobioldgicos de estas
diferencias. La mayor parte de este tipo de investigacion se ha centrado en el estudio del eje
hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA), por dos razones. En primer lugar, este eje se ha
relacionado con numerosas patologias asociadas al estrés, y en segundo lugar, el eje HPA es
uno de los sistemas prototipicos de la respuesta de estrés, siendo su activacion sensible a la
intensidad de la situacion estresante. Asi, parece posible que aquellos individuos que perciben
las situaciones como mas estresantes deberian mostrar también una mayor activacion del eje
HPA. El objetivo general del presente trabajo es el estudio de las diferencias individuales en la

reactividad del eje HPA al estrés de tipo emocional y mas concretamente:

1. Estudiar las caracteristicas del eje HPA como marcador de la intensidad de estrés tras la
exposicion a estimulos estresantes emocionales de diferentes caracteristicas cualitativas
y cuantitativas. Ademds, comparar la reactividad del eje HPA con la de otros

marcadores de estrés.

2. Describir la respuesta del eje HPA ante una situacion de estrés cronico y estudiar la
existencia de diferencias individuales, como posible indice de vulnerabilidad a padecer

patologias asociadas al estrés.

3. Comprobar la consistencia de la respuesta del eje HPA y otros marcadores de estrés a
situaciones estresantes agudas de diferente intensidad. Esto nos permitira conocer si es
posible caracterizar a los individuos hiper o hiporeactivos al estrés y en qué

condiciones.

4. Estudiar la contribucién de ciertos rasgos de personalidad a la reactividad del eje HPA
ante situaciones estresantes agudas de intensidad moderada. En concreto,
estudiaremos de manera simultanea los rasgos de ansiedad y blUsqueda de novedad
(actividad/exploracién) al objeto de discernir la aportacion diferencial de cada uno de

estos rasgos a la respuesta del eje HPA.
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CAPITULO 1: Reactividad del eje HPA y otros marcadores de
estrés en respuesta a situaciones estresantes de intensidad

elevada.
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Abstract

Acute immobilization in male rats elicited the same ACTH, corticosterone and glucose response as foot shock when measured
immediately after stress. However, post-stress recovery of plasma ACTH, corticosterone and glucose levels were delayed in immobilized
versus shocked rats. Similarly, stress-induced anorexia was much greater in the former animals. All these data suggest that post-stress
speed of recovery of some physiological variables is positively related to stressor intensity and could be used to evaluate it. O 2002

Elsevier Science BV. All rights reserved.
Theme: Neura basis of behavior

Topic: Stress

Keywords: Stress marker; Immobilization; Footshock; Prolactin; Hypothalamic—pituitary—adrenal axis; Post-stress recovery

There is an extremely wide range of laboratory and
naturalistic situations which are considered stressful and,
therefore, it is difficult to compare results across different
laboratories about the behavioral and physiological conse-
guences of exposure to stress. Without ignoring the rele-
vance of particular qualitative aspects of stressors, it is aso
needed to measure the intensity of a stressful situation in
order to know whether or not some of its physiological and
pathological conseguences are appropriately explained by
its intensity, without referring to particular details of the
situation. At least when stressors eliciting a highly emo-
tional response are considered, it is known that there are
some relatively good markers of stress intensity, what is of
great value in stress research.

A systematic research on markers of stress intensity has
only been done in rodents and especialy in rats. In those
species, the overal results suggest that, when using
appropriate sampling times, there are severa variables

*Corresponding author. Tel.: +34-93-581-1664; fax: +34-93-581-
2390.
E-mail address: antonio.armario@uab.es (A. Armario).

which are sensitive to stress intensity, although the thres-
hold of intensity, their discriminative power and the range
of intensities they cover depend on the particular variable
used. It is well accepted that catecholamines are very
sensitive to stress and that adrenaline is a better reflection
of stressor intensity than noradrenaline [6,12,17,18]. Re-
garding the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis, it
is clear that glucocorticoid release is related to the intensity
of stress when low to middle intensity stressors are
studied, but not when high intensity stressors are used
[4,9,10]. The poor vaue of circulating glucocorticoids in
discriminating between highly stressful situations is due to
the ceiling effect of adrenal steroidogenesis with inter-
mediate levels of ACTH, so that glucocorticoids not longer
reflect ACTH release [11]. The only two other physiologi-
cal variables that consistently reflect stress intensity are
prolactin, that is a stress marker acting in the same range
as ACTH [1,2,10], and plasma glucose, which has a
relatively high threshold, but covers a wide range of
intensities [3,4,6].

We have recently reported that the speed of recovery of
HPA hormones in the post-stress period appears to be a

0006-8993/02/$ — see front matter [ 2002 Elsevier Science BV. All rights reserved.
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good marker of stress intensity [8]. This suggests that we
can evauate the intensity of a stressful situation by
measuring circulating corticosterone, provided that we
study the post-stress period. In the present report we
extend these observations by showing that two stressors
éiciting the same ACTH response as measured just after
termination of exposure to the stressors, grestly differ in
the speed of recovery of the HPA axis, being related this
differential pattern to the intensity of the stressors as
evaluated by other independent variables.

Sixteen male, 55-day-old, Sprague—Dawley rats ob-
tained from the breeding center of the Universitat Au-
tonoma de Barcelona were used in this experiment. They
were housed individually for 1 week before starting the
experiment under standard conditions of temperature
(22+1°C) on a 12 h—-12 h light—dark schedule (lights on at
7 am.). Food and water were available ad libitum. The
experimental protocol were approved by the Committee of
Ethics of the Universitat Autonoma de Barcelona.

The animals were randomly assigned to immobilisation
(IMO) or foot shock (FS) groups (eight rats each). The
experiment was done in the morning. In order to obtain
basal hormone levels, a blood sample was obtained by
tail-nick immediately after the animals had been taken
from the animal room. Then the rats were subjected to
stress. IMO rats were stressed for 1 h by taping their four
limbs to metal mounts attached to a wooden board. Head
movements were restricted with two metal loops around
the neck. FS rats were put into individual boxes with a
metal grid floor and were exposed to scrambled shocks
(1.5 mA, 3 s, AC current) every 1 min for 1 h. A high
shock intensity was chosen because our aim was to achieve
a stressful situation as close as possible to IMO in terms of
intensity. Immediately after termination of exposure to the
stressor and at 45 and 90 min post-stress, the animals were
sampled again. The rats were returned to the animal room
in their home cages after each blood sampling. In al cases,
300 wl blood samples were taken within 2 min and
collected into ice-cold EDTA capillary tubes (Sarsted,
Germany). Plasma obtained after centrifugation was stored
a —30°C until assayed.

Plasma ACTH and corticosterone were measured by
radioimmunoassay (RIA) as described previously [8,13].
Prolactin was determined by RIA using **°I-prolactin
(NEN, Boston, MA, USA) as the tracer, rat prolactin (rat
PRL-RP-3) as the standard and an antibody raised against
rat prolactin (anti-rPRL-S-9), gently provided by Dr. A.F.
Parlow (NIDDK National Hormone and Peptide Program,
Cadlifornia, USA). Plasma glucose levels were measured by
the glucose oxidase method using a commercia kit
(Boehringer-Mannheim, Barcelona, Spain). Food intake
was measured every day for 1 week after exposure to the
stressors. Baseline food intake was obtained on the 2 days
preceding exposure to the stressors. The results were
statistically analyzed using two-way ANOVA with the type
of stressor as the between-subject factor and sampling time

as the within-subject factor. Where appropriate, t-test for
independent samples were used to compare the response to
the two stressors at specific time points, and paired t-test to
demonstrate stress-induced changes in food intake on the
24 h following exposure to the stressors. Pearson’s correla
tion coefficients between the hormona parameters were
also calculated.

The two-way ANOVA of plasma ACTH and corticos-
terone levels revealed significant effects of the type of
stressor, the sampling time, and the interaction type of
stressor by sampling time (P<<0.001 in all cases). Posthoc
comparison showed that IMO and FS had similar effects
on ACTH and corticosterone levels as measured immedi-
ately after the stress session. However, in the post-stress
period, FS resulted in a faster recovery of pre-stress levels
than IMO. The differences between the two stressors were
highly significant for the two hormones in the two post-
stress periods (P=0.005 in both cases) (Fig. 1A and B).
The two-way ANOVA of plasma glucose revealed signifi-
cant effects of the type of stressor (P<<0.02), the sampling
time (P<<0.001) and the interaction type of stressor by
sampling time (P<0.005). Posthoc comparison showed
that glucose response immediately after the stress sessions
did not differ in IMO and FS rats, but plasma glucose
levels were lower in FS as compared to IMO rats at 45 min
(P<0.005) and 90 min post-stress (P<<0.05) (Fig. 1C).
Prolactin levels were analysed only in samples taken
immediately after the stress session because the recovery
of prolactin levels after termination of stress is very fast
[5] and therefore no additional information could be
obtained. Prolactin levels were marginally higher after
IMO than after FS (30.8+3.9 versus 21.5+2.9 ng/ml,
P=0.076).

The two-way ANOVA of food intake revealed signifi-
cant effects of the type of stressor, the sampling time, and
the interaction sampling time by stressor (P<<0.001 in all
cases). Although both FS and IMO inhibited food intake
on the 24 h following exposure to the stressors, when
compared to the average food intake on the 2 days
preceding exposure to stress (paired t-test, P=0.001),
anorexia was greater in IMO than FS over the next 6 days
after exposure to stress (t-test, P at least <0.05) (Fig. 1D).

Whereas nonsignificant correlations between the differ-
ent hormonal parameters were observed immediately after
stress exposure, highly significant correlations were ob-
served in the post-stress period (Table 1).

The present results demonstrate that the speed of
recovery of the HPA axis after termination of exposure to
stressors is able to discriminate between two stressors
despite the same level of HPA activation achieved during
exposure to both situations. That the two stressors differed
in intensity was independently evaluated by other stress-
sensitive measures such as hyperglycaemia, plasma prolac-
tin levels and anorexia.

IMO in wooden boards and FS, under conditions similar
to those used in the present experiment, are considered in
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(paired t-test).

the literature as severe stressors [14,15]. However, to our
knowledge, a direct comparison of the two stressors has
not been carried out so far. When plasma ACTH levels just
after 1 h of exposure to the stressors were measured,
similar high levels were observed. Since ACTH is consid-

ered to discriminate between different stress intensities, we
could conclude that FS and IMO are of similar intensity.
However, the follow-up of the post-stress ACTH and
corticosterone levels gave us a very different picture: the
recovery of the HPA axis after IMO was much slower than

Table 1. Correlations between the different physiological responses to the stressors.

ACTH |Corticosterone| Glucose | Prolactin ACTH  |Corticosterone| Glucose ACTH |Corticosterone
stress stress stress stress rec 45 rec 45 rec 45 rec 90 rec 90

Corticosterone stress -32

Glucose stress .09 A3

Prolactin stress A8 # .08 .34

ACTH Rec 45 -02 19 15 54"

Corticosterone Rec 45 .00 40 .38 Ry .80 ™

Glucose Rec 45 -0 12 79 .32 55" a1

ACTH Rec 90 14 .34 .03 54 87 ™ 747 A7 #

Corticosterone Rec 90 .03 .39 .34 A9 # 94 7 96 ™ 73 .82 =

Glucose Rec 90 -07 10 51 A9 # 58" A3 # A 54 58

Data are r-values. Rec 45 and Rec 90 indicate sampling 45 and 90 min after finishing exposure to the stress.
Significant correlations are expressed by ™ p<0.001; ™ p<0.01; * p=0.05; #0.05<p<0.10.
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after FS. The slow recovery of the HPA axis after IMO is
in accordance with our own previous results and aso with
those by other authors [15,19].

It might be argued that the slow recovery of the HPA
axis after IMO may be a particular characteristic of this
stressor unrelated to its intensity. However, there are
severa reasons to consider that the speed of recovery is
truly measuring stress intensity. Firstly, we have previous-
ly observed that the speed of post-stress recovery of the
HPA axis is negatively related to the intensity of the
stressors and relatively independent of the duration of
exposure to the situation [8]. Secondly, hyperglycaemia,
another stress marker, tended to be higher immediately
after IMO than after FS, and was significantly higher in
IMO rats at 45 min post-stress. That post-stress recovery of
glycaemia was delayed in IMO as compared to FS rats
corroborates the importance of studying the post-stress
period. Finally, stress-induced anorexia appears to be also
sensitive to the intensity of emotiona stressors [16] and
reduction of food intake was much greater and prolonged
after IMO than after FS. The protracted effect of a single
IMO session on food intake is in accordance with our
recent findings [20] and suggests again that IMO is a
particularly severe stressor. When blood sampling is not
possible or appropriate for the experimental design, reduc-
tion of food intake appears to be an easy to measure
variable and a good reflection of stress intensity, at least
under stressors of middle to high intensity.

The possibility that, under different conditions, FS may
be as severe as IMO might be considered. For instance,
regular FS could have alowed the animals to prepare for
the shock and could have reduced the impact of the
stressor. In addition, exposure to FS of higher intensity
may result in a delay of post-stress HPA axis recovery.
However, we have obtained similar HPA response and
speed of recovery using regular and irregular FS of the
same intensity (1.5 mA) and regular FS of 2.5 mA
(unpublished data), what suggests that the slow recovery of
the HPA axis after IMO is a reflection of the extremely
severity of the situation in emotional terms. Although
behavioral consequences of exposure to IMO have not
been addressed in the present work, the degree of severity
of the physiological consequences of IMO warrants the use
of IMO as a putative animal model of post-traumatic stress
disorder (PTSD). Further studies are obviously needed to
know whether or not this preliminary assumption is
justified.

The importance of studying the post-stress period is
further illustrated by the analysis of the correlations.
Whereas the correlations between the various physiological
responses measured just after termination of exposure to
the stressors were low and non-significant, high correla
tions between various variables appeared in the post-stress
period. Apparently, consistent individua differencesin the
physiological response to stressors are not evident immedi-
ately after stress, but they are in the recovery period. This

may be due to either a ceiling effect of the physiological
response to severe stressors, or more marked individual
differences in the pattern of post-stress recovery, or both.
In fact we have recently reported that the stronger the
stressor the longer the time needed for the HPA axis to
recover after the termination of exposure to the situation
[8]. In addition, there are marked individual differences in
the speed of recovery of the HPA after IMO, which are not
related to differences in the HPA response during exposure
to the situation [7]. Finaly, the speed of recovery of the
HPA axis is much more sensitive to previous experience
with a stressor than the initial response [8,15]. All these
data suggest that post-stress dynamics of the HPA axis is
probably controlled, to a great extent, by mechanisms
independent of those controlling the response during stress.

In summary, the present results suggest that the follow-
up of the physiological response to two severe stressors for
a period of time after the termination of exposure to the
situation allows us to better discriminate between the two
stressor in terms of intensity and could be a good marker
of the possible pathological impact of such stressors.
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Abstract—It is accepted that there are important individual dif-
ferences in the vulnerability to stress-induced pathologies,
most of them associated to the hypothalamic-pituitary and sym-
patho—-medullo—-adrenal axes, the two prototypical stress-re-
sponsive systems. However, there are few studies specifically
aimed at characterising individual differences in the physiolog-
ical response to daily repeated stress in rats. In the present
work, male rats were submitted to repeated immobilisation
(IMO) stress (1 h daily for 13 days) and several samples were
taken at specific days and time points. Animals only subjected
to blood sampling procedure served as controls. Daily adreno-
corticotropic-hormone (ACTH), corticosterone and glucose re-
sponses to immobilisation (that included the post-immobilisa-
tion period) progressively declined over the days. In addition,
repeated immobilisation resulted in decreased relative thymus
weight, increased relative adrenal weight, elevated corticotrop-
in-releasing factor (CRF) mRNA levels in the hypothalamic para-
ventricular nucleus (PVN), and down-regulation of glucocorti-
coid receptor gene transcription in hippocampus CA1. How-
ever, only CRF mRNA levels in the paraventricular nucleus
correlated with the ACTH (on day 1) and corticosterone re-
sponses (from day 4-13) to immobilisation. When the animals
were classified in three groups on the basis of their plasma
ACTH levels immediately after the first immobilisation, individ-
ual differences in the ACTH response progressively disap-
peared on successive exposures to the stressor, whereas those
in corticosterone and glucose were more sustained. The
present results suggest that there are individual differences in
the physiological response to stress that tend to be reduced
rather than accentuated by repeated exposure to the stressor.
Nevertheless, this buffering effect of repeated stress was de-
pendent on the particular variable studied. © 2003 IBRO. Pub-
lished by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: ACTH, corticosterone, glucose, CRF, glucocorti-
coid receptors, paraventricular hypothalamic nucleus.
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Abbreviations: ACTH, adrenocorticotropic-hormone; ANOVA, analysis
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corticotropin-releasing factor; DG, dentate gyrus; GR, glucocorticoid
receptors; HAR, high ACTH response; HGR, high glucose response;
HPA, hypothalamic—pituitary—adrenal axis; IAR, intermediate ACTH
response; IGR, intermediate glucose response; IMO, immobilisation;
LAR, low ACTH response; LGR, low glucose response; PVN, para-
ventricular nucleus of the hypothalamus; RIA, radioimmunoassay;
SMA, sympatho—medullo—adrenal; TEA, triethanolamine.

Chronic exposure to stress is acknowledged to be involved
in a wide range of physiological and psychopathological
processes. However, there is evidence for important indi-
vidual differences in the susceptibility to stress-induced
pathologies, most of them related to the two prototypical
stress responses: the activation of the hypothalamic—pitu-
itary—adrenal (HPA) and sympatho—medullo—adrenal
(SMA) axes. The most frequent approach to the study of
individual differences in susceptibility to stress has been
the use of inbred rat strains differing in responsiveness to
stress. Focussing on the HPA axis, the strains most con-
sistently showing an altered response to stress are the
Fischer (exacerbated) and Lewis rats (reduced); (Stern-
berg et al., 1989; Dhabhar et al., 1993; Armario et al.,
1995) rats. Unfortunately, to our knowledge, only few stud-
ies have addressed in these strains the effect of chronic
stress on the HPA axis (Gomez et al., 1996; Dhabhar et al.,
1997). In addition, the results obtained with inbred strains
are difficult to extrapolate to outbred populations because
in the process of inbreeding one particular allele of each
gene potentially contributing (in some cases in opposite
directions) to the different aspects of the regulation of the
HPA axis and their responsiveness to stress may be ran-
domly fixed. Therefore, the extent to which the conclusion
achieved in a particular strain may be relevant for other
strains is unclear.

We have recently reported that, in response to a
severe stressor such as immobilisation on wooden-
boards (IMO), outbred Sprague—Dawley rats showed
major differences in the levels of corticosterone 2 h after
the termination of exposure to IMO, which were not
apparently related to the initial response to the stressor
(Garcia and Armario, 2001). Assuming that the possible
pathological impact of exposure to stress is related to
both the intensity and duration of glucocorticoid re-
sponse to the situation, some of the pathological con-
sequences of exposure to stress may be stronger in
those animals displaying a greater overall glucocorticoid
response to stress, including the post-stress period.
However, when considering the final physiological or
pathological impact of repeated exposure to stress, an-
other additional factor to be considered is the extent to
which the magnitude of the response to the first expo-
sure to a stressor is a reflection of the capability to adapt
to the repeated stressor. In this regard, it has been
found that Fischer rats showed not only an exacerbated
response to the first exposure to restraint, but also a
reduced rate of adaptation as compared with other
strains (Sprague—Dawley and Lewis; Dhabhar et al.,

0306-4522/04$30.00+0.00 © 2003 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1997). In contrast, Natelson et al. (1988) showed, using
an outbred population of Sprague—Dawley rats, that an-
imals responding the more to an intermediate intensity
stressor on the first day, the more adapted to repeated
stress. Consequently, smaller individual differences
were observed at the end than at the beginning of the
chronic stress protocol. However, these two interesting
papers were based only on corticosterone measure-
ments and therefore have the main drawback that cor-
ticosterone response is not a reliable index of adaptation
to intermediate or severe stressful situations for two
main reasons: (a) adrenocortical response to circulating
adrenocorticotropic-hormone (ACTH) becomes satu-
rated with intermediate levels of plasma ACTH, which
are already achieved by exposure to moderate intensity
stressors (Keller-Wood et al., 1981); and (b) chronic
exposure to stress may result in enhanced adrenocorti-
cal responsiveness to ACTH (Armario et al., 1985, 1988;
Uehara et al., 1989; Pitman et al., 1990; van Raaij et al.,
1997). Therefore, after repeated exposure to relatively
severe stressors, glucocorticoids are not longer a good
reflection of ACTH release.

