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Per comencar, faré memoria i contaré la historia de la meua tesis, on moltes persones que ni s’ho
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dispostes a mantindre’m a flot. Gracies Marta, Esther, Maria, Clara Gracia, Lidia, Tere i Laura, perquée
totes vosaltres m’ajudareu en mil i una coses durant els meus primers anys al laboratori. Resolguereu
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per a mi heu sigut tot un exemple i us tinc molta estima.

La carrera i el master van acabar i em vaig asomar a un d’aquests precipicis que la vida et fica al teu
pas de volta en quan: “Ara qué?”. Joan, és moment de tornar a tu. No sé qui estirara de mi per a que
no caiga en els altres precipicis de la vida, pero el que si sé és que en aquest, vas ser tu el que estirares.
Gracies. Has sigut comprensiu, huma, m’has escoltat, m’has resolt problemes, m’has fet riure, m’has
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gue I'experiment del PPS va ser dur, que van ser mooooltes (moltiiissimes) hores per generar el model
i que vam invertir caps de setmana, festius i dies importants per a les nostres families en fer-ho, mire
enrere i no tinc un mal record, eixos mesos vam compartir moments molt especials, bons i roins, pero
el sabor final que deixaren en mi és dol¢. Es una llastima que aquests Ultims anys hages canviat de
localitzacié al lloc de treball i no hem pogut continuar compartint tan intensament la meua tesi, tant

de bo haguera sigut diferent.

Altres persones que estiren prou fort son Emilio, siempre dispuesto a ayudar a todos, pero para mi,
un gran apoyo personal, gracias por haber estado siempre que te he necesitado. Carlos, siempre con

una sonrisa hacia nosotras y con buenas palabras, es de agradecer tener a alguien asi cerca. Y José



Miguel, que a pesar de nuestros rifi-rafes, tengo muy claro que me has ayudado muchisimo y has hecho

que las cosas fueran mas faciles, muchas gracias.

| com no, les meues companyes dels ultims anys. Simona, del casi principio al final, gracias porque
tu apoyo ha sido muy importante y tenerte caminando al mismo paso que yo los ultimos afios ha hecho
el camino mas bonito. Julia, no se si va ser Santiago, la vida en general o el fet de ser la Unica que parla
el meu idioma al despatx (em referisc al valencia, bueno i al de ser borde) pero se que quan estas al
labo, els dies son molt millors, gracies per tindre ixa magia i gracies per vindre casi sempre. Ramodn, tu
gue ens abandonares per una vida millor (ho dubte) i que quan marxares vas deixar-me com a hereva
del teu titol de “pozo negro”, gracies, ha sigut tot un honor i et promet que he sabut estar a l'altura.
T’he trobat molt a faltar els ultims mesos. Héctor, cabrd si tu no hagueres llegit |a tesis jo no estaria en
esta situacié!! Jo no volia ser la propera! També et vull donar les gracies per deixar qualsevol cosa que
tingues entre mans i estar dispost a ajudar sempre. Yaiza y Patrycja, gracias por aportar ese toque de
novedad y por venir siempre con una sonrisa, no la perdais! | finalment, gracies a totes les que ja no
esteu perod foreu importants al llarg del cami: a Adriana, solo 3 meses y sin idiomas en comun, y aun
asi, te has convertido en una persona muy especial para mi a la que no hay dia que no eche de menos,
por todas las bromas, los videos, por los cafés en nuestro banco, por ensefiarme tu armario ese que
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destacar a la meua familia, mama, se que el dia de mi defensa no iras para nada perdida, has sido una
gran oyente de mis ensayos de todas las charlas, muchos problemas y lectora de algiin que otro tramo
de articulo durante todos estos afios, gracias, también he de agradecer tu comprensidon y empatia
constante, ha sido muy importante. A Ana, siempre dispuesta a echar una mano en lo que sea, cuando
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tema d’investigacid i aix0, és algo molt bonic que no tot el mén pot dir.
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INTRODUCCIO

El concepte cientific de I'estrés s’associa a una resposta adaptativa front a un estimul ambiental o
una demanda. Tot i aix0, si les pertorbacions al medi ambient son constants, es produeix un desgast a

I'organisme que té efectes perjudicials en aquest.

El cervell es pot considerar I'0organ central de I'estrées, ja que en ell comenca la principal resposta
biologica. Es conegut que esdeveniments estressants de curta duracié poden potenciar les funcions
neuronals i millorar el rendiment cognitiu. D’altra banda, llargs periodes d’estrés poden alterar més
profundament la fisiologia de diverses regions del sistema nervids i afectar el seu funcionament,
produint déficits cognitius i d’aprenentatge. Aixi mateix, si I'estimul estressant es produeix en les
etapes primerenques de la vida, el cervell pot desenvolupar-se de manera anomala i els efectes

produits poden ser cronics.

Com a procés d’adaptacio a I’estres, I'organisme produeix una secrecié d’hormones procedents de
centres cerebrals com sén I'hipotalem i la hipofisi i que viatgen per circulacié sanguinia fins a arribar a
I’escorca suprarenal. L'activacié d’aquesta glandula produeix la sintesi de glucocorticoides que creuen
la barrera hemato-encefalica i s'uneixen a receptors especifics que es troben en diverses estructures
del cervell. La unié d’aquests a I'hipotalem i a la hipofisi produeix una retroalimentacié negativa que
amaina la sintesi de les hormones que aquests centres generen. La produccio paral-lela d’adrenalina i
noradrenalina per part de la medul-la suprarenal és la responsable dels simptomes comuns de la
Sindrome d’Adaptacié General. La preséncia dels receptors per a aquestes hormones en les diverses
arees del cervell fa que aquestes siguen especialment vulnerables a I'estres. De fet, durant els ultims
anys s’ha fet evident que els glucocorticoides indueixen efectes rapids en I'activitat neuronal

d’aquestes regions.

Es conegut que els receptors hormonals varien en la seua densitat depenent de I’etapa de la vida
en que l'individu es troba, de manera que el moment en qué es produeix |'estimul estressant sera
determinant per al desenvolupament dels possibles efectes. En aquest sentit, és també important
destacar que I'estres té un impacte diferent en mascles i en femelles. Finalment, com s’ha dit adés, la
durada en que I'estimul estressant es produixca sera responsable del desenvolupament d’una resposta
merament adaptativa o d’'una alteracid de I’homeostasi interna i dels efectes adversos que aquesta
comporta, que poden fins i tot, arribar a promoure el desenvolupament de malalties psiquiatriques,
com és el cas de la depressio. Els desordres psiquiatrics més prevalents sdn les patologies depressives.

Aquests afecten a 1 de cada 8 europeus i tenen una major incidencia en les dones. Aquestes
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devastadores dades fan que I'estudi dels efectes de I'estrés i les possibles estrategies per combatre’l

siguen una prioritat per a molts laboratoris cientifics.

Fins a l'actualitat, és conegut, que l'estrés cronic afecta a diverses poblacions neuronals.
Principalment, els estudis es centren en entendre quines sén les conseqliencies produides, tant a nivell
estructural com a nivell molecular, en les neurones excitadores o neurones principals del sistema
nervidés central (SNC). Per contra, els efectes de l'estres sobre les diferents subpoblacions de
interneurones sén molt menys estudiats i per tant menys coneguts. En aquesta tesi, ens centrem en
I’estudi de com afecta I'estres tant a neurones principals com a interneurones; en aquest Ultim cas
estudiem els efectes a la subpoblacié de cel-lules anomenades cel-lules Martinotti i O-LM (que
expressen somatostatina; SOM) i a la subpoblacid de les Basket cells (que expressen parvalbumina;

PV).

Addicionalment, se sap que l'estrés no afecta d’igual manera a totes les estructures que componen
el cervell. Algunes de les principals arees que es troben afectades i que tenen un especial interés en

I'estudi de |'estrés sén:

- L’escorca prefrontal (PFC), forma part del neocortex i es troba localitzada als lobuls frontals

del cervell. Esta associada a la capacitat de control cognitiu i per tant implicada en un ampli ventall de
funcions, aixi com en el control d’'impulsos o la capacitat de fer plans a Ilarg termini. Es divideix en

I’escorca orbitofrontal i en I’escorca prefrontal medial (mPFC). Aquesta ultima es divideix en 3 arees

especifiques: I'escorga cingulada, I’escorga prelimbica i I'escorga infralimbica. L'escorca infralimbica és
en la que centrarem el nostre treball. En rosegadors, totes les arees del neocortex estan dividides en
5 capes, formades per diferents tipus cel-lulars. EI 80% de les neurones que trobem a aquesta regid
son cel-lules piramidals excitadores, les restants son cél-lules inhibidores del tipus PV+, SOM+ i en
menor mesura colecistoquinina+ (CCK+). El desenvolupament d’aquesta regié acaba a I'adolescéncia,
cosa que fa que durant aquesta etapa, la PFC siga especialment sensible a les experiéncies adverses. A

més, la gran preséncia de receptors de glucocorticoides (GR) fa que siga evident la seua afectacié amb

|'estrés.

- L’hipocamp: localitzat a la regid medial del lobul temporal. S’associa a la generacié de
memories. Es pot dividir anatomicament en gir dentat (amb 3 capes: molecular, granular i hilus) i en
banya d’Amon (amb les capes: oriens, piramidal, lucidum, radiada i lacunosum-moleculare).
L’hipocamp rep projeccions de I'escor¢a entorrinal que arriben al gir dentat i des d'aci comencga un
circuit intern que passa per les diferents parts de I’hipocamp i torna fins a I’escorca entorrinal. Aquesta

regié també rep projeccions del septum, de I'hipotalem, i de I'amigdala entre d’altres i esta formada
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per cel-lules excitadores (granulars i piramidals) i per diferents subpoblacions de cél-lules inhibidores.

La presencia d’'una gran densitat de GR fa que siga una regid particularment susceptible a I'estres.

- L'amigdala: localitzada al Iobul temporal anterior. Aquesta estructura esta formada per nuclis,
els quals no s’organitzen en capes com les dues estructures anteriors. Es responsable del control de
les emocions, de la integracid de I'entrada de formacioé sensorial i de la resposta davant de situacions
de por. A més, aquesta estructura forma part del circuit del refor¢. Dos de les seues subdivisions
anatomiques principals sén I'amigdala basolateral (formada principalment per cél-lules excitadores) i
I'amigdala central (formada majoritariament per cel-lules inhibidores). Aquestes dues regions
estableixen connexions reciproques. Tanmateix, I'amigdala projecta i rep projeccions de la PFC i de
I’hipocamp entre altres arees. Aquestes connexions fan que I'amigdala siga particularment sensible als

efectes de I'estres.

- El nucli reticular talamic: és la Unica porcid del talem que no projecta a I'escorga, pero si que

rep projeccions excitadores d’aquesta. Aquest nucli, format quasi exclusivament per neurones
inhibidores, estableix connexions amb els altres nuclis del talem i es considera que regula les
connexions que van del talem dorsal al neocortex. La seua funcié és exercir aquesta regulacié

mitjangant I'inhibicid lateral, on s’amplifica la informacio rellevant i es redueix la informacié irrellevant.

- L’habénula: junt a la glandula pineal forma I'epitalem. Modula els circuits dopaminérgics i
serotoninérgics del mesencefal. Les neurones de I’habénula responen a una gran quantitat d’estimuls
estressants i poden provocar una menor sintesi de monoamines, com és la dopamina, cosa que pot

comportar una falta de motivacio i una reduccio de I'activitat motora.

Al llarg de les ultimes decades diversos estudis han demostrat que els circuits neuronals en els que
aquestes regions es troben implicades, sén extremadament dinamics i poden ser remodelats a través
de les experiencies. Els estimuls generen efectes sobre les poblacions neuronals, que es veuen
afectades tant a nivell estructural com a nivell sinaptic. L’habilitat dels circuits neuronals d’adaptar la

seua connectivitat en funcié d’estimuls o experiéncies s"anomena plasticitat.

La plasticitat estructural es pot definir com el conjunt de canvis morfologics que experimenten les
neurones sota els efectes de diferents estimuls. Aquests canvis morfologics son el resultat
d’adaptacions a nivell molecular. En la present tesi fem un estudi de la complexitat de I'arbre dendritic,
aixi com de la densitat de les espines dendritiques per entendre com diversos estimuls estressants

afecten estructuralment a les cél-lules d’interés.
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Per estudiar els efectes d’aquests estimuls sobre la connectivitat del sistema, hem analitzat diversos
parametres, com la densitat de receptors inhibidors en I'element postsinaptic, la densitat dels

transportadors vesiculars en I'element presinaptic o el nombre de sinapsis actives.

Actualment es coneixen diverses molécules relacionades amb la plasticitat, com és el cas de la
forma polisialitzada de la molecula d’adhesié cel-lular neuronal (PSA-NCAM). Aquesta molecula
s’expressa abundantment durant el desenvolupament, pero al SNC adult la seua expressid és molt més
reduida. En adults, I'expressié d’aquesta molecula és majoritaria en neurones GABAérgiques madures
situades al neocortex, a I'hipocamp i a I'amigdala. Es particularment interessant que I"expressié de la
PSA-NCAM es troba alterada en alguns desordres neuropsiquiatrics en paral-lel a alteracions en la
circuiteria GABAérgica. Es per aixd que diversos estudis assenyalen a la PSA-NCAM com a mediadora
de la plasticitat estructural en les interneurones de I'escorca d’individus adults. Per tant, és d’especial

interés en aquesta tesi, I'estudi dels efectes de |'estres sobre aquesta molécula.

Addicionalment, unes altres estructures que es troben molt relacionades amb la plasticitat del
sistema nervios central sdn les xarxes perineuronals (PNNs), les quals son regions especialitzades de la
matriu extracel-lular. Encara que s’ha descrit la preséncia de PNNs al voltant d’algunes neurones
piramidals situades en capes profundes del neocortex, la gran majoria de PNNs es troben associades a
les interneurones que expressen PV. L'aparicié de les PNNs té lloc al final del desenvolupament
cerebral, quan la majoria de les connexions es troben establertes i es produeix I'estabilitzacié i la
maduracié dels circuits del SNC. Es pensa que estan implicades en la proteccié, desenvolupament i
plasticitat neuronal i en I'estabilitzacié sinaptica. S’ha vist que es donen alteracions de les PNNs en

algunes malalties mentals comuns com per exemple la depressié major, I'esquizofrenia o I'autisme.

Fins a I'actualitat, la majoria dels laboratoris que treballen investigant els efectes de I'estrés s’han
centrat en entendre quin és el seu impacte sobre el sistema nervids adult. Concretament, la majoria
d’estudis es focalitzen en els efectes que es produeixen sobre les neurones excitadores. Se sap que
I’estructura de les neurones piramidals es troba alterada en individus que han patit llargs periodes
d’estres. Aquesta experiéncia adversa produeix atrofia dendritica i disminueix la densitat d’espines
dendritiques en neurones principals de la mPFC i I’"hipocamp. Per contra, produeix els efectes oposats

en les neurones principals de I'amigdala basolateral (BLA).

D’altra banda, l'estrés cronic afecta de manera diferencial a diverses subpoblacions de
interneurones. Concretament, s’han vist efectes en les interneurones PV+, el nombre de les quals

disminueix en I’hipocamp i en I'escorga infralimbica (IL) d’individus estressats cronicament. Aixi mateix,
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se sap que l'activacié i la funcionalitat d’aquestes també es veu afectada per I'estrés; trobem una

sobreactivacioé de les PV+ de la PFC en individus sotmesos a estimuls estressants.

Altres subpoblacions d’interneurones, com sén les SOM+, també mostren alteracions produides
per l'estres; a I’hipocamp, la densitat d’aquestes cel-lules es veu reduida i la seua estructura exhibeix

un augment de I'arboritzacidé dendritica en la PFC, aixi com una reduccié en I'amigdala.

A més, |'estrés cronic produeix alteracions sobre les molécules relacionades amb la plasticitat
neuronal. S’han descrit augments en I'expressid de PSA-NCAM en I'hipocamp i reduccions a I'amigdala
d’individus estressats. Tanmateix, el nombre de PNNs es troba augmentat en la regi6 CAl de

I’"hipocamp.

Les alteracions neuroquimiques, estructurals i fisiologiques produides com a conseqliéncia de
|'estrés poden arribar a exterioritzar-se, provocant comportaments poc comuns en rosegadors sans,

com un augment de la immobilitat i una tendéncia a evitar espais oberts i luminosos.

Als models animals d’estrés, pot observar-se que els individus juvenils i els adults no reaccionen de
la mateixa manera front als estressors. Aixi, per exemple, les adaptacions que es produeixen davant
dels estressors en etapes juvenils incrementen el risc del desenvolupament de psicopatologies en
adults. Aco és degut, en part a I'existéncia d’'una major quantitat de GR en els individus juvenils que
als adults. També influeix el desenvolupament tarda de la PFC, que es dona en gran mesura en les
etapes pubertals (P21-P46) i fa que alteracions en aquesta regidé durant aquest periode, produisquen

un desenvolupament incorrecte i per tant efectes que poden arribar a ser irreversibles.

Es conegut, que I'estrés cronic en 'etapa pubertal, produeix una pérdua d’un gran percentatge de
les sinapsis axoespinoses de les neurones excitadores de la mPFC. Aquesta perdua es pot recuperar
amb el temps en animals joves. Estudis on s’apliquen estressors en les etapes primerenques de la vida
(entre el 2°"i el 20¢ dia de vida) mostren canvis en I’estructura i la morfologia de les cél-lules piramidals

delaIL.

De la mateixa manera que ocorre en adults, les interneurones, i majoritariament les PV+iles SOM+,
es troben també afectades. Protocols d’estrés perinatal produeixen una disminucid de la densitat de
cél-lules PV+ en hipocamp i en la IL i un augment d’aquestes en BLA. Altres treballs mostren com
I'aillament continu des de I'etapa juvenil fins a I'adulta produeix un augment en la densitat d’espines

dendritiques de les cel-lules SOM+ en la PFC.
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Finalment, podem trobar altres efectes de I'estrées en parametres com l'activacié neuronal,
I’equilibri entre I’excitacio i la inhibicio del sistema i la plasticitat neuronal o les molécules relacionades
amb aquesta, aixd0 com afectacidé en la locomocié dels individus i altres trets comportamentals que

resulten atipics després dels protocols d’estreés.

De la mateixa manera que |'edat, el sexe juga un paper important en la vulnerabilitat a I'estres. De
fet, les dones sdn més susceptibles que els homes a desenvolupar desordres psiquiatrics en els que
|'estres es considera un factor de precipitacid, com sén la depressié o I'ansietat. A nivell de I'estructura
neuronal és ben conegut que la maduracié dendritica de les neurones piramidals de la PFC ocorre més

prompte en les femelles que en els mascles.