Rats repeatedly exposed to severe stressors show a
faster recovery of ACTH and corticosterone to basal
levels before any decrease in plasma levels of ACTH
immediately after the stressor is observed (Garcia et al.,
2000). Therefore, the shut-off of the HPA axis after
stress appears to be influenced by both individual dif-
ferences in the responsiveness to stress and the degree
of previous experience with the stressor. Considering
the above, there are two opposite theoretical predictions
about the consequences of repeated exposure to a se-
vere stressor in animals characterised by different levels
of stress-induced activation of the HPA axis. The first
one is that animals displaying a greater activation during
a first exposure to the stressor, in contrast to those
showing a lower activation, may be rather non-sensitive
to previous experience with the stressor, thus resulting
in a reduced capability to shorten the HPA response
over the course of the repeated stress treatment (re-
duced adaptation); therefore, the differences between
the two groups will increase over the days. The second
one is that the degree of experience with the stressor
will predominate over individual differences in the reac-
tivity to the first exposure and, therefore, upon repeated
exposure to the same stressor all animals will show a
similar shortening of the HPA response. The main pur-
pose of the present experiment was to test these two
hypotheses by studying the dynamics of the response of
peripheral HPA hormones to repeated IMO over the
course of 13 days and several end-point variables of the
HPA axis known to be sensitive to chronic stress (Marti
and Armario, 1998): adrenal and thymus weights, corti-
cotropin-releasing factor (CRF) mRNA in the paraven-
tricular nucleus of the hypothalamus (PVN) and mRNA
for glucocorticoid receptors (GR) in the hippocampal
formation. In addition, measurement of plasma glucose
levels, a good stress marker, was also included.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Thirty-eight male Sprague—Dawley rats, 60 days old at the begin-
ning of the experiment, were used. They were obtained from the
breeding centre of the Universitat Autonoma de Barcelona and
housed individually for 1 week before starting the experiment, in
standard conditions of temperature (221 °C) on a 12-h light/dark
schedule (lights on at 7 am). Food and water were available ad
libitum. The experimental protocol was approved by the Commit-
tee of Ethics of the Universitat Autonoma de Barcelona and was
carried out in accordance the European Communities Council
Directive (86/609/EEC). Attempts were made to introduce the
minimum suffering of animals and to use the minimum number of
animals compatible with our purposes.

General procedure

The animals were randomly assigned to chronic IMO or control
groups (n=30 and 8 respectively). The experimental procedures
were always done in the morning. IMO rats were stressed for 1 h
daily for 13 days by taping their four limbs to metal mounts
attached to a wooden board (Garcia et al., 2000; Garcia and
Armario, 2001). Head movements were restricted with two metal
loops around the neck. On day 1 and every 3 days, blood samples
were taken at different times by tail nick procedure, in order to
study the dynamics of HPA hormones, whilst the animal was
smoothly wrapped with a cloth. To obtain basal levels, a sample
was taken immediately after the animals had been taken out from
the animal room. Then, control animals were returned to the
animal room, whilst IMO rats were subjected to stress. Additional
samples were also taken immediately after 1 h of IMO and 45 and
90 min after the ending of IMO (post-IMO). Control rats were
sampled following the same schedule than IMO rats and were not
submitted to other stress than that associated to the sampling
procedure. In all cases, 300 pl blood samples were taken within 2
min and collected into ice-cold EDTA capillary tubes (Sarsted,
Granollers, Spain). Plasma obtained after centrifugation was
stored at —30 °C until analyses. Food intake was monitored daily.
On day 14, all animals were killed by decapitation in an adjacent
room, without any additional stress, within 30 s after they were
removed from the animal room. Brains were frozen on isopentanol
(cooled in liquid nitrogen) and stored at —80 °C and adrenals and
thymus were weighed. The trunk blood was collected and centri-
fuged at 4 °C and the serum frozen at —30 °C until the analysis.

Biochemical analysis

Plasma corticosterone were measured by radioimmunoassay
(RIA) as described previously (Armario and Castellanos, 1984)
with two modifications: the antiserum used was obtained in sheep
against corticosterone-3-CMO-urease (Chemicon Int., Temecula,
CA, USA) and corticosterone-binding-globulin was denatured by
heating the samples at 70 °C for 30 min. Serum ACTH was
assayed immunoradiometrically by a double-antibody RIA using
125_ACTH (Amersham, Pharmacia Biotech, Barcelona, Spain) as
the tracer, rat synthetic ACTH 1-39 (Sigma, Madrid, Spain) as the
standard and an antibody raised against rat ACTH (rb 7) kindly
provided by Dr. W. C. Engeland (Department of Surgery, Univer-
sity of Minnesota, Minneapolis, MN, USA). Plasma glucose levels
were measured by the glucose oxidase method using a commer-
cial kit (Boehringer-Mannheim, Barcelona, Spain). All samples to
be compared were run in the same assay to avoid inter-assay
variability. The intra-assay coefficient of variation was of 8% for
corticosterone, 5% for ACTH and 4% for glucose. The area under
the curve (AUC) of plasma levels was calculated with Graph Pad
Prism (version 3.02) that computes the AUC using the trapezoid
rule.
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Table 1. Effect of repeated exposure to IMO on some physiological variables®

Food intake Change in Thymus weight Adrenal weight
/rat/da body weight
© ) y oht (9) mg mg/100 g mg mg/100 g
bw bw
Control 29.3%£1.2 51.8+3.7 788.0+49.4 202.8+10.6 61.9+2.6 16.0£0.9
IMO 20.1+£0.3*** —-5.0+3.8*** 567.4+24 5% 171.3+6.3* 66.1+1.2, NS 20.1+0.4***

@ Data are expressed in mean=S.E.M. Food intake is expressed as the mean of the values across the 13 days of stress. Relative thymus and adrenal
weights are expressed as mg/100 g of body weight (bw). Control (n=8), IMO (n=30). NS=non-significant; * P=0.05; *** P=0.001.

In situ hybridisation assay

Brain sectioning.  Serial coronal sections (30 wm thickness)
through the PVN (Bregma —2.30, —1.80) and the hippocampal
formation (Bregma —3.80, —3.30) were obtained from the frozen
brains with a cryostat (Frigocut 2800; Leica, Nussloch, Germany)
and mounted onto gelatine and poly-L-lysine-coated slides, which
were then maintained at —80 °C until the day of analysis.

Probe preparation. The CRF probe was generated from a
pGEM-4Z plasmid containing an EcoR | fragment (1.2 kb) of cDNA
of the rat (Dr. K. Mayo, Northwestern University, Evanston, IL,
USA), linearised with Hindlll. GR probe was transcribed from a
500-bp rat cDNA fragment that encodes for the N-terminal region
of the rat liver GR (Miesfeld et al., 1986; courtesy of K. R.
Yamamoto and R. Miesfeld, Department of Biochemistry, Univer-
sity of Arizona, Tucson, AZ, USA). This fragment was subcloned
from a 2.8-kb fragment and transfected into pGEM3 plasmid
(courtesy of Dr. M. C. Bohn, Department of Paediatrics, North-
western University Medical School, Chicago, IL, USA). It was
linearised with BamHI. Radioactive antisense cRNA copies were
generated using a transcription kit (Promega, Charbonnieres,
Lyon, France). Once digested, 250 ng of linearised plasmid were
incubated in transcription buffer (40 mM Tris—HCI pH 7.9, 6 mM
MgCl,, 2 mM spermidine, 10 mM NaCl), 10 mM DTT, 0.2 mM
GTP/ATP/CTP, 200 pCi [a-*°SJUTP (specific activity 1300 Ci/
mmol, NEN Life Science Products, Boston, MA, USA), 40 U
RNasin and 20 U of SP6 RNA polymerase for 60 min at 37 °C. The
DNA template was digested with RNase-free DNase (Promega; 1
U DNase in 0.25 pg/pl tRNA and 9.4 mM Tris/9.4 mM MgCl,) and
extracted with  phenol-chloroform—isoamylalcohol  25:24:1
(Sigma). The cRNA was precipitated with the ammonium acetate
method, resuspended in 10 mM Tris/1 mM EDTA, pH 8.0, and
stored at —20 °C.

In situ hybridisation hystochemistry. The protocol used was
adapted from Simmons et al. (1989). All the solutions were pre-
treated with DEPC and sterilised before use. Sections were post-
fixed in 4% PFA+Borax, rinsed in KPBS, digested with proteinase
K (Roche Diagnostics, Manheim, Germany; 0.01 mg/mlin 100 mM
Tris—HCI pH 8.0 and 50 mM EDTA, pH 8.0), rinsed in DEPC-
treated water and 0.1 M triethanolamine pH 8.0 (TEA; Sigma) and
acetylated in 0.25% acetic anhydride in 0.01 M TEA. Finally, they
were washed in 2X SSC, dehydrated through graded concentra-
tions of ethanol and air-dried. Thereafter, 90 pl of hybridisation
buffer (50% formamyde, NaCl 0.3 M, Tris—HCI 10 mM pH 8.0,
EDTA 1 mM pH 8.0, 1X Denhardt’s, 10% dextran sulphate, yeast
tRNA 500 pg/ml and 10 mM DTT) containing the labelled probe
(1% 10% cpm/90 wl) were spotted onto each slide and sealed with
a coverslip. Sections were incubated for 16—18 h in a humid
chamber at 60 °C. After hybridisation, the slides were washed in
4X SSC containing 1 mM DTT (Sigma), digested with RNase A
(Amersham Bioscience, Upsala, Sweden; 0.02 mg/ml in 0.5 M
NaCl, 10 mM Tris—HCI pH 8.0 and 1 mM EDTA pH 8.0), washed
in descending concentrations of SSC containing 1 mM DTT, de-
hydrated through a series of ethanol solutions (50, 70, 95 and
2X100%) and air-dried. The slides were then exposed to a XAR-5

Kodak Biomax MR autoradiography film (Kodak, NY, USA) for
22 h for CRF mRNA and for 3 days for GR mRNA. After devel-
oping the films, the slides were cleaned and defatted with a series
of ethanols and xylene, counterstained with 0.25% thionin
(Sigma), dehydrated through increasing concentrations of etha-
nol, cleared in xylene and coverslipped with DPX (Electron Mi-
croscopy Science, Washington, DC, USA) for histological control.

Image analysis. Densitometric analyses were done on the
autoradiography films. The mRNA levels were semiquantitatively
determined in three sections per brain area (both hemispheria
pooled) and animal, by measuring the optical densities and the
number of pixels in defined areas with a Leica Q 500 MC system.
CRF and GR mRNA values shown are expressed in arbitrary units
(number of pixelsXoptic density). All samples to be statistically
compared were processed in the same assay to avoid inter-assay
variability.

Data analysis

The Statistical Package for Social Science (SPSS) programme
was used (version 10 for Windows). Five different types of anal-
ysis were done in function of the case: (1) t-test to compare control
and IMO rats in single variables; (2) two-way within-subject anal-
ysis of variance (ANOVA), being “sampling time” (4 levels: basal,
post-IMO, and 45 and 90 min after the end of the IMO) and “days”
(5 levels: days 1, 4, 7, 10 and 13) the factors used to study ACTH,
corticosterone and glucose changes across the time, (3) one-way
within-subject ANOVA to study the evolution of the AUCs of
ACTH, corticosterone and glucose across the “days,” also sepa-
rately in control or IMO animals; (4) one-way between-subject
ANOVA to study the influence of the subgroups of IMO rats
obtained on the basis of several criteria (see below) on those
variables measured after killing; and (5) mixed ANOVA with one
within-subject factor and one between-subject factor (the various
subgroups of IMO animals) to study either the dynamics of the
response on day 1 or the AUCs changes across days. After
significant ANOVAs, further comparisons were done by means of
within-subject or between-subject “a priori” contrasts (see details
in Results). Pearson correlation test (two-tailed) was also used.
The probability level was set at P<0.05.

RESULTS

The overall pattern of the response to repeated
stress

As compared with controls, repeated IMO reduced aver-
age food intake (£=9.51, df=36, P<0.001) and body
weight gain (t=7.47, df=36, P<0.001) over all the exper-
imental period. Increased relative ({=4.76, df=36,
P<0.001), but not absolute adrenal weight was observed,
whereas both absolute ({=4.095, df=36, P<0.001) and
relative thymus weight (t=2.36, df=36, P<<0.05) were re-
duced in IMO rats (Table 1). A tonic increase in CRF
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Fig. 1. Effects of repeated exposure to IMO on mRNA for CRF in the PVN and for GR in the hippocampal formation. Representative autoradiographs
of CRF mRNA in the PVN of control (panel A) and repeated IMO rats (panel B); and of GR mRNA in the CA1 region and DG of control (panel C) and
repeated IMO rats (panel D). On the bottom, the means and S.E.M. (n=7-8 for controls and n=25-30 for IMO rats) of CRF mRNA in the PVN and
GR mRNA in the DG and CA1 regions are represented (bars indicate the areas where measurements were made). * P<0.05, ¥ P=0.073 vs control

group.

mRNA in the PVN (t=2.25, df=30, P<0.05) and a reduc-
tion of GR mRNA in hippocampus CA1 (t=2.13, df=35,
P<0.05) were also observed in chronic IMO rats (Fig. 1).
The reduction of GR mRNA in dentate gyrus (DG) was only
marginally significant (t=1.85, df=35, P=0.073).

To simplify, the statistical analyses of the physiological
response to blood sampling in control rats were restricted
to the AUCs. The one-way ANOVAs revealed significant
effects of days for both ACTH and corticosterone
(F(4,28)=3.05 P<0.05 and F(4,28)=9.42 P<0.001, re-
spectively), but not for glucose (Fig. 2A—C). Further com-
parison of ACTH AUCs showed a significant reduction on
day 7 as compared with day 1 (P<<0.05), whereas cortico-

sterone AUCs showed a decrease on each day as com-
pared with day 1 (P at least <0.02).

In IMO rats, the two-way ANOVA of plasma ACTH (Fig.
2A) revealed significant effect of sampling time
(F(3,87)=148.61), days (F(4,116)=93.25) and the interac-
tion sampling time by days (F(12,348)=47.53; P<0.001 in
all cases). Due to the interaction, additional comparisons
were done. Chronic IMO rats showed a small increase in
basal ACTH levels from day 1-4 that was maintained over
the course of the chronic treatment (P at least <0.001 vs
day 1). On day 4, ACTH levels were lower than on day 1
both immediately after IMO and at the two post-IMO peri-
ods (P<0.001 in all cases). A further significant decline in
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ACTH levels was observed from days 4—7 and from days
7-10 at all times (p at least<0.05 versus the same sam-
pling time on the preceding day), except just after IMO and
at 90 min post-IMO from days 7—10. Essentially the same
results were obtained with the AUCs: the one-way ANOVA
revealed a significant effect of days (F(4,116)=88.47;
P<0.001) and further comparisons showed a progressive
decline in the overall ACTH response to IMO from day 1 to

* indicates significant differences vs day 1 response and 4 indicates significant

day 7 (P<0.001, P<0.01, between consecutive days), with
no further declines.

The two-way ANOVA of plasma corticosterone in IMO
animals (Fig. 2B) revealed significant effect of sampling
time (F(3,87)=1234.62), days (F(4,116)=229.17) and the
interaction sampling time by days (F(12,348)=134.00;
P<0.001 in all cases). When additional studies of this
interaction were done, chronic IMO rats showed a moder-
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Table 2. Pearson correlation coefficients between the ACTH and
corticosterone AUCs of the response to repeated IMO across the
days®

Day 4 Day 7 Day 10 Day 13

ACTH AUC

Day 1 0.33% 0.43* 0.48** 0.42*

Day 4 0.60*** 0.53** 0.59***

Day 7 0.69*** 0.70***

Day 10 0.65***
Corticosterone AUC

Day 1 0.40* 0.32% 0.17 0.25

Day 4 0.62*** 0.63*** 0.61***

Day 7 0.68*** 0.57***

Day 10 0.70***

arValues are expressed (n=30). #0.05<P<0.10; * P=0.05;
** P=0.01; ** P=0.001.

ate increase in basal corticosterone levels from days 1-4
(P<0.001) that was maintained over the course of the
chronic treatment (P<<0.001 in all cases). On days 4 and 7,
corticosterone levels were higher than on day 1 immedi-
ately after IMO (P<0.001 and P<0.02, respectively), but
lower at the two post-IMO periods (P<<0.001 in all cases).
From days 4—7 and 7-10 there were further declines in
corticosterone levels at 45 and 90 min post-IMO (at least
P<0.01). The one-way ANOVA of AUCs revealed a sig-
nificant effect of days (F(4,116)=155.49; P<<0.001), with a
progressive decline of the corticosterone response from
days 1-10 (P<0.001 in all cases), but not from 10 to 13.

The two-way ANOVA of plasma glucose in IMO ani-
mals (Fig. 2C) revealed significant effect of sampling time
(F(3,87)=167,35), days (F(4,116)=38.20) and the interac-
tion sampling time by days (F(12,348)=14.56; P<0.001 in
all cases). Additional comparisons showed that glucose
levels immediately after IMO progressively decreased from
days 1-10 (P<0.001, P<0.05, P<0.01 between consec-
utive days). The same trend was observed in post-IMO
levels, with a significant decline from days 1-4 at 45 min
post-IMO (P<0.05) and from days 7—-10 at 90 min post-
IMO (P<0.05). The one-way ANOVA of glucose AUCs
revealed a significant effect of days (F(4,116)=38.50;
P<0.001), with a progressive decline of the response from
days 1-13 (P<0.001, P<0.05, P<0.01, P<0.01 between
consecutive days).

Correlations between variables

In control rats (n=8), ACTH AUC on day 1 showed a high
correlation with ACTH AUC on day 4 (r=0.81, P<0.02),
but not thereafter. In contrast, corticosterone AUC on day
1 showed a good correlation to those of the other days
(e.g. r=0.75 with AUC on day 13). The correlations be-
tween ACTH and corticosterone AUCs on the same day
were significant on days 1 and 4 only (r=0.90, P<0.002;
r=0.74, P<0.04; respectively). Relative adrenal weight
showed a high correlation with corticosterone AUCs al-
most every day (e.g. on day 1, r=0.90, P<0.001).

In IMO rats, the ACTH AUC on day 1 showed a mod-
erate significant correlation with the ACTH AUCs from

days 4-13, whereas correlations between those latter
days were higher (Table 2). Corticosterone and ACTH
AUCs on each day showed a modest but in general sig-
nificant correlation, the greatest being observed on day 13
(r=0.68, P<0.001). Interestingly enough, low or non-sig-
nificant correlation between day 1 corticosterone AUC and
those of the other days was observed, whereas those
between days 4-13 were quiet consistent (Table 2). A
significant correlation was observed between relative ad-
renal weight and the corticosterone levels immediately
after IMO on day 1 (P<0.001), but not on the following
days (Fig. 3). No other relevant physiological variable cor-
related with adrenal weight. The glucose AUC on the dif-
ferent days, including day 1, showed a good and consis-
tent correlation with each other (r values between 0.56 and
0.80, in all cases P<0.001). In addition, moderate corre-
lations between glucose and ACTH AUCs on the same day
were generally observed (e.g. on day 1, r=0.36, P<0.05).
There was no consistent correlation between glucose and
corticosterone AUCs.

An important chronic stress-induced end-point change
in the HPA axis, the levels of CRF mRNA in the PVN,
moderately correlated with both plasma ACTH immedi-
ately after IMO and ACTH AUC on day 1 (r=0. 42 and
r=0.43, respectively, P<0.05). On the next days, signifi-
cant correlations were observed between CRF mRNA and
corticosterone AUCs from days 4—13 (r between 0.49 and
0.72, P at least <0.02) or basal levels of corticosterone on
day 14 (r=0.51, P<0.01; Fig. 3). Levels of mRNA for GR in
the DG of the hippocampal formation showed a negative
correlation with ACTH levels immediately after IMO or
ACTH AUC on day 13 (r=—0.39, r=—0.38, P<0.05). Sim-
ilar, but just marginally significant correlations were ob-
served with GR in the CA1.

Individual differences in the response to IMO

The animals were classified in three groups on the basis of
two criteria: (a) responsiveness to the stressor as evalu-
ated by the plasma levels of ACTH and glucose immedi-
ately after IMO on day 1 (corticosterone was not consid-
ered because of the saturation of the adrenal at this time
will mask any individual difference), thus resulting in low,
intermediate and high ACTH response groups (LAR, IAR
and HAR, respectively) or low, intermediate and high glu-
cose response groups (LGR, IGR, HGR); and (b) the ca-
pability to recover as evaluated by the decline of plasma
levels of ACTH and glucose from immediately after IMO to
the 45 min post-IMO (the time at which the decline of
ACTH and glucose levels were not so strong to mask
individual differences). Each group was made of 10 sub-
jects from a total of 30. With the groups thus generated we
studied the ACTH, corticosterone and glucose responses.
Because the effect of sampling time or days was always
highly significant, they will not be further commented on in
the text.

When the animals were classified in LAR, IAR, HAR
groups, the two-way ANOVA of ACTH levels on day 1 (Fig.
4A) revealed significant effects of group (F(2,27)=96.10)
and the interaction sampling time by group (F(6,81)=
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65.15; P<0.001 in both cases). Further comparisons
showed that the three groups significantly differed imme-
diately after IMO whereas only the HAR showed greater
ACTH levels than LAR group at 45 and 90 min post-IMO (P
at least <0.003). The two-way ANOVA of corticosterone
levels on day 1 (Fig. 4B) revealed significant effects of
group (P<0.001), but no interaction sampling time by
group. Appropriate comparisons revealed that HAR, but
not IAR, rats showed greater overall corticosterone levels

than LAR rats, that included the 90 min post-IMO period,
when corticosterone levels in LAR and IAR were similar,
but HAR showed greater levels (P<0.02 vs LAR). No
effect of group was observed regarding glucose levels on
day 1 (not shown).