A nivell de l'estructura neuronal és ben conegut que la maduracié dendritica de les neurones
piramidals de la PFC ocorre més prompte en les femelles que en els mascles. Se sap que els mascles
tenen dendrites més complexes en les neurones piramidals de la mPFC que les femelles. Aixi mateix,
altres estudis mostren com la mPFC té un volum major en femelles. Aquest dimorfisme sexual
reflecteix les diferencies en la distribucié de receptors d’hormones sexuals i implica que idéntics

tractaments o estimulacions poden generar respostes o canvis diferents en mascles i en femelles.

MODELS UTILITZATS

En la present tesi he utilitzat dos models diferents d’estres cronic; I'estrés per restriccid i I'estres
impredictible. El primer dels dos I'hem fet servir en dos treballs diferents, alterant la durada del
protocol. Tots dos models tenen I'objectiu comu d’entendre com diferents situacions d’estrés cronic

afecten al SNC, i concretament quins sén els seus efectes sobre les interneurones i la seua plasticitat.

Estrés per restriccio: Aquest model consisteix a realitzar una immobilitzacié o restriccio de la
mobilitat dels individus durant un temps determinat i repetir la restriccio al llarg d’'un periode de temps
concret. Es considera que aquest és un bon model que simula les experiéncies estressants predictibles
gue pateixen les persones de manera continua, dia rere dia, com podrien ser situacions estressants

socials, familiars o en el treball.

En aquesta tesi hem fet servir dues versions d’aquest model:

- Restriccid al llarg de 21 dies (1h/dia): Per a aquest treball ferem servir una soca de ratolins

transgenics Tg(GadGFP-45704Swm) que expressa EGFP sota el promotor de GAD67, cosa que permet
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veure marcada una subpoblacié especifica de interneurones que expressen SOM. El protocol es va
realitzar en ratolins mascles de 3 mesos (adults). Vint-i-quatre hores després de I'Ultima sessio de
restriccio, tots els animals (tant controls com estressats) van ser eutanitzats i perfosos

transcardialment.

- Restriccid al llarg de 10 dies (6h/dia): Els animals utilitzats per a aquest treball foren rates

mascles Sprague-Dawley de 13 setmanes de vida (adults). Vint-i-quatre hores després de I'Gltima sessié
de restriccid, tots els animals (tant controls com estressats) van ser eutanitzats i perfosos

transcardialment.

Estres cronic peripubertal impredictible: El principal tret d’aquest model és el fet que els diferents
estimuls aversius no segueixen cap ordre predictible per a I'individu que els pateix, de manera que
generen un estat d’ansietat pel desconeixement. A més, moltes voltes no es realitzen sessions d’estres
tots els dies consecutius, és a dir, es pot deixar algun dia sense sessidé per tal d’augmentar la

impredictibilitat i disminuir el procés d’adaptacié dels individus.

El protocol d’estrés impredictible I’he realitzat tant a ratolins mascles com femelles en I'etapa
peripubertal (entre P28 i P42). Durant aquest periode els animals van ser sotmesos a diversos
estressors diferents, distribuits en dies no contigus. Tres dies després de la fi del protocol d’estres
(P45), tant els animals estressats com els controls van passar 2 tests de comportament: open field i
splash sucrose test. Posteriorment vam deixar passar 40 dies sense manipular als animals i ja quan eren
adults tornarem a realitzar tots 2 tests comportamentals (P84). Finalment els animals foren eutanitzats

i perfosos transcardialment a P90.

OBIJECTIUS

Objectiu_principal general: Entendre com afecten diferents protocols d’estrés cronic (tant

desenvolupats en la vida adulta com en I'etapa juvenil) a diverses arees del cervell que estan

estretament lligades a la resposta front a I'estrés.

Objectius secundaris generals:

- Entendre com I'estrées cronic afecta a diverses subpoblacions de neurones inhibidores del SNC.
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- Entendre com l'etapa en que s’indueix I'estrés té una influencia en els efectes que aquest

provoca.

- Entendre com afecta I'estres tenint en compte el sexe dels individus.

- Entendre com I'estrés cronic afecta a la plasticitat neuronal i a les molécules relacionades amb

aquesta en diverses arees del cervell.

RESULTATS PRINCIPALS

Amb el primer dels treballs recollits a la present tesi, mostrem com la restriccié de la mobilitat d’'1
hora al dia al llarg de 21 dies, produeix una disminucid de I'arbre dendritic de les interneurones de la
regid CA1 de I’"hipocamp que expressen SOM; les interneurones O-LM. Per contra, acd no ocorre amb
les interneurones situades a CA3. Cap diferéncia significativa es va detectar en la densitat d’espines
dendritiques en les interneurones SOM+ de cap de les dues regions de I’hipocamp analitzades. La
densitat de interneurones SOM+ tampoc es va veure alterada per aquest protocol d’estrées. Finalment,
I’estres va produir una disminucié de I'expressiéo de GAD67 en |'estrat lacunosum-moleculare de CA1 i
en els estrats lucidum i radiatum de CA3, perd no va afectar a I'expressié de SYN) ni a la de PSA-NCAM

en cap de les capes estudiades.

Amb el segdn dels treballs, on la restriccid es va fer en rates mascle durant 6h/dia al llarg de 10 dies,
vam veure que l'estrés cronic induia increments en |'expressié de PSA-NCAM a la regiéo CAl de

I’hipocamp, pero no a la mPFC ni a la BLA.

Aixi mateix, aquest model, va produir un augment de la densitat de cel-lules PV+ en lamPFCien la
BLA, pero aix0 no va alterar la densitat de cél-lules PV+ envoltades de PNNs en cap d’aquestes regions.
Per contra, a la regié CA1 de I'hipocamp, la densitat de cel-lules PV+ no es va veure afectada, tot i que
si que es va produir una disminucié de la densitat de PNNs en animals sotmesos a I'estrés. Tot i aixo0,
la densitat de cél-lules PV+ envoltades de PNNs no va mostrar diferéncies significatives en aquesta
regid. En quant al nucli reticular talamic (TRN), es va analitzar la intensitat de fluorescéncia i vam veure
gue l'estrés augmentava la senyal dels marcadors de les PNNs i de les cél-lules PV+. A I’'habénula es va

produir un increment de cél-lules PV-/PNNs+.
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Finalment, vam veure que la densitat de puncta SYN+/PV+ que envolta les neurones excitadores de
la mPFC no estava alterada per I'estrés, pero aquest protocol si que produia una disminucié de la

densitat de puncta SYN+/PV- a la mPFC. En la BLA no vam veure cap diferéncia significativa.

A l'Gltim dels treballs, mostrem com I'estrés peripubertal produeix canvis al comportament dels
animals tant juvenils com adults, on es mostra un augment de la locomocié tant en mascles com en

femelles aixi com un augment de comportaments relacionats amb I'ansietat.

Aquests canvis comportamentals se sustenten amb canvis moleculars en la IL; vam veure que quan
analitzem els dos sexes junts, els animals estressats tenien una major densitat de vGAT que els animals
control, cosa que es traduia en una menor ratio E / |, que era significativa tant en femelles com en tots
dos sexes junts. Aquest augment de la inhibicid es veia suportat per augments en la complexitat de
I"arboritzacidé dendritica de les céel-lules PV+, concretament a les regions medials i distals de les cel-lules
de les femelles estressades. A més, aquest grup d’animals va mostrar una reduccié de la densitat

d’aquesta subpoblacid de interneurones.

L’estudi de la innervacio perisomatica de les cél-lules piramidals i les cél-lules PV+ de la IL va mostrar
un augment de la densitat de puncta inhibidors sobre aquestes cél-lules, en mascles, en femelles i
analitzant els dos sexes junts. Curiosament, quan analitzarem I’estructura de les cel-lules excitadores,
vam veure que l'estrés peripubertal afectava diferencialment als mascles (disminuint la densitat

d’espines dendritiques) i a les femelles (augmentant-la).

Finalment, vam analitzar la densitat de punta immunoreactius per a PSA-NCAM, que va mostrar un
augment significatiu en animals sotmesos a estres peripubertal Unicament quan analitzavem els dos

sexes junts i la densitat de PNNs, que no es va veure afectada per aquest protocol d’estrés.

CONCLUSIONS

- L’estres cronic per restriccid d’1h al dia al llarg de 21 dies no produeix efectes en la densitat

d’espines dendritiques de interneurones SOM+, ni en CA1 ni en CA3.

- L'estres cronic per restriccié d’lh al dia al llarg de 21 dies no afecta a la densitat

d’interneurones SOM+ ni en CA1 ni en CA3.
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- L’estres cronic per restriccio d’1h al dia al llarg de 21 dies produeix una disminucio de
I'expressié de GAD67 en I'estrat lacunosum-moleculare de CAl i en els estrats lucidum i radiatum de

CA3, pero no afecta a I'expressié de SYN ni a la de PSA-NCAM en cap de les capes estudiades.

- L'estrés cronic per restriccié de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies indueix
increments en I'expressié de PSA-NCAM a la regié CA1 de I’hipocamp dorsal, a la I'estrat lacunosum-
moleculare, i a I'hipocamp ventral als estrats piramidal i radiat, perd no altera I'expressié d’aquesta

molécula ni a la mPFC ni a la BLA.

- L’estres cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies produeix un
augment de la densitat de cel-lules PV+ en la mPFC i en la BLA, pero no altera la densitat de cel-lules

PV+ envoltades de PNNs en cap d’aquestes regions.

- L’estrés cronic per restriccio de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies no afecta a la
densitat de cél-lules PV+ a la regid CA1 de I'hipocamp, tot i que si que produeix una disminucié de la
densitat de PNNs en animals sotmesos a I'estrés. Tot i aix0, la relacié de cel-lules PV+ envoltades de

PNNs no presenta diferencies significatives en aquesta regid.

- L’estrés cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies produeix un

augment de la intensitat de fluorescéncia de les PNNs i de les cél-lules PV+ al TRN.

- L’estres cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies produeix un

increment del nombre de PNNs en la habénula.

- L’estres cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies no altera la
densitat de puncta SYN+ / PV+ que envolten els somes de les neurones excitadores de la mPFC, pero

si que produeix una disminucio de la densitat de puncta SYN+ / PV-.

- L’estres cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies no altera la

densitat de puncta SYN+/PV+iSYN+/PV-en la BLA.

- L’estres peripubertal produeix un augment de la locomocié i de comportaments relacionats
amb I'ansietat tant a curt com a llarg termini, tant en mascles com en femelles i quan s’analitzen els

dos sexes junts.

- L’estrés peripubertal no produeix canvis en la densitat de puncta VGLUT1+ de la IL en cap dels
grups estudiats. La densitat de puncta VGAT+ es veu augmentada en aquesta regid en animals

estressats quan s’analitzen els dos sexes junts.
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- L’estrés peripubertal produeix un menor ratio E /| en la IL de les femelles i quan s’analitzen els

dos sexes junts.

- L’estres peripubertal redueix la densitat de cél-lules PV+ en la IL de les femelles adultes.

- L’estres peripubertal produeix un augment en la complexitat de I'arboritzacié dendritica de les

cél-lules PV+ de I'escorga IL de les femelles adultes.

- L’estres peripubertal produeix un augment de la densitat de puncta CB1R+ sobre els somes de
les cél-lules piramidals de la IL tant de mascles, com de femelles, com quan s’analitzen els dos sexes
junts. Per contra, la densitat de puncta perisomatics PV+ sobre les cél-lules piramidals, sols es veu

augmentada al grup dels mascles.

- L’estrés peripubertal produeix un augment de la densitat de punta CBR1+ sobre els somes de

les cel-lules PV+ de la IL Unicament en el grup de les femelles.

- L’estrés peripubertal produeix una reduccié de la densitat d’espines a les regions distals de les

dendrites de les cél-lules piramidals de la IL dels mascles i un augment d’aquestes en les femelles.

- L'estrés peripubertal no produeix alteracions en la densitat de PNNs, ni en la densitat de

cel-lules PV+ rodejades per aquestes en la IL.

- L’estres peripubertal produeix un augment de la densitat de somes que expressen PSA-NCAM

ala IL quan s’analitzen els dos sexes junts.
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1. L’ ESTRES

1.1. Concepte de I’estrés

El concepte d’estrés va ser definit al 1936 per Hans Selye, qui va observar que pacients amb
diferents dolencies mostraven simptomes similars. L’aparicié d’aquests simptomes va ser atribuida als
esforcos de I'organisme per a combatre I'estres d’estar malalt. Aquests simptomes els va agrupar en
I'anomenada Sindrome d’Adaptacié General (Selye 1950), la qual incloia: fatiga, pérdua de la gana,

baixada de pes i debilitat tant fisica com psiquica.

Selye va observar un efecte similar quan injectava substancies o modificava I’homeostasi de les
rates amb les quals experimentava. Va ser després d’aquestes investigacions, i amb I'ajuda de
definicions ja establertes per altres cientifics -com Claude Bernard, qui va definir el medi intern
(Bernard 1855), i Walter Cannon, qui va associar el terme ‘homeostasi’ als mecanismes fisiologics que
mantenen el balanc d'aquest medi- quan Selye va publicar la seua major aportacié cientifica: aquesta
aportacio va consistir a atribuir la paraula ‘stress’ (estrés) a la resposta no especifica dels organismes
quan es dona una demanda (Selye 1950). En aquest mateix treball va definir com a ‘Stressors’
(estressors) aquells estimuls que produeixen la resposta d’estrés i va hipotetitzar que aquest, quan es
produeix durant llargs periodes de temps, podria ser un factor determinant per al desenvolupament

de certs desordres psiquiatrics.

1.2. Biologia de I'estrés (Mecanismes de la resposta de I’estres)

Actualment, és ben conegut que, com a reaccié a I'estres, es produeix una secrecio de I’hormona
alliberadora de corticotropina (CRH) per part de I'hipotalem (Aguilera 2011). Aquesta hormona es
trasllada fins a la hipofisi, i indueix la seua estimulacid i la conseglient produccié de I’'hormona
adrenocorticotropina (ACTH). L’alliberament d’ACTH a la circulacié sanguinia fa que aquesta viatge fins
a I'escorga suprarenal i I'active, de manera que s’inicia la sintesi de glucocorticoides (fonamentalment
cortisol en humans i corticosterona en rosegadors). El cortisol viatja per la circulacié sanguinia fins a
creuar la barrera hemato-encefalica i arribar de nou a I'hipotalem, on s’uneix als receptors de
glucocorticoides (GR) i el retroalimenta negativament. D’aquesta manera, impedeix la sintesi de més
CRH i ACTH (Mukhara et al. 2018) (Figura 1). El cortisol es considera una hormona que redirigeix el
metabolisme, provocant un increment de les demandes d’energia per combatre una situacié anomala
(Kyrou and Tsigos 2009). Paral-lelament a la secrecié del cortisol, I'estrés també desencadena la sintesi

i I'alliberament de l'adrenalina i la noradrenalina (NA) a la medul-la suprarenal. L'adrenalina és



I’'hormona que produeix les respostes o simptomes comuns de I'anomenada Sindrome d’Adaptacio
General. La NA, al contrari que I'adrenalina, pot creuar la barrera hemato-encefalica i produir efectes

a les regions del sistema nervids central (SNC) que tinguen receptors per a aquesta molécula.
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Figura 1: Principals components de I'eix hipotalem-hipofisiari en rosegadors. La CRH procedent de I'hipotalem estimula
la sintesi d’ACTH per part de la hipofisi. L’ACTH viatja fins a la glandula suprarenal on indueix la sintesi de NA, adrenalina i
cortisol. Aquest ultim produeix una retroalimentacié negativa en aquelles estructures amb GR, com és el cas de I'hipotalem i
la hipofisi. CRH: factor alliberador de corticotropina. ACTH: hormona adrenocorticotropina. NA: noradrenalina. GR: receptor

de glucocorticoides.

Es important destacar que I'expressié de GRs és elevada a les arees del sistema limbic, com sén
I’'hipocamp i I’hipotalem (Aronsson et al. 1988; Sousa et al. 1989), pero és lleugerament més reduida a

les regions talamiques, a I'amigdala central i al neocortex (Joéls and Vreugdenhil 1998). L’expressio de



receptors per a la NA pot coincidir en algunes arees amb els de GR, com és el cas de I'escor¢a o

I’hipocamp (Yapici-Eser et al. 2018; Lesuis et al. 2020).

La preséncia d’aquests receptors fa que les arees on es troben siguen especialment vulnerables a
I'estres. De fet, durant els ultims anys s’ha fet evident que els glucocorticoides indueixen efectes rapids

en l'activitat neuronal d’aquestes regions (Krugers et al. 2012).

1.3. Efectes de I’estrés sobre el sistema nervids central

Com ja hem esmentat ades, tant el cortisol com la NA produits durant les situacions estressants
poden creuar la barrera hemato-encefalica i generar diversos efectes en aquelles arees cerebrals on

s’expressen els seus receptors especifics.

Aixi mateix, la duracié de l'estrés és un factor molt important a considerar quan s’avalua el seu
impacte sobre el sistema nervids. L’estrés agut -esdeveniments estressants de curta duracié pero molt
intensos, que posen en marxa la resposta a I'estres durant curts periodes de temps- és capac¢ de
potenciar funcions neuronals i millorar el rendiment cognitiu (Mcewen and Sapolsky 1995). Aquests
estressors de curta duracié generen una resposta fisiologica tipica, la qual permet als individus
reaccionar de manera molt eficient davant de situacions adverses, constituint una resposta adaptativa
o de supervivencia. Al contrari del que ocorre amb I'estres agut, I'exposicié prolongada a I'estres pot
induir una serie de canvis que modifiquen de manera més profunda la fisiologia de diverses regions
del SNC, particularment les que sén riques en receptors de glucocorticoides. Aquests canvis severs
també es produeixen a nivell estructural i molecular tant en neurones principals com en interneurones
(Radley and Morrison 2005; Radley et al. 2006; Gilabert-Juan et al. 2011, 2013). Moltes d’aquestes
alteracions induides per I'estrés cronic sén deleteries i poden comportar canvis comportamentals i

deficits en la cognicid i I'aprenentatge.

Es important destacar també que la densitat de GR a les diferents estructures del SNC varia
depenent de I'edat dels individus (Dalm et al. 2005), propiciant que determinades regions siguen més
vulnerables en algunes etapes de la vida. De fet, és conegut que en etapes primerenques, la quantitat
de GRs que trobem a les principals estructures del sistema limbic és major que la densitat d’aquests

receptors en edats més tardanes (Bizon et al. 2001).

Un altre aspecte molt important que s’ha de preveure en estudiar la neurobiologia de I'estres és

gue les accions dels glucocorticoides poden ser diferencials depenent del sexe. Per tant, I'estres té un



impacte diferent en mascles i en femelles. A¢o és particularment important, perqué en algunes
malalties psiquiatriques on I'estrés pot ser un factor desencadenador, la prevalenca és distinta entre
sexes (Brivio et al. 2020). El nostre estil de vida actual, particularment a les societats occidentals, fa
gue estiguem sotmesos, sovint, a uns nivells d’estres elevats i continuats, els quals, com hem vist,
poden contribuir al desenvolupament de diverses malalties psiquiatriques (Davis et al. 2017). En
conseqiiencia, molts laboratoris centren la seua recerca a determinar quins sén els efectes especifics
que diferents paradigmes d'estrés cronic produeixen al cervell. En la present tesi, pretenem contribuir
a aquesta linia de treball analitzant els efectes de diferents models d’estres cronic en rosegadors. Com
que l'edat i el sexe sén dos factors molt importants en la resposta a I'estres, emprarem animals en

diferents fases de la vida, aixi com mascles i femelles en aquests estudis.



2. POBLACIONS NEURONALS D’INTERES PER A L’ESTUDI DE LESTRES
CRONIC

El sistema nervids esta format per diversos tipus cel-lulars, fonamentalment agrupats en neurones
i cel-lules de glia. Es considera que la neurona és la unitat funcional basica del cervell i és responsable
de la generacid i la transmissid dels potencials d’accié. Hi ha dos tipus de neurones al cervell: les
excitadores o neurones principals, aquelles que promouen l'activacié de la neurona amb la quée
contacten, i les inhibidores o interneurones, que sén les que reprimeixen I’activitat de la neurona amb

qgue contacten.

L'organitzacid de les neurones en diverses capes i nuclis fa que el cervell es puga dividir en diferents
arees especifiques. La variabilitat de tipus neuronals que trobem al cervell és molt extensa. En la
present tesi ens hem centrat en I'estudi dels canvis que produeix I'estrés cronic en poblacions de

neurones principals i interneurones, localitzades en arees especialment susceptibles a I'estres.

2.1. Neurones piramidals

Les neurones piramidals son la poblacié neuronal més abundant de I'escorga cerebral; representen
al voltant del 80% de les cel-lules que la componen (Kamigaki 2019). Podem trobar també neurones

piramidals en algunes regions del sistema limbic, com I'amigdala (Spruston 2008).

El neurotransmissor principal d’aquestes neurones al cervell de mamifers és el glutamat i es
caracteritza per ser un neurotransmisor excitador. Aquest se sintetitza al citoplasma cel-lular a partir
de la glucosa i s'emmagatzema a les vesicules sinaptiques fins a la despolaritzacié cel-lular, moment
en el qual és lliurat a la fenedura sinaptica. El glutamat s’uneix a receptors especifics, els quals
indueixen la despolaritzacié de la membrana plasmatica de I'element postsinaptic. El glutamat
s'incorpora a l'interior de les vesicules sinaptiques mitjangant els transportadors vesiculars de
glutamat (VGLUT) (Takamori 2006). Existeixen tres tipus diferents d'aquests transportadors: les
cél-lules piramidals de I'escorga cerebral expressen especificament VGLUT-1 als seus terminals axonics,
mentre que les neurones excitadores amb somes situats fora de I'escorca cerebral, expressen VGLUT-
2 als seus terminals (Varoqui et al. 2002). El VGLUT-3 és menys abundant que els altres dos i el trobem
a les cel-lules serotoninergiques del nucli de la rafe, en acetilcolinergiques de I'estriat i gabaérgiques
de I’hipocamp i escorca (Gras et al. 2002; Somogyi et al. 2004; Horvath et al. 2018), a més, VGLUT-3 no

sols es troba als terminals axonics, sind que també podem observar-lo al cos cel-lular i a les dendrites



d’algunes neurones. En la present tesi, utilitzem el VGLUT-1 com marcador de sinapsis excitadores

procedents de cél-lules piramidals de I'escor¢a cerebral.

Com fa palés la seua denominacio, el cos cel-lular d’aquestes neurones té una morfologia piramidal
(Figura 2). De la part basal ix un axé que produeix nombrosos contactes excitadors glutamatergics. Les
vesicules sinaptiques s'acumulen en uns eixamplaments localitzats a la part terminal de |'axé (botons
terminals) o al llarg de la seua trajectoria (botons de pas). Quant a les dendrites, trobem dos dominis
diferents: les dendrites apicals, que emergeixen de I'apex del soma i es bifurquen diverses vegades
formant I'arbre dendritic apical, i les dendrites basals, que ixen de la base del soma i estan menys
desenvolupades que les de I'arbre apical (Spruston 2008). La morfologia i I’estructura de les neurones
piramidals i del seu arbre dendritic varia depenent de |'area cerebral a la qual pertany, i fins i tot

existeixen morfologies variables a les diferents regions de I'escorga (Spruston 2008).

Les dendrites d’aquestes neurones tenen unes estructures especialitzades per a la recepcié de
contactes sinaptics, anomenades espines dendritiques. Aquestes tenen un cap o part eixamplada on
reben la majoria de les sinapsis excitadores que arriben a la cél-lula (Chidambaram et al. 2019). Per
contra, la tija (shaft) de la dendrita rep contactes majoritariament inhibidors, els quals també son
freqlients sobre els cossos neuronals, al voltant del soma, sobre la regié coneguda com a regid

perisomatica (Kubota 2014).

Les espines dendritiques varien considerablement en la seua forma i grandaria i sén estructures
molt plastiques (Qiao et al. 2016). El nombre d’espines dendritiques es considera una estimacié del
nombre de sinapsis excitadores que rep la neurona i pot canviar amb I'experiéncia de I'individu.
Algunes patologies psiquiatriques i neurologiques cursen amb anomalies en la morfologia i el nombre

d’espines dendritiques (Forrest et al. 2018; Chidambaram et al. 2019).

Les espines es classifiquen morfologicament en tres tipus: 1) Les anomenades fines o “thin”, que
son allargades i dinamiques. Aquestes sOn espines transitories que emergeixen i desapareixen
continuament. 2) Les espines més grans tenen forma de fong i sén anomenades “mushroom”.
Aquestes sén més estables i reben una major quantitat de contactes sinaptics. Tenen un cap gran i un
coll estret i curt. 3) I, finalment, les “stubby”, que tenen una morfologia intermeédia entre les dues
anteriors. En aquestes no s’aprecia una clara diferéncia entre el cap i el coll (Chidambaram et al. 2019)A
més, trobem els filopodis, que es consideren els precursors de les espines. Aquests son estructures
semblants a les espines “thin” pero la seua longitud és major i son molt més mobils i inestables

(Chidambaram et al. 2019). Les espines “thin”, “stubby” i els filopodis sén més prevalents durant el



desenvolupament i es consideren espines immadures i més plastiques. Val a dir que I'activacio repetida

d’una espina promou l'augment de la seua grandaria i estabilitat (Qiao et al. 2016).
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Figura 2: Representacio grafica de I'estructura d’una neurona piramidal, amb un soma en forma triangular, dos arbres
dendritics espinosos (apical i basal) i I'axd a la part basal, mostrant tres botons de pas. A I'esquerra, representacié dels
diferents tipus d’espines que trobem a les dendrites. A la dreta, un terminal axonic amb vesicules farcides de glutamat i amb
el transportador vesicular corresponent depenent de si es una sinapsi d'una neurona cortical (VGLUT1) o extracortical

(VGLUT2). VGLUT1/2: transportador vesicular de glutamat 1/2.

La plasticitat que caracteritza les neurones piramidals fa que siguen especialment susceptibles a
alteracions en I'ambient. Poden adaptar o modificar les seues connexions i estructura responent a

aquests canvis, particularment davant de les situacions estressants.



2.2. Interneurones

Tot i que la majoria de les cel-lules del SNC sén excitadores, també existeixen neurones inhibidores,
les quals sén essencials per al seu correcte funcionament. Aquest paper fonamental de les
interneurones és evident perqué la seua estructura i fisiologia es troben alterades en diversos

desordres neurologics i psiquiatrics, com ara I'epilépsia o I'esquizofrénia (van Bokhoven et al. 2018).

Les interneurones inhibidores constitueixen al voltant del 20-30% de les cél-lules de I'escorga
cerebral de mamifers (Hendry et al. 1987). Aquestes neurones regulen I'activitat de les cél-lules
piramidals. Fan servir a les seues sinapsis I'acid gamma-aminobutiric (GABA), el neurotransmissor
inhibidor per excel-léncia (Kubota 2014). El GABA és sintetitzat a partir del glutamat per I'enzim
glutamat-descarboxilasa (GAD). Aquest enzim té dues isoformes amb diferent pes molecular,
anomenades GADG65 (65 KDa) i GAD67 (67 KDa). Ambdds enzims es troben en totes les cél-lules
GABAeérgiques, pero la seua concentracid varia depenent de la localitzacid subcel-lular (Esclapez et al.
1994). Podem trobar, per tant, GAD67 al citoplasma dels cossos neuronals i GAD65 als terminals
axonics (Esclapez et al. 1994). El GABA s’inclou a l'interior de vesicules sinaptiques amb I'ajuda del
transportador vesicular de GABA (VGAT). El lliurament del GABA a I'espai sinaptic i la seua unid a
receptors especifics produeix la hiperpolaritzaci6 de la membrana plasmatica de la cél-lula
postsinaptica. En aquesta tesi hem utilitzat la deteccié d’algunes d’aquestes molécules associades a la
neurotransmissio GABAergica per a estudiar els efectes de I'estrés sobre les xarxes neuronals

inhibidores.
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Figura 3: Representacié grafica de I'estructura d’'una neurona inhibidora espinosa del SNC. Del soma ixen diferents
prolongacions dendritiques que es ramifiquen en totes direccions i presenten espines (triangles). A la part inferior trobem
|'axé amb una representacié del terminal axonic (quadre), on podem veure vesicules farcides amb neurotransmissor (GABA)
iamb el transportador vesicular de GABA (VGAT) en la seua superficie. GABA: acid gamma-aminobutiric. VGAT: transportador

vesicular de GABA.

Encara que hi ha diversos tipus de neurones inhibidores a I'escorga cerebral, en aquesta introduccié
no farem una descripcié de totes elles i ens centrarem Unicament en les que sén rellevants per a

aquesta tesi.

Les interneurones es poden classificar per el territori que constitueix la seua diana postsinaptica;
aixi trobarem neurones dels cistells (o basket cells), que tenen com a diana el soma de la cél-lula
postsinaptica, les interneurones canelobre (o Chandelier cells), que tenen com a diana el segment
inicial de I'axé de la cél-lula postsinaptica, i les interneurones Martinotti i interneurones double
bouquet, que contacten amb les dendrites de les cel-lules diana. Aquestes cél-lules expressen diferents
proteines d’unio al calci, com la parvalbimina (PV), la calbindina (CB) i la calretinina (CR) aixi com
neuropéptids com la somatostatina (SOM) i el polipeptid intestinal vasoactiu (VIP) o neurotransmissors
no convencionals com I’oxid nitric (Benes and Berretta 2001). A més, aquestes interneurones es poden

diferenciar per les propietats electrofisiologiques, que varien depenent de la subpoblacio. El
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percentatge de cadascuna d’aquestes varia segons l'espécie, la regié del cervell i la capa o nucli on

estan situades (Markram et al. 2004).

Totes elles estan formades, com les neurones piramidals, per un soma o cos neuronal, un axé i un
arbre dendritic. Es interessant mencionar que sols algunes subpoblacions d’aquestes interneurones

tenen espines a les dendrites (Figura 3) (Kisvarday et al. 1990).

Es coneix que la majoria de les interneurones formen part de circuits locals, de manera que sols
una petita proporcié d’aquestes cel-lules projecta cap a altres regions (Markram et al. 2004). Aquestes
interneurones tenen com a funcié principal mantenir I'estabilitat i el control del sistema. A fi d’assolir
aquesta funcid poden expressar diferents receptors, tant de neurotransmissors excitadors com
inhibidors, als seus somes i dendrites, aixi com establir sinapsis amb neurones principals i altres
interneurones. Algunes d’aquestes neurones també tenen receptors per a monoamines, neuropéptids,
neurotransmissors no convencionals i hormones; totes aquestes molécules tenen papers molt

rellevants en la regulacio de la fisiologia interneuronal.

2.2.1. Interneurones Martinotti / O-LM

Es considera que el 20-30% de les interneurones del neocortex son del tipus Martinotti (Gonchar
et al. 2008; Xu et al. 2010). Les trobem majoritariament a les capes Il i lll, tot i que també estan
presents, en menor mesura, a les capes IV, Vi VI (Rudy et al. 2011; Yavorska and Wehr 2016). Els seus
axons projecten, generalment, a la capa I, on s’arboritzen (Yavorska and Wehr 2016). A I'amigdala
trobem també una subpoblacié d’interneurones amb caracteristiques semblants a les Martinotti

d’escor¢a (McDonald and Mascagni 2002).

Tant les cel-lules Martinotti com les homologues de I'amigdala es caracteritzen per I'expressio del
péptid SOM. Hi innerven generalment les parts distals de I'arbre dendritic de les cél-lules piramidals
(Kawaguchi and Kondo 2002; Markram et al. 2004; Wolff et al. 2014). També inhibeixen altres
interneurones (Muller et al. 2007; Pfeffer et al. 2013) i reben inhibicié reciproca d’aquestes (Yavorska
and Wehr 2016). D’altra banda, es coneix que la majoria dels contactes que reben aquestes cél-lules
SOM+ procedeixen de ceél-lules piramidals situades al seus voltants (Riedemann 2019), tot i que les
Martinotti de capes IV i V d’algunes regions de l'escor¢a, reben també innervacié de cel-lules
excitadores situades al talem, projeccions colinergiques procedents del telencéfal (Obermayer et al.

2018) i projeccions serotoninérgiques procedents del nucli del rafe (Riedemann 2019).
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A I'hipocamp també trobem cél-lules SOM+ amb una estructura i connectivitat semblants a les de
les cel-lules Martinotti del neocortex. Els somes d’aquestes cel-lules generalment se situen a I'estrat
oriens (0), on també trobem les seues dendrites. Per contra, la majoria dels seus axons s'estenen fins
a l'estrat lacunosum-moleculare (LM) on s’arboritzen i on trobem els seus botons axonals. Per
conseglient aquestes cél-lules a I’hipocamp reben el nom de cél-lules O-LM (Sik et al. 1995; Oliva et al.
2000). Les neurones O-LM estan innervades per neurones piramidals i reben el seu input sinaptic
principal a I'estrat LM, lloc d’arribada de la via perforant procedent de I’escor¢a entorinica (EC), la qual
cosa suggereix que aquestes cel-lules controlen la informacid procedent d’aquesta regié cortical (Sik

et al. 1995).

Una caracteristica fonamental de totes aquestes interneurones SOM+ que hem descrit, i que les
diferencia de la major part d’altres subpoblacions d’interneurones, és que presenten nombroses
espines dendritiques. A banda de la seua participacié en la circuiteria cortical, les interneurones SOM+
tenen un paper essencial en la maduracié de I'escorca (Tuncdemir et al. 2016) i en altres moments del
neurodesenvolupament, aixi com en la plasticitat neuronal i el desenvolupament d’algunes patologies

cerebrals (Liguz-Lecznar et al. 2016).

2.2.2. Interneurones de cistella (Basket cells)

Representen aproximadament el 50% de les interneurones corticals (Gonchar et al. 2008; Xu et al.
2010). Les cel-lules de cistella expressen nombrosos neuropéptids, pero es caracteritzen per |'expressioé
d’una de les dues proteines dependents de calci, PV o CB (Markram et al. 2004). La majoria de cel-lules
de cistella sén de dispar rapid (fast-spiking) i expressen PV, per contra, una fraccié d’aquestes cel-lules
no té la propietat de dispar rapid i es caracteritza per expressar colecistoquinina (CCK) i no PV. Les
cél-lules CCK positives expressen el receptor de serotonina tipus 3 (5-HT3) (Morales and Bloom 1997)
i, especificament en els seus terminals axonics, el receptor de cannabinoides de tipus 1 (CB1R) (Katona

et al. 1999; Freund 2003).

Les basket cells es troben majoritariament a les capes Il i IV del neocortex (Markram et al. 2004),
tot i que també estan presents en menor mesura a la resta de capes (Yavorska and Wehr 2016). També
es poden trobar cél-lules de cistella a I’hipocamp (Freund 2003) i a I'amigdala (McDonald and Betette

2001; Rovira-Esteban et al. 2017).

Les neurones de cistella estan especialitzades en establir sinapsis amb el soma i les dendrites

proximals de les cél-lules piramidals (Figura 4). També fan aquest tipus de contactes sinaptics amb
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altres interneurones (Pfeffer et al. 2013). Aixi doncs, s’Tanomenen cel-lules de cistella per la morfologia
caracteristica dels seus terminals axonics, que envolten els somes de les cél-lules diana, establint
diversos contactes en una mateixa cél-lula (Markram et al. 2004). Una altra caracteristica fonamental
d’aquesta subpoblacié cel-lular és que cadascuna d’aquestes cel-lules de cistella, estableix sinapsis amb
els somes de diverses cel-lules diana, particularment de neurones piramidals, de manera que
contribueixen a la sincronitzacié d’aquestes i al control del seu patré d’activacid (Freund 2003; Kubota

2014).

Convé assenyalar que alguns treballs recents han mostrat com estimuls o experiéncies externes
poden produir en aquestes cel-lules de cistella diverses alteracions. Concretament en la subpoblacié
PV+ es pot produir remodelacié axonica (Pieraut et al. 2014) i es pot alterar la plasticitat funcional en
els contactes que reben i envien sobre les neurones excitadores (Seay et al. 2020). Les cél-lules de
cistella CCK+ presenten alteracions en els nivells de mRNA i en I'expressié d’algunes moléecules rere
diferents estimuls (Gruber et al. 2015). Tots aquests fets suggereixen que alteracions en aquest tipus
neuronal poden tenir efectes notoris en la plasticitat global dels circuits en els quals estan implicades
(Foggetti et al. 2019). A¢o fa que I'estudi d’aquestes cél-lules, tant les PV+ com les CCK+, siga d’especial
interés per a nosaltres. En aquesta tesi he analitzat com afecta I'estres a la seua morfologia i I'expressié

de molecules relacionades amb la plasticitat.

2.2.3. Interneurones canelobre (Chandelier cells)

Son cel-lules de dispar rapid que expressen PV i CB. Les trobem majoritariament en les capes lI/11l i

V del neocortex i I’'hipocamp (Inda et al. 2009) i a I'amigdala (McDonald and Betette 2001).