The effects of LAR, IAR and HAR groups on ACTH
levels observed immediately after IMO or on ACTH AUCs
over the course of chronic stress were similar, the ANO-
VAs revealing significant effects of group (After IMO:
F(2,27)=11.12; AUC: F(2,27)=11.86) and the interaction
days by group (After IMO: F(8,108)=8.58; AUC:
F(8,108)=11.87; P<0.001 in all cases). Further compari-
sons will be indicated only for AUCs (Fig. 5A): on day 1,
differences amongst the three groups were significant; on
day 4 both IAR and HAR groups showed significantly
greater ACTH response than LAR rats; on day 7 and 10
only HAR rats showed a greater response than LAR rats;
and finally, on day 13 the difference between HAR and
LAR rats was only marginally significant (P=0.09). Re-
garding the effect of LAR, IAR and HAR groups on corti-
costerone AUCs over the days, a significant effect of group
was observed (F(2,27)=5.49; P<0.010), the HAR rats
showing greater plasma corticosterone levels than LAR
over the days (Fig. 5B), in contrast to ACTH results. No
effect of such groups on glucose AUCs over the days was
observed (not shown). Essentially the same conclusion
was achieved when corticosterone or glucose levels im-
mediately after IMO instead of AUCs were studied.

No differences amongst LAR, IAR and HAR groups
were found in the thymus or adrenal weights or in the GR
levels in the hippocampal formation. However, the group
significantly affected CRF mRNA in the PVN (one-way
ANOVA, F(2,24)=3.46; P<0.05; Fig. 5C), additional com-
parisons revealing that both LAR and IAR groups showed
similar levels of expression, but that of HAR was margin-
ally higher than LAR (P=0.059).

When the animals were classified on the basis of
plasma glucose levels immediately after IMO (LGR, IGR
and HGR), the two-way ANOVA of glucose response on
day 1 revealed significant effects of group (F(2,27)=24.03)
and the interaction sampling time by group
(F(6,81)=10.00; P<0.001 in the two cases). Further com-
parisons showed that both IGR and HGR groups signifi-
cantly differed from LGR group immediately after IMO and
at the two post-IMO periods (P at least <0.03). The two-
way ANOVAs revealed significant effect of group (after
IMO: F(2,27)=18.73; AUC: F(2,27)=15.15), but not inter-
action group by days, on plasma glucose levels observed
immediately after IMO or glucose AUCs (P<0.001 in both
cases) upon repeated exposure to IMO. Further compari-
sons showed that both IGR and HGR differed from LGR
independently of days in glucose levels immediately after
IMO (P<0.01, P<0.001, respectively) or in glucose AUCs
(P<0.007, P<0.001, respectively). No differences
amongst groups were observed either in the response of
HPA hormones to the first IMO or in the rate of adaptation
to repeated IMO.

When the criteria to classify the animals was the de-
cline in ACTH or glucose levels from immediately after IMO
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to 45 min post-IMO on day 1, it was observed that those
animals showing greater ACTH levels immediately after
IMO were those showing a stronger decline, so that similar
groups were obtained with the two criteria. Regarding glu-
cose, the animals showing the greatest plasma glucose
levels immediately after IMO were those showing the
strongest post-IMO decline, whereas the other two groups
behaved similarly. However, no additional significant infor-
mation was obtained using the post-stress decline in glu-
cose and therefore the results will not be further com-
mented on.

DISCUSSION

The present results indicate that peripheral HPA hormones
are very sensitive to previous experience of animals with a

severe stressor such as IMO in that a progressive reduc-
tion of plasma ACTH, corticosterone and glucose levels
were observed after repeated exposure, when also taking
into account the post-IMO period. Whereas individual dif-
ferences in the ACTH response to the first exposure to
IMO eventually disappeared after repeated stress, those of
corticosterone and glucose were more sustained. Interest-
ingly, plasma ACTH response to IMO on day 1 correlated
with chronic IMO-induced increase in tonic CRF gene ex-
pression in the PVN, suggesting that such response on
day 1 partially predicted the future impact of chronic stress.

The overall pattern of response to repeated stress

The results obtained in control animals indicate that
blood sampling caused almost undetectable increases
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in plasma ACTH levels and more consistent changes in
corticosterone. The response of corticosterone declined
after the first day, suggesting that the animals adapted
very quickly to the blood sampling procedure. Repeated
IMO caused prototypical physiological changes when
compared with controls: reduction of food intake, body
weight gain and thymus weight, adrenal hypertrophy
(with regard to body weight) and increased basal corti-
costerone levels (Taché et al., 1978; Armario et al.,
1988, 1990; Ottenweller et al., 1992; 1994; Marti et al.,
1993; Marti and Armario, 1997). Hormonal response to
the first exposure to IMO was characterised by a strong
release of ACTH and a prolonged release of corticoste-

rone, in accordance with previous results using the
same stressor (Garcia et al., 2000; Garcia and Armario,
2001; Marti et al.,, 2001; Marquez et al., 2002). Daily
repetition of the stressor resulted in lower ACTH levels
just after the stressor on day 4 and thereafter, as com-
pared with day 1. These results indicate that 3 days of
previous experience with IMO was enough to substan-
tially reduce the AUC of ACTH response to IMO. How-
ever, from days 4-13, only modest further reductions
were observed. Adaptation to a repeated stressor ap-
pears to have two phases, one of fast slope (the first few
days) and another of slow slope (from days 4-13), and
therefore is not a linear function of the degree of previ-
ous experience with the situation. Apparently, a plateau
is achieved, suggesting that may be adaptive for the
animals to maintain a partial response, at least to severe
stressors. The pattern of plasma corticosterone re-
sponse to chronic IMO as measured immediately after
the stressor was in accordance with our previous results
(Garcia et al., 2000) and far more complex than that of
ACTH, but can be explained by the interaction of two
factors acting on opposite directions (see Marti and
Armario, 1998): (i) the development of an enhanced
adrenal responsiveness to circulating ACTH in chroni-
cally stressed animals; and (ii) the reduction of the
ACTH response in repeatedly stressed animals. Despite
the complex initial corticosterone response to IMO, re-
peated exposure to the stressor caused a consistent
and progressive reduction of plasma corticosterone dur-
ing the post-IMO period, confirming that the post-stress
period is exquisitely sensitive to previous experience
with the stressor (Garcia et al., 2000; Marti et al., 2001).

Repeated exposure to IMO resulted in a tonic increase
in mMRNA for CRF in the PVN and a reduction of mRNA for
GR in CA1 and DG. It is generally agreed that chronic
exposure to a wide range of stressful situations increases
mRNA for CRF in the PVN (Imaki et al., 1991; Mamalaki et
al., 1992; Sawchenko et al., 1993; Herman et al., 1995;
Makino et al., 1995; Marti et al., 1999) and decreases GR
binding and mRNA in the hippocampal formation (Sapol-
sky et al., 1984: Marti et al., 1994; Herman et al., 1995;
Makino et al., 1995; Gémez et al., 1996; however, see
Mamalaki et al., 1992; Herman and Spencer, 1998).
Whether the tonic increase in CRF mRNA or the reduction
in GR mRNA is a consequence of the last exposure to the
stressor or the cumulative impact of successive exposures
is not clear at present.

The hyperglycaemia observed immediately after the
stressor was clearly reduced by repeated exposure to
IMO, whereas changes in post-IMO levels of glucose were
less affected. The reduction of plasma glucose response to
repeated stress is very consistent in the literature (Armario
et al., 1988, 1990; Lachuer et al., 1994; Marti and Armario,
1997), even in those conditions where no adaptation of the
HPA axis was found (Marti and Armario, 1997; Dal-Zotto et
al., 2002). As stress-induced hyperglycaemia appears to
be strongly related to adrenaline release, the present re-
sults support previous data suggesting that adrenaline
release is a sensitive marker of adaptation to repeated
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stress (Cox et al., 1985; Konarska et al., 1989; Dobrako-
vova et al., 1993).

Correlation between variables

In control animals, relative adrenal weight showed a good
correlation with the corticosterone AUCs after tail-nick on
all days, whereas in chronic IMO rats relative adrenal
weight only correlated with plasma corticosterone levels
just after IMO on day 1, but not thereafter. This suggests
that adrenal weight is related to both corticosterone re-
sponsiveness to modest and brief increases in ACTH lev-
els (i.e. after tail-nick) and maximal secretory capability of
the adrenal under very high ACTH levels (i.e. immediately
after the first IMO).

In IMO rats, lower correlations were observed between
ACTH AUC on day 1 and those of the other days than
amongst those from days 4—13. Similar results were ob-
tained with the corticosterone AUCs, suggesting that
mechanisms governing ACTH and corticosterone re-
sponses to the first exposure to IMO may have been
changed by previous experience with the stressor. It
should be also noted that the correlations between the
ACTH and corticosterone AUCs were usually low. Since
weak correlations between ACTH and corticosterone
AUCs from days 4—10 cannot be attributed to a saturation
of adrenocortical secretion, extra-ACTH mechanisms gov-
erning adrenocortical secretion under stress appear to
exist, i.e. neural inputs to the adrenal (Vinson et al., 1994).
This neural stimulatory signal may be progressively re-
duced by previous experience with the stressor, thus re-
sulting in a better correlation between corticosterone and
ACTH.

A good correlation was usually observed between glu-
cose AUCs over the days, with no evidence for a change
from day 1 to the next days. In contrast, the correlations
with the corresponding ACTH AUCs, although significant,
were low. These data suggest, in accordance with previ-
ous results obtained in acute stressful situations (Marquez
et al., 2002), that mechanisms governing plasma glucose
release during stress are in great part different from those
controlling the HPA axis. Hyperreactivity of the SMA sys-
tem (assuming that glucose is a reflection of adrenaline
release under stress) and the HPA axis are therefore not
necessarily linked. In addition, our data suggest that glu-
cose response during the first exposure to a stressor might
be a relatively good predictor of the glucose response over
the days.

Individual differences in the response to stress

The present results indicate that plasma ACTH levels mea-
sured immediately after the exposure to a stressor, even if
it is so severe as IMO, appear to be a reflection of the
overall reactivity of the HPA axis. Thus, when the animals
were divided into three groups (LAR, IAR and HAR) on the
basis of the above criterion, the animals displaying the
greatest ACTH levels immediately after IMO (HAR) also
showed the greatest ACTH and corticosterone levels dur-
ing the post-IMO period. This overall greater reactivity to
stress was observed despite the fact that the post-stress

recovery of ACTH, as evaluated by the decline from time
0-45 after the termination of IMO, was positively related to
plasma ACTH levels immediately after IMO. Whether this
was due to exhaustion of the corticotropes or other intrinsic
properties of the HPA axis remains to be studied. Upon
repeated exposure to the same stressor, the initial differ-
ence in ACTH progressively vanished so that only mar-
ginal differences between HAR and LAR groups were
observed on day 13. It is noteworthy that differences in
ACTH response progressively decreased during the post-
IMO period on day 1 and over the days, whereas differ-
ences in corticosterone were more sustained. This again
reflects a partial dissociation between the two hormones,
confirming the correlational results.

The present results that plasma corticosterone in the
post-IMO period (90 min) appears to be related to the initial
ACTH response to the stressor is in contrast with our
previous data (Garcia and Armario, 2001) where no such
relationship was found. Since in the latter work ACTH
levels were measured after 2 h of exposure to IMO, it may
be that ACTH differences between groups would disap-
pear after prolonged exposure to a severe stressor, per-
haps due to exhaustion of ACTH stores (Rivier and Vale,
1987). Such differences may appear again with the lower
degree of activation of the pituitary in the post-stress pe-
riod. If this hypothesis is correct, the sampling time chosen
may be critical to reveal individual differences in respon-
siveness to stress, particularly when the response to se-
vere stressors is studied.

Individual differences in the post-stress recovery of
corticosterone have been related to the novelty-seeking
trait, as measured by motor activity in novel environments
(Piazza et al., 1991; Dellu et al., 1996), the susceptibility to
drug self-administration (Piazza et al., 1991; Dellu et al.,
1996) and cognitive deficits in old age (Meaney et al.,
1991). However, in some cases only corticosterone levels
were measured so it is unclear whether these differences
are related to the initial ACTH release or, more specifically,
with an actual low capability to shut off the HPA response
after stress. On the basis of the results obtained in
Meaney’s laboratory studying the long-lasting effects of
maternal care or post-natal manipulations on the respon-
siveness of the HPA axis to stress in adult rats, changes in
the post-stress recovery of the HPA hormones are accom-
panied by similar changes in the ACTH levels immediately
after the stressor (e.g. Viau et al., 1993; Shanks et al.,
1995; Liu et al., 1997). Therefore, no evidence for individ-
ual differences in the capability to shut off the HPA re-
sponse independently of the magnitude of the initial re-
sponse is available at present. Apparent changes in the
post-stress recovery of corticosterone can be explained by
the saturation of the adrenal with relatively low levels of
ACTH, so that a greater ACTH response to a severe
stressor is reflected in corticosterone levels only when
low-intermediate levels of ACTH are achieved in the post-
stress period.

To what extent a greater HPA activation during the first
exposure to a stressor may be predictive of the response
to repeated exposures? Our results suggest that by re-
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peating exposure to the same stressor, individual differ-
ences in stress-induced HPA activation are reduced rather
than exacerbated and therefore, the strong inhibitory sig-
nals generated by the previous experience with the situa-
tion are dominant over initial individual differences. Never-
theless, the influence of such repeated experience with the
stressor to reduce individual differences was more evident
on ACTH than on corticosterone, suggesting that cortico-
sterone response is a more reliable marker of individual
differences in the response to stress than ACTH after
chronic repeated stress. Our results are in line with those
reported previously using lower intensity stressors and a
single time point measurement of plasma corticosterone
(Natelson et al., 1988). In addition, our data indicate that
individual differences in the HPA and glucose responses
were not related, suggesting that different underlying
mechanisms govern both systems.

CRF mRNA levels in the PVN on the day after the last
exposure to IMO moderately correlated with both ACTH
levels immediately after IMO and ACTH AUC on day 1,
suggesting that tonic increase in CRF gene transcription
after repeated stress may be partially predicted by the
initial response to the stressor. Interestingly, only the HAR
group tended to have greater CRF mRNA levels at the end
of the chronic stress protocol with regard to LAR rats,
whereas the IAR behaved similarly to LAR. The lack of
correlation of CRF gene transcription with the ACTH re-
sponses from days 4—13, may be explained by the fact that
the contribution of the post-IMO period versus the re-
sponse during exposure to the stressor to the AUCs was
much lower than on day 1 than on successive days. There-
fore, a more detailed time point measurement of ACTH
during exposure to IMO could unmask such correlation.

Main conclusions

The present results suggest that upon repeated exposure
to the same stressor the animals present an initial (few
days) pronounced adaptation, followed by a much slower
slope phase. Individual differences in the HPA and glucose
responses were poorly related. In addition, such individual
differences in the first encounter with the stressor progres-
sively declined, although the effect of repeated experience
with the stressors affected more ACTH than corticosterone
or glucose responses. Despite progressive disappearance
of individual differences in the HPA axis after chronic IMO,
the tonic stress-induced increase in the transcriptional ac-
tivity of the CRF gene in the PVN correlated with individual
differences in the response to the first encounter with the
stressor, suggesting that such individual differences did
have an impact on the activity of the HPA axis. The bases
for individual differences in the responsiveness of the HPA
axis to stress within normal populations may reside either
in genetic or earlier (foetal environment, motherhood style)
epigenetic factors, but the precise mechanisms involved
are poorly characterised.
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KEYWORDS Summary Susceptibility to some stress-induced pathologies may be strongly related to
ACTH; individual differences in the responsiveness of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
Corticosterone; axis to stressors. However, there have been few attempts in rodents to study the reliability
Defecation; of the individual differences in the responsiveness of the HPA to stressors and the
Elevated plus-maze; relationship to resting corticosterone levels. In the present work, we used a normal
Hole-board; population of Sprague-Dawley rats, with a within-subject design. Our objectives were to
Circular corridor study: (a) the reliability of the ACTH and corticosterone response to three different novel

environments widely used in psychopharmacology and (b) the relationship between stress
levels of HPA hormones and the daily pattern of corticosterone secretion (six samples over a
24-h-period). Animals were repeatedly sampled using tail-nick procedure. The novel
environments were the elevated plus-maze, the hole-board and the circular corridor.
Animals were sampled just after 15 min exposure to the tests and again at 15 and 30 min
after the termination of exposure to them (post-tests). The hormonal levels just after the
tests indicate that the hole-board seems to be more stressful than the circular corridor and
the elevated plus-maze, the latter being characterized by the lowest defecation rate.
Correlational analysis revealed that daily pattern of resting plasma corticosterone levels did
not correlate to HPA responsiveness to the tests, suggesting no relationship between resting
and stress levels of HPA hormones. In contrast, the present study demonstrates, for the first
time, a good within-subject reliability of the ACTH and corticosterone responses to the
three environments, suggesting that HPA responsiveness to these kind of stressors is a
consistent individual trait in adult rats, despite differences in the physical characteristics of
the novel environments.
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1. Introduction

It is well-accepted in humans that there are major
individual differences in susceptibility to psychia-
tric pathologies and stress-related pathological
processes. Unfortunately, our knowledge of the
biological bases of such susceptibility is hampered
by obvious limitations of conducting research in
humans. Thus, characterization of individual differ-
ences in animals (i.e. rodents) may help to find the
origin of susceptibility in humans. To date, neuro-
biological bases of individual differences in rodents
have been mainly focused on the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis, one of the prototypi-
cal stress systems, and its relationship to behavioral
traits such as fear/anxiety and novelty-seeking
(attraction for novelty) (Dellu et al., 1996; Kabbaj
et al., 2000; Landgraf and Wigger, 2003; Steimer
and Driscoll, 2003). This interest relies on the major
role of the final hormones of the HPA axis,
glucocorticoids, in stress-induced pathologies.

However, before establishing a putative relation-
ship between HPA responsiveness to stress and
particular behavioral traits, it is important to know
whether or not we can reliably evaluate individual
differences in responsiveness to stress so that we can
define hypo or hyperresponsive phenotypes. In
humans, a low to good within subject reliability of
the response of the HPA axis to stress has been found
(for a review, see Cohen and Hamrick, 2003).
However, it is surprising that, to our knowledge,
there is no study on this topic in rodents despite the
vast literature dealing with the relationship between
behavioral traits (i.e. anxiety) and HPA responsive-
ness. The lack of a consistent individual HPA response
to stressors could, at least in part, explain the
controversial results regarding HPA activity and
behavioral traits (Abel, 1991; Brush, 1991; Dellu
et al., 1996; Kabbaj et al., 2000; Landgraf and
Wigger, 2003; Steimer and Driscoll, 2003).

Exposure to novel environments is a common
procedure used to evaluate some behavioral traits
in rodents. The behavior of animals in such
environments is the result of the interaction of
several factors, including activity, motivation to
explore and fear/anxiety. Since exposure to novel
environments generates fear/anxiety in animals
and is stressful as evaluated by the activation of the
HPA axis (Pellow et al., 1985; Misslin and Cigrang,
1986; Appenrodt et al., 1999), to appropriately
define the influence of fear/anxiety in the behavior
of animals in these environments it is important to
characterize the degree of stress experienced by
them. Circulating levels of ACTH and corticoster-
one, the two peripheral hormones of the HPA axis,
are, under appropriate conditions, positively

related to the intensity of the stressors (Hennessy
and Levine, 1978; Armario et al., 1986; De Boer
et al., 1990) and therefore can give us objective
information about the stressful properties of the
different tests. However, because of the approxi-
mately 15 min delay between ACTH release and the
subsequent optimum activation of the adrenal
cortex, and because of the saturation of adrenal
capability to synthesize corticosteroids with mod-
erate levels of ACTH (Keller-wood et al., 1981), it is
important to follow circulating levels of the two
hormones for a time after the termination of stress
to avoid apparent discrepancies between the two
hormones.

On the basis of the above, the aim of the present
work was to study resting levels of corticosterone
over a 24-h-period and the HPA response of adult
male Sprague-Dawley rats to 15 min of exposure to
various novel environments, with the purposes of
characterizing: (a) the degree of stress elicited by
some novel environments commonly used to
characterize behavioral traits in rodents; (b) the
reliability of individual differences in the stress
response of the HPA axis elicited by such novel
environments; and (c) the relationship between
resting and stress levels of HPA hormones.

2. Methods
2.1. Animals and general procedure

Eighteen male Sprague-Dawley rats from the
breeding centre of the Universitat Autonoma de
Barcelona, 55 days old at the beginning of the
experiment, were used. They were housed two per
cage in standard conditions of temperature
(22°C+1) and on a 12-12 h light-dark schedule
(lights on at 7 am). Food and water were provided
ad libitum. Cages were cleaned twice a week. The
experimental protocol was approved by the com-
mittee of Ethics of the Universitat Autonoma de
Barcelona and was carried out in accordance the
European Communities Council Directive
(86/609/EEC).