Els terminals axonics de les interneurones canelobre projecten sobre el segment inicial de I'axé de
les piramidals (Somogyi 1977; Wang et al. 2016) (Figura 4), i constitueixen una font d’inhibicié molt
poderosa que té molta influencia sobre la descarrega d’aquestes neurones excitadores. L’activacio
d’aquestes cél-lules es realitza de manera sincronica i cadascuna d’elles innerva a diverses neurones
piramidals, de manera que, com les neurones de cistella, també tenen un paper important en la

sincronitzacid d’aquestes (Taniguchi et al. 2013).
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2.2.4. Altres subpoblacions de interneurones

Interneurones “Double bouquet”

Constitueixen el 15-30% de les interneurones de 'escorga cerebral (Gonchar et al. 2008; Xu et al.
2010). Les trobem majoritariament en les capes II/Ill i V del neocortex (Markram et al. 2004), tot i que
també estan presents a I'hipocamp (Acsady et al. 1996; Gulyas et al. 1996) i a I'amigdala (Muller et al.
2003; Spampanato et al. 2011).

El 60% d’aquestes cel-lules expressen tant CRH com VIP i el 40% expressen CR. Mai expressen PV,
SOM ni neuropeptid Y (NPY) (Markram et al. 2004). Les interneurones VIP+ compten a més amb la
preséncia del 5HT3a (Yavorska and Wehr 2016). Innerven tant les espines com la tija dendritica de les
seues cel-lules diana. Es considera que aquestes cél-lules son les responsables del control d’altres
cél-lules no piramidals. De fet, estableixen sinapsis majoritariament sobre neurones inhibidores PV+ i
SOM+ (Yavorska and Wehr 2016); per tant, tenen una funcié desinhibidora sobre les cél-lules

piramidals (Pi et al. 2013; Karnani et al. 2016) (Figura 4).

cistella

Vi

Figura 4: Representacié grafica de la localitzacié i connectivitat de les neurones principals i interneurones més
representatives en les diferents capes de I'escorga prefrontal (PFC). SOM: somatostatina. VIP: peptid vasointestinal. CR:

calretinina. PV: parvalbumina. CCK: colecistoquinina.
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Totes aquestes subpoblacions neuronals que hem descrit fins ara estan relacionades entre si i el
balang entre el seu nombre, connexions i la seua activitat fa que siga possible el correcte funcionament

dels circuits on estan implicades.

16



3. AREES IMPLICADES EN LA RESPOSTA A L’ESTRES

3.1 Escorga prefrontal

L’escorca prefrontal (PFC) és la part més anterior del neocortex. Esta localitzada als |obuls frontals
del cervell, rostral respecte a I'escor¢ca motora. Aquesta regié es troba estretament associada a la
capacitat del control cognitiu, que entenem com a I’habilitat per executar voluntariament un
comportament concret, a fi d’arribar a un objectiu determinat en un entorn que pot variar (Luna et al.
2015). Aco inclou un ampli ventall de funcions, entre les que estan el control d'impulsos, la capacitat
de fer plans a llarg termini, prendre decisions davant de diverses opcions (capacitat de judici), la
resolucié de problemes, la formacié de la memoria de treball i el desenvolupament de les funcions
executives (Leonard 2016; Carlén 2017; Kamigaki 2019). Aixi mateix, també té funcions relacionades
amb la motivacio i I’estat animic (Dixon et al. 2017). Aquesta area neocortical rep i envia projeccions a
escorces sensorials associatives, al sistema limbic (amigdala i el nucli septal, junt a la mateixa PFC) i al

nucli dorsomedial del talem (Leonard 2016; Hika and Al Khalili 2020).

La PFC es divideix en I'escorca orbitofrontal (OFC) i I'escorca prefrontal medial (mPFC). La OFC és
analoga a I’area rhinal-insular en primats (Kolb et al. 2004) i esta localitzada sobre les orbites en que
s'ubiquen els ulls. Aquesta regid esta implicada en algunes funcions cognitives com la capacitat
d’aprenentatge, en el processament emocional i en algunes funcions executives com la presa de
decisions (Bechara et al. 2000; Kolb et al. 2004). La mPFC de rosegadors és analoga a l'escorca
dorsolateral i medial de primats. Aquesta regio esta localitzada a la part frontal del neocortex, estableix
connexions amb altres arees corticals i extracorticals i esta associada a funcions com la presa de
decisions, la generacié de memaories recents i antigues o la percepcid sensorial (Brown and Bowman

2002; Dalley et al. 2004; Kolb et al. 2004).

En rosegadors, la mPFC esta dividida en tres arees: les escorces prelimbica, infralimbica i cingulada.
L’escorga cingulada (Cg) (situada contigua al cos callés) rep connexions sensorials tant corticals com
extracorticals i participa en la generacid de regles associades a un ordre temporal i I'aprenentatge de
la seqiienciaciéo motora necessaria per dur a terme una accid (Rolls 2019). L’escorga prelimbica (PrL) i
I’escorga infralimbica (IL) formen 'anomenada mPFC ventral. Generalment es considera que la PrL
(analoga ala PFC dorsolateral en humans) esta implicada en funcions executives, com sén els processos
atencionals o la memoria de treball, entre d’altres. A més, té un important paper en I'adquisicid de la
por (Granon and Poucet 2000; Sierra-Mercado et al. 2011). Finalment, la IL esta associada al control

autonom, a la generacio de respostes i I’extincié de la por (Sierra-Mercado et al. 2011).
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La configuracié citoarquitectonica de la mPFC de rosegadors és similar a la d’altres mamifersia la
de la resta del neocortex. Consta de sis capes horitzontals, exceptuant la presencia de la capa IV de
cél-lules granulars (Uylings et al. 2003), que en rosegadors és inexistent (Figura 5). Per tant, les capes

gue componen aquesta regid sén:

- Capa | o capa molecular: Es una capa que es caracteritza per la poca preséncia de cossos
neuronals i una gran quantitat de dendrites apicals procedents de les capes profundes del neocortex.
La majoria dels cossos neuronals que trobem a aquesta capa son d’interneurones. En aquesta capa les

dendrites apicals de les piramidals reben aferéncies del talem i d’altres zones de I'escorca.

- Capa Il o capa granular externa: En aquesta capa trobem majoritariament neurones
excitadores granulars. Les connexions d’aquesta capa sén amb altres arees corticals del mateix

hemisferi cerebral.

- Capa lll o capa piramidal externa: Es caracteritza per tenir neurones piramidals de talla mitjana,
amb un arbre dendritic complex. Aquestes neurones projecten a altres arees corticals i a la mateixa

regio.

- Capa V o capa piramidal interna: Constituida fonamentalment per neurones piramidals de gran
mida. Aguestes neurones projecten fora de la regid, cap a altres arees corticals o cap a estructures

subcorticals.

- CapaVlocapa polimorfica: Aquesta Ultima capa és la més heterogenia de totes. En ella trobem
algunes neurones piramidals que contacten amb neurones talamiques. La complexitat d’aquestes

neurones piramidals és menor que la de les que trobem en la capa lll.
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Bregma 1.54mm

Figura 5: A la dreta representacio grafica de la situacié de I'escorga infralimbica (IL) (Adaptacié de Paxinos and Franklin’s
- 5th Edition) i I'esquerra la distribucid cel-lular a les seues capes (Adaptacié de Ramdn y Cajal, 1909). Enquadrada la capa IV,

que en rosegadors és inexistent. IL: escorga infralimbica.

La majoria de la informacié procedent d’altres zones corticals arriba a les neurones piramidals de

les capes Vi VI (Dembrow et al. 2015).

El 80% de les neurones que trobem a la PFC sén neurones piramidals glutamatérgiques, el 20%
restant sén neurones inhibidores (Markram et al. 2004; Rudy et al. 2011). La poblacié d’interneurones
de I'escorga prefrontal és molt heterogénia (Wearne and Cornish 2019), pero les més abundants i més

interessants per a la present tesi sén les cel-lules PV+iles SOM+ i, en menor mesura, les CCK+.

La PFC té un desenvolupament tarda respecte a la resta de regions cerebrals, acaba de
desenvolupar-se durant I'adolescéncia. Aquest fet pot tenir conseqiiencies importants per a la cognicidé
i el comportament, ja que la maduracié estructural concorre junt a la maduracié funcional. Per tant,

durant I'adolescencia, la PFC és particularment sensible a les experiéncies adverses, les quals poden
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fins i tot promoure I'aparicié de desordres psiquiatrics com I'esquizofrenia o la depressié (Caballero

and Tseng 2016; Shaw et al. 2020).

La gran presencia de GR en aquesta area fa que siga evident la seua afectacié amb ['estres.
Obviament, els estressors tindran un major impacte durant les primeres fases de la vida (la infantesa i
I’adolescencia), quan esta acabant-se de desenvolupar la PFC. Aquesta és la rad per la qual incloem la

PFC com una de les arees d'interées a la present tesi.

3.2 Hipocamp

L’hipocamp esta localitzat a la regié medial del I6bul temporal. Esta dividit en el gir dentat (DG) i
en la banya d’Amon (CA). Aquesta darrera regid, a la seua vegada es divideix en quatre subregions

(CA1-CA4).
Les subregions de la CA estan organitzades en diverses capes o estrats (Figura 6):

- Oriens: Capa on es troben les dendrites basals de les cél-lules piramidals. Trobem també
interneurones SOM i CB positives. També es poden trobar en aquest estrat les dendrites de les cél-lules

O-LM, els axons de les quals projecten a la capa de Lacunosum-moleculare.

- Pyramidale: formada majoritariament per cel-lules piramidals multipolars espinoses. Les
dendrites basals d’aquestes sdn més curtes i projecten a I'estrat Oriens. Les dendrites apicals, son molt
més llargues i travessen totes les capes de I'hipocamp fins arribar a la capa Lacunosum-moleculare.

Trobem també interneurones CCK i PV positives.

- Lucidum: capa present Gnicament en CA3. Es una capa estreta que es troba just baix de la capa

de les piramidals i és el lloc d’arribada de les fibres molsoses.

- Radiatum: es troba baix de la capa piramidal en CA1i CA2, i contigua a 'estrat lucidum en CA3.
En aquest es poden trobar les sinapsis establertes pels axons de les neurones piramidals de CA3, les

col-laterals de Shaffer.

- Lacunosum-Moleculare: a aquesta arriben les projeccions procedents de I'EC, aixi com els

axons de les cél-lules O-LM (Van Groen et al. 2002).

Aixi mateix, el DG també té una seqliencia de capes caracteristica:
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- Molecular: esta basicament constituida per dendrites procedents de les neurones granulars i
de les interneurones situades tant a la capa granular com a la polimorfica. També trobem alguns cossos

cel-lulars, principalment de interneurones VIP+, interneurones de cistella o interneurones canelobre.

- Granular: formada per cél-lules granulars que projecten les seues dendrites apicals cap a la
capa molecular. Els axons d’aquestes cel-lules formen les fibres molsoses. Les dendrites de les

neurones granulars també son espinoses.

- Capa polimorfica o hilus: esta formada per fibres axoniques que van al lucidum de CA3 (fibres
molsoses) i per algunes interneurones. Entre I’hilus i la capa granular trobem interneurones de cistella
qgue inhibeixen les cel-lules granulars. També es troba una poblacié de cel-lules excitadores

anomenades mossy cells, que envien axons cap a I’estrat molecular.
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Figura 6: A la dreta representacid grafica d’un tall coronal on es pot veure I'estructura de I’hipocamp (Adaptacidé de
Paxinos and Franklin’s - 5th Edition). Dalt a I’esquerra dibuix de la distribucié cel-lular a les capes de I'hipocamp de conill,
similar a la distribucié que trobem en rosegadors (Adaptacié de GOLG/ 1903). Baix a I'esquerra, circuiteria interna de
I"hipocamp (Arslan-Ergul et al. 2013). Or: estrat oriens. Pyr: estrat piramidal. Rad: estrat radiada. Lac-Mol: estrat lacunosum-

moleculare. Mol: estrat molecular. Gran: estrat granular.
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L’hipocamp rep connexions aferents del septum, de I’hipotalem (a través del fornix), de I'EC, el locus
coeruleus, nuclis del rafe, nucli reuniens i de I'amigdala (Knierim 2015). Les seues projeccions eferents
van al nucliaccumbens (a través del fornix), al nucli septal, a I’'amigdala, al nucli preoptic de I’hipotalem,

a l'estriat ventral i a altres porcions del lobul frontal. També projecta cap a I'EC.

L'hipocamp té un caracteristic circuit intern que comunica les subregions que el conformen.
L’entrada principal de connexions que rep I’hipocamp prové de I'EC, per 'anomenada via perforant. La
via perforant connecta I'EC amb les cél-lules granulars del DG. El DG projecta a les cél-lules piramidals
de CA3, on s’estableix una segona sinapsi. En aquest cas, la via que connecta DG i CA3 s’Tanomena “via
de les fibres molsoses” (Scharfman 2016). Les neurones piramidals de CA3 projecten a les de CAl
(tercera sinapsi) a través de les col-laterals de Schaffer i, finalment, les neurones piramidals de CA1l
tanquen el circuit projectant novament a I'EC (Knierim 2015). Antigament es considerava que aquest
circuit era unidireccional, pero, estudis recents han mostrat com I'EC també projecta a CA3 i a CAl. Es
interessant esmentar que, encara que es pensava que la regié CA2 era una regio de transicié entre CA1
i CA3, actualment se sap que té les seues propies funcions i és independent de les altres dues (Tzakis

and Holahan 2019).

La regid hipocampica té un paper fonamental en la generacié de noves memories i és una de les

més afectades en les malalties neurodegeneratives.

L’hipocamp és una regié molt sensible a les situacions estressants a causa de la presencia d’una
gran densitat de GR, particularment presents al DG (Kirby et al. 2013). Es per acd que hem considerat

aquesta area una de les més interessants per al seu estudi i I’'hem inclos al nostre treball.

3.3. Amigdala

L'amigdala és una estructura localitzada en el lobul temporal anterior del cervell (de bregma -0.18
a bregma -2.98). Esta composta per diferents subnuclis interconnectats, cadascun amb una estructura

i composicio cel-lular especifica.

L'amigdala forma part de I'anomenat sistema limbic, el qual és responsable del control de les
emocions i dels comportaments associats, aixi com de la formacié de memories emocionals. A més,
s’encarrega de la integracio de I'entrada d’informacié sensorial, la generacié de respostes davant de
situacions de por, la modulacié d’aquestes respostes segons les circumstancies en qué es produeixen
i 'extincié de la por (Sah et al. 2003). Es també un centre important en el circuit del reforg (Janak and

Tye 2015). L'amigdala s’encarrega de coordinar la resposta autonomica, endocrina i de comportament
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en els estimuls relacionats amb la por i I'ansietat. Molts d’aquests estimuls es consideren estressants

i, per tant, aquesta regid es troba implicada en la resposta a I'estres.

L’amigdala pot dividir-se en dues regions, I'amigdala basolateral (BLA) i 'amigdala central (CeA). La
BLA esta composta de diversos nuclis, com sdn el nucli lateral de I’amigdala (LA), el nucli basal (BA) i el
nucli basomedial (BM) (Janak and Tye 2015). Aquests estan compostos per neurones principals
glutamatergiques i algunes neurones inhibidores (Sah et al. 2003). La CeA esta formada pel nucli
central lateral (Cel) i el central medial (CeM) (Janak and Tye 2015). Aquesta darrera regid esta

composta per cél-lules majoritariament GABAérgiques (Sah et al. 2003; Ehrlich et al. 2009).

D’altra banda, és conegut que I'amigdala esta implicada en el processament i en la memoria
olfactiva. En aquest sentit, lesions de la BLA produeixen una reduccié de la resposta comportamental
qgue es produeix com a conseqiiéncia dels olors dels depredadors (Takahashi 2014). La fonamental
implicacié de I'amigdala en el sistema olfactiu li dona la capacitat de relacionar determinades olors
amb situacions estressants i aix0 fa que es desenvolupe la resposta a I'estrés sols amb la preséncia de

I'olor en qliestid.
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Figura 7: A la dreta representacié grafica d’un tall coronal on es pot veure I'amigdala, i assenyalada amb color salmé
I'amigdala basolateral (BLA) (Adaptacié de Paxinos and Franklin’s - 5th Edition). A I'esquerra un esquema de les subpoblacions
cel-lulars que trobem en aquesta regid, en negre les piramidals (PYR), en roig les interneurones PV+, en verd les interneurones

somatostatina positives (SOM) i en morat es representen la resta de subpoblacions d’interneurones presents.
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Se sap que el 50% de les interneurones que trobem a I'amigdala sén PV+ (Rainnie et al. 2006), tot i

gue també se’n poden trobar SOM+ (Muller et al. 2007) (Figura 7).

Les connexions eferents internes de I'amigdala van de LA a BA i de Cel a CeM. Aixi mateix, se sap
que la BLA projecta a la CeA (Ehrlich et al. 2009). CeM envia connexions a I’hipotalem i al tronc cerebral,
les quals estan implicades en els processos de coordinacié de la resposta autondmica i motora. A més,
I"amigdala projecta i rep projeccions del talem, dels nuclis septals, del nucli accumbens, de la PFCi de

I’hipocamp (Sah et al., 2003; Pitkdnen, 2000).

Aquesta area ha sigut inclosa al nostre treball, ja que es troba estretament interconnectada amb

I’hipocamp i amb la mPFC. A més, és una regio particularment sensible als efectes de I’estres.

3.4. Nucli Reticular Talamic

El nucli reticular talamic (TRN) prové de I'anomenat talem ventral (Pinault 2004), i esta localitzat
entre la capsula interna i la lamina medular externa (Gerardo and Manuel 2020). El TRN constitueix
I’Gnica porcid del talem que no projecta a I'escorca, tot i que si rep connexions glutamatergiques de la
capa VI d’aquesta. També rep projeccions del tronc cerebral i projecta a altres parts del talem,
concretament a nuclis especifics del talem dorsal. Es considera que el TRN és basicament un punt de
regulacio de les connexions que van del talem dorsal al neocortex (Ferrarelli and Tononi 2011; Pratt

and Morris 2015) (Figura 8).

La funcié d’aquest nucli és modular I'activitat del talem dorsal exercint I'anomenada inhibicid
lateral, que permet modular les connexions talamo-corticals, fent que s’amplifique la informacié
rellevant i es reduisca la informacié irrellevant (Ferrarelli and Tononi 2011; Pratt and Morris 2015). El
TRN esta format practicament en la seua totalitat per cel-lules GABAergiques (de Biasi et al. 1986;

Ferrarelli and Tononi 2011) majoritariament PV+ (Steullet et al. 2018).

3.5. Habénula

Es una regid bilateral que, junt amb la glandula pineal, forma I'epitalem (Figura 8). Es divideix en

I’habénula medial (MHDb) i la lateral (LHb) (Concha and Wilson 2001; Aizawa et al. 2011).

L’habénula s’encarrega de modular els circuits dopaminergics i serotoninergics del mesencéfal

(Aizawa et al. 2011; Stephenson-Jones et al. 2012), promovent o inhibint la sintesi d’aquestes
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monoamines. Aco és possible a causa de que I'habenula es troba connectada amb I'area ventral
tegmental (VTA) i el nucli del rafe (RN) (Herkenham and Nauta 1979; Lecourtier et al. 2008; Aizawa et
al. 2011). A més, I’habénula rep projeccions procedents del sistema limbic i dels ganglis basals, i té una

connexid reciproca amb la glandula pineal (Herkenham and Nauta 1977; Aizawa et al. 2011).

Aquests circuits dels quals I’'habénula en forma part, estan implicats en una gran quantitat de
fenomens fonamentals, com la son, el control motor i I'aprenentatge per recompensa-castig entre

d’altres (Hikosaka 2010).

Aixi doncs, les neurones de I’'habénula s’hiperactiven amb una gran varietat d’estressors
(Wirtshafter et al. 1994; Metzger et al. 2019). Els efectes d’aquesta hiperactivacié neuronal poden
provocar la reduccio de I'activitat dels ganglis basals, aixi com la menor sintesi de dopamina, cosa que
pot comportar una falta de motivacid i una reduccié de I’activitat motora (Metzger et al. 2017, 2019).
Per tant, I'activacié d’aquestes neurones produeix respostes autonomiques similars a les que ocorren

en I'estres emocional (Ootsuka and Mohammed 2015; Jacinto et al. 2017; Metzger et al. 2019).

HABENULA

NRT

Bregma -3.80mm

Figura 8: Representacio grafica d’un tall coronal on es pot veure I’'habénula i el nucli reticular talamic (TRN) remarcats en

color salmo (Adaptacié de Paxinos and Franklin - 5th Edition).
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4. PLASTICITAT DEL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

Al llarg de les dltimes décades, la visié classica sobre I'estabilitat i la poca flexibilitat del sistema
nervidés adult trontolla perqué diversos estudis han demostrat que els circuits neuronals sén
extremadament dinamics i poden ser remodelats a través de les experiéncies (Fu and Zuo 2011; Nacher
etal. 2013). Els efectes d’aquests estimuls recauen sobre diverses poblacions neuronals i es donen tant
a nivell estructural (fent que varie el nombre d’espines dendritiques, la morfologia dels arbres
dendritics o la densitat de botons axonics) com a nivell sinaptic (canvis en I'expressié de molecules
relacionades amb I'eficiéncia de la neurotransmissid). A més, aquest remodelat pot ser ben diferent
depenent de la regié cerebral que hi considerem (McEwen and Morrison 2013). L’habilitat dels circuits
neuronals d’adaptar la seua connectivitat en funcié d’estimuls o experiéncies s’"anomena plasticitat.
Convé assenyalar que la plasticitat del sistema és ben complexa i pot tenir efectes en algunes funcions

cognitives.

En aquest treball hem volgut entendre com afecten diferents tipus d'estressors cronics a la

plasticitat estructural del SNC d’individus adults i juvenils, especialment a les neurones inhibidores.

4.1. Plasticitat estructural

La plasticitat estructural es pot definir com el conjunt de canvis morfologics que experimenten les
neurones sota els efectes de diferents estimuls. Aquests canvis morfologics son el resultat
d’adaptacions a nivell molecular, com poden ser canvis en I'expressié de proteines de citoesquelet, de

molécules d’adhesid o alteracions en els components de la matriu extracel-lular.

Tant 'estudi de la complexitat de I'arbre dendritic (analitzada habitualment amb el metode de
Sholl; (Sholl 1953)), com I’estudi de la densitat, morfologia i dinamica de les espines dendritiques o de
la densitat i grandaria dels botons axonics, son parametres que ens donen una visié prou acurada de

com es veu afectada estructuralment I'entrada d’informacio en la cel-lula diana (Forrest et al. 2018).

Diversos estudis han mostrat com l'estres cronic produeix efectes sobre I'estructura tant de
neurones excitadores (McEwen 1999) com de neurones inhibidores (Gilabert-Juan et al. 2013). En
aquesta tesi hem fet servir el metode de Sholl per a realitzar I'analisi de I’arboritzacié dendritica i hem
estudiat la densitat d’espines dendritiques per a entendre com afecta I'estrés cronic a I'estructura de

diverses subpoblacions cel-lulars.
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4.2. Connectivitat

Com ja he assenyalat préviament, els diferents estimuls poden tenir un efecte en la connectivitat
entre les cél-lules del sistema. En aquest cas diversos parametres poden ser estudiats per a entendre
com es veuen afectats diferents nivells de la neurotransmissid. Actualment, la majoria dels treballs
realitzen estudis sobre la densitat de receptors de neurotransmissors excitadors o inhibidors en
I’element postsinaptic, estudis dels transportadors vesiculars de I'element presinaptic, estudis del
nombre de sinapsis actives en el sistema i estudis sobre els enzims que sintetitzen els

neurotransmissors en I’element presinaptic, entre d’altres opcions (Figura 9).
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Figura 9: Esquema on es mostra una sinapsi GABAergica (blava) i una glutamatergica (groga). Totes les proteines
vesiculars i enzims d'interés per a aquesta tesi es troben esquematitzats al diagrama. SYN: sinaptofisina. Glu: Glutamat.
vGlutl/2: transportadors vesiculars de glutamat. GABA: acid gamma-aminobutiric. VGAT: transportador vesicular de GABA.

GAD: enzim acid glutamic-descarboxilasa.
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Per a l'estudi de la connectivitat fem servir diverses molécules presents especificament en els
elements de la neurotransmissié excitadora o inhibidora que ja hem comentat en I'apartat 2.1 i 2.2

d’aquesta tesi.

4.3. Moleécules relacionades amb la plasticitat

Actualment es coneixen diverses molécules relacionades amb la plasticitat, com és el cas de la
forma polisialitzada de la molecula d’adhesié cel-lular neuronal (PSA-NCAM). Aquesta moléecula és el
resultat de I'addicié de I'acid polisialic (PSA), que esta carregat negativament, a la molécula d’adhesid
cel-lular neural (NCAM), procés que duen a terme els enzims polisialiltransferases (ST8Siall i ST8SialV)
(Figura 10). NCAM és una immunoglobulina que es troba situada a la membrana cel-lular i estableix
contactes cel-lula-cél-lula a través dels seus dominis externs. La polisialitzacié6 de NCAM genera una
moléecula carregada negativament amb propietats antiadhesives, que faciliten la plasticitat estructural

en el SNC (Rutishauser 2008).
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Figura 10: A I'esquerra, representacio esquematica dels components que formen part de la polisialitzacié de NCAM i la
seua conformacié final després de I'actuacid dels enzims (ST8Siall i ST8SialV). A la dreta, esquema d’una unié homotipica
entre dues NCAM i com la incorporacié de PSA produeix la separacié de les dues molécules de NCAM. PSA: acid polisialic.

NCAM: moléecula d’adhesié cel-lular neural.

La PSA-NCAM s’expressa abundantment durant el desenvolupament, moment en que esta
implicada en processos com la migracid neuronal, la sinaptogénesi o I'extensiéd de les neurites
(Rutishauser 2008). En el SNC adult, la seua expressid és molt més reduida: Podem trobar-la en
neurones immadures de les zones neurogeniques i en una subpoblacid de cel-lules situades en la capa

Il de I'escorga, pero també hi trobem PSA-NCAM en algunes neurones GABAergiques madures situades
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al neocortex, a I’'hipocamp i a I'amigdala (Nacher, Lanuza, et al. 2002; Varea et al. 2005; Nacher et al.
2013). De fet, estudis portats a terme al nostre laboratori demostren que les neurones principals
excitadores madures de l'escorca cerebral adulta no expressen PSA-NCAM (Gomez-Climent et al.
2011), exceptuant algunes subpoblacions situades a I'hipocamp, que expressen aquesta molécula en

els seus axons (Seki and Arai 1999).

Quant a les interneurones madures de I'escorca, se sap que aquelles que presenten PSA-NCAM
reben menys connexions perisomatiques, el seu arbre dendritic és més reduit i tenen una menor
presencia d’espines dendritiques quan comparem amb interneurones que no expressen aquesta

molecula (Gomez-Climent et al. 2011).

Recentment s’ha vist que la deplecié de la PSA que es troba unida a la NCAM, mitjancant I'Us
d’enzims com I’'Endoneuraminidasa-N (EndoN), produeix plasticitat estructural i altera la connectivitat
d’aquestes interneurones (Castillo-Gémez et al. 2016). Aixi mateix, I'expressio de la PSA-NCAM es
troba alterada en alguns desordres neuropsiquiatrics (Nacher et al. 2013). Es per aixo que es considera
que la PSA-NCAM es troba mediant la plasticitat estructural en les interneurones de I'escorca

d’individus adults i és d’especial interes I'estudi dels efectes de I'estres sobre aquesta molécula.

4.4, Matriu extracel-lular

Unes altres estructures que es troben molt relacionades amb la plasticitat del sistema nervids
central son les xarxes perineuronals (PNNs), les quals sén regions especialitzades de la matriu
extracel-lular (ECM) del SNC que envolten de manera estreta alguns tipus de neurones (Wang and
Fawcett 2012; Testa et al. 2019). Les PNNs van ser descrites per primera vegada per Camillo Golgi al
1882. Des d’enca s’han realitzat nombrosos estudis per a esbrinar la seua composicid i les seues
funcions. Aquestes estan compostes per un esquelet d’acid hialuronic (HA), que té ancorades una
familia de quatre proteoglicans de condroitinin-sulfat (CSPGs): agreca, neuroca, brevica i versica.
També presenten tenascina-R, una glucoproteina que uneix els CSPGs entre ells per a formar una
estructura més estable juntament amb altres proteines que contribueixen a la unié de tots els
components, com I'acid hialuronic-sintasa, que uneix I'esquelet amb la superficie de les cel-lules o
I"'HAPLN2 (proteina d’unié a I’'HA numero 2), que uneix els CSPGs a I’'HA (Testa et al. 2019) (Figura 11).
Tot i aix0, cal remarcar que la composicio de les PNNs varia depenent de la regio cerebral (Dauth et al.

2016).
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Figura 11: Representacié esquematica dels components de les xarxes perineuronals (PNNs) i la seua distribucio i

organitzacid. HAPLN2: proteina d’unié a I'acid hialuronic numero 2.

Existeixen diversos méetodes per visualitzar les PNNs. En aquesta tesi, nosaltres fem servir la lectina
de I'aglutinina Wisteria floribunda (WFA), la qual té afinitat pels residus de N-acetilgalactosamina

presents als CSPGs (Young and Williams 1985; Nakagawa et al. 1986).

Podem trobar PNNs al voltant d’algunes neurones piramidals situades en les capes profundes del
neocortex, pero, la gran majoria d’elles es troben associades a les cél-lules que expressen PV (Hartig
et al. 1992a; Brickner et al. 1993; Alpar et al. 2006; Spijker et al. 2020). Especificament, les trobem
envoltant el soma, el segment inicial de I'axd i els segments proximals de les dendrites de les

interneurones PV+ (Wang and Fawcett 2012).

L'aparicié de les PNNs té lloc al final del desenvolupament cerebral, quan la majoria de les
connexions es troben establertes i es produeix I'estabilitzacid, la sinaptogénesi, el refinament sinaptic,
la mielinitzacié i la maduracié dels circuits del SNC. Malgrat que no esta clara la seua funcio, el seu
periode d’aparicid suggereix que les PNNs estan implicades en la proteccié, desenvolupament i

plasticitat neuronal i en I'estabilitzacio sinaptica (Wang and Fawcett 2012).

Es ben sabut que la deplecié o la disrupcié de les PNNs mitjancant un enzim anomenat
condroitinasa ABC (ChABC), el qual degrada el condroitin-sulfat dels CSPGs, produeix efectes en

I'activitat cel-lular i afecta la capacitat d’aprenentatge i de memoria (Testa et al. 2019). De fet, s’ha vist
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gue alteracions en les PNNs estan presents en alguns dels desordres psiquiatrics més comuns, com sén
I’esquizofrenia, la depressio i el desordre bipolar (De Luca and Papa 2016; Pantazopoulos and Berretta

2016; Alcaide et al. 2019).

La seua gran implicacié en I'estabilitzacio i maduracid dels circuits del SNC juntament amb I'evident
necessitat de la seua presencia per al correcte funcionament neuronal, fan que siga extremadament
interessant estudiar com estan afectades després de diversos processos d’estrés i quines son les

conseqiiencies d’aquestes alteracions.
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5. IMPACTE DE L’ESTRES SOBRE EL SISTEMA NERVIOS

5.1. Impacte de I'estrés sobre el sistema nerviés adult

Tot i que I'estrés cronic afecta tant a les neurones principals com a les interneurones, la majoria
d’estudis s’han focalitzat a entendre qué és el que passa amb les neurones excitadores. Se sap que
I’estructura de les neurones piramidals es troba alterada en individus que han patit llargs periodes
d’estrés. Aquesta experiéncia adversa produeix atrofia dendritica i disminueix la densitat d’espines
dendritiques en neurones principals de la mPFC (Radley et al. 2004, 2005) i de I’'hipocamp (Sousa et al.
2000; Chidambaram et al. 2019). Per contra, produeix els efectes oposats en les neurones principals

de la BLA (Vyas et al. 2002).

D’altra banda, I'estrés cronic afecta de manera diferencial a diverses subpoblacions
d’interneurones. Concretament, s’han vist efectes en les interneurones PV+, les quals constitueixen la
subpoblacié majoritaria en les principals arees d’interés d’aquesta tesi. Individus estressats
cronicament mostren una disminucié del nombre de cel-lules PV+ en I'hipocamp i una disminucié de
|'area ocupada per de les dendrites d’aquestes cel-lules (Milner et al. 2013; Csabai et al. 2017). En la
regié IL de la PFC es produeix també una disminucié d’aquesta subpoblacié de cél-lules (Czéh et al.
2018). Finalment, se sap que I'activacio d’aquestes cel-lules i la seua funcionalitat també es pot veure
afectada per I'estrés: a la PFC I'activacid de les cél-lules PV+ és major en individus estressats (Page and

Coutellier 2019).

Altres subpoblacions d’interneurones, com sén les SOM positives, també mostren alteracions en
animals sotmesos a situacions estressants croniques. Czéh i col-laboradors (Czéh et al. 2015) trobaren
gue a I'hipocamp la densitat de cél-lules SOM disminueix en individus estressats cronicament durant
la vida adulta. Estudis previs al nostre laboratori basats en un protocol d’'immobilitzacié cronica
d’individus adults, han posat de manifest que a la PFC també hi ha una menor densitat de cél-lules
SOM+ i que 'estructura d’aquestes interneurones també es veu afectada en situacions d’estres cronic,
exhibint un augment de la seua arboritzacié dendritica en la PFC (Gilabert-Juan et al. 2013) i una
disminucié d’aquesta en I'amigdala (Gilabert-Juan et al. 2011). Actualment, no existeix cap estudi on
es reflectisca que és el que passa amb I'estructura de les neurones SOM+ a I'hipocamp, una area
especialment afectada per I'estres cronic, aixi que aquest aquest ha sigut un dels objectius de la

present tesi.
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Ara bé, canvis com els préviament esmentats, els quals afecten a I'estructura, la connectivitat i la
fisiologia de les interneurones contribueixen a produir variacions en els contactes sinaptics tant

inhibidors com excitadors que reben les neurones piramidals (Zaletel et al. 2016).

A més, |'estrés cronic produeix alteracions sobre les molécules relacionades amb la plasticitat
neuronal. Per consegiient, trobem augments en I'expressié de PSA-NCAM en I'hipocamp d’individus
estressats (Sandi et al. 2001; Sandi 2004) mentre que a I'amigdala els nivells d’aquesta molecula es
troben reduits (Castillo-Gomez et al. 2017). Les PNNs també son sensibles a I'estres, i mostren
alteracions en individus cronicament estressats: es percep un increment del nombre d’aquestes
estructures a la regi6 CAl de I'hipocamp i, també, especificament, un augment del nombre

d’interneurones PV+ envoltades per PNNs (Riga, Kramvis, et al. 2017).

Totes aquestes pertorbacions induides per I'estrés cronic generen desequilibris en els nivells
d’excitacid i inhibicié dels circuits neuronals afectats. L’equilibri d’aquest balang¢ d’excitacid i inhibicid

és extremadament important per al correcte funcionament del cervell.

Totes les alteracions en el camp neuroquimic, estructural i fisiologic poden arribar a exterioritzar-
se provocant comportaments poc comuns en individus sans. Les situacions d’estrés cronic produeixen
comportaments ansiosos i relacionats amb la depressid, com un augment de la immobilitat (Mudra
Rakshasa and Tong 2020), una reduccié de la locomocié dels individus estressats i del seu caracter
explorador (Palanza 2001), anhedonia (Csabai et al. 2018) i una tendencia a evitar espais oberts i

luminosos (Stairs et al. 2020).
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5.2. Impacte de I’estrés sobre el sistema nervids juvenil

Els individus juvenils i els adults no reaccionen de la mateixa manera a I'estres. Aixi, les adaptacions
gue es produeixen davant dels estressors en etapes juvenils incrementen el risc del desenvolupament
de psicopatologies en adults (McCormick and Green 2013; Juruena et al. 2020). En ratolins, la infantesa
es considera des del naixement fins a P21. L'etapa peripubertal va de P21 fins a P46, tot i que la
maduresa sexual no s’assoleix fins a P60, moment a partir del qual sén considerats individus adults.

Entre P47 i P59 es considera que es troben en el periode d’adolescéncia tardana (Tirelli et al. 2003).

En rosegadors existeix una major quantitat de GR en els individus juvenils (P0-P89) que als adults
(>P90) i aco és en part responsable de la major vulnerabilitat als estressors (Murphy et al. 2002). El
desenvolupament tarda de la PFC, que es dona en gran mesura en les etapes pubertals (P21-P46)
(Shaw et al. 2020), també és un candidat a ser responsable de que la susceptibilitat siga major en les
primeres etapes de la vida. Durant la pubertat, alteracions en aquesta regid cortical poden produir un
desenvolupament incorrecte de les connexions que les seues cel-lules estableixen entre elles i amb

altres regions cerebrals.