During the second week after their arrival, all
animals were handled three times (every other day)
and then, blood samples were taken under basal
conditions by tail-nick to obtain resting hormone
levels and habituate the animals to the sampling
procedure. Eight days later, exposure to three
different novel environments started. Over 6 days,
all rats were exposed to hole-board, elevated plus-
maze and circular corridor for 15 min. One rat from
each cage was tested on one day and the other one
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the next day to avoid any influence of handling the
cages and cohort removal. We used a counter-
balanced design so that on a particular day, three
rats were exposed to either the hole-board, or the
elevated plus-maze or the circular corridor, and
throughout 6 days, every rat was tested in the
three environments. Blood samples were taken by
tail-nick immediately after the test and at 15 and
30 min post-tests, to evaluate the HPA response to
the novel environments. Basal samples prior to the
tests were not taken in order to prevent possible
interferences with behavioral and hormonal
response. Two resting days were left between
each test. Ten days after the last exposure to
novel environments, rats were repeatedly sampled
over a 24-h-period at 10, 15, 19, 23, 03 and 09 h.
Whenever resting levels were studied, the two rats
of a cage were simultaneously sampled. The tail
nick consisted of gently wrapping the animals with a
cloth, making a 2 mm incision at the end of one of
the tail arteries and then massaging the tail while
collecting 300 ul of blood, within 2 min, into
ice-cold EDTA capillary tubes (Sarsted, Granollers,
Spain). Within the same day, repeated samples
were obtained making only one incision.

2.2. Novel environments

The circular corridor consisted of a circular arena
(80 cm diameterxX34 cm high) with a cylinder
inside (44 cmX34cm), forming a corridor 18 cm
wide. Activity in the circular corridor has been used
to measure novelty-seeking (Dellu et al., 1993,
1996). Both the hole-board and the elevated plus-
maze have been used to evaluate anxiety and the
effects of anxiolytic drugs, although the latter test
is presently the most accepted (File, 1985; Kulkarni
and Sharma, 1991; Pellow et al., 1985). The hole-
board (File and Wardill, 1975) consisted of a white
rectangular box (62 cm <53 cm X 28 cm high) with a
floor divided into 16 equal squares, containing four
holes (diameter 4.5 cm). Two holes were empty and
the other two had inside an orange plastic ball
(novel for the rats). Each animal was placed initially
in the periphery of the apparatus facing the wall.
The elevated plus-maze (Pellow et al., 1985)
consisted of four white wooden arms (formica) at
right angles to each other, connected to a central
square. The apparatus was elevated 50 cm above
the floor. Two of the opposite arms had high walls
(enclosed arms, 42 cm high) whereas the other two
were the open arms that had a 0.7 cm ridge to
provide an additional grip. Defecation rate during
the total 15 min were measured in the three tests.
The apparatuses were carefully cleaned between

animals with a 5% ethanol solution, and the test
illumination was 40 W in all cases.

2.3. Biochemical analysis

Plasma corticosterone were measured by radio-
immunoassay (RIA) as described previously
(Armario and Castellanos, 1984) with two modifi-
cations: the antiserum used was obtained in sheep
against corticosterone-3-CMO-urease (Chemicon
Int., Temecula, CA, USA) and corticosterone-bind-
ing-globulin was denaturated by tripsine method
(Roche Diagnostics, Barcelona, Spain). Serum ACTH
was measured by a double-antibody RIA using
1251-ACTH (Amersham, Spain) as the tracer, rat
synthetic ACTH 1-39 (Sigma, Spain) as the standard
and an antibody raised against rat ACTH (rb 7)
kindly provided by Dr W.C. Engeland (Department
of Surgery, University of Minnesota, Minneapolis,
USA). All samples to be compared were run in the
same assay to avoid inter-assay variability. The
intra-assay coefficient of variation was of 8% for
corticosterone and 5% for ACTH.

2.4, Data analysis

The area under the curve (AUC) of plasma hormone
levels, either during the 24-h-period or in response
to the tests, was calculated with Graph Pad Prism
(version 3.02) that computes the AUC using the
trapezoid rule. The ‘statistical package for social
science’ (SPSS) program was used (version 11 for
Windows). One-way within-subject ANOVAs were
performed to compare ACTH, corticosterone and
defecation rate among the three novel environ-
ments, one-way within-subject ANOVA to confirm
circadian pattern of plasma corticosterone and
two-way within-subject ANOVAs to study the effect
of days of experience with the procedures and
blood sampling time. Pearson correlations
(two tailed) were also used. The probability level
was set at p<0.05.

3. Results

The one-way ANOVA of the 24 h resting corticos-
terone levels revealed a significant effect of time of
day (F(5,85)=60.19, p<0.001), with the expected
peak of corticosterone just after lights off (Fig. 1).
Exposure to the three novel environments for
15 min elicited a highly significant increase in
plasma levels of HPA hormones measured immedi-
ately after the tests when compared to basal levels
(Fig. 2). More importantly, one-way ANOVAs of
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Figure 1 Circadian pattern of resting levels of plasma

corticosterone. Means and SEM (n=18) are represented.
A highly significant effect of time of day was found (one-
way ANOVA, p<0.001).

plasma levels of ACTH and corticosterone immedi-
ately after the tests revealed significant effect of
the type of test: F(2,34)=3.32, p<0.05; and
F(2,34)=4.16, p<0.025, respectively. Further
comparisons showed that exposure to the hole-
board elicited a greater ACTH response than the
circular corridor (p<0.02). Similarly, plasma corti-
costerone levels were greater after exposure to the
hole-board than after the elevated plus-maze
(p<0.04) or the circular corridor (p<0.003).

An ANOVA with day and blood sampling time as
within subject factors was used to study the
influence of the previous experience with the
procedures (novel environments plus blood
sampling), obviating the previously found small
differences in HPA response to the three novel
environments. For ACTH (Fig. 3) we found a
significant effect of day (F(2,68)=8.16, p<0.001),
sampling time (F(2,68)=5.42, p<0.01) and of
interaction day by sampling time (F(4,68)=4.93,
p<0.002). Similar results were found for corticos-
terone: significant effects of day (F(2,68)=6.47,
p<0.001), sampling time (F(2, 68)=14.85,
p<0.001) and of interaction day by sampling time
(F(4,68)=4.82, p<0.002). Further decomposition
of the interactions revealed that at the 15 min post-
tests, rats showed lower ACTH levels on day 3 as
compared to day 1 (p<0.04) and at 30 min post-
tests, lower ACTH levels were observed on day 2 and
3 as compared to day 1 (p<0.002 and p<0.001,
respectively). Regarding corticosterone, at 30 min
post-test, corticosterone levels were lower on day 3
as compared to day 1 (p<0.001).

To study the relationship between ACTH and
corticosterone release and the reliability of the HPA
response to novel environments, a correlational
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Figure 2  Effects of 15 min exposure to different novel
environments on: plasma ACTH levels (panel A), plasma
corticosterone levels (panel B) and defecation rate
(panel C). Means and SEM (n=18) are represented:
basal levels (obtained some days before the tests); HB,
hole board; CC, circular corridor; EPM, elevated plus
maze; *p at least <0.05; **p<0.003 vs. the HB;
HMp<0.05 vs.the other two novel environments
(differences with respect to basal levels were always
highly significant and are not indicated).

study was done (Table 1). This was performed with
the hormone levels obtained just after the novel
environment exposure, but also with the AUC of the
response, which included two post-test periods.
The rationale for this was that ACTH and corticos-
terone levels observed just after the tests were not
influenced either by stress associated with previous
blood sampling or by previous experience with
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Figure 3  Effects of days of experience with exposure to

novel environments and sampling procedures on plasma
ACTH and corticosterone levels. Meansand SEM (n=18) are
represented. The same animals were repeatedly exposed
tosimilar treatments from day 1 to 3 (see text) and samples
were taken just after the tests (out test) and at 15 and
30 min post-test. *p<0.05; **p<0.002; ***p<0.001 vs. day
1 values within the same sampling time.

the procedure, as is the case with post-test samples
included in the AUCs. However, because of the
certain delay between ACTH and corticosterone
secretion, the AUCs could give us more precise
information when correlating ACTH and corticos-
terone responses within the same situation. In
addition, to study the relationship between resting
levels of corticosterone and HPA responsiveness to

Table 1 Pearson correlation coefficients between
ACTH and corticosterone levels after the tests or with
AUCs.

Test levels AUCs
cc 0.59** 0.63**
EPM 0.51* 0.59**
HB 0.40* 0.59**

r-values are expressed (n=18). marginal; *p<0.05; **p<0.
01; CC, Circular Corridor; EPM, Elevated Plus-Maze; HB,
Hole Board.

stress the inclusion of the AUCs appears to be
appropriate.

Correlations between ACTH or corticosterone
levels just after each test and the corresponding
AUCs were very homogeneous and highly significant
(ranging between 0.82 and 0.86, always p<0.001),
indicating that, for both hormones, plasma levels
just after the tests were a good reflection of the
overall response. Within each test, correlation
between ACTH and corticosterone was higher
when using the AUC than the levels just after the
tests (Table 1). The correlation between the ACTH
or corticosterone responses to the three tests are
depicted in Table 2. Significant correlations among
the ACTH levels just after the tests were found and
those using the AUCs were a little bit higher.
Regarding corticosterone, the correlations between
the levels just after the tests were not consistent,
but those using AUCs were.

Correlation between resting levels of corticos-
terone (plasma levels at 10 am, plasma levels at
19 pm or the 24 h AUC) and ACTH or corticosterone
responses to the tests, either taking into account
the hormone levels just after the tests or the AUCs
were always non-significant (not shown).

Defecation rate in the three tests was compared
using one-way ANOVA, which revealed a significant
effect of the tests: F(2,34)=3.59, p<0.04. Further
comparisons showed (Fig. 2) that defecation in the
elevated plus-maze was lower than in the hole-
board (p<0.04) and the circular corridor (p <0.05).
Defecation rate in the hole-board and the circular
corridor negatively correlated to respective plasma
corticosterone levels, particularly at 15 min post-
tests (r=—0.59, p<0.01 and r=—-0.52, p<0.05,
respectively), whereas defecation in the elevated
plus-maze, which was low, did not.

4. Discussion

The present study evaluates both the reliability and
the degree of activation of the HPA axis in rats
exposed to three different novel environments
widely used to characterize behavior (hole-board,
elevated plus-maze and circular corridor).To our
knowledge, this is the first study of reliability of the
HPA responsivess to stressors in rodents and of
direct comparison of the stressful properties of
these three commonly used tests. Our data suggest
a good reliability of individual differences in the
responsiveness of the HPA axis to stressors and
minor differences among the different novel
environments in the degree of stress they elicited.
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Table 2 Pearson correlation coefficients between ACTH or corticosterone (B) levels of the different behavioral
tests.
Test ACTH Test B
EPM HB EPM HB
Test ACTH CC 0.58* 0.68* Test B CC 0.42* 0.76**
Test ACTH EPM - 0.73%** Test B EPM - 0.33 NS
AUC ACTH AUC B
EPM HB EPM HB
AUC ACTH CC 0.71%** 0.68* AUC B CC 0.75*** 0.71%
AUC ACTH EPM - 0.87** AUC B EPM - 0.72%

Levels just after the test or the AUCs are both correlated. r-values are expressed (n=18). NS: non-significant; “marginal; *p<0.05;
**p<0.01; **p<0.001; HB, Hole Board; EPM, Elevated Plus-Maze; CC, Circular Corridor.

Resting levels of corticosterone were not related to
stressor responsivity.

One major purpose of the present experiment
was to study the within-subject consistency of HPA
responsiveness to stressors of similar character-
istics. Surprisingly, despite the enormous interest in
the HPA axis during stress and its putative relation-
ship to behavioral traits, there are no studies aimed
at characterizing the reliability of individual differ-
ences in the response of the HPA to stress in an
outbred population of rats. The correlations
between the ACTH levels just after the three
novel environments were better than those of
corticosterone, perhaps because of the maximal
activation of the adrenal cortex is achieved beyond
the 15 min period of exposure to the tests. This fact
is important because studies dealing with individual
differences in HPA responsiveness to stressors have
sometimes used samples taken at too early times
points after initial exposure to stress (i.e. 10 min)
to evaluate activation of the adrenal gland
(i.e. Gentsch et al., 1982; Abel, 1991). In fact,
when the correlations of the AUCs were studied,
they were similarly good for both ACTH and
corticosterone, suggesting that, at least in response
to novel environments, the activation of the HPA
axis is quite consistent among subjects and is
reflecting individual characteristics (traits) of ani-
mals. The good correlation of the HPA response
between the different novel environments also
suggests the existence of a common stressful factor
underlying exposure to novel environments,
although the particular characteristics of the
situations may also partially contribute to differen-
tially activate the HPA axis. It is interesting that
stress levels of HPA hormones did not correlate to
resting corticosterone levels over a 24-h-period
even at those times (lights off) characterized by an
important degree of activation of the HPA axis.

These data support the hypothesis that activation
of the HPA axis during certain periods of the
circadian cycle is regulated by mechanisms unre-
lated to those determining responsiveness to stress.

The correlation between ACTH and corticoster-
one within each test was a little bit lower than that
observed between the ACTH AUCs (or corticoster-
one AUCs) of the different tests, even considering
the AUCs to avoid the problem of the delay between
ACTH and corticosterone secretion. Under the
present conditions, maximal corticosterone
secretion was unlikely to be achieved and therefore
the data suggest that there are some extra-ACTH
factors involved in the control of adrenocortical
secretion. In fact, there is an extensive literature
on this subject (Vinson et al., 1994), although the
particular factors involved under particular physio-
logical conditions are still poorly characterized.

It has been suggested that defecation rate in
novel environments is the reflection of a factor
distinct from anxiety, sometimes called autonomic
reactivity (Royce, 1977; Ossenkopp and Mazma-
nian, 1985; Maier et al., 1988). The consistent
negative correlation of defecation rate with plasma
corticosterone is of great interest because it is
classically assumed that the two variables are
positively related to emotionality (reactivity to
potentially threatening situations). However, it has
also been suggested that emotionality is not an
unitary concept on the basis of evidence for a
partial dissociation between different measures
(Archer, 1973; Ramos and Mormede, 1998). The
fact that several variables change in the same
direction in response to stressors differing in
intensity, taking into account the group average,
does not mean that there should be a good
correlation between them, because of the contri-
bution of a partially different set of regulatory
factors for each variable.
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The present data demonstrate a consistency of
the HPA response to novel environments. In humans
reliability of cortisol response to different
psychological tasks has given conflicting results.
Thus, a good correlation (r=0.75) was found
between two different psychological tasks per-
formed on the same day (Hawkley et al., 2001),
whereas the correlation beween the same tasks
performed two weeks apart was lower (r=0.37)
(Cohen et al., 2000) and that of repeated exposure
to the same tasks over 4 days was intermediate
(Kirschbaum et al., 1995). Our results in rats are
consistent with those reports showing significant
within-individual correlations.

A second major purpose of the present work was
to compare the stressful properties of three
different tests, all of which are novel environments
(elevated plus-maze, circular corridor and hole-
board). Rats showed a consistent activation of the
HPA axis when assessed just after the 15 min
exposure to the tests. On the basis of plasma levels
of ACTH and corticosterone just after the tests,
the hole-board appears to be more stressful than
the elevated plus-maze and the circular corridor,
both of which appear to be similarly stressful.
Defecation rate suggests that the elevated plus-
maze was less stressful than both the hole-board
and the circular corridor, which did not differ. This
partial dissociation between the two stress markers
(emotional activation) is not surprising, taking into
account that among the few putatively good
markers of stress intensity some degree of dis-
sociation is often reported, mainly for two reasons.
First, the threshold of intensity and the range of
intensities we can detect is critically dependent on
the particular variable used (see Marquez et al.,
2002 for a thorough discussion), and the present
data suggest that defecation rate could only
distinguish between low levels of stress as com-
pared to HPA hormones. Secondly, underlying
emotional processes associated with the stressful
situation may vary as function of some qualitative
aspects of the situation. Why was the hole-board
more stressul than the circular corridor and the
elevated plus-maze? Pellow et al. (1985) demon-
strated that rats enclosed in the open arms of the
elevated plus-maze showed higher plasma corti-
costerone levels than rats enclosed in the closed
arms, suggesting that lack of wall (thigmotaxis) is
stressful for the rats. In our conditions, both the
circular corridor and the elevated plus-maze
(closed arms) contain more protected walls com-
pare to their total surface than the hole-board,
supporting the hypothesis of protection offered by
the wall. In addition, in the elevated plus-maze the
animals had the opportunity to choose between

protected or unprotected areas, whereas neither in
the hole-board nor in the Circular Corridor had. This
availability of choice may affect defecation rate
more than HPA activation, thus explaining the low
defecation rate in the elevated plus-maze.

The small differences in the HPA response to the
three tests in the present experiment could be
attributed to a low sensitivity of HPA hormones to
the degree of stress caused by exposure to these
situations. However, this is in contrast to our own
previously published data indicating a good
sensitivity of corticosterone to graded level of
change in the environment (Armario et al., 1986).
To confirm that under our conditions, plasma ACTH
and corticosterone levels can reflect subtle changes
in the environment, we did an additional exper-
iment and showed that animals exposed to the dark
compartment of a light-dark box showed lower
ACTH and corticosterone responses than those
confined to the illuminated compartment (unpub-
lished data), in line with the results of Pellow et al.
(1985) who showed higher corticosterone levels in
rats exposed to the open arms of the elevated
plus-maze as compared to those exposed to the
closed arms.

We followed the activation of the HPA axis at
15 and 30 min after the termination of exposure to
the novel environments using repeated blood
sampling by the tail-nick procedure (15 and 30 min
post-tests). Whereas a small decline in plasma
ACTH levels were observed in the post-tests
periods, plasma corticosterone showed an opposite
pattern, which is not surprising taking into account
the delay between ACTH and corticosterone
secretion. The smaller than expected decline of
ACTH (and corticosterone) levels during the post-
test period may be in part due to the additional
stress caused by tail-nick. Such superimposed stress
may prolong the initial activation caused by the
novel environments. This is supported by the finding
that on day 3 the animals showed lower ACTH and
corticosterone levels than on day 1, particularly in
the last sampling time, suggesting adaptation to the
procedure. Although we have found that even a
single experience with tail-nick clearly reduced the
corticosterone response (Garcia et al., 2000; Marti
et al., 2001) and even though all rats had previous
experience with the procedure before being tested
in the novel environment, the short interval
between consecutive sampling used in the present
experiment (15 min) may require more than one
previous experience to substantially reduced HPA
activation. Nevertheless, the strong correlation
between ACTH or corticosterone levels just after
the tests and the corresponding AUCs, which
included the two post-test periods, clearly indicate
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that blood sampling, if any, may have contributed
to prolonging the initial response to the tests, but
not to changing the individual pattern of response
observed immediately after exposure to the tests.

Given the individual consistency of the HPA
response to novel environments, such measures
may be potentially important to thoroughly study
the relationship between particular behavioural
traits and HPA responsiveness to stressors,
especially because both behavior and HPA activity
can be measured in the same conditions (novel
environment). This approach could help to shed
light on the controversy between anxiety and HPA
axis in rodents (Abel, 1991; Brush, 1991; Landgraf
and Wigger, 2003; Steimer and Driscoll, 2003) and,
in addition, can relate HPA activation with particu-
lar behavioral strategies of animals in novel
environments. In fact, the relationship between
anxiety and HPA responsiveness has only
been exceptionally evaluated in the same tests
(i.e. Landgraf and Wigger, 2003). Finally, it remains
to be established in future experiments whether or
not the observed consistency of the HPA response
to stress applies to stressors widely differing in
intensity or quality. In this regard, it is noteworthy
that Gentsch et al. (1982) reported greater ACTH
and corticosterone responses to novel environ-
ments but not to other more severe stressors, in
the more anxious Roman Low Avoidance than in
Roman High Avoidance rats. Although, as previously
mentioned, only single, early blood sampling was
used in that study, the data support the importance
of the type of stressor to establish a relationship
between a particular behavioral trait and the
responsiveness of the HPA axis.
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CAPITULO 4: Estudio de la consistencia de la respuesta del
eje HPA y la prolactina tras la exposicion a estimulos
estresantes de diferente intensidad.

Manuscrito:

Cristina Marquez, Roser Nadal, Antonio Armario (2006) Individual differences in hypothalamic-
pituitary-adrenal and prolactin responses to immobilisation are poorley related to those to a

novel environmment. No publicado.
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Individual differences in hypothalamic-

pituitary-adrenal and prolactin responses to

immobilisation are poorly related to those to

a novel environmment.

Cristina Marquez, Roser Nadal, Antonio Armario

Introduction.

We have found in previous experiments
that there is a good correlation in the ACTH
and corticosterone response to three
different novel environments (Marquez et
al., 2005), suggesting that HPA response to
stress is a consistent individual trait.
However, it is unclear whether or not this
consistency may be similar when
compairing stressful situations markedly
differing in intensity and in qualitative
aspects. This is a critical issue because a
wide range of challenges to the organisms
are considered stressors and therefore they
can elicit distinct emotional reactions. For
instance, exposure to footshock is painful,
but exposure to a predator can be
interpreted as a life-threatening situation.
Consequently it is unclear whether we can
define individuals as low and high
responders to stress independently of the

type of emotional stressor used to elicit the

physiological response. In fact, it has been
found with two pairs of selected rat lines
differing in anxiety (RLA-RHA and HAB-LAB)
that more anxious rats showed a greater
HPA response to novel environments, but
these differences disappeared after
exposure to other, more severe, stressors
(e.g. Gentsche et al., 1982). Therefore, it is
possible that the good correlation
previously observed in response to different
novel environments would not be
maintained when markedly different
stressors are compared. This type of study
in laboratory animals is also important
because of the paucity of data in humans
regarding this point. Thus, in one report,
subjects classified as high or low
responders to exercise also showed
differences in cortisol (but not ACTH)
response to a psychological stressor (Singh
et al., 1999). In another comparison of the

hormonal response to different, but similar
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intensity, tasks (arithmetic versus public-
speaking) good inter-task correlations were
found (Hawkley et al., 2001).