En etapes juvenils, I'estrés també afecta tant a les neurones excitadores, o principals, com a les
inhibidores (o interneurones), sobre les quals produeix efectes diferencials depenent de la subpoblacié

estudiada.

Quant a les neurones excitadores, s’ha vist que rere un periode d’estrés cronic en la pubertat, es
troba reduit I'espai sinaptic en les neurones piramidals de capa Ill de la mPFC en mascles. A¢o té lloc
especificament en les porcions distals de les branques apicals. A més a més, es troba reduida
I'arboritzacid dendritica d’aquestes neurones, i s’estima que un total del 30% de les sinapsis
axoespinoses es perden (Radley et al. 2005, 2006, 2008; Bloss et al. 2010, 2011). La dramatica péerdua
d’aquestes sinapsis i els efectes estructurals es poden recuperar després de tres setmanes en animals
joves, encara que normalment es recuperen millor en regions proximals que en distals (Goldwater et
al. 2009; McEwen et al. 2015). Aquesta recuperacié no es pot veure quan I’estres es produeix en etapa
adulta (Bloss et al. 2010). Farrell i col-laboradors (Farrell et al. 2016) van desenvolupar un protocol
d’estres en etapes primerenques de la vida (P2-P20) en rata, on veieren que la morfologia de les
cél-lules piramidals de la IL es trobava afectada en els animals estressats, mostrant aquests una major

longitud de les dendrites apicals que les cel-lules dels animals controls (Farrell et al. 2016).

Hi ha evidencies que demostren que en alguns models on se sotmet als individus a adversitats en
etapes primerenques, les interneurones es troben afectades. De la mateixa manera que en adults, la

subpoblacié d’interneurones PV+ és extremadament sensible a aquests estimuls, cosa que fa que
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trobem alteracions en diferents parametres relacionats amb aquesta subpoblacié després de sotmetre
els animals a periodes llargs d’estres en les primeres fases de la vida. Protocols d’estrés perinatal
produeixen un augment en la densitat d’aquestes cel-lules PV+ en BLA i CA1 pero, per contra, al DG i a
la IL trobem una reduccio (Seidel et al. 2008; Murthy et al. 2019; Gildawie et al. 2020; Ohta et al. 2020).
Pel que fa a la subpoblacié d’interneurones SOM+, un treball del nostre laboratori ha fet palés que
aquestes varien també la seua estructura en animals aillats des de |'etapa juvenil fins a I'adulta (P21-
P90). Aquest tipus d’estres produeix un augment en la densitat d’espines dendritiques de les cel-lules

SOM+ en la PFC, tot i que no altera I'estructura de les de I'amigdala (Castillo-Gomez et al. 2017).

La plasticitat neuronal i les molecules relacionades amb ella també es veuen afectades per 'estrés
en etapes primerenques. Respecte a la PSA-NCAM, un estudi on es va aplicar un protocol d’estrés en
I’etapa juvenil (P27-P29), mostra com augmentava I'expressio d’aquesta molécula a I’hipocamp i la BLA
just després del protocol d’estres i aquest efecte perdurava fins a la vida adulta (Tsoory et al. 2008).
Les PNNs també es veuen afectades per aquest tipus d’estrés en etapes primerenques: en la PFC,
després de curts periodes d’estrés (P28-P35), el nombre de PNNs és major en els animals estressats,
pero, si augmentem el periode d’estres fins a 15 o 35 dies, les PNNs disminueixen (de Araujo Costa
Folha et al. 2017). A més, la intensitat de fluorescéncia de les PNNs es veu reduida a I'hipocampiala

IL en animals estressats durant la pubertat (P21-P30) (Ueno et al. 2018).

De la mateixa manera que les alteracions que es produeixen sobre les neurones excitadores,
modificar I'estructura, activacié o connectivitat de les interneurones també contribueix al desequilibri
entre |'excitacid i la inhibicié del sistema. Actualment se sap ben poc sobre com afecta I'estres cronic
en etapes primerenques a I'equilibri entre excitacid i inhibicid. Aquest és un dels punts que mirarem a
la present tesi, ja que diversos treballs realitzats en individus adults on el desequilibri esta relacionat
amb malalties neuropsiquiatriques fan evident la importancia de la correcta proporcié entre els

components excitadors i els inhibidors (Page and Coutellier 2019).

Finalment, hi ha evidéncies que aquest tipus d’estrés en etapes primerenques (P21-P30) produeix
hiperlocomocid (i, per tant, una major distancia recorreguda), al contrari que en el cas dels adults
estressats (Ueno et al. 2018; Safari et al. 2020). Estudis recents mostren com adults que van ser
estressats en etapa peripubertal han reduit el seu comportament explorador respecte als que no foren

estressats (Tsoory et al. 2008).

Com es mostra en el present punt, la majoria dels estudis realitzats fins a I'actualitat es
desenvolupen quan els individus estan en la seua infantesa (P0-P20) i només uns pocs treballs han

sigut desenvolupats en les etapes peripubertals. En aquesta tesi ens centrem en I'estudi d’individus
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juvenils en I'etapa peripubertal, que es troben entre els dies 21 i 46 de vida. Es conegut que I'exposicié
repetida a diferents estressors durant el periode peripubertal produeix un augment de I'ansietat i de
comportaments depressius quan aquests individus sén adults (McCormick and Green 2013) i és per

aixd que considerem que aquesta etapa és d’especial interes.
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6. DIFERENCIES SEXUALS EN LA RESPOSTA A L’ESTRES

El sexe, de la mateixa manera que |'edat, juga un paper important en la vulnerabilitat a I’estrés. De
fet, les dones sdn més susceptibles que els homes a desenvolupar desordres psiquiatrics en els que
I'estres es considera un factor de precipitacid, com son la depressié o I'ansietat (Kessler 2003;
Bangasser and Valentino 2014). El risc de patir depressié en dones, tant adolescents com adultes, és
prop de dues voltes major que en homes (Waraich et al. 2004). S’ha vist que els nivells de cortisol en
pacients que pateixen depressid son més alts en dones que en homes (Nandam et al. 2020). A¢o és
degut a que els estrogens augmenten la sensibilitat a I’ACTH, cosa que contribueix a incrementar la
sintesi de corticosterona en les femelles (Figueiredo et al. 2007). Estudis de neuroimatge han mostrat
com respostes a estimuls emocionals son també diferents en homes i en dones, de manera que davant

d’estimuls aversius I'amigdala té una major activacié en les primeres (Lebron-Milad et al. 2012).

Es evident que els efectes diferencials que es donen per I'estrés, tant a nivell comportamental com
a nivell morfoldgic, sén dependents del sexe. Pero, actualment no hi ha molts treballs que mostren
com afecta el mateix tipus d’estrés a individus de diferent sexe. La majoria dels estudis que trobem

publicats s’han realitzat en models animals.

A nivell de l'estructura neuronal és ben conegut que la maduracié dendritica de les neurones
piramidals de la PFC ocorre més prompte en les femelles que en els mascles (Markham et al. 2013).
També se sap que els mascles tenen dendrites més complexes i un major nombre d’espines
dendritiques en les neurones piramidals de la mPFC que les femelles(Markham et al. 2013). Podem dir
amb certesa que aquest efecte és hormonal, ja que si castrem o ovariectomitzem els animals quan sén
neonats no trobem aquestes diferencies (Kolb et al. 2004). Aixi mateix, altres estudis mostren com la
mPFC té un volum major en homes (Ball et al. 2012; Ruigrok et al. 2014). Aquest dimorfisme sexual
reflecteix les diferéncies en la distribucié de receptors d’hormones sexuals i implica que idéntics

tractaments o estimulacions poden generar respostes o canvis diferents en mascles i en femelles.

Aco fa que siga d’especial interes realitzar els estudis en individus de tots dos sexes i entendre com

diferents protocols d’estres poden afectar de manera diferencial a cadascun dels grups.

En la present tesi he realitzat els darrers treballs partint d’aquesta premissa, tot i que els treballs
realitzats amb anterioritat al laboratori no han pogut ampliar-se per tal de completar I'estudi amb

mascles i femelles.
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7. MODELS EXPERIMENTALS UTILITZATS

L'ds de models animals és imprescindible per a poder entendre els canvis moleculars i estructurals
gue es donen en el cervell en situacions d’estres prolongat o depressid. El millor model de depressié
és aquell que simula la etiologia d’aquest desordre i que replica els simptomes, el desenvolupament i

el tractament de la depressido humana (Vollmayr and Henn 2003).

Malauradament no existeix un model animal que siga completament equivalent a aquesta
patologia humana. En aquest sentit es fan servir diferents métodes per a simular els factors o
esdeveniments que promouen el desenvolupament del desordre psiquiatric, i que produeixen

I"aparicié de diversos aspectes especifics del comportament o dels simptomes tipics d’aquest.

Actualment hi ha una gran varietat de models animals de depressid que es troben acceptats per la
comunitat cientifica com a estratégies d’estudi d’aquesta psicopatologia. Tots ells utilitzen estimuls
estressants que no sén controlables per part dels individus que els pateixen i que es prolonguen durant
una gran quantitat de dies. La natura dels estimuls aversius, la seua variabilitat dins del mateix protocol
i la durada tant de les sessions individuals com del protocol complet sén els factors fonamentals que

varien entre els diferents models acceptats (Czéh et al. 2016).

En la present tesi he utilitzat dos models diferents d’estres cronic; I'estrés per restriccid i I'estrés
impredictible. El primer dels dos I’'hem fet servir en dos treballs diferents variant la durada del protocol.
Tots dos models tenen I'objectiu comu d’entendre com diferents situacions d’estres cronic afecten al

SNC, i concretament quins son els seus efectes sobre les interneurones i la seua plasticitat.

7.1. Estres per restriccid

Aquest model consisteix a realitzar una immobilitzacié o restriccié de la mobilitat dels individus

durant un temps determinat i repetir la restriccio al llarg d’un periode de temps concret.

Al 1959 Renaud va realitzar el primer protocol d’estres cronic predictible per restraint per tal
d’estudiar la necrosi cardiaca (Renaud 1959) que posteriorment va ser modificat per altres autors fins

arribar a ser actualment, el model més estés i acceptat per la comunitat cientifica.

Generalment, aquest protocol es realitza tots els dies i té una durada que pot estar entre 1i 7
setmanes i des d’1 hora fins a 6 hores al dia. La durada del protocol dependra dels objectius de I'estudi.

Aixi, al final de la primera setmana, els individus sotmesos a aquest tipus d’estrés no mostren cap
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diferencia comportamental respecte als individus controls i, per aquesta rad la majoria de protocols
busquen allargar I'aplicacié de I’estimul estressant fins a un minim de 10 dies consecutius (Wood et al.

2003).

Els resultats d’aquest model sén variats: s’ha vist que produeix alteracions en la morfologia i
funcionalitat tant de cel-lules excitadores com d’inhibidores de diverses arees cerebrals (Conrad et al.
1999; Gilabert-Juan et al. 2011, 2013), augmenta els nivells de corticosteroides i promou I'aparicié de
comportaments agressius (Wood et al. 2003), aixi com depressius, juntament amb la mort cel-lular per

apoptosis (Zhang et al. 2014).

Es considera que aquest és un bon model que simula les experiéncies estressants predictibles que
pateixen les persones de manera continua, dia rere dia, com podrien ser situacions estressants socials,

familiars o en el treball (Wang et al. 2017).

En aquesta tesi hem fet servir dues versions d’aquest model.

7.1.1. Restriccio al llarg de 21 dies (1h/dia)

En el primer dels treballs, realitzarem un protocol d’estrés cronic per restriccié durant 1 hora al dia

al llarg de 21 dies.

Per a aquest treball férem servir una soca de ratolins transgenics Tg(GadGFP-45704Swm) que
expressa EGFP sota el promotor modificat de GAD67, cosa que permet veure marcada una subpoblaci

especifica d’interneurones que expressen SOM (Oliva et al. 2000; Gilabert-Juan et al. 2013).

El protocol es va realitzar en ratolins mascles de 3 mesos, els quals van ser introduits en un tub
transparent de plastic de 50mL. La grandaria del tub no permetia als animals moure’s amb facilitat, de
manera que aquests es trobaven immobilitzats durant el temps acordat. Els animals del grup control
foren manipulats durant 1 minut amb I'objectiu d’evitar els possibles efectes que pot produir la

manipulacié dels animals per part dels investigadors.

Vint-i-quatre hores després de I'Ultima sessid de restriccid, tots els animals (tant controls com

estressats) van ser eutanitzats i perfosos transcardialment (Figura 12).
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Figura 12: Representacio esquematica del protocol experimental desenvolupat.

Posteriorment es va procedir a realitzar les seglients analisis, que trobem redactades i publicades

en el capitol 1 de la present tesi:

- Estudi de la complexitat de I'arbre dendritic de les interneurones SOM+ de la capa Oriens de

les regions CAl i CA3 de I'hipocamp.

- Estudi de la densitat d’espines dendritiques de les interneurones SOM+ de la capa Oriens de

les regions CAl i CA3 de I'hipocamp.

- Estudi de la expressié de les molécules GAD67, PSA-NCAM i sinaptofisina (SYN) en les diferents

capes que componen les regions CA1 i CA3 de I’hipocamp.

7.1.2. Restricci6 al llarg de 10 dies (6h/dia)

Al segdn treball realitzarem el mateix protocol d’estres cronic, pero, aquesta vegada la restriccio va

ser de 6 hores al dia al llarg de 10 dies consecutius.

Els animals utilitzats per a aquest treball foren rates mascles Sprague-Dawley de 13 setmanes de

vida (adults).
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Per a fer la restriccio, en aquest cas féerem servir malles metaliques que tancaven pels dos extrems.
Les rates immobilitzades es van situar a les seues caixes habituals durant tot el protocol d’estres. Els

animals controls foren manipulats pels investigadors durant 1 minut els dies corresponents al protocol

d’estres.

Vint-i-quatre hores després de I'Ultima sessid de restriccid, tots els animals (tant controls com

estressats) van ser eutanitzats i perfosos transcardialment (Figura 13).

,//f-j A 6 Control

-t 'l.'\|
N=12 Q _ 6 Estres ;’J

Rates Sprague-Dawley 4,2___?
| S— ]

Figura 13: Representacio esquematica del protocol experimental desenvolupat.

Posteriorment es va procedir a realitzar les seglients analisis, que les trobem redactades i

publicades en el capitol 2 de la present tesi:

- Quantificacio dels nivells de expressié de PSA-NCAM en hipocamp dorsal/ventral, PrL, IL, Cgl

i amigdala.

- Quantificacio del nombre de cél-lules PV+ en la mPFC (PrL, IL, Cg1), BLA, hipocamp (CA1) i TRN.
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- Quantificacié6 del nombre de PNNs en la mPFC (PrL, IL, Cgl), BLA, hipocamp (CA1), TRN i

habénula.

- Quantificacié del nombre de cel-lules PV+ rodejades de PNNs en la mPFC (PrL, IL, Cgl), BLA i

hipocamp (CA1).

- Analisi de la innervacié perisomatica sobre les neurones excitadores de BLA i mPFC. Estudi de

la preséncia/abséncia de PV als contactes SYN+.

7.2. Estres cronic impredictible (UCMS)

En aquest cas, el protocol d’estres és ben diferent de I'anterior. Es busca tenir una gran varietat
d'estimuls estressants i es combinen entre ells de manera semialeatoria. Generalment, s’aplica més
d’un mateix estressor en cada sessio. El principal tret d’aquest model és el fet que els estimuls aversius
no segueixen cap ordre predictible per a I'individu que els pateix, de manera que generen un estat
d’ansietat pel desconeixement. A més, moltes voltes no es realitzen sessions d’estrées tots els dies
consecutius, és a dir, es pot deixar algun dia sense sessid per tal d’augmentar la impredictibilitat i

disminuir el procés d’adaptacié dels individus.

Al 1981 Katz va realitzar el primer protocol d’estrés cronic impredictible (Katz 1981). Posteriorment,
Willner i col-laboradors van adaptar aquest model i van generar un amb microestressors, un tant més
etic i valid etiologicament (Willner et al. 1987; Willner 2005). A partir d’aquest moment, diferents
autors utilitzaren aquesta i altres combinacions d'estimuls estressants per a generar els diferents

models que s’han utilitzat fins ara.

Aquest model generalment s’utilitza en animals en etapa pubertal tot i que també és un model valid
per a animals adults (Hollis et al. 2013). El protocol sol tenir una durada d’entre 2 i 8 setmanes i cada

dia se solen realitzar dues sessions d’estres amb més d’un estimul aversiu per sessid (Hill et al. 2012).

L'aplicacid d’aquest model d’estres cronic durant I'etapa peripubertal és especialment interessant
a causa del moment del desenvolupament cerebral en que es troben els individus i la gran

vulnerabilitat del SNC en aquesta etapa.

Després de I'aplicacié dels diferents estressors de manera impredictible, se sap que els individus
desenvolupen comportaments depressius i ansiosos (Papp et al. 1991) i s’ha vist que quan l'etapa

estressant es produeix durant el periode peripubertal (PPS), els canvis comportamentals perduren fins
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que els individus sén adults (Walker and Sandi 2018). Aixi mateix, altres models de PPS també mostren
alteracions en I'expressio de receptors cel-lulars, en la funcié mitocondrial (Papilloud et al. 2018) i en
I'expressid de gens relacionats amb I'excitacié i la inhibicié del sistema (Tzanoulinou, Riccio, et al.

2014).

En la present tesi, fem Us d’un protocol desenvolupat al laboratori de la professora Carmen Sandi,
del EPFL de Lausanne, Suissa, en el qual seguint les premisses dels estudis realitzats anteriorment pel
seu grup, s’han realitzat diverses modificacions per tal d’adaptar els protocols de PPS impredictible en
rates (Tzanoulinou, Riccio, et al. 2014; Papilloud et al. 2018) per a aplicar-lo en ratolins. Aixi doncs, tant
el nostre grup de treball com el de la professora Sandi hem dut a terme el mateix protocol, mostrat a
I’dltim treball d’aquesta tesi, amb I'objectiu de comparar els resultats i entendre com afecta el PPS

impredictible als individus adults.

Aquest model pretén simular els estressors forcats que viuen els éssers humans en el seu dia a dia
de manera més realista, on no sempre I'estimul estressant és el mateix i no sempre es produeix en un

moment esperat per I'individu.

7.2.1. Estres peripubertal impredictible

L'dltim dels treballs que es presenten en aquesta tesi consisteix a realitzar un protocol d’estrées
impredictible tant a ratolins mascles com femelles en 'etapa peripubertal (entre P28 i P42). Durant
aquest periode els animals van ser sotmesos a diversos estressors diferents, distribuits en dies no
contigus (Figura 14). Els individus dels grups control foren manipulats durant 1 minut pels investigadors

en cadascuna de les sessions d’estres.