In the present experiment, the relationship
of the HPA response to a novel
(hole-board) and to

immobilization in wooden boards (IMO) was

environment

studied using a within-subject design. Since
in addition to HPA hormones, prolactin is a
good marker of stress (Kant et al., 1983,
Armario et al., 1986, Armario et al., 1991),
we included the measurement of plasma

prolactin.
Methods
Subjects

Forty male Sprague-Dawley rats from the
breeding centre of the Universitat
Autonoma de Barcelona, 55 days old at the
beginning of the experiment, were used.
They were housed two per cage in standard
conditions of temperature (22 + 1° C) and
on a 12-12 h light—dark schedule (lights on
at 7 am). Food and water were provided ad
libitum. Cages were cleaned twice a week.
The experimental protocol was approved by
the committee of Ethics of the Universitat
Autonoma de Barcelona and was carried
out in accordance the European
Communities Council Directive

(86/609/EEC).
General procedure

During the second week after their arrival,
all animals were handled three times (every
other day) and then, blood samples were

taken under basal conditions by tail-nick to
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obtain resting hormone levels and habituate
the animals to the sampling procedure (0,
30 and 60 min after initial tail-nick). From 2
to 5 days after the initial tail-nick, animals
were exposed to holeboard for 20 min and
HPA response was evaluated by means of
blood sampling immediately after the test
and at two times after stress (30 and 60
min). Basal samples prior to hole-board
were not taken in order to prevent possible
interferences with behavioral and hormonal
response. The hole-board (File y Wardill,
1975) consisted of a white rectangular box
(62 cm; 53 cm; 28 cm high) with a floor
divided into 16 equal squares, containing
four holes (diameter 4.5 cm). The holes
were empty. Each animal was placed
initially in the periphery of the apparatus
facing the wall. The apparatus was carefully
cleaned between animals with a 5%
ethanol solution, and the test illumination
was 40 W. The two animals of each cage
were always tested simultaneously in two
similar apparatuses placed in the same
room. From 4 to 6 days after hole-board, all
animals were exposed to IMO for 30 min
and blood samples were taken prior to IMO,
immediately after IMO and at three times
post-stress (45, 90 and 180 min). IMO was
performed by taping the four limbs to metal
mounts attached to a wooden board
(Marquez et al.,, 2002, Marquez et al.,
2004). Head movements were restricted
with two metal loops around the neck.
Fifteen days after IMO animals were
anesthetised and adrenal glands were

removed, cleaned and weighed.



Biochemical analysis

Plasma ACTH, corticosterone and prolactin
levels were determined by double-antibody
radioimmunoassay (RIA) procedures
currently used in our laboratory. ACTH RIA
used »I-ACTH (Amersham, Spain) as the
tracer, rat synthetic ACTH 1-39 (Sigma,
Spain) as the standard and an antibody
raised against rat ACTH (rb 7) kindly
providked by DrW. C.

(Department of Surgery, University of

Engeland

Minnesota, Minneapolis, USA).

Corticosterone RIA used 1251-
carboximethyloxime-tyrosine-methyl ester
(ICN-Biolink 2000, Barcelona, Spain),
synthetic corticosterone (Sigma) as the
standard and an antibody raised in sheep
against corticosterone-3-CMO-urease
(Chemicon Int.,, Temecula, CA, USA). We
followed the RIA protocol recommended by
Dr. G. Makara (plasma corticosteroid-
binding globulin was inactivated by low pH)
(Bagdy and Makara, 1995). Prolactin was
determined by RIA using '*’I-prolactin
(NEN, Boston, MA, USA) as the tracer, rat
prolactin (rat PRL-RP-3) as the standard
and an antibody raised against rat prolactin
(anti-rPRL-S-9), kindly provided by Dr. A. F.
Parlow (NIDDK National Hormone and
Peptide Program, CA, USA). All samples to
be compared were run in the same assay to
avoid inter-assay variability. The intra-assay
coefficient of variation was of 4% for
corticosterone, 5% for ACTH and 6% for
prolactin.

Data analysis

The area under the curve (AUC) of plasma
hormone levels was calculated with Graph
Pad Prism (version 3.02) that computes the
AUC wusing the trapezoid rule. The
‘statistical package for social science’
(SPSS) program was used (version 11 for
Windows). To study ACTH, corticosterone
and prolactin levels across time after the
two types of stressors, separate within-
subject ANOVAs were performed. Also for
each hormone AUCS levels were studied by
means of separate within-subject ANOVAs
using type of stress as a within-subject
factor. Pearson correlations (two tailed)

were also performed.
Results

Repeated measures ANOVA for each
stressor revealed that exposure to them
increased plasma ACTH (hole-board:
F(3,117)=24.4 p<0.001; IMO:
F(4,156)=307.36 p<0.001), corticosterone
(hole-board:  F(3,117)=59.51 p<0.001;
IMO: F(4,156)=416.83 p<0.001) and
prolactin (hole-board: F(2,60)=62.61
p<0.001; IMO: F(2,78)=341.51 p<0.001),
these increases being greater after IMO for
each of the 3 hormones studies (Figure 1).
Similarly, the comparison of the two
stressors by means of a repeated-measures
ANOVA with the AUCs of the different
hormones and the type of stressor as a
within-subject  factor, confirmed the
difference in the intensity of the stress
(ACTH: F(1,39)=581.80 p<0.001;
Corticosterone: F(1,39)=1926 p<0.001;
prolactin:  F(1,30)= 164.86 p<0.001)
(Figure 4).
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Figure 1: Plasma levels of ACTH, corticosterone and prolactin after 20 min of hole-board exposure
of 30 min of IMO. Mean and SEM values are represented (n between 31 and 40). The same animals
were exposed to the two stressors (see text) and blood samples were taken at different times.
Vertical lines represent the end of the stressor. Hormonal levels for each time point are represented
on the left and AUCs on the right. *** p<0.001.
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To study the relationship between ACTH
and corticosterone release and the
consistency of the HPA response to the two
different stressors, a correlational study
was done. AUCs correlations between ACTH
and corticosterone within each stressor
were higher for hole-board than for IMO
(Figure 2). Prolactin levels only correlated
with ACTH after IMO exposure (data not

shown).
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Figure 2: Correlation between ACTH and
corticosterone AUCs within each stressor.
***p<0.001; * p<0.010.

If we study the individual consistency of
each hormone between both stressors, we
can see that ACTH, corticosterone or
prolactin AUCs correlations are very low
(Figure 3). The same pattern was shown
with ACTH, corticosterone o prolactin levels
immediately after stress exposure (data not

shown). Thus, the consistency of individual

response across the two types of stressors

widely differing in intensity is low.
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Figure 3: Correlations between AUCs of ACTH,
corticosterone and prolactin. * p < 0.05; #:
marginal; NS: non significant; AUC: area under

the curve.

Finally, the correlation between adrenal
weight and corticosterone levels
immediately after IMO, but not after hole-
board exposure, was statistically significant

(Figure 4).
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weight and corticosterone levels just after stress
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IMO) *** p<0.001; NS: non significant.

Conclusion

Our results suggest that when the type
(and/or intensity) of stressors differs widely
(hole-board versus immobilization), there is
not too much individual consistency in HPA
responsiveness as measured by correlation
between both situations. These data are in
contrast with the good correlation observed
when the HPA response to three different
novel environments was  compared
(Marquez et al., 2005). The present results
could explain those obtained by Gentsch et
al (1982) who found a higher ACTH and
corticosterone response in Roman Low
Avoidance rats in comparison to Roman
High avoidance when animals were

exposed to novel environments but not
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when rats were submitted to stressors of
higher intensity.

It is interesting that the correlation
between ACTH and corticosterone was low
in response to IMO as compared to the
holeboard, suggesting a partial dissociation
between both hormones under those
conditions. Whether this is due to the
different time-course of the two hormones
or the involvement of extra-ACTH factors is
unclear. On the other hand, relative adrenal
weight correlated highly with corticosterone
levels after IMO and not after exposure to
the novel environment, in agreement with
previous data (Marquez et al., 2004). Since
adrenocortical secretion is maximal after
exposure to high intensity stressors, the
data suggest that there is a good
relationship between adrenal mass and the
maximum capability of the adrenal gland to

synthesize and release corticosterone.

In conclusion, the present data suggest
that the classification of an animal as low or
high responder to stress may be dependent
on the type of stressor used and therefore
information obtained after exposure to
relatively mild stressor would not predict
consequences of exposure to more severe

stressors.
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Abstract

Since stressor-induced activation of the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis is involved in some stress-related pathologies, imruch atten
has been paid in laboratory animals to the study of the relationship between endocrine, particularly HPA, responsiveness to stressors and
individual characteristics, such as reactivity to novelty and fear/anxiety. In the present study, adult male rats were classified as high imelow reac
to novelty (HR versus LR), as a function of the horizontal activity displayed during 30 min in a circular corridor, and as high or low anxiety
(HA versus LA) as a function of the time spent in the open arms of the elevated plus-maze. Then, the behavioural and hormonal respons
two distinct novel environments (the hole-board and the light—dark) was assessed in the same subjects, using a counterbalanced design. P
prolactin, ACTH and corticosterone responses to the hole-board were higher than to the light—dark, a good correlation between the two tests b
found for each hormone. Whereas the hormonal response to the novel environments was not affected by anxiety, HR rats showed a consist
higher HPA response than LR rats when the criteria to classify the animals were the activity during the first 15min in the circular corridor, b
not when the activity during the second 15 min was considered. Neither trait affected prolactin response. The present results demonstrate a
within-individual consistency of the endocrine response to novel environments and support the hypothesis of a higher HPA response to stres
for HR versus LR rats. In contrast, no contribution of fear/anxiety to endocrine responsiveness was observed.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Individual differences; Stress; Reactivity to novelty; High and low responders; ACTH; Corticosterone

1. Introduction positively related to the intensity of the stresqdr45,24] mak-

ing it possible that individuals perceiving particular situations

Although the existence of marked individual differencesas more stressful may also display a higher HPA response. The

in behavioural and physiological responsiveness to stressocharacterisation of individual differences in the responsiveness
has been recognised for years, only recently the study of thef the HPA axis to stress has mainly focused on three particu-
biological bases of such individual differences has attractethr behavioural traits: fear/anxiety, novelty-seeking and coping
interest. Most of the research done to date has focused atyles. In this study, we will focus on the first two traits (see ref.
the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis, likely for two [30] for a review about coping).
main reasons. Firstly, an important number of pathologies (i.e. The influence of fear/anxiety on HPA responsiveness to stres-
immune suppression, depression, cognitive problems in agingpors has not been extensively studied in outbred populations of
have been associated with a hyper-responsiveness of the HRAts. In contrast, there are several genetically selected rat lines,
axis to stres$13]. Secondly, the HPA axis is one of the pro- which are known markedly to differ in fear/anxiety and have
totypical stress systems and its activation has been found to leeen studied on this regard: (a) Roman lines, selected on the

basis of their active avoidance response to footshock in a shuttle-

box and classified as Roman High-Avoidance (RHA) and Low-

* Corresponding author. Tel.: +34 935811664; fax: +34 935812390 Avoidance (RLA) (see ref53]); (b) Syracuse High-Avoidance
E-mail address: antonio.armario@uab.es (A. Armario). or Low-Avoidance (SHA, SLA) rats, selected by a criterion

0166-4328/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2005.10.004
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similar to RHA/RLA [9]; (c) Maudsley Reactive versus Non- HR outbred Sprague—Dawley rats have been consistently found
Reactive rats (MR, MNR) selected on the basis of defecatiomo be low-anxiety, in that they preferred more than LR rats
rate in an open-field (see rgf]); (d) High-Anxiety Behaviour the illuminated box in the light—dark test and the open-arms
(HAB) versus Low-Anxiety Behaviour (LAB) rats, selected in of the elevated plus-mazZd7,26] Although the genetic co-
function of time spent in the open arms of the plus-mi&za. segregation of different traits, particularly anxiety and passive-
A higher HPA response to some stressors has been found @oping (depression-like) style, is of great theoretical and clinical
RLA as compared to RHA rats (i.e. rgR3]), but an oppo- interest, this is a confounding factor to the study of the indepen-
site pattern is observed in SLA versus SRA] despite similar  dent contribution of each trait. Therefore, the separate contri-
selection criterion. In addition, the type of stressor appears tbution of novelty-seeking and fear/anxiety traits merits to be
be important as higher HPA activation of HAB versus LAB rats studied.
has been observed in response to the elevated plus-maze whenFinally, it is important to study responsiveness to stressors
only access to the open arms of the maze was allq@2&0], using biological variables other than those of the HPA axis.
but not when they can freely explore in the plus-mg& or  In this regard, prolactin appears to be particularly interesting
after forced swinj28]. Finally, no differences in corticosterone because it is also sensitive to the intensity of emotional stressors
response to stressors have been observed between MR and MIlB4,27]and previous data showed that the more anxious HAB
rats[1,11]. Taken together, the presumed higher HPA respon{32] or RLA[12] rats presented a higher prolactin response when
siveness to stressors in high anxiety rats is not consistent acrossmpared to the counterpartners when exposed to novel environ-
lines, although it seems to be more easily detected after exposumgents. Accordingly, the purpose of the present work was two-
to novel environments. fold. Firstly, to study in adult unselected outbred male rats, the
Although the better way to evaluate the novelty-seeking traiseparate contribution of reactivity to novelty and fear/anxiety, as
in animals is still controversial (see rg6]), the relationship well as the interaction between the two traits, to the peripheral
between the novelty-seeking trait and HPA function has beerPA (ACTH and corticosterone) and prolactin response to two
usually assessed considering motor activity in inescapable novdlfferent novel environments supposedly differing in control-
environments (reactivity to novelty). Piazza and co-workers havéability: the hole-board (forced exploration) and the light—dark
classified outbred Sprague—Dawley rats in “high-responders(a situation where the animals can choose between more and
(HR) or “low-responders” (LR) as a function of the horizontal less stressful conditions). Secondly, to confirm previous results
activity displayed during 2 h in a circular corridor, and consis-[37] on the consistency of individual endocrine responsiveness
tently found a higher or more prolonged corticosterone responge stressors.
to the circular corridof44,45]or to restrain{8,18]in HR versus
LR. However, using also Sprague—Dawley rats and their activity. Materials and methods
during 2 h exposure to a square open-field as the classification
criterium, Kabbaj et al. have observed a higher corticosterong!- Animals

responsetoa novgl gnvwonment (light—dark) in HR a; compared Forty-eight male Sprague—Dawley rats, obtained from the breeding centre of
to LR rats, but a similar response to restrg#], which is par- the Universitat Aubnoma de Barcelona and 60 days old at the beginning of the
tially inconsistent with the previously mentioned results. It hasexperiment were used. They were housed in pairs for 2 weeks before starting
been discuss€@6] the possibility that the differential effect of the experiment, in standard conditions of temperature{22C) on a 12-h
restraint versus the light-dark may be due to differences in corfight/12-h dark schedule (lights on at 07:00 h). Food and water were available ad

trollability (the restraint being more “experimenter-imposed”) Ilbltum: The‘ experimental protocol was approved bytt]e _Cor_nmlttee of Ethics of
. . . the Universitat Aubnoma de Barcelona, followed the “Principles of laboratory
or in the intensity of the two stressors.

> Lo . animal care” and was carried out in accordance the European Communities
Moreover, it is at present unclear whether initial activity of council Directive (86/609/EEC).
animals during prolonged (more than 15min) exposure to a
novel environment is reflecting a different behavioural construcg.2. General procedure
than delayed activity. In our laboratory, we are currently study- ' _ '
ing the separate contribution of initial versus delayed activity in _T"€ experimental procedures were always done in the morning. Four days
after their arrival, all animals were handled four times (every other day) for

acircular corridor and we have found that delayed actiity, per:';1pproximately 2min a day. Throughout all the experimental phases, the two

haps reflecting perseverance of exploration, and not the initiagJnimais of each cage were always tested simultaneously in two similar appara-
activity is predictive of the development of conditioned placetuses placed in the same room, except in the case of the elevated plus-maze, in

preference for morphingB9]. To our knowledge, in the field of which the two animals cannot be simultaneously tested because in some cases

stress reactivity the role of initial versus delayed activity has nof"e rat may fall from the apparatus and this could interfere with the behaviour of
been previously considered the other rat. In this case, one rat from each cage was tested on one day and the

o . . other one the next day to avoid any influence of handling the cages and cohort
In addition to the above caveats, there is another critical probremoval (animals tested one day were not statistically different from the animals
lem with the cited results. All rat lines genetically selected fortested next day).

variations in fear/anxiety, also differ in other traits as well. For  All animals were exposed to the four different tests once, but exposure of
instance. RHA appear to score higher than RLA in novelty-a” animals to each test lasted 2—-3 days due to the elevated number of animals.
i ! d h terised b ti . 163 Activity during a 30 min exposure to the circular corridor was firstly assessed
Seexing and are characterise y an ac' Ivé coping SIQ ] over a 3-day period. Four to seven days later, rats were exposed, across 2 days,
and HAB re_‘ts hﬁve a more passive coping style than LAB ratgyr s min to the elevated plus-maze. After 3-4 additional days, blood samples
and also differ in other characteristi¢34,40] Furthermore, were taken under basal conditions by tail-nick to obtain resting hormone lev-
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els and habituate the animals to the sampling procedure (three samples spacgzEn arms below the median of the whole sampke48), the remaining were
each 30min). Four days after this sampling procedure, the HPA response abnsidered as LAs.

all rats to two different novel environments (the hole-board and the light—dark

box) was studied. This procedure lasted for 4 days. A 20 min exposure to the 3 3 7;ons dark

novel environments was chosen as optimum because maximum plasma corti- Tpe light—dark{46,47] was made of wood covered with formica and con-
costerone levels are never achieved before 20 min and the ACTH response stag{Sied of two compartments. One was white (3080 cmx 30 cm) and the
declining later on. Two days were interspersed between each test. We usedygher one was black (30 cm30 cmx 30cm) and covered with a roof. The
counterbalanced design so that half of the rats were exposed first to the holgsmpartments were separated by a wall and connected by a small opening of
board and the remaining half first to the light-dark. Basal samples prior to thg) 5 cimx 8 cm. Each rat was individually placed in the centre of the white com-
tests were not taken in order to prevent possible interference with behaviourgartmem facing the small opening. The white compartment was illuminated by
response and hormonal values just after the tests. Blood samples were thus takeyhite 25 W bulb located 33 cm above the centre of this compartment. The
by tail-nick immediately after exposure to the novel environments, and 30 anghrocedure lasted for 20 min. The number of transitions between both compart-
60 min later. The two post-tests sampling periods were added to obtain a bettg{ents (with all four paws), defecation, latency to enter the black compartment,
picture of the hormonal response to the tests. We have previously found thatéhempts to enter in the white compartment, rearings and time spent with all
single previous experience with tail-nick dramatically reduced the ACTH andgr paws in the white compartment were measured. An attempted entry was
corticosterone responses to the sampling procef@8i@nd that post-tests sam-  considered when the animal did not enter into the white compartment with all
pling did not distort the initial endocrine response to the tests in animals havingg,r paws butinstead returned to the dark compartment (this pattern includes the

experience with tail-nick37]. In addition, repeated sampling procedure over a stretched attend posture, when the rat stretches forward and retracts to original
week did not modify behaviour of rats in the elevated plus-maze as evaluategysition).

48 h after the last sampling (unpublished data). The paired rats in each cage
were sampled simultaneously (two experimenters were sampling at the sal
time and a third was gently holding the two rats). The tail nick consisted o

gently wrapping the animals with a cloth, making a 2mm incision at the endX 28cm) with a floor divided into 16 equal squares, containing four empty

of one Of_ the tail grtgry a_nd then massaging the tail while collecting 30 holes (diameter 4.5 cm). Each animal was placed initially in the periphery of
blood, within 2 min, into ice-cold EDTA capillary tubes (Sarsted, Granollers, . .