Camp obert (OF)

N Suspensio per la
' ’ cua (TST)
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Plataforma
elevada (EP) Olorde
8

- N -~ depredador (TMT)

Puncid en la cua (B)

Q' Natacié forcada
' Immobilitzacid (R) (FST)

Figura 14: Definicid grafica dels estressors utilitzats durant el protocol d’estrés peripubertal.
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Tres dies després de la fi del protocol d’estrés (P45), tant els animals estressats com els controls

van passar dos tests de comportament: open field (OF) i splash sucrose test (SPLASH).

Posteriorment vam deixar passar 40 dies sense manipular als animals i ja quan eren adults tornarem

a realitzar tots dos tests comportamentals (P84) (Figura 15).
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Figura 15: Representacié esquematica del protocol experimental desenvolupat.
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Finalment els animals foren eutanitzats i perfosos transcardialment a P90. En el cas de les femelles,
vam realitzar previament un frotis vaginal per a comprovar el moment del cicle estral en quée es

trobaven. Les vam eutanasiar i les vam perfondre en I'etapa de Diestre (entre P90 i P95).

Amb el teixit postmortem es va procedir a realitzar les seglients analisis, que les trobem redactades

en el capitol 3 de la present tesi:

- Estudi dels efectes de I'estres peripubertal en els tests comportamentals de I'OF i SPLASH tant

en animals juvenils com en adults.

- Analisi de la densitat de puncta vGLUT+ i vVGAT+ i com es troba afectada per I'estrés la relacidé

entre totes dues proteines a la IL.

- Quantificacié del nombre de cel-lules PV+ en la IL.

- Estudi dels efectes de I'estrés peripubertal en la complexitat de I’arbre dendritic i en la densitat

d’espines dendritiques de les cel-lules PV+ de la IL.

- Analisi de la innervacié perisomatica sobre les neurones piramidals de la IL. Estudi de la

densitat de puncta PV+ i CB1R+.

- Analisi de la innervacié perisomatica sobre les interneurones PV+ en la IL. Estudi de la densitat

de puncta CB1R+.

- Estudi de la densitat d’espines dendritiques de les neurones piramidals de la IL.

- Estudi de la densitat de PNNs, de les cel-lules PV+ envoltades per PNNs i de la densitat de

cel-lules PSA-NCAM+.

Amb la recopilacié de les dades obtingudes amb els diferents protocols resumits previament, es
pretén entendre com afecten diferents protocols d’estrés cronic a l'estructura de diferents
subpoblacions d’interneurones, a la connectivitat d’aquestes amb les neurones piramidals i a la

plasticitat del sistema.
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Il. OBJECTIUS






Objectiu principal general

Entendre com afecten diferents protocols d’estres cronic (tant desenvolupats en adult com en

etapa juvenil) a diverses arees del cervell que estan estretament lligades a la resposta front a I'estres.

Objectius secundaris generals

- Entendre com I'estrés cronic afecta a diverses subpoblacions de neurones inhibidores del SNC.

- Entendre com I'etapa de la vida en que s’indueix I'estrés té una influéncia en els efectes que

aquest provoca.

- Entendre com afecta I'estrés tenint en compte el sexe dels individus.

- Entendre com I'estrés cronic afecta a la plasticitat neuronal i a les molécules relacionades amb

aquesta en diverses arees del SNC.

Obijectius especifics

- Entendre com afecta I'estres cronic de 21 dies per restriccié d’1 hora al dia a I'estructura de la

subpoblacié de cél-lules inhibidores SOM+ de la capa Oriens de I’hipocamp.

- Entendre com afecta I'estrés cronic de 21 dies per restriccié d’1 hora al dia a diverses

molécules d’interés en les diferents capes que conformen I’hipocamp.

- Quantificar els nivells d’expressié de molécules relacionades amb la plasticitat a diverses arees

del cervell en rates mascle adultes sotmeses a estrés cronic de 10 dies per restriccid.

- Quantificar la densitat de cel-lules PV+ a diverses arees del cervell en rates mascle adultes
sotmeses a estres cronic de 10 dies per restriccid i fer un estudi de la preséncia de molécules

relacionades amb la plasticitat associades a aquestes i altres interneurones.

- Analitzar la innervacié perisomatica sobre les neurones excitadores de diverses arees del

cervell en rates mascle adultes sotmeses a estres cronic de 10 dies per restriccid.
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- Entendre com afecta I'estrés peripubertal a la locomocié i comportaments relacionats amb

I'ansietat de ratolins mascles i femelles tant juvenils com adults.

- Entendre com afecta I'estrés peripubertal a la densitat de cel-lules PV+ en la IL de ratolins

mascles i femelles adults.

- Entendre com afecta I'estres peripubertal a I’equilibri entre I'excitacié i I'inhibicié en la IL de

ratolins mascles i femelles adults.

- Entendre com afecta I'estrés peripubertal a I'estructura de les cel-lules PV+ i a la seua

innervacié perisomatica en la IL de ratolins mascles i femelles adults.

- Entendre com afecta I'estrés peripubertal a la densitat d’espines dendritiques de les neurones

piramidals i a la seua innervacié perisomatica en la IL de ratolins mascles i femelles adults.

- Quantificar la densitat de cél-lules PV+i fer un estudi de la preséncia de molécules relacionades
amb la plasticitat associades a aquestes i altres interneurones en la IL de ratolins mascles i femelles

adults sotmesos a estres peripubertal.
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Arboritzacié dendritica interneuronal reduida en la regié
CA1 pero no en la CA3 de ratolins sotmesos a estres cronic

lleu

Clara Bueno-Fernandez, Javier Gilabert-Juan, Esther Castillo-Gomez, Juan Nacher.

ABSTRACT

Introduccid: L'estrés cronic indueix I'atrofia dendritica i disminueix la densitat d’espines en
neurones excitadores de I’hipocamp, toti que també hi ha una gran evidéncia que indica que el sistema
GABAeérgic esta alterat a I'hipocamp després d’aquesta experiéncia aversiva. L'estrés cronic provoca
una remodelacid dendritica tant en neurones excitadores com en interneurones a I’escorca prefrontal

medial i I'amigdala.

Metodes: Per a saber si també té un impacte en l'estructura i la neurotransmissid de les
interneurones hipocampals, hem analitzat I'arboritzacié dendritica, la densitat d’espines i I’expressid
de marcadors de sinapsis inhibidores i plasticitat en I’hipocamp de ratolins sotmesos a 21 dies d’estres
cronic per immobilitzacid parcial. Les analisis es van realitzar en ratolins GIN, una soca que mostra les

interneurones marcades amb EGFP.

Resultats: Es va observar una disminucid significativa de I'arboritzacié dendritica de les
interneurones de la regié CAl de I'hipocamp, cosa que no es va produir en les de CA3. No trobarem
canvis en la densitat d’espines dendritiques en cap d’aquestes regions ni alteracions en el nombre
d’interneurones EGFP positives. No obstant aix0, I'expressid de la descarboxilasa d’acid glutamic 67 es
va reduir en diferents capes de les regions CA1i CA3 de I’hipocamp. No es van trobar canvis significatius
en I'expressio de la forma polisialitzada de la molecula d’adhesié de cél-lules neurals (PSA-NCAM) o la

sinaptofisina.

Conclusions: L’estrés cronic redueix I'arboritzacié dendritica de les interneurones de CA1l de

I’"hipocamp, pero no de les de CA3.
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INTRODUCCIO

L'estrés cronic altera I'estructura neuronal en diferents regions cerebrals. Diversos estudis sobre
models animals han demostrat que aquesta experiéncia aversiva causa atrofia dendritica i disminueix
la densitat d’espines en les neurones principals de I'hipocamp i de I'escorca prefrontal medial (mPFC)
(Watanabe et al. 1992; Sousa et al. 2000; Cook and Wellman 2004; Radley et al. 2004, 2006). Per
contra, a I’escorca orbitofrontal i a 'amigdala basolateral, I'efecte de I’estres cronic és el contrari, és a

dir, augmenta la densitat d’espines i I'arboritzacié dendritica (Vyas et al. 2002; Liston et al. 2006).

A més, d’aquests estudis estructurals centrats en les neurones principals, durant els Ultims anys el
nostre laboratori ha analitzat els efectes de I'estres cronic en la remodelacié d’interneurones. Hem
centrat els nostres estudis en una subpoblacié d’interneurones espinoses, que expressen
principalment somatostatina (SOM) i que es poden classificar com a cel-lules Martinotti (Oliva et al.
2000). Hem demostrat que l'estrés cronic indueix una disminucié de I'arboritzacié dendritica
d'interneurones de I'amigdala lateral i basolateral de ratolins adults (Gilabert-Juan et al. 2011) i aquest
parametre augmenta en interneurones de la mPFC (Gilabert-Juan et al. 2013). Curiosament, aquests
canvis es produeixen en el sentit contrari als observats en les neurones principals d’aquestes regions
(Vyas et al. 2002; Radley et al. 2004). Tot i aix0, malgrat els efectes dramatics de I'estrés cronic en
I’estructura de les neurones principals de I’"hipocamp, encara no hi ha estudis sobre el seu impacte en
I’estructura de les interneurones de I'hipocamp. El desenvolupament de la investigacié sobre aquest
tema és especialment interessant perque trobem diferents evidéncies que indiquen que I'estres cronic
també té un impacte important en altres caracteristiques de les neurones hipocampals inhibidores.
Aquesta experiencia aversiva redueix la densitat de diferents poblacions d'interneurones de diferents

subregions hipocampals (Czeh et al. 2005; Hu et al. 2010; Czéh et al. 2015).

L'objectiu principal d’aquest estudi va ser identificar alteracions estructurals (arboritzacid
dendritica i densitat d’espines) en les interneurones GABAérgiques de I’hipocamp de ratolins
estressats cronicament i relacionar aquests canvis amb alteracions en I'expressié de molécules
implicades en la neurotransmissio inhibidora i la plasticitat neuronal, com ara la forma polisialitzada
de la molécula d’adhesié de cél-lules neurals (PSA-NCAM), la descarboxilasa d’acid glutamic 67
(GAD67) o el marcador de sinapsis, sinaptofisina (SYP). En I'hipocamp adult PSA-NCAM s'expressa
fortament en neurones granulars immadures, pero el nostre laboratori també va trobar aquesta
molécula en una subpoblacié d'interneurones hipocampals (Nacher, Blasco-lbdez, et al. 2002).
Aquestes interneurones mostren una reduccié de I'arboritzacié dendritica i de la densitat d’espines,

aixi com una disminucié en la densitat d'innervacié perisomatica en comparacié amb les interneurones
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gue no tenen expressio de PSA-NCAM (Gémez-Climent et al. 2011). En conseqiiéncia, aquesta

molécula pot tenir un paper aillant, modulant la connectivitat d’aquestes cél-lules inhibidores.

MATERIAL | METODES

En aquest experiment es van utilitzar 13 ratolins GIN (Tg(GadGFP- 45704Swn)) mascles adults (3
mesos), en els quals I'expressid EGFP es troba sota el promotor GAD67 (laboratoris Jackson, Bar Harbor
, ME, EUA). Els animals es van allotjar en condicions estandards, tal com s’ha descrit anteriorment
(Gilabert-Juan et al. 2013). Tota I'experimentacié amb animals es va dur a terme en conformitat amb
la Directiva 2010/63/UE del Parlament Europeu i del Consell, del 22 de setembre de 2010, sobre la
proteccio dels animals destinats a finalitats cientifiques i va ser aprovada pel Comité de Bioetica de la

Universitat de Valéncia.

El procediment d’estrés cronic per restriccid i les técniques histologiques es van realitzar com es va
descriure anteriorment (Gilabert-Juan et al. 2011, 2013). Breument, s'immobilitzaren ratolins (n = 7)
durant una hora al dia al llarg de 21 dies (d’11.00 a 12.00 hores) en tubs conics transparents de 50 ml
de plasticamb molts forats per tal de permetre la ventilacié. Els animals de control (n = 6) es manejaven

diariament durant 1 minut, i posteriorment es retornaven, sense molésties, a les seues gabies.

Els ratolins es van eutanasiar 24 hores després de la darrera sessid d’estres en un ordre aleatori, en
una habitacid diferent d'aquella en qué es va dur a terme la restriccié. Els animals van ser perfosos de
forma transcardial amb un 4% de paraformaldehid en tampd fosfat (0,1 M, pH 7,2). L’hemisferi dret es
va crioprotegir en una solucié de sacarosa al 30% en PB i es va tallar en un microtom de congelacié a
50 um. Aquestes seccions estaven destinades a I’analisi immunohistoquimic. L’hemisferi contralateral
es talla en seccions de 100 um amb un vibratom i les seccions resultants s'empraren per a analitzar la

densitat d’espines dendritiques en les interneurones que expressen GFP.

La immunohistoquimica per a la microscopia optica convencional es realitza en tres subsériess (50
pum de gruix) de cada animal i es van utilitzar els anticossos anti-PSA-NCAM (AbCys, 1: 700, Cortabouef,
Franga), anti-GAD67 (Chemicon, 1: 500, Millipore EMB, Bedford, MA) i anti-SYP (Sigma, 1: 200, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). Per tal d'amplificar el senyal fluorescent EGFP en interneurones destinades a
I'analisi morfologic (densitat d’espines dendritiques i arboritzacié dendritica), es feu una
immunohistoquimica fluorescent senzilla contra EGFP amb I'anticos anti-GFP (Millipore, 1: 1.000,

Millipore EMB, Bedford, MA).
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Les seccions amb les quals es va portar a terme la immunohistoquimica per a microscopia
convencional s'examinaren amb un microscopi Olympus CX41 sota il-luminacié de camp clar,
il-luminades i digitalitzades de forma homogénia mitjancant una camera CCD. Les fotografies de les
diferents arees i capes es feren amb |'objectiu de 20x. També es van mesurar els nivells de gris

mitjancant el programa Image J (NIH).

Es va estudiar I'arboritzacié dendritica i la densitat d’espines en neurones localitzades a la capa
oriens de les regions CA1 i CA3. Vam seleccionar aleatoriament només 6 neurones GAD-GFP aillades
per animal i regid, tal com es va descriure anteriorment (Gilabert-Juan et al. 2011, 2013; Gémez-
Climent et al. 2011). Per poder analitzar les cél-lules que expressaven GAD-GFP havien de complir les
seglients caracteristiques: (1) la cel-lula no havia de mostrar dendrites truncades, (2) I'arbre dendritic
de la cél-lula havia de mostrar almenys un procés amb una longitud superior a 150 um i (3) el soma
havia d'estar situat a almenys 30 um de profunditat de la superficie del teixit. A continuacid, es
processaren les imatges obtingudes mitjancant el programari FlUI (Imagel)) (NIH) per tal de fer
reconstruccions en 3D. Les neurones es van tracar mitjancant el plugin del ImageJ de “Simple neurite
tracer”, que ens permeté analitzar el seu perfil de Sholl en 3D (Longair et al. 2011). Les espines es
definiren com qualsevol tipus de protuberancia que es trobava en una dendrita i es quantificaren en
tres segments successius de 50 um de longitud fins a una longitud total de 150 um. Tots dos
parametres estructurals s'estudiaren amb un microscopi confocal (Leica, SPE, Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemanya), que ens va permetre seguir en profunditat les dendrites de forma imparcial.

Vam estimar el nombre de cel-lules que expressen GAD67-EGFP al soma neuronal a I’hipocamp
complet i distingint per capes (oriens, lucidum i radiatum) i regions (CA1 i CA3) mitjancant una versié
modificada del metode fraccionador (West et al. 1991), tal com s’ha descrit abans (Varea, Blasco-
Ibafiez, et al. 2007; Castillo-Gémez et al. 2011). Breument, I'esquema de mostreig fraccionador fa
referéncia a la metodologia d’examinar una de cada 6 seccions cerebrals. Es va triar aleatoriament una
de les 6 subseéries, i s'analitzaren les seccions que cobreixen tota |'extensio, de rostral a caudal, de
I'hipocamp en un microscopi de fluorescencia Olympus BX61 recomptant les cel-lules GAD67-EGFP. Els
somes cel-lulars es van identificar i es van comptar amb un objectiu 40x. S'ometeren les cél-lules que

apareixien en el pla focal superior per tal d'evitar el recompte de cél-lules incompletes.

Es determinaren les mitges per a cada grup experimental i les dades es van analitzar mitjancant
I'analisi estadistica de la prova de t-Student per mitja del programa estadistic SPSS (IBM, versid 19,

IBM-Deutschland GmbH, Munic, Alemanya).
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RESULTATS

L'analisi de Sholl va mostrar una disminucié de l'arboritzacié dendritica en neurones que
expressaven GAD67-EGFP a la regié CA1 de ratolins estressats (Figura 1), pero no en els de CA3 (Figura
2). Aquestes diferéncies en CA1 eren estadisticament significatives en dos dels segments analitzats de
distancia de 20 um de longitud del soma: al segment de 0—20 um (p = 0.0034) i al segment de 40-60
pum (p = 0.0493), i es va observar una tendéencia a la reduccié a la resta de segments. No es trobaren
diferéncies significatives en la densitat d’espines dendritiques en cap segment dels analitzats de les

interneurones de les regions CA1 o CA3 (Figures 1i 2).
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Figura 1: (A) Patro i distribucio de cél-lules eGFP+ a I'hipocamp. (B) Projeccions 2D d’una interneurona que expressa
GAD67-EGFP en la capa d’Oriens de CA1 d’un individu control (B1) i d’un individu estressat cronicament (B2). Les figures
inserides B1 i B2 mostren una visié magnificada de segments dendritics portadors d’espines. (C) Analisi de Sholl de les
interneurones que expressen GAD67-EGFP, que mostra el nombre d'interseccions per cada 20 um com a unitat de distancia
radial del soma. El test de t-Student presenta una reduccid significativa de I'arboritzacié dendritica en ratolins estressats (p

<.05) en els segments de 20 i 60 um. (D) La densitat d’espines dendritiques es va determinar en 3 segments de longitud de
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50 um, situats entre 0-50, 50—100 i 100-150 um del soma, respectivament. El test de t-Student no mostra diferencies
estadisticament significatives en cap dels segments analitzats. Barra d’escala 15 um per a A1, 25 um per a B1i B2; 5 um per

als inserts.