) ; the apparatus facing the wall. The procedure lasted for 20 min. The number of
Spain). Although the primary purpose of exposure to the hole-board and the - . . ) .
: . central and peripheral ambulations (with all four paws into the above mentioned
light—dark was to evaluate the hormonal response, behaviour was also recorde . - . .

ares), defecation, rearings, latency and duration of grooming, and number of

to allow comparison with the results of the circular corridor and the elevated 1"
explored holes were measured.
plus-maze.
For behavioural analysis, a video camera was suspended from the ceilin
and the session was videotaped for subsequent by hand analysis for an expg4~ Critical measures to behavioural characterisation of rats
imenter blind to the behavioural traits of the rats (CM). The test equipment
was cleaned carefully between animals with a water solution containing ethanol We used the activity in the circular corridor to classify the rats as HR-LR
(5%, vIv). and the time spent in the open arms of the elevated plus-maze to classify them
as HA-LA. These particular indices have been extensively used in the literature
(see Sectiorl), but are also supported by previous factorial analysis studies
in our laboratory using data from various independent experiments done with
outbred rats from the same strain and breeder. After analysing a wide range of
2.3.1. Circular corridor measures in the circular corridor, the elevated plus-maze and the hole-board,
The circular corridof43] consisted of a white circular arena (80 cm diam-  the results consistently suggested the existence of two independent orthogonal
eterx 34 cm high) with a cylinder inside (52 cm34 cm) forming a corridor  factors: activity, in which strongly loaded ambulation in the circular corridor,
14cm wide. The floor was divided by a painted grey line in 12 areas. The ragnd anxiety, in which strongly loaded time spent in the open arms of the elevated

was placed inside the corridor and could move around a circular track betwegflys-maze (unpublished). Other measures, for instance head-dipping in the hole-
the walls. The number of ambulations and defecations were scored for 30 milhoard, were not so consistent or loaded to a lower extent.

Ambulation was defined as placing all four paws in one of the above mentioned
areas. A dim light was provided by two fluorescent tubes. The subjects were cla:
sified in function of ambulations during the first half (initial activity, LR1-HR1)

or again during the second half (delayed, LR2-HR2) of the session by a median

split procedurer{ =24 in each group). HRs were the rats with ambulation scores douzllzs;%bﬁg;% dcigirrt:xitnec:g:asn(% I%()I;rccﬂ:neolli\:zlss cﬁ?rfnt(lj;fg:én?nd obuyr
above the median of the whole sampie=(48), the remaining were considered ) .
as LRS ple-38) 9 laboratory. ACTH RIA used?5-ACTH (Amersham, Spain) as the tracer, rat

synthetic ACTH 1-39 (Sigma, Spain) as the standard and an antibody raised

against rat ACTH (rb 7) kindly provided by Dr. W. C. Engeland (Department of
2.3.2. Elevated plus-maze Surgery, University of Minnesota, Minneapolis, USA). Corticosterone RIA used

The elevated plus-maf42] consisted of four white wooden arms (formica) 12%-carboximethyloxime-tyrosine-methyl ester (ICN-Biolink 2000, Barcelona,

at right angles to each other, connected to a central square. The apparatBpain), synthetic corticosterone (Sigma) as the standard and an antibody raised
was elevated 50 cm above the floor. Two of the opposite arms had high walls rabbits against corticosterone—carboximethyloxime-BSA kindly provided by
(enclosed arms, 43 cm high), whereas the other two were the open arms that. G. Makara (Inst. Exp. Med., Budapest, Hungary). We followed the RIA pro-
had a 0.7 cm ridge to provide an additional grip. Each arm was divided intdocol recommended by Dr. G. Makara (plasma corticosteroid-binding globulin
three equal sections. The rat was placed facing a closed arm and the subjeeas inactivated by low pH[E]. Prolactin was determined by RIA using 125I-
was considered to be in a given arm when all paws were inside. A black curtaiprolactin (NEN, Boston, MA, USA) as the tracer, rat prolactin (rat PRL-RP-3)
surrounded the plus-maze to minimise external influences and a 40 W whitas the standard and an antibody raised against rat prolactin (anti-rPRL-S-9),
bulb was placed 1.20 m above the centre of the apparatus. The procedure lastéddly provided by Dr. A. F. Parlow (NIDDK National Hormone and Peptide
5min. The time spent in open and closed arms, latency to the first open arfi@irogram, CA, USA). Prolactin levels were not analysed in the last post-stress
entry, number of entries (with all four paws) and ambulations in each type operiod because the recovery of prolactin levels after termination of stress is very
arm (number of sections entered within a given arm), rearings, defecations arfdst[22], and therefore no additional information could be obtained. All samples
latency and duration of grooming were measured. Considering time spentin opeéa be compared were run in the same assay to avoid inter-assay variability. The
arms, animals were divided into LA-HA (low- and high-anxiety) by a median intra-assay coefficient of variation was of 9% for corticosterone, 8% for ACTH
split procedure{=24 in each group). HAs were the rats with time spent in and 9% for prolactin.

(.33.4. Hole-board
The hole-board21] consisted of a white rectangular box (62 g3 cm

2.3. Novel environments

¥.5. Biochemical analysis
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[20,35,46,51]Results of the light—dark were not included in the

factorial analysis as a about 65% of animals tested did not leave

The area under the curve (AUC) of plasma hormone levels in response tthe dark compartment after a first entry.
the tests was calculated with Graph Pad Prism (Version 3.02) that computes

the AUC using the trapezoid rule. The statistical analysis was performed using

the “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS, Version 12). Normality 08.3. Individual differences in reactivity to novelty and
the data was evaluated by means of the Kolmogorov—Smirnov test. To a”alinxiety

yse ACTH, corticosterone or prolactin changes in relation to the previously

determined group differences in behaviour, a mixed ANOVA was used, being iff . ivity in the circul idor f
“novelty” (LR or HR) and “anxiety” (LA or HA) the between subject's factors Differences in activity in the circular corridor for LR1-HR1

and “time” immediately after the test, 30 and 60 min post-test; note that lasttiméats were significant only during the initial half of the ses-
was not analysed regarding prolactin) and “test” (hole-board and light-dark) thgion, whereas LR2—HR2 animals already differed in the last
within subject’s factors. To achieve homogeneity of variances, hormonal dat& min of the first half and during the second half of the cir-
was log-transformed. To compare other data between LR and HR or LAand H

animalst-tests were used. A principal component analysis (PCA) with avari-%UIar corridor Fig. 1). The correlation between activity dur-

max rotation was used to study the underlying structure of behavioural measuréd9 the first and the second half of the corridor was moder-
recorded. The PCA projects the data into a lower-dimensionality space formeate although statistically significant%+0.48,p <0.001). On
of a subset of the highest-variance components. Finally, Pearson correlation tegtse other hand, neither LR1-HR1 nor LR2-HR2 rats differed
(two-tailed) were also used. Significance was sgt<0.05. significantly in several measures of the plus-maze, light—dark
or hole-board Table 2. Consistently, locomotor activity in
the circular corridor was not correlated with these measures.
Also, LA and HA animals (time spent in the open arms of the
plus-maze: 124.45.4s versus 49.4 5.8 s, respectively) did
not differ in either ambulations in the circular corridor (ini-
tial activity: 177.6+8.1 versus 183.2 7.6; delayed activity:
Since the order of exposure to the tests could have affectes.34 6.0 versus 59.% 4.9, respectively; NS in both cases) or
behavioural or hormonal response, we firstly analysed this influin total arm entries in the elevated plus-maze (H5017 ver-
ence. The-test revealed no effect of the order of exposure tosus 13.3t 0.9, respectively; NS). HA rats ambulated less in
the novel environments on the behavioural response of rats the central part of the hole-board (38%.7 versus 6.83 1.3,
the hole-board or the light—dark. Likewise, the mixed ANOVA respectively;(43) =2.55,p <0.05) and more in the peripheral
of hormonal response (sampling time as within-subject factopart of the apparatus (80494.4 versus 67.3 4.1, respec-
and order of exposure as between-subject factor) did not reveal
an effect of order or the interaction between sampling time

2.6. Statistical analysis

3. Results

3.1. The influence of previous experience with a novel
environment and the sampling procedure

. . 5 1259 ——
and order. Thus, behavioural and hormonal data from animals = s e HR1
exposed first to a given test were pooled with data from rats g 100+ e LR
being exposed secondly to that test. £5

2? 75-
. . O o
3.2. Factorial analysis T O 50+
S
. . Co 2 y
The results of the factorial analysis of the total ambulation in g %
. . . : <
the circular corridor, the time spent in the open arms of the ele- 0-

vated plus-maze and peripheral and central ambulations in the
hole-board, revealed, in accordance with our previous unpub-

lished results, two main orthogonal factof&@ble 1): one we (A) time (min)
called reactivity to novelty, on which strongly loaded ambula-
tion in the circular corridor and peripheral ambulations in the & 125 —— HR2
hole-board, and another one (fear/anxiety), on which strongly § 100- o LR2
loaded time spent in the open arms of the plus-maze and central & _
ambulations in the hole-board. These two factors are very con- E 3 75
sistently found after exposure to different novel environments 55

E O 50

=
Table 1 -g 25
Factor loadings obtained by principal component analysis <

Factor 1 Factor 2 ° . : . : , , ,

Plus-maze time spent in open arms 0.73 0 5 10 15 20 25 30
Hole-board central ambulations 0.87 B) time (min)
Hole-board peripheral ambulations 0.85 ) . . . . . . .
Circular corridor total activity 0.81 Fig. 1. Ambulations in a circular corridor across time (six 5-min blocks) for

Loadings < 0.4 are omitted from the table.

LR1-HR1 animals (A) and LR2-HR2 animals (B). Means and S.E4v.24

for each group) are representéd<0.05;” p<0.01;"™" p<0.001.
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Table 2

Representative measures recorded in the plus-maze, the light-dark and the hole-board for rats differing in initial activity (LR1-HR1) ortilétayeB2eHR2)
in the circular corridor

LR1 HR1 LR2 HR2
Percent of open arms entries with regard to total entries (plus-maze) 443.8 36.4+ 3.4 40.5+ 3.0 37.0+ 3.9
Total arms entries (plus-maze) 13191.0 14.8+ 0.8 14.6+ 1.0 14.1+ 0.7
Time in open arms (plus-maze) 931610.5 80.8+ 8.3 90.0+ 9.1 84.3+ 10.0
Time in light (light—dark) 29.9+ 7.5 18.5+ 3.6 24.9+ 6.0 23.5+ 6.0
Transitions between light and dark 2110.4 1.9+ 0.3 1.8+ 0.3 22+ 04
Peripheral ambulations (hole-board) 68:93.8 79.2+ 4.8 67.2+ 4.0 80.4+ 4.4
Central ambulations (hole-board) 541.0 45+ 1.2 55+ 1.4 45+ 0.8

Meanst S.E.M. are represented £ 24) in each group. To better compare all measures, light—dark and hole-board data are referred to only the first 5 min of the tes

tively; #(43)=2.29,p<0.05) during the initial 5min of the p<0.001). Correlations between ACTH and corticosterone

test. AUCs in a given test were also high (hole-board: +0.73,
p<0.001; light-darkr=+0.74,p <0.001), although prolactin
3.4. Hormonal responses to the novel environments response did not correlate with the other hormones.

Basal levels of the three hormones studied weres.5. How individual differences modify the hormonal
50+ 1.7pg/ml for ACTH, 1.4£0.2pg/dl for corticos-  reactivity to the novel environments
terone and 5.3 0.5ng/ml for prolactin. Exposure to the two
novel environments for 20 min elicited an increase in plasma Basal levels of the three hormones studied were unaffected
levels of the three hormones measured immediately after thiey individual differences in the circular corridor or the plus-
tests Fig. 2). The repeated measures ANOVAs revealed thatmaze. Regarding ACTH response to the two novel environments,
“test” was statistically significant for ACTHF(1,47)=11.31, initial activity was the only statistically significant between-
p<0.01) and corticosterone F(1,47)=9.54, p<0.01), subject factorFig. 3, F(1,44)=5.26p <0.05), with no effect
and marginally significant for prolactin F(1,34)=4.01, of anxiety fig. 4) or the interaction between the factors.
p=0.053). “Time” was also statistically significant for ACTH HR1 animals showed a higher and prolonged ACTH response
(F(2,94)=62.81,p<0.001), corticosteroneF(2,94)=198.76, to the test than LR1 animals. Consistently with ACTH data,
p<0.001) and prolactin F(1,34)=85.22,p<0.001). The LR1-HR1 animals also differed in corticosterone response to
interaction “timex test” was statistically significant for ACTH the novel environments. MANOVA analysis showed that ini-
(F(2,94)=9.36, p<0.001), corticosterone F(2,94)=7.37, tial activity and the interaction of initial activity with time were
p=0.001) and prolactin (1,34)=4.93, p<0.05). Further statistically significantf(1,44)=6.03p=0.05;F(2,88) =6.74,
breakdown of the interactions showed that plasma levels gf <0.01, respectively). The breakdown of the interaction showed
ACTH, corticosterone and prolactin were significantly greatetthat HR1 rats presented a higher corticosterone response to
immediately after the hole-board than after the light—darkboth the hole-board and the light—dark than LR1 animals, but
(p<0.001,,<0.001 angh < 0.05, respectively), the differences only during the post-test times. In contrast to the significant
being maintained at 30 min post-test in the case of ACTHeffect of initial activity, the MANOVA analysis revealed no
(p<0.01) and corticosterong € 0.05). significant effects of delayed activity on ACTH and corticos-

Correlations between AUCSs of a given hormone in both noveterone response to the novel environmefable 3. Global
environments were high and consistent (prolactini+0.90,  activity was neither statistically significant. Finally, MANOVA
p<0.001; ACTHy=+0.68p <0.001; corticosterone=+0.53, analyses showed no significant effect of reactivity to nov-
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[JLight-Dark test
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Fig. 2. AUCs of ACTH (A), corticosterone (B) and prolactin (C) responses to 20 min of exposure to the hole-board and the light-dark. Means andé 3&24. (
for each group) are representéMarginal;™ p <0.001.
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Fig. 3. ACTH and corticosterone responses immediately after the 20 min of exposure to the hole-board and the light—dark (“stress”) and at 30 astH&@min p

for LR1 and HR1 animals. Means and S.E.M=(24 for each group) are represented. Basal levels, taken another day, are also included for comparison. The global
MANOVA of ACTH data showed that differences between groups were statistically significant across the three samplifiglbieisiffferencesp < 0.05). The
MANOVA of corticosterone data showed a group by sampling-time interactions and additional comparisons are ifigidi€s;” p < 0.01.

elty or anxiety on prolactin response to the novel environtwo groups on the basis of their simultaneously high and low
ments. level of anxiety as measured by both, the time spent in the open

In order to further study the relationship between anxietyarms of the elevated plus-maze and the central ambulations in
and reactivity to stressors, animals were again classified intthe hole-board. This criteria led to two subgroups- (5 in
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Fig. 4. ACTH and corticosterone responses immediately after the 20 min of exposure to the hole-board and the light—dark (“stress”) and at 30 astH&Gmin p
for LA and HA animals. Means and S.E.M: £ 24 for each group) are represented. Basal levels, taken another day, are also included for comparison. The global
MANOVA of ACTH and corticosterone data revealed no effect of group or the interaction sampling-time by group.
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Table 3
ACTH and corticosterone plasma levels after 20 min of exposure to two novel environments for LR2 and HR2 rats
Hole-board Light—dark
Basal Stress Post 30 Post 60 Stress Post 30 Post 60

ACTH (pg/ml)

LR2 48.7+ 2.5 443.1+ 58.8 106.7+ 9.3 49.2+ 3.4 334.7+ 48.6 91.2+ 7.8 51.6+ 3.4

HR2 50.7+ 2.2 447.1+ 71.5 130.6+ 18.9 57.1+ 4.3 325.14+ 79.1 98.3+ 8.7 50.5+ 3.7
Corticosteroney(g/dl)

LR2 12+0.2 225+ 14 7.9+ 1.0 2.7+ 0.5 19.0+ 2.0 6.4+ 1.0 3.1+ 04

HR2 15+ 0.2 232+ 14 10.5+ 2.0 4.4+ 0.7 19.4+ 1.5 7.2+ 1.3 4.6+ 0.9

Samples were taken immediately after the hole-board or the light—dark (stress) and 30 and 60 min after the termination of exposure.
Basal levels, taken another day, are also shown. See text for details.

each): LA (time in open arms: 126437.6 s; central ambula- prototypical stress marker such as prolactin showed a good cor-
tions: 9.9+ 1.5) and HA (time in open arms: 41486.8 s; central  relation in two different novel environments, strongly suggests
ambulations: 1.3 0.3) rats. MANOVA analysis again did not that stable individual factors are determining the physiological
reveal differences in ACTH, corticosterone or prolactin responseesponse to stressors. However, no consistent correlations were

to the tests in function of anxiety. found between the HPA and prolactin responses to the novel
environments, despite the apparently similar sensitivity of the
4. Discussion two endocrine systems to stress. This lack of consistent corre-

lations confirms previous results from di@6] and othe14]

In the present experiment, a population of adult male rat$aboratories and suggests that stress-related factors underlying
was classified as HR-LR on the basis of its horizontal activityactivation of the two endocrine systems are different. It thus
in a circular corridor, and as HA-LA according to time spentsupports the hypothesis that emotionality is a multifactorial con-
in the open arms of the plus-maze. After that, all animals weretruct[48] that can be approached by different physiological or
exposed for 20 min to two different novel environments (hole-behavioural tests.
board and light—dark) and blood samples were taken just after No differences between groups were observed either in
the termination of exposure to the environments and again 3plasma morning levels of ACTH and corticosterone, which
and 60 min later (post-tests). Whereas HA—-LA did not differ inindicates that basal activity of the HPA axis is not influenced
plasma ACTH, corticosterone or prolactin responses to the twby behavioural traits of interest. Whereas fear/anxiety was not
environments, HR showed a higher ACTH and corticosterondound to influence the HPA and prolactin responses to the novel
responses than LR rats, if the criterion to classify the animalenvironments, HR rats showed a higher HPA response than LR
was the activity during the first 15min in the circular corridor. rats, if the activity during the first period in the circular corridor
No group difference was found in prolactin response. In addi{HR1-LR1) was considered. The effect disappeared when only
tion, in no case an interaction between reactivity to novelty andhe activity in the second period (HR2-LR2) was considered. No
fear/anxiety traits was observed, precluding a complex relationnteraction between the reactivity to novelty and anxiety factors
ship between both. was observed, suggesting a contribution of reactivity to nov-

ACTH, corticosterone and prolactin responses to the holeelty which is independent on the level of fear/anxiety. During
board were significantly higher than that seen in response to thgrolonged exposures to novel environments, particularly square
light—dark. Therefore, the present data indicate that the holesnes, the activity strongly decline over time and the contribution
board is more stressful than the light—dark. In a previous repoief the initial activity to total activity is usually strong. Therefore,
we also observed the hole-board to be slightly more stressfulis unclear the extentto which we are measuring the same under-
than the circular corridor or the plus-ma37]. A likely expla-  lying factor irrespective of the shape of and length of exposure
nation is that the hole-board is particularly stressful because db the novel environment. Clearly, a more thoroughly characteri-
its relatively large open (unprotected) space and the lack of posation of the novelty-seeking trait is needed, taking into account
sibility of choosing a less stressful environment (dark box) aghat not only reactivity to novel environments, but also interest
compared to the light—dark. Probably, the element of controfor novel situations and objects should be consid¢Bezb].
may attenuate levels of stress in the light—dark. However, HR It is of note that differences between HR1 and LR1 rats in
animals presented a higher and prolonged HPA response in bothe ACTH response to the novel environments were observed at
environments, regardless of the differences in the magnitude @fll sampling times, whereas differences in corticosterone were
the stressor and the hypothesised differences in controllabilityrestricted to the post-test periods. This is not a surprising finding

Good correlations were observed between the endocrindan can be explained as follows. Differences between groups
response to the hole-board and the light—dark, supporting arid plasma ACTH could progressively emerge during the pro-
extending our previous report of a good within-individual reli- longed exposure to the novel environments, and the greater
ability of the HPA response to different novel environmentsACTH response of HR1 rats could be reflected in plasma cor-
[37]. The finding that not only HPA hormones, but also anothetticosterone only in the post-test period considering the delay
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between ACTH release and maximum corticosterone secretiameuroendocrine response may be controlled by parallel but inde-
(at least 15 min). pendent brain circuits, the two diverging early in the processing
The finding that HR1 rats showed a higher HPA response thaaf the situation. In accordance with the present results, the rela-
LR1 rats to novel environments is in accordance with previougionship between basal levels of anxiety and HPA reactivity has
results from other labf6,44,45] However, differences in the usually found to be non-significant in humafgl,49,52,54]
response to other stressors remain controvdg&sie8,26] Since  However, the present results does not preclude that differences
in all previous reports HR rats were demonstrated to be, wheoould be found when rats showing extreme differences in anx-
tested, LA[17,26], the separate contribution of each trait to theiety are tested. Thus, it has been observed an enhanced ACTH
enhanced HPA response to the novel environments remainedsponse to an elevated platformin outbred Wistar rats extremely
unclear. Our present results extend the above previous findingsffering in the exploration of the open arm of the plus-maze
by demonstrating that the higher response of HR rats is ndB1].
influenced by the fear/anxiety trait, at least under the present In conclusion, the present results have demonstrated a good
conditions. In a previous repdi6], it was found that HR rats within-subject reliability in the endocrine response to novel envi-
also showed important differences in some central variables abnments and a higher HPA, but not prolactin, response of rats
the HPA axis. Thus, HR rats were found to have higher basalisplaying a high level of activity in the circular corridor as com-
levels of mRNA for the corticotropin-releasing factor (CRF) pared to those showing low activity. In contrast, no effect of the
in the parvocelullar region of the paraventricular nucleus of thdear/anxiety trait was observed, what argues against the hypoth-
hypothalamus (pPVN) and lower levels of mRNA for glucocorti- esis that higher levels of (non-pathological) anxiety should be
coid receptors (GR) in the hippocampal formation. CRF neurongeflected in a higher physiological response to stressors.
in the pPVN are considered to be critical for the responsive-
ness of pituitary—adrenal hormones to stress, and this response
appears to be restrained by the negative feedback of corticodcknowledgments
terone through its interaction with GR in several brain areas, , i
including the hippocampal formatiqa6]. Therefore, HR rats 1 his work was supported by grants from the Delegadlel
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DISCUSION GENERAL

El presente trabajo se centra en el estudio de las diferencias individuales en la respuesta
endocrina al estrés. Mientras que la mayoria de estudios abordan este tema utilizando cepas de
roedores seleccionados genéticamente, nosotros estamos interesados en el estudio de la
susceptibilidad al estrés utilizando poblaciones de ratas adultas genéticamente diversas

(outbred) de la cepa Sprague-Dawley, con el objetivo de prevenir posibles sesgos genéticos.

Datos previos de nuestro laboratorio han demostrado que la velocidad de recuperacion de los
niveles basales de ACTH y corticosterona tras una exposicion al estrés es un buen marcador de
la intensidad del estrés (Garcia et al., 2000). Hasta el momento se habia asumido que la
respuesta inicial de la ACTH a un estimulo estresante era un buen marcador de la intensidad de
estrés. Sin embargo, como hemos comprobado en el presente trabajo, puede darse el caso de
que los niveles plasmaticos de ACTH no discriminen entre estimulos estresantes severos
(Marquez et al., 2002), confirmando la importancia del estudio de la dinamica de liberacion de
las hormonas del eje HPA después de finalizar la exposicion a la situacién estresante. Los datos
de este trabajo apoyan que estudiado en las condiciones adecuadas, el eje HPA puede ser un

muy buen marcador de la intensidad del estrés.

Basandonos en este enfoque, hemos descrito la dindmica de adaptacion a un paradigma de
estrés cronico, estudiando detalladamente tanto la dinamica de liberacion hormonal a lo largo
de los dias, como diferentes variables que pueden proporcionarnos informacién sobre el
impacto final del estrés cronico. Hemos podido observar que aunque las diferencias individuales
en la respuesta al estrés van haciéndose menos pronunciadas a lo largo del protocolo de estrés
cronico, la respuesta a la primera exposicion al estimulo estresante predice en parte el impacto

final sobre el eje HPA a nivel central (Marquez et al., 2004).

El hecho de que el perfil de la respuesta a una primera situacion estresante pueda ser un indice
de susceptibilidad a padecer patologias asociadas al estrés nos ha llevado a intentar caracterizar
mas detalladamente los factores que pueden estar determinando esta respuesta a una primera

exposicion a una situacién estresante. Como paso previo a la caracterizacion de factores
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prondstico de la respuesta de estrés hemos estudiado la consistencia y estabilidad de la
respuesta al estrés de las hormonas del eje HPA. Hemos observado que la liberacion de ACTH y
corticosterona es bastante consistente frente a diferentes estimulos estresantes de intensidad
moderada (ambientes nuevos), independientemente de las caracteristicas particulares de cada
ambiente, lo que sugiriere que la liberacién de las hormonas del eje HPA puede ser considerada
una caracteristica individual (rasgo) de cada animal. Sin embargo, cuando se han comparado
situaciones estresantes que difieren ampliamente en cuanto a caracteristicas cualitativas e
intensidad, esta consistencia es mucho menor. Puesto que la mayor parte de los datos en la
literatura en cuanto a susceptibilidad al estrés y diferencias individuales han utilizado
situaciones estresantes de intensidad moderada, decidimos iniciar el estudio acerca de qué
factores de personalidad podrian estar relacionados con la respuesta al estrés utilizando
ambientes nuevos. Gracias a la estrategia de caracterizacion conductual que nos ha permitido
estudiar independientemente la influencia del rasgo de ansiedad del de actividad/exploracion en
ambientes nuevos, hemos descrito que la ansiedad no parece afectar el nivel de activacion del
eje en estas situaciones, pero los animales HR (altamente reactivos a la exposicion a un
ambiente nuevo, high responders) muestran una mayor y mas prolongada liberacion de ACTH
que los LR (poco reactivos a un ambiente nuevo, /ow responders), traduciéndose este hecho en

diferencias en los niveles de corticosterona en el periodo post-estrés.

Z£Qué informacion nos aporta el eje HPA acerca del estrés?

Considerando la importancia que la liberacion de glucocorticoides puede tener en la aparicion o
desarrollo de determinadas patologias asociadas al estrés, uno de los objetivos del presente
trabajo ha sido continuar el estudio del eje HPA como marcador de la intensidad de estrés.
Como apuntabamos en la Introduccién, existen diferentes caracteristicas de una variable que
debemos tener en cuenta cuando queremos interpretar los resultados obtenidos en términos de
intensidad de estrés: (i) el grado de severidad minimo que una variable particular es capaz de
detectar de manera fiable y consistente (umbral); (ii) el rango de variacion que podemos
observar en relacion a la variable de interés; y (iii) el rango de intensidades de estrés que una

variable es capaz de detectar.

En cuanto al primer aspecto, y en concordancia con datos previos de nuestro laboratorio
(Armario et al., 1986a), hemos confirmado que el eje HPA muestra un umbral de activacion
relativamente bajo, como se puede desprender de la activacién causada por la exposicion a
ambientes nuevos o por la incision en la cola del animal como método de extraccion de
muestras de sangre (Marquez et al., 2004, 2005, 2006).

En segundo lugar, los niveles de ACTH y corticosterona muestran un rango muy amplio de
respuesta. En ratas macho y en nuestras condiciones, los niveles basales de ACTH se

encuentran entre 20 y 100 pg/ml, pudiendo aumentar tras un estrés severo hasta 2000-4000
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pg/ml. En cuanto a la corticosterona, encontramos niveles basales de alrededor de 1 ug/dl que
pueden aumentar hasta 30 y 40 ug/dl tras un estrés severo (Garcia et al., 2000, Marquez et al.,
2002, Marquez et al., 2004). De todos modos, aunque la ACTH y la corticosterona nos ofrece
un rango de valores mucho mayor que los niveles plasmaticos de glucosa, para interpretar
correctamente la informacion que nos aportan estas hormonas hemos de tener en cuenta una
serie de consideraciones. En primer lugar, hemos de conocer cual es su dindmica de liberacidn.
Debido al desfase temporal entre la liberacion de ACTH y la sintesis y liberacion de
corticosterona, los datos obtenidos antes de los 15-20 minutos pueden llevarnos a conclusiones
equivocadas, ya que los niveles de corticosterona pueden no haber alcanzado su nivel maximo.
En segundo lugar, aunque los niveles de ACTH pueden alcanzar niveles elevados, cuando se
estudia su liberacion durante la exposicion prolongada a un estimulo, se observa una
disminucion progresiva explicada en parte por un agotamiento hipofisario. Por tanto, el estudio
puntual de los niveles de esta hormona tras un estrés prolongado puede llevarnos a
conclusiones erroneas. Otro punto importante es que se pueden alcanzar niveles maximos de
corticosterona con niveles moderados de ACTH, por lo que en muchas situaciones, el analizar
solo los niveles de corticosterona puede conducirnos a error (Marti y Armario, 1998, Marquez et
al., 2004).

En tercer lugar, el estudio de la activacidn del eje HPA ante situaciones de estrés es capaz de
detectar de manera precisa un amplio rango de intensidades de estrés. En el presente trabajo
hemos descrito diferencias sutiles en la liberacion de ACTH y corticosterona entre diferentes
ambientes nuevos (corredor circular, laberinto elevado en cruz, tabla de agujeros y prueba de
luz-oscuridad). Teniendo en cuenta el amplio uso de estas pruebas conductuales en el campo
de la psicofarmacologia, parece sorprendente que no se hayan comparado de manera directa
sus propiedades estresantes. Nuestros datos indican que los ambientes mas desprotegidos (la
tabla de agujeros) serian mas estresantes que aquellos mas protegidos (corredor circular) o
aquellos en los que la exploracion es voluntaria (prueba de luz-oscuridad) (Marquez et al.,
2005, 2006). Estos datos son concordantes con datos previos que sugerian que la activacion del
eje HPA estaria determinada por el grado de tigmotaxis (falta de proteccion en espacios
abiertos) de la situacion (Pellow et al., 1985), asi como por el grado de imposiciéon de la
situacién por parte del experimentador (Kabbaj et al., 2000). De todos modos, importantes
diferencias cualitativas en las pruebas conductuales utilizadas tan solo se reflejan en pequerios
cambios hormonales. Por lo tanto, el nivel de activacion del eje HPA no siempre revela aspectos
importantes de la situacion estresante. Como ejemplo muy significativo, la activacion del eje
HPA, incluyendo el periodo post-estrés, fue similar tras la exposicién a choques eléctricos
controlables e incontrolables (Maier et al.,, 1986), a pesar de que la controlabilidad de la
situacion estresante se ha descrito como critica en cuanto a las consecuencias conductuales del
choque. En el mismo sentido, datos de nuestro laboratorio han demostrado una respuesta HPA

similar tras la exposicion a choques eléctricos temporalmente regulares o irregulares (Marquez
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et al., datos no publicados). Por tanto, aunque la activacion del eje HPA es un buen marcador
de estrés, es incapaz de reflejar determinadas caracteristicas cualitativas de las situaciones

estresantes.

Cuando hemos comparando la respuesta del eje HPA frente a dos estimulos estresantes
intensos como el choque eléctrico y la IMO, hemos observado que los niveles de ACTH y
corticosterona eran similares medidos justo tras la finalizacién del estrés (1 hora), pero las
diferencias entre los dos estimulos se hacian evidentes durante los 90 min post-estrés: tanto los
niveles de ACTH como los de corticosterona descendian rapidamente tras el choque, mientras
que continuaban elevados tras la IMO (Marquez et al., 2002). La informacion obtenida con las
hormonas del eje HPA es concordante con la aportada por los otros marcadores independientes
del eje HPA como la hiperglicemia, los niveles plasmaticos de prolactina o la reduccion de
ingesta de comida. Por tanto, parece evidente que necesitamos valorar los niveles plasmaticos
de ACTH y corticosterona en la etapa post-estrés para evaluar apropiadamente la intensidad de
la situacion estresante. De todos modos, estos otros marcadores de estrés muestran umbrales
de activacion diferentes a las hormonas del eje HPA, como es el caso de los niveles de glucosa,
que sdlo se pueden considerar fiables ante exposiciones a estimulos estresantes de intensidad
intermedia, o en el caso de la inhibicién de la ingesta de comida, que muestra también un
umbral elevado y puede observarse solamente tras situaciones estresantes relativamente

severas (Vallés et al., 2000, Marquez et al., 2002).

En nuestros trabajos, hemos descrito también una correlacién consistente entre el peso relativo
de la adrenal y la capacidad de liberacion de glucocorticoides, tanto tras estimulos estresantes
suaves (incision en la cola) como tras estimulos de elevada intensidad. Esta correlacién no se
observd con niveles hormonales basales o ante situaciones estresantes moderadas. Es decir, el
peso relativo de la adrenal estaria positivamente relacionado tanto con la sensibilidad de la
adrenal a estimulaciones suaves y breves con ACTH, como con la capacidad maxima de

liberacidn de corticosterona (Marquez et al., 2004).

Un dato importante es que los niveles basales de ACTH y corticosterona no parecen estar
relacionados con la reactividad del eje HPA al estrés (Marquez et al., 2005), ni aunque se
analicen los niveles de ACTH y corticosterona en la fase nocturna del ritmo circadiano, cuando
los niveles son relativamente elevados. Estos datos son relevantes porque podrian explicar
parte de los resultados aparentemente contradictorios que se encuentran en la literatura

respecto al eje HPA como marcador bioldgico de diferentes psicopatologias.
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Diferencias individuales y adaptacion al estrés crénico

Aungue el estudio de las diferencias individuales en la respuesta aguda del eje HPA al estrés es
de interés, muchas situaciones de estrés son crdnicas y por lo tanto era importante investigar la
relacion entre la respuesta inicial a un estimulo estresante de elevada intensidad y la capacidad
de adaptacion al mismo tras una exposicion repetida. Para ello realizamos un experimento en el
que se expuso a los animales a una situacion estresante de intensidad severa (una hora diaria
de IMO) durante 13 dias (Marquez et al., 2004). Para poder estudiar con detalle el proceso de
habituacidn se siguid la dinamica de liberacién hormonal en diferentes dias, la ingesta diaria de
comida y el cambio del peso corporal. Al dia siguiente a la Gltima exposicion a la IMO (dia 14)
se sacrificaron los animales en condiciones basales para valorar la actividad central del eje HPA,

asi como el peso del timo y la adrenal.

Como era de esperar, la exposicion a la IMO causd una intensa respuesta fisioldgica, que a nivel
de las hormonas del eje HPA se tradujo en una prolongada activaciéon post-estrés. Sin embargo,
la experiencia previa con la IMO acelerd notablemente el proceso de recuperacion post-estrés,
confirmando datos previos de nuestro laboratorio con la IMO y con otro estimulo de gran
intensidad como la administracion de solucion salina hipertonica (Garcia et al., 2000). De
hecho, una sola experiencia previa con la IMO es suficiente para acelerar el proceso de
recuperacion post-estrés (Marti et al., 2001), lo que indica claramente que las hormonas
periféricas del eje HPA son extraordinariamente sensibles a la experiencia previa de los
animales con un estimulo estresante, incluso si es de gran intensidad como la IMO.
Considerando el periodo post-estrés, se observd una progresiva reduccion de los niveles
plasmaticos de ACTH, corticosterona y glucosa con la repeticion de la exposicion a la IMO. Sin
embargo, esta reduccion de la respuesta no fue lineal a lo largo de los dias: parece existir un
proceso de adaptacion rapido durante los primeros dias, seguido de otro posterior mucho mas
lento. Es probable que frente a estimulos de intensidad elevada o de tipo traumatico podria ser

adaptativo para el organismo mantener un cierto nivel de respuesta.

El estudio de las correlaciones revelé que la respuesta de la ACTH durante la primera IMO no
correlacionaba con la respuesta en los dias subsiguientes, mientras que la de dias posteriores si
correlacionaba entre si. Aparentemente, la respuesta durante la primera exposicién no predice
la activacion periférica tras la exposicion repetida, sugiriendo que estan implicados mecanismos

diferentes.

Por otro lado, nuestros resultados han confirmado que existen cambios fisioldgicos prototipicos
tras la exposicion a un estrés cronico de elevada intensidad: reduccion de la ingesta de comida
y de la curva de crecimiento de peso corporal, reduccion del tamafio del timo e hipertrofia
adrenal (Ruisseau et al., 1978, Armario et al., 1988, Armario et al., 1990b, Ottenweller et al.,
1992, Marti et al., 1993, Ottenweller et al., 1994, Marti y Armario, 1997). También hemos
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observado un aumento en los niveles basales de ACTH y corticosterona, ya detectado en las
primeras etapas del estrés crdénico, que se mantiene a lo largo de todo el experimento. El
incremento en los niveles basales de corticosterona a las 24 h de la exposicion aguda o cronica
a estimulos estresantes intensos es un fendémeno muy consistente en la literatura (v.g.Garcia y
Armario, 2001).

A nivel central, la exposicion repetida a la IMO causd un aumento tonico de la expresion del
gen del CRF en el PVN asi como una disminucion de la expresion de GR en el CA1 y en el GD,
también en concordancia con resultados previos (Gomez et al., 1996). Sorprendentemente, se
observo una correlacion positiva entre los niveles de ACTH tras la primera exposicion a la IMO
y los niveles de mRNA del CRF en el PVN al final del protocolo de estrés, correlacion que vino
apoyada por la diferencia de medias en funcion del mismo criterio de liberacion de ACTH en el
primer dia. Por lo tanto, aquellos animales que responden mas intensamente a la primera
exposicion al estrés son aquellos que muestran un mayor impacto final a nivel del estado tonico
central del eje HPA, a pesar de que la respuesta inicial no parece correlacionar con la respuesta
en los dias sucesivos. Se podria argumentar que los animales que mostraban mayores niveles
de ACTH se caracterizarian también por unos mayores niveles de expresién de CRF anteriores al
estrés crdnico, sin que el estrés crénico hubiera cambiado esta condicidn. Sin embargo, esto es
poco probable. En otro experimento llevado a cabo en nuestro laboratorio no se encontrd
relacién entre la respuesta periférica al choque eléctrico o la IMO vy el estado basal del eje HPA
a nivel central valorado una semana después (Marquez et al., datos no publicados). Por lo tanto
parece que los animales con mayor capacidad de respuesta del eje HPA a estimulos estresantes
intensos son los que acaban teniendo una mayor activacion tonica central del eje tras

situaciones cronicas.

La duracién de los cambios en las variables centrales del eje HPA causados por la IMO crénica
no la hemos investigado y existen pocos estudios en la literatura. En un estudio reciente se ha
descrito que el aumento en los niveles de mRNA del CRF en el PVN tras un protocolo de estrés
cronico variable se observa 16 horas después de la Ultima exposicion al estrés, pero vuelve a
niveles normales a partir del cuarto dia post-estrés (Ostrander et al., 2006). En cambio la
inhibicién de la transcripcion de GR en la formacion hipocampal tras estrés cronico puede
persistir mas de un semana (Kitraki et al., 1999). Estudios de nuestro laboratorio tras una sola
exposicion a la IMO no han observado cambios en la expresidn basal del gen del CRF en el PVN

tras una semana (Vallés et al., 2003).
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Diferencias individuales en la respuesta del eje HPA al
estrés: consistencia

Puesto que el eje HPA es uno de los sistemas prototipicos de la respuesta de estrés y su
activacion esta positivamente relacionada con la intensidad de la situacion estresante
(Hennessy y Levine, 1978, Armario et al., 1986a, De Boer et al., 1990), parece ldgico asumir
que los individuos que perciben las situaciones como mas estresantes muestren también una
mayor reactividad del eje HPA. Tal y como se ha comentado en la Introduccién, se han
dedicado muchos esfuerzos para establecer una relacion entre rasgos de personalidad y
reactividad diferencial del eje HPA. Sin embargo debemos preguntarnos si es realmente posible
clasificar a los individuos como hiper o hiporeactivos en términos de actividad del eje HPA y
bajo qué condiciones. Es sorprendente la falta de datos al respecto en la literatura. El presente
trabajo aporta por primera vez datos en animales acerca de la estabilidad y consistencia de la
respuesta hormonal periférica del eje HPA ante situaciones estresantes que difieren tanto

cualitativamente como cuantitativamente.

En el presente trabajo hemos estudiado, utilizando disefios intra-sujetos, la consistencia de la
respuesta del eje HPA ante diferentes situaciones estresantes. Las correlaciones entre los
niveles de ACTH y los de corticosterona fueron en general altos (r alrededor de +0.70). Cuando
se investigaron las correlaciones entre la respuesta individual de cada hormona a distintos
ambientes nuevos ampliamente utilizados en psicofarmacologia (corredor circular, laberinto
elevado en cruz, tabla de agujeros y prueba de luz-oscuridad), se observd una buena
consistencia. Sin embargo, conviene destacar que las correlaciones encontradas entre los
niveles de ACTH justo después de 15 minutos de exposicion a las pruebas conductuales fueron
mas altas que las obtenidas entre los niveles de corticosterona (Marquez et al., 2005). Es muy
probable que la menor consistencia de la respuesta de la corticosterona en este experimento
fuera debida al tiempo de toma de muestra, ya que cuando se estudid la correlacion entre los
niveles de ACTH o entre los de corticosterona justo después de la exposicion a 20 min (no a los
15 min) de la prueba de luz-oscuridad o la tabla de agujeros, las correlaciones entre pruebas
fueron similares para ambas hormonas, alrededor de 0.70 (Marquez et al., 2006). Por lo tanto,
la eleccion de los momentos de toma de muestra es un aspecto clave cuando se pretende
estudiar diferencias individuales en la reactividad al estrés. Este hecho adquiere especial
relevancia si tenemos en cuenta que algunos estudios de caracterizacion de diferencias
individuales en la respuesta del eje HPA al estrés han utilizado periodos demasiado cortos tras
la exposicidn a los ambientes nuevos (v.g. 10 min), en los que se hace dificil la evaluacion de la

activacion real de la corteza adrenal (Gentsch et al., 1982, Abel, 1991).

Hemos demostrado también que no solo las hormonas del eje HPA sino la prolactina, otro

marcador prototipico de la respuesta de estrés, muestra una buena correlacion entre dos
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ambientes nuevos: la tabla de agujeros y la prueba de luz-oscuridad (Marquez et al., 2006).
Estos datos sugieren que existen realmente factores individuales estables (rasgos) que estan
determinando la respuesta a las situaciones estresantes y que podrian permitirnos clasificar a
los animales en funcién de su fenotipo de respuesta de estrés. Sin embargo conviene matizar
gue no se encontraron correlaciones entre los niveles de ACTH (o corticosterona) vy los de
prolactina, a pesar de que ambos sistemas muestran una sensibilidad similar ante situaciones
estresantes. Esta baja correlacion del eje HPA con la prolactina se ha observado también en
respuesta a estimulos estresantes severos (Marquez et al., 2002) y confirma también datos de
otros laboratorios (Courvoisier et al., 1996). Esto apoya la hipdtesis que la emotividad es un
constructo multifactorial que debe ser abordado utilizando diferentes variables tanto fisioldgicas
como conductuales (Ramos y Mormeéde, 1998). La utilizacion simultanea de diferentes
marcadores de estrés puede permitir alcanzar conclusiones mas globales y fiables en cuanto al

rompecabezas de las diferencias individuales en la respuesta al estrés.

Mientras que hemos demostrado una alta consistencia en la respuesta del eje HPA o de la
prolactina a diversos ambientes nuevos, esta consistencia fue mucho menor cuando se
estudiaron las correlaciones de las diferentes hormonas tras exposicion a la tabla de agujeros y
a la IMO. Es decir, que frente a situaciones de estrés moderado los animales muestran un
patrén consistente de respuesta hormonal, pero esta consistencia se reduce cuando las
situaciones difieren en intensidad o en el tipo de estrés. Este hecho es de vital importancia si se
intentan establecer relaciones entre la activacion neuroendocrina y otras variables, como rasgos
conductuales o de personalidad. Por otro lado, nuestros resultados permiten reconciliar
resultados aparentemente contradictorios, ya que podria darse el caso que un rasgo
determinado estuviese prediciendo la activacion hormonal ante situaciones de estrés moderado
y no lo hiciese ante situaciones mas severas, o viceversa. No podemos descartar totalmente
que estas diferencias en la consistencia de la respuesta del eje HPA al estrés sean debidas a
caracteristicas cualitativas de las situaciones estresantes, dado que todos los ambientes nuevos
tienen importantes aspectos en comin. No obstante, la interpretacion mas parsimoniosa de los
resultados es que no podemos definir un individuo seglin su fenotipo hiper o hiporeactivo al

estrés sin hacer referencia al tipo de situacion estresante utilizada.

Podriamos argumentar que si queremos estudiar las diferencias individuales en relacion al
estrés seria mas apropiada la utilizacion de situaciones estresantes de intensidad intermedia, ya
que con estimulos estresantes severos los animales podrian mostrar una respuesta demasiado
elevada (efecto techo) capaz de enmascarar las diferencias individuales. Esta hipdtesis asume
que el impacto de un aumento de la intensidad de la situacion estresante se reflejaria
solamente en la saturacion de la respuesta fisioldgica (o psicoldgica) y no en la posibilidad de
que existan niveles de activacién a partir de los cuales se presenten alteraciones en los

mecanismos adaptativos que podrian conducir a alteraciones cognitivas y emocionales. Por lo
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tanto, el estudio de las diferencias individuales en respuesta a experiencias traumaticas no

podria predecirse por el estudio de la reactividad frente a situaciones mas moderadas.

Diferencias individuales en la respuesta del eje HPA al
estrés: relacion con rasgos conductuales

Una vez caracterizada la consistencia de la reactividad neuroendocrina al estrés, decidimos
profundizar en la relacion entre la reactividad del eje HPA y de la prolactina al estrés y los
rasgos conductuales de ansiedad y blusqueda de sensaciones. Como ya se ha comentado en la
Introduccidn, los datos acerca de la relacion de los rasgos de ansiedad y busqueda de novedad
con la reactividad del eje HPA distan mucho de mostrar una imagen clara y consistente.
Clasicamente se ha considerado que el rasgo de ansiedad deberia estar positivamente
relacionado con la reactividad del eje HPA a situaciones estresantes, es decir, aquellos animales
mas ansiosos (HA) responderian mas a situaciones estresantes que los de baja ansiedad (LA).
Sin embargo, los animales HR, caracterizados por un alto nivel del rasgo de busqueda de
novedad también parecen mostrar una mayor reactividad del eje HPA, a pesar de que
normalmente son también LA. ¢Tanto los animales HA como los HR se caracterizarian por una
mayor reactividad del eje HPA al estrés? Esta es una cuestion critica, ya que hasta el momento
nadie habia estudiado los rasgos de ansiedad y blsqueda de novedad simultdneamente para
discernir entre la aportacion de cada uno de ellos a la actividad del eje HPA. Dado que la
mayoria de los datos acerca de la relacion entre la reactividad del eje HPA y los rasgos de
conducta se ha llevado a cabo utilizando estimulos estresantes moderados, en el presente
trabajo nos inclinamos inicialmente por el estudio de la respuesta del eje HPA a ambientes

nuevos.

Utilizando una poblacion adulta de ratas macho, clasificamos a los animales como HR-LR en
funcién de su actividad horizontal en el corredor circular, y como HA-LA en funcién del tiempo
en brazos abiertos del laberinto elevado en cruz (Marquez et al., 2006). Tras la caracterizacion
conductual, los animales se expusieron a la tabla de agujeros y a la prueba de luz-oscuridad
durante 20 minutos para estudiar la reactividad del eje HPA y de la prolactina. Los animales HR
mostraron una mayor y mas prolongada actividad del eje HPA en ambas situaciones, pero sélo
cuando se considerd la actividad inicial en el corredor circular. Este hecho era independiente del
tipo de ambiente nuevo, es decir de las diferencias cualitativas entre ambos ambientes vy el
grado de voluntariedad de la exploracién. Sorprendentemente, no se encontro efecto del rasgo
de ansiedad en estas condiciones. Tampoco se observaron diferencias en la liberacion de

prolactina en funcién de ninguno de los rasgos conductuales.

Nuestros datos acerca de la influencia de la bisqueda de novedad sobre la reactividad a
ambientes nuevos tras estimulos de intensidad moderada concuerdan con datos previos de

otros laboratorios (Piazza et al., 1990, Piazza et al., 1991, Kabbaj et al., 2000). Sin embargo, en
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todos estos estudios, los animales diferian simultaneamente en los rasgos de blsqueda de
novedad y el de ansiedad, siendo los animales HR menos ansiosos y los LR mds ansiosos, y la
aportacion de cada rasgo independientemente no estaba clara hasta el momento. Nuestros
datos demuestran que estas diferencias en funcion del grado de reactividad a ambientes

nuevos son independientes del rasgo de ansiedad.

En concordancia con los datos periféricos, se ha descrito que los animales HR muestran
también alteraciones del eje HPA a nivel central (Kabbaj et al., 2000): los animales HR tienen
niveles basales mas elevados de mRNA de CRF en el PVN y menores de mRNA de GR en la
formacion hipocampal. Por otro lado, en el mismo estudio, los HR mostraban menores niveles
de mRNA de CRF en la amigdala central, datos sugerentes de una menor ansiedad (Kabbaj et
al., 2000). Puesto que las neuronas de CRF en el PVN se consideran criticas en la reactividad
del eje HPA al estrés y esta respuesta se ve frenada por la retroinhibicion de la corticosterona a
través de los receptores GR en diferentes areas encefalicas, entre ellas la formacion hipocampal
(De Kloet, 1991), los animales HR muestran signos de hiperactividad del eje HPA a nivel central

y periférico.

En nuestro laboratorio hemos replicado estos datos prestando especial atencion a la
contribucion separada de la busqueda de novedad y de la ansiedad (Marquez et al., datos no
publicados). Cuando se consideraba la actividad inicial del corredor circular, los animales HR
mostraban mayores niveles de mRNA del CRF en el PVN (Figura 7) y una menor expresion de
GR en el PVN en CAl y GD, tanto a nivel rostral como caudal de la formacién hipocampal
(Figura 8), siendo estos cambios independientes del nivel de ansiedad. Es de destacar que no
se observd ninguna diferencia en las variables analizadas en funcidn de la actividad final en el
corredor circular. Por tanto, los animales HR, seleccionados en funcion de la actividad inicial en

el corredor, se caracterizarian por una mayor capacidad del eje HPA de responder al estrés.
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Figura 7: Efectos de la actividad inicial en el corredor circular sobre los niveles de mRNA del CRF en el
nucleo paraventricular del hipotalamo (A). Los animales HR muestran mayores niveles. B: imagen
representativa de la hibridacién in situ para esta sonda. *** p<0.001, t-test; UA: unidades arbitrarias.
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Figura 8: Efectos de la actividad inicial en el corredor circular sobre los niveles de mMRNA de GR en el
PVN (A) y la formacién hipocampal a nivel rostral (C) y caudal (D). Los animales HR muestran menores
niveles; B: imagen representativa de la hibridacién in situ para esta sonda. * p<0.05; ** p<0.01, t-test; UA:
unidades arbitrarias.

Los datos indican que existe un efecto diferencial de la actividad en el corredor circular sobre el
eje HPA cuando estudiamos la conducta inicial (primeros 15 minutos) o final (Ultimos 15
minutos). Las diferencias encontradas en los parametros del eje HPA estan relacionadas
exclusivamente con la actividad inicial. Es posible que las conductas desplegadas por los
animales en los primeros momentos de exposicion al ambiente nuevo y la perseverancia en la
exploracion serian reflejo de procesos psicobioldgicos diferentes. De hecho, en nuestro
laboratorio hemos demostrado que la actividad en la segunda mitad del periodo de exposicidn
al corredor circular esta relacionada con el poder reforzante de la morfina, valorado en la
prueba del condicionamiento de la preferencia por un lugar (Nadal et al., 2005).

Sin embargo, en un estudio reciente en el que se compara dos cepas de ratones que difieren en

el rasgo de blUsqueda de novedad no se han encontrado diferencias en los niveles de
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corticosterona tras una exposicion de 15 minutos a la tabla de agujeros (Kliethermes y Crabbe,
2006). Tal y como se ha comentado en la Introduccion, otro punto de controversia son las
inconsistencias encontradas en funcion del tipo de estrés y entre laboratorios (Dellu et al.,
1996a, Bouyer et al., 1998, Kabbaj et al., 2000)

Respecto al rasgo de ansiedad, la idea clasica de que aquellos animales mds ansiosos deberian
mostrar una mayor reactividad endocrina al estrés ha quedado ampliamente cuestionada.
Nuestros datos sugieren que la ansiedad no estaria positivamente relacionada con la reactividad
del eje HPA a situaciones estresantes de intensidad moderada (Marquez et al., 2006). De
hecho, los datos en humanos parecen apoyar la hipotesis de una escasa relacion entre ansiedad
y reactividad del eje HPA al estrés (ver Introduccion). Es posible que ansiedad vy reactividad al
estrés vengan reguladas por mecanismos neurobiologicos diferentes y que sdlo en
determinadas condiciones de diferencias extremas en ansiedad sea posible encontrar la relacién
esperada. Como éste es el caso de las lineas HAB-LAB o las RHA-RLA, pusimos en marcha
estudios de colaboracién utilizando estas cepas. En colaboracién con el Dr. Alberto Fernandez-
Teruel de la Unidad de Psicologia Médica de la Universidad Auténoma de Barcelona pudimos
confirmar las diferencias esperadas en cuanto a la reactividad periférica del eje HPA en ratas
romanas /inbred de 5 meses de edad (Marquez et al., datos no publicados). Como ya se ha
comentado, estos animales han sido seleccionados en funcion de su comportamiento en una
prueba de evitacion activa en una caja lanzadera y difieren ampliamente en su nivel de
ansiedad. Los animales RLA mostraron mayores niveles de ACTH y corticosterona en respuesta

a 20 minutos de exposicidon a un ambiente nuevo (Figura 9).
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Figura 9: Respuesta de ACTH (A) y corticosterona (B) a la exposicion de 20 minutos de ambiente nuevo
en las ratas inbred Romanas de alta evitacion (RHA) y Romanas de baja evitacion (RLA) (n=10 por cada
grupo). *** p<0.001; **p<0.01, ANOVA de medidas repetidas con la cepa como factor entre-sujetos y
tiempo como factor intra-sujetos. No se obtuvieron muestras basales. Fin: respuesta justo después de 20

minutos de exposicion a un ambiente nuevo.
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Los animales mas ansiosos (RLA) muestran ademas mayores niveles de mRNA de CRF en el
pPVN, sin diferencias en la expresion de GR o MR a nivel central (datos no presentados),

apoyando la hipotesis de la hiperactividad del eje HPA en los mas ansiosos.

En otro estudio (Marquez el al., datos no publicados), caracterizamos la actividad central del eje
HPA en las rats HAB-LAB, en colaboracion con el Dr. Reiner Landgraf del Max Planck Institut of
Psychiatry (Munich, Alemania). Estos animales parecen ser un buen modelo de ansiedad
patolégica y eran de especial interés para nuestros estudios debido a que el criterio de
seleccidn (tiempo en brazos abiertos del laberinto elevado en cruz) era el mismo que el utilizado
en nuestros experimentos para caracterizar la ansiedad. Los estudios previos en estos animales
habian mostrado una mayor expresion de AVP en el PVN de los animales HAB (para revision ver
Landgraf y Wigger, 2003), pero no se habia llevado a cabo una caracterizacion completa del eje
HPA a nivel central. Los animales HAB mostraron no sélo los cambios ya descritos en la AVP
(Figura 10 y 11), sino también mayores niveles de expresion del mRNA del CRF en la region
parvocelular del PVN (Figura 12) y menores niveles en la amigdala central (Figura 13), sin
diferencias significativas en la expresion de GR o MR en ninguna de las areas analizadas. Por lo
tanto, en estos animales la regulacion diferencial de la expresiéon del CRF y la AVP podrian ser

factores implicados en las alteraciones conductuales, que no se limitan a la ansiedad.
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Figura 10: Niveles de expresion del mRNA para la AVP en la zona magnocelular del PVN. Se
representan los valores correspondientes a la media y SEM (n=18) en unidades arbitrarias (AU). En la
parte derecha de la figura se muestran imagenes de autoradiografia de la hibridacién in situ

representativas de la expresién del mMRNA de AVP en esta zona para cada grupo. * p<0.05, t-test.
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Figura 11: Niveles de expresién del mRNA para la AVP en las zonas parvocelular del PVN. Se
representan los valores correspondientes a la media y SEM (n=20) en unidades arbitrarias (AU). En la
parte inferior de la figura se muestran imagenes representativas de la expresién del mRNA de AVP en la
parte dorsal del PVN parvocelular medial para cada grupo. Las imagenes corresponden a la emulsion en
los cortes en los que se realizé la hibridacién in situ. Los nucleos celulares se contratifiieron con azul de
toluidina. pPVN: regién parvocelular del PVN; mpdd: subdivisién medial parvocelular dorsal; mpdv:

subdivisién medial parvocelular ventral. *** p<0.001, t-test

Es importante destacar que las lineas de ratas Romanas han sido seleccionadas por criterios
absolutamente diferentes de las HAB-LAB y, a pesar de ello, tienen en comun una mayor
respuesta HPA a ambientes nuevos y unos mayores niveles de expresion del gen del CRF en el
PVN, sugiriendo que en condiciones mas extremas de ansiedad, es posible que los animales
mas ansiosos se caractericen por una mayor reactividad del eje HPA al estrés. Sin embargo,
teniendo en cuenta los datos de poblaciones normales de animales y humanos, con diferencias
menos extremas en ansiedad, la relacién entre ansiedad y eje HPA sigue siendo un tema
conflictivo. Conviene no olvidar que las lineas de ratas mencionadas difieren también en otros
aspectos de la conducta, que podria ser los mas relevantes para explicar la actividad diferencial
del eje HPA.
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Figura 12: Niveles de expresion del mRNA para el CRF en la zona parvocelular del PVN. Se representan
los valores correspondientes a la media y SEM (n=21) en unidades arbitrarias (AU). En la parte derecha
de la figura se muestran imagenes de autoradiografia de la hibridacion in situ, representativas de la

expresion del mRNA de CRF en esta zona para cada grupo. ** p<0.01, t-test.
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Figura 13: Niveles de expresién del mRNA para el CRF en la amigdala central. Se representan los
valores correspondientes a la media y SEM (n=15) en unidades arbitrarias (AU). En la parte derecha de la
figura se muestran imagenes de autoradiografia de la hibridacién in situ, representativas de la expresién

del mMRNA de CRF en esta zona para cada grupo. * p<0.05, t-test.
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En resumen, nuestros datos indican que el eje HPA es capaz de discriminar entre situaciones
estresantes de distinta intensidad y parece existir una gran consistencia en la respuesta de este
eje y de la prolactina al estrés dentro de cada individuo, siempre y cuando las caracteristicas de
las situaciones estresantes sean similares. Cuando las situaciones difieren notablemente en
cualidad e intensidad, la consistencia se pierde, lo que sugiere que las variables individuales
que estan determinando la respuesta al estrés son dependientes del tipo de estimulo
estresante. Por lo tanto, es tedricamente dificil definir un fenotipo de hipo o hiper-reactividad al
estrés sin considerar el tipo de estrés o la variable fisioldgica de referencia. De los rasgos
conductuales estrechamente relacionados con la reactividad del eje HPA al estrés, el de
busqueda de sensaciones parece el mas consistente, en tanto que la relacion con la ansiedad es

mucho mas discutible.

134



CONCLUSIONES

135



136



CONCLUSIONES

Aunque la respuesta inicial de la ACTH y de la corticosterona no puede
discriminar la intensidad de dos estimulos estresantes intensos (choque
eléctrico e inmovilizacién), estas diferencias emergen claramente en el analisis
de los niveles de estas hormonas en los tiempos posteriores a la finalizacion de

la exposicion al estrés.

Las diferencias entre dos estimulos estresantes de intensidad elevada (choque
eléctrico e inmovilizacion) observadas mediante la valoracion de los niveles de
las hormonas del eje HPA en los tiempos post-estrés también se ponen de
manifiesto con otros marcadores de estrés: hiperglicemia, aumento de los

niveles de prolactina y reduccién de la ingesta de comida.

La valoracién de los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona tras la
exposicion a diferentes pruebas conductuales indica que los ambientes mas
desprotegidos (tabla de agujeros) son mas estresantes que aquellos mas
protegidos (corredor circular) o aquellos en los que la exploracién es voluntaria
(prueba de luz-oscuridad), aunque estas claras diferencias cualitativas entre las

pruebas conductuales se reflejan tan sélo en pequeios cambios hormonales.

Los niveles basales de ACTH y corticosterona medidos en la fase diurna o en la
fase nocturna del ritmo circadiano no parecen estar relacionados con la
reactividad del eje HPA al estrés. El peso relativo de la adrenal esta relacionado
tanto con la sensibilidad de la adrenal a estimulaciones suaves y breves de

ACTH, como con la capacidad maxima de liberacion de corticosterona.

Las diferencias en la respuesta de la ACTH a una primera inmovilizacion no
estan relacionadas con los niveles alcanzados tras la exposicion repetida. Mas
bien al contrario, los que muestran una mayor respuesta inicial se adaptan mas

rapidamente con la consiguiente reduccién de las diferencias individuales.

La exposicion cronica a un estimulo estresante severo (inmovilizacion) causa
adaptacion de la respuesta de la ACTH, la corticosterona y la glucosa a lo largo
de los dias, que se muestra de manera mas evidente en el periodo post-estrés.
Por lo tanto, estos parametros muestran una gran sensibilidad a la experiencia

previa con el estrés.

La adaptacion de la ACTH y la corticosterona a la inmovilizacion repetida no es
lineal, observandose dos fases: una inicial y rapida, en la que se reduce
substancialmente la reactividad del eje HPA, y otra posterior, en la que sélo se

observan reducciones mas modestas a lo largo de los dias.
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La exposicion crénica a la inmovilizacidon da lugar a cambios fisioldgicos
prototipicos como reduccidn de la ingesta de comida y del aumento normal de

peso corporal, reduccion del tamario del timo e hipertrofia adrenal.

La exposicion de manera cronica a la inmovilizacién causa también cambios
ténicos en la actividad del eje HPA: aumento de los niveles de mRNA para el
CRF en el PVN y disminucién del mRNA de GR en la formacién hipocampal. La
respuesta de la ACTH ante la primera exposicion a la inmovilizacion predice en
parte el impacto final del estrés crénico sobre la actividad tdnica central del eje
HPA.

La consistencia de las diferencias individuales en la reactividad de la ACTH, de
la corticosterona y de la prolactina a la exposicion aguda al estrés son muy
dependientes de la situacion estresante. Observamos una alta consistencia
cuando comparamos la respuesta a diferentes situaciones de intensidad
moderada, pero no cuando se compara la respuesta a estimulos estresantes
gue difieren ampliamente tanto cualitativa como cuantitativamente (ambiente

nuevo versus inmovilizacion).

La actividad exploratoria inicial en un corredor circular esta relacionada con una
mayor reactividad periférica del eje HPA tras la exposicion a ambientes nuevos.
En cambio, la persistencia en la actividad exploratoria del corredor circular no
predice diferencias en los niveles de ACTH y corticosterona tras el estrés. Este
efecto se observa tanto cuando la exploracion es voluntaria (prueba de luz-
oscuridad) como cuando se trata de un ambiente inescapable (tabla de
agujeros).

El rasgo de ansiedad no parece estar relacionado con una reactividad
diferencial de la ACTH y la corticosterona tras la exposicidon a ambientes
nuevos. Sin embargo, datos de la literatura y datos obtenidos en nuestro
laboratorio indican que en condiciones de ansiedad patoldgica puede aparecer
una alteracion en la reactividad del eje HPA, aunque el substrato neurobioldgico

subyacente no estad aun bien definido.
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