(A1)

(B) ¢ - -=- Control (C) 20 4 -=- Control
-©- Stress -©- Stress

P P S PP PP Qr? & Ko
& &
Distance from the soma (um) Distance from the soma (um)

Figura 2: Projeccions 2D d’una interneurona que expressa GAD67-EGFP en la capa d’Oriens de CA3 d’un individu control
(A1) i d’un individu estressat cronicament (A2). Els inserts de les figures A1 i A2 mostren una visié magnificada de segments
dendritics portadors d’espines de cél-lules GAD67-EGFP positives. (B) Analisi de Sholl d'interneurones que expressen GAD67-
EGFP, mostrant el nombre d'interseccions per cada 20 um com a unitat de distancia radial del soma. El test t-Student no
reporta diferéncies estadisticament significatives. (C) La densitat d’espines dendritiques es va determinar en 3 segments de
longitud de 50 um situats entre 0-50, 50-100 i 100-150 pm del soma, respectivament. El test t-Student no va manifestar
diferencies estadisticament significatives en cap dels segments analitzats. Barra d’escala 25 um per a A1 i A2; 5 um per als

inserts.

No es van observar diferéncies significatives en el nombre de somes que expressen GAD67-EGFP
en cap regio o capa d’interés, cosa que indica que el nombre d’aquesta subpoblacié d’interneurones

no esta alterat en condicions d’estres.
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Es realitza la quantificacid de laimmunoreactivitat al neuropil per a cadaimmunomarcador (GAD67,
PSA-NCAM i SYP), tal com es descrigué anteriorment (Gilabert-Juan et al., 2011). Es van seleccionar les
diferents capes de regions CA1 i CA3 per mesurar la immunoreactivitat (Taula 1). En els ratolins
estressats, I'expressié de GAD67 es va reduir significativament en I'estrat lacunosum-moleculare de
CA1l (p =0.048) i en I'estrat lucidum (p = 0.004) i radiatum (p = 0.005) de CA3. En I'expressio de SYP o
PSA-NCAM no es van observar canvis significatius induits per I'estres en les diferents capes i regions
estudiades. També s'analitza la immunoreactivitat del neuropil en les diferents capes del gir dentat,

perd no es troba cap diferencia significativa induida per I'estres (dades no mostrades).

Region Layer Control Stress p-value
GADé67
CA1 Oriens 121.633 + 8.720 116.366 + 3.917 .220
Pyramidal 147.966 + 9.196 140.533 + 3.221 .091
Radiatum 116.933+7.216 113.933+7.216 .399
Lacunosum-Molec. 128.466 + 9.931 117.766 + 6.033 .048*
CA3 Oriens 137.100 + 14.419 135.133+7.934 778
Pyramidal 151.366 + 9.341 144.400 + 3.530 118
Lucidum 171.266 + 4.679 163.000 + 2.561 .004*
Radiatum 132.900 + 5.274 123.666 + 3.545 .005*
Lacunosum-Molec. 140.200 + 3.008 138.543 + 4.853 786
PSA-NCAM
CA1 Oriens 121.006 + 7.258 115.857 + 4.350 .138
Pyramidal 133.800 + 3.706 126.943 + 2.318 134
Radiatum 119.266 + 6.180 116.371 + 4.668 375
Lacunosum-Molec. 133.933 £+ 4.668 136.771 + 15.247 735
CA3 Oriens 137.400 + 7.767 134.914 + 7.615 573
Pyramidal 127.650 + 1.877 128.029 + 2.692 913
Lucidum 175.566 + 11.608 165.687 +5.728 .099
Radiatum 124.733 + 7.355 121.228 + 1.682 .301
Lacunosum-Molec. 157.400 + 3.042 150.314 + 1.757 .063
SYP
CA1 Oriens 142.466 + 10.379 136.00 + 12.373 .334
Pyramidal 85.500 + 4.809 82.571+4.176 .653
Radiatum 132.266 + 12.757 125.314 + 13.485 .363
Lacunosum-Molec. 102.700 + 17.850 94.742 + 13.816 .384
CA3 Oriens 145.880 + 3.537 141.914 + 12.243 .503
Pyramidal 89.067 £ 5.739 84.171 £ 4.255 499
Lucidum 143.433 £ 10.074 140+ 7.185 .555
Radiatum 132.600 + 11.625 125.685 + 11.733 .310
Lacunosum-Molec. 132.567 + 5.387 131.000 + 3.821 .8129

Taula 1: Intensitat de la tincié de les molécules de GAD67, PSA i SYP a les diferents capes de I’hipocamp mesurades en

unitats arbitraries.

DISCUSSIO

Els animals utilitzats en aquest estudi no presentaven canvis induits per I'estres en el pes corporal
(Gilabert-Juan et al. 2011), al contrari del que s'ha trobat en altres soques (Chmielarz et al. 2016).
Malgrat que no hi ha altres experiments d’estres de restriccid cronica que utilitzen aquesta soca, és

possible que puga ser particularment resistent als canvis de pes, ja que altres estressors cronics, com
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I"aillament social, tampoc induiren canvis en el pes corporal (Volden et al. 2013). Els futurs estudis han
de mesurar els nivells de corticosterona i els pesos de les suprarenals per tal de revelar canvis fisiologics

associats a la plasticitat neuronal induida per I'estres.

Els nostres resultats mostren una reduccié de I'arboritzacié dendritica d’interneurones a la regié
CA1, pero no ala CA3, després de I'estres cronic. Cal considerar aquest paradigma d’estrés de restriccio
cronica (1 h al dia, 21 dies) com a un procés lleu. De fet, estudis anteriors han demostrat que en rates
no son suficients 2 hores de restriccié al dia per a induir la remodelacié dendritica en neurones
hipocampals piramidals (McLaughlin et al. 2007). No obstant aix0, duracions de restriccié similars (2-3
hores) sén capaces d’induir canvis morfologics, neuroquimics i de comportament en els ratolins (Qin
et al. 2011; Satoh et al. 2011) i els nostres experiments anteriors mitjancant el mateix paradigma de
I'estres i la mateixa soca actual mostraven canvis en I'estructura de les interneurones de I'amigdala i
de I'hipocamp (Gilabert-Juan et al. 2011, 2013). Les cél-lules EGFP+ a la regié CA1 de ratolins GIN sén
interneurones O-LM, que projecten a les dendrites apicals distals de les neurones piramidals en I'estrat
lacunosum-moleculare (Oliva et al. 2000). Estudis anteriors en rates revelaren que I'estrés cronic pot
induir atrofia de I'arbre dendritic apical de les neurones piramidals CA1, incloent una retraccié dels
seus segments dendritics terminals (Sousa et al. 2000). S'han obtingut resultats semblants a la regié
CA1 d'algunes soques de ratolins sotmesos a estrés cronic, on s'ha observat atrofia dendritica apical i
reduccié de la densitat d’espines (Pawlak et al. 2005; Christian et al. 2011; Magarifios et al. 2011). Es
possible que la reduccid de I'arboritzacié dendritica en les interneurones O-LM també puga produir
una disminucié de la densitat o alteracions en la neurotransmissié dels contactes sinaptics que fan
sobre les dendrites distals de les neurones piramidals. En el sentit contrari, I'atrofia de 'arbre distal de
les neurones piramidals també pot induir reduccions del nombre de contactes sinaptics realitzats per

les interneurones O-LM o alterar la seua funcid i aix0 té un impacte en la seua arboritzacié dendritica.

Futurs experiments haurien d’explorar en detall el transcurs del temps de la remodelacié neuronal
induida per I'estres tant en les neurones principals com en les interneurones. No obstant aixo, la
reduccid de I'expressié de GAD67 que hem observat en I'estrat lacunosum-moleculare de CA1 després
de I'estres és coherent amb aquestes reduccions putatives en I'entrada que les cel-lules O-LM envien
a les dendrites distals de les neurones piramidals. No es van detectar canvis en I'expressié de GAD67
a l'estrat lacunosum-moleculare de CA3, cosa que s’explica, almenys parcialment, per la manca de
remodelacid estructural de les interneurones O-LM de CA3. Tanmateix, s'han observat reduccions de
I'expressio de GAD67 en els estrats lucidum i radiatum, que molt probablement es deuen a canvis en
altres subpoblacions interneuronals, com ara les associades a les fibres molsoses o les interneurones

multipolars de CA3 que expressen calbindina, entre d'altres (Freund and Buzsaki 1996; Vida and
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Frotscher 2000). També és possible que almenys una part d’aquesta reduccio es puga deure a la mort
cel-lular. Tot i que no hi ha evidencia de degeneracié neuronal en aquesta regié hipocampal després
d’aquest paradigma d’estrés cronic, un tractament de tres setmanes amb corticosterona va produir
una disminucié de la densitat de cél-lules en CA3, perd no en CA1l en rates adultes (Sapolsky et al.
1985). La literatura anterior sobre |'expressié d’aquest marcador de neurotransmissio inhibidora en
CA1 ha descrit augments després d’estres social cronic (Makinson et al. 2015), pero no després d’estres
cronic intermitent variable (Herman 1998). Tot i aix0, aquests estudis mesuraren |'expressié de I'ARNm

i no es van centrar en una capa particular.

Els nostres resultats sobre I'analisi de I'expressié de PSA-NCAM sén semblants als que estrobaren
anteriorment a la mPFC de ratolins GIN, on I'estrées cronic no va induir canvis (Gilabert-Juan et al. 2013).
Estudis anteriors en rates van trobar un augment de I'expressié d'aquesta molécula relacionada amb
la plasticitat a I’hipocamp després de I'estrés cronic de restriccio (Sandi et al. 2001; Pham et al. 2003).
Tot i aix0, el periode de restriccié diaria utilitzat va ser considerablement més llarg en rates que en els
nostres ratolins. A més, I'expressié augmentada de PSA-NCAM en rates semblava estar associada
principalment a canvis en les neurones granulars i les seues projeccions a I'estrat lucidum de CA3

(Pham et al. 2003).

El nostre estudi se suma a la creixent evidéncia que les xarxes inhibidores de I'hipocamp també es
troben afectades per I'estres cronic. S'ha descrit recentment en rates un impacte negatiu d'aquesta
experiencia aversiva sobre la densitat d'interneurones parvalbimina positives, calretinina positives i
també sobre les que expressen neuropéptid Y i SOM+ (Czéh et al. 2015). Tot i aix0, encara que la
majoria de les interneurones marcades amb EGFP de I'hipocamp dels ratolins GIN expressen SOM, no
vam trobar disminucions en el nombre d'aquestes interneurones en el nostre model. Aquesta
discrepancia es pot explicar per I'exposicido més llarga a I’estressor a I'estudi de Czéh et al., (2015) (nou
setmanes vs tres setmanes en el nostre estudi), aixi com per les diferéncies que pot haver a les

respostes davant de I'estrés cronic depenent de |'espécie.
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L’estres cronic modula la plasticitat de les interneurones:
efectes sobre PSA-NCAM i xarxes perineuronals en regions

corticals i extracorticals.

Clara Bueno-Fernandez*, Ana Paula Pesarico*, Ramén Guirado, Maria Angeles Gdmez-Climent,

Yasmina Curto, Héctor Carceller, Juan Nacher.

RESUM

L'estrés cronic té un impacte important en el cervell adult. Tanmateix, la major part del
coneixement sobre els seus efectes se centra en les neurones principals i menys en les neurones
inhibidores. En conseqliéncia, publicacions recents han comencat a descriure alteracions induides per
I'estrés en I'estructura, la connectivitat i la neuroquimica de les interneurones. Alguns d’aquests canvis
semblen estar mediats per certes molécules especialment associades a les interneurones, com la PSA-
NCAM i components de les PNNs, regions especialitzades de la matriu extracel-lular. Aquestes
molécules relacionades amb la plasticitat modulen I'estructura i la connectivitat de les interneurones,
especialment de les interneurones de cistella que expressen PV, tant durant el desenvolupament com
en la vida adulta. Aquestes neurones inhibidores estan especialment afectades després de periodes
d’estres cronic i en alguns trastorns relacionats amb |'estres, en qué també es veu alterada I'expressiod
de PSA-NCAM i de certs components de les PNNs. Per aquestes raons, hem decidit estudiar I'expressio
de PSA-NCAM, les PNNs i les interneurones que expressen PV després de deu dies d’estrés per
restriccid cronica, moment en qué les seues conseqliéncies en el comportament comencen a
apareixer. Ens hem centrat inicialment en I'escor¢a prefrontal medial (mPFC), I'amigdala basolateral
(BLA) i I'nipocamp, regions afectades per l'estres i les malalties psiquiatriques relacionades amb
I'estrés, pero també hem explorat I'habénula i el nucli reticular talamic (TRN) a causa de la presencia
important de PNNs i la seua relaciéd amb certs trastorns. L'expressié de PSA-NCAM es va incrementar
per l'estrés en I'estrat lacunosum-moleculare de CA1. Es detecta un increment de les cél-lules PV+ a la
mPFCiala BLA, perd no va anar acompanyat d’augments dels contactes que fan aquestes cel-lules que
expressen PV sobre els cossos neuronals de les neurones principals. El nombre de PNNs també
augmenta en lamPFCil’habéenula, tot i que les PNNs habenulars no estaven associades a cél-lules PV+.
També es localitza un augment de I’expressio de PV i dels components de les PNNs al TRN després de

I'estres de restriccid cronica, cosa que va revelar per primera vegada efectes substancials sobre
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aquesta regid. El nostre estudi demostra que, fins i tot, un breu protocol d’estrés cronic, pot induir
canvis consistents en les molecules relacionades amb la plasticitat interneuronal en regions corticals i
extracorticals, que poden representar respostes inicials dels circuits inhibidors per a contrarestar els

efectes d’aquesta experiéncia aversiva.

INTRODUCCIO

L’estres, una experiéncia freqlient a la societat moderna, és un dels grans factors de predisposicid
i promotor del desenvolupament de desordres psiquiatrics en humans. Els estudis realitzats tant en
humans com en rosegadors demostren que l'estrés afecta el funcionament de I'escorca prefrontal
medial (mPFC) i de I'amigdala basolateral (BLA) (Shepard et al. 2016; Pesarico et al. 2017; Sachs et al.
2018), que sén dues de les regions cerebrals que es troben disfuncionals en els trastorns psiquiatrics
relacionats amb I'estres, com |'ansietat generalitzada, la depressid i el trastorn d’estrés-postraumatic
(PTSD) (Drevets et al. 2008). Els efectes de I'estrés i dels trastorns relacionats amb I’estrés no es limiten
a aquestes dues regions i també s’han detectat a I'hipocamp o a I’"habénula, entre d’altres (Jacinto et
al. 2017; Belleau et al. 2019). Diversos estudis han demostrat que hi havia canvis importants en
|'estructura i la connectivitat de les neurones excitadores en les mencionades regions després de
I’estres cronic (McEwen 2000; Roozendaal et al. 2009; Radley et al. 2015; Jacinto et al. 2017). Més
recentment, s’ha fet evident que I'estrés cronic també indueix canvis en els circuits inhibidors del
cervell adult i que es poden trobar alteracions similars en els pacients que pateixen depressié o PTSD.
A nivell cel-lular, aguestes alteracions inclouen una disminucid de la densitat (Czeh et al. 2005; Czéh et
al. 2015) i canvis en l'estructura (Gilabert-Juan et al. 2011, 2013, 2017) de determinades subpoblacions
d’interneurones. Curiosament, un grup d’interneurones especialment afectades per I'estrés cronic, sén
les que expressen parvalbumina (PV): s’han detectat disminucions en la densitat de interneurones PV+
ala mPFCil’hipocamp de rates adultes sotmeses a estrés cronic (Czeh et al. 2005; Zadrozna et al. 2011;
Banasr et al. 2017; Czéh et al. 2018). D'altra banda, s'ha descrit una reduccié de I'alliberament sinaptic
en la regio perisomatica de les neurones piramidals de la mPFC, on la majoria d'aquestes interneurones
PV+ estableixen els seus contactes sinaptics (Czéh et al. 2018). Tanmateix, no se sap si I'estres cronic
pot induir canvis en aquesta poblacié d’interneurones en altres regions cerebrals afectades amb

trastorns relacionats amb I'estrés, com I'amigdala o I’habénula.

La maduracid i la plasticitat de les interneurones PV+ estan mediades per la preséncia de molécules
gue influeixen en la seua estructura i connectivitat. Recentment, diferents laboratoris, inclos el nostre,

han estat estudiant el paper de la forma polisialitzada de la molécula d’adhesié de les cél-lules neurals
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(PSA-NCAM ) i de les xarxes perineuronals (PNNs) en la plasticitat de les interneurones PV+. La PSA-
NCAM s’expressa en una subpoblacié d’interneurones del telencefal adult, i particularment esta
present en alguns dels contactes que les cél-lules de cistella PV+ estableixen en el soma de les neurones
piramidals (Castillo-Gémez et al., 2011b). L'expressiéo de PSA-NCAM és fonamental per a la regulacié
dels contactes inhibidors, tant durant el desenvolupament (Di Cristo et al. 2007) com en I'edat adulta
(Castillo-Gomez et al. 2011, 2016). Les PNNs sén regions especialitzades de la matriu extracel-lular,
gue soén particularment abundants al voltant dels somes, dendrites i segments proximals dels axons de
les cel-lules de dispar rapid PV+ (Hartig et al. 1992b). Tot i que la funcié de les PNNs encara no és
coneguda per complet, les investigacions suggereixen que aquestes estructures estan implicades en el
tancament i reobriment dels periodes critics, les respostes a experiencies aversives com la poriala
regulacio de la plasticitat sinaptica (Gogolla et al. 2009; Carulli et al. 2010; Pantazopoulos and Berretta

2016; Sorg et al. 2016; Banerjee et al. 2017).

Aquest important paper de la PSA-NCAM i les PNNs en el desenvolupament i la plasticitat dels
circuits interneuronals probablement es reflecteix en les alteracions dels seus nivells d’expressié que
es troben en diferents trastorns psiquiatrics (Varea et al. 2012; Berretta et al. 2015). D'altra banda,
|'estudi en rosegadors de I'estrés cronic ha revelat alteracions en I'expressio de PSA-NCAM i en algunes
de les molécules integrades en les PNNs, la qual cosa suggereix la seua implicacié en la plasticitat
associada a aquesta experiéncia aversiva, especialment en les neurones inhibidores (Sandi 2004;
Nacher et al. 2013; Soleman et al. 2013). Malauradament, la informacié sobre |'expressié d'aquestes
molécules relacionades amb la plasticitat després de I'estrés no ha sigut extensament estudiada.
L'expressié d’aquestes molécules no ha sigut encara estudiada en algunes regions del sistema nervids
central (SNC) d’adult després de I’estres cronic i la majoria de la informacio sobre els canvis en les PNNs
ha estat obtinguda de models d’estres en edat primerenca (Castillo-Gémez et al. 2017; Ueno et al.

2018).

L’objectiu principal del present estudi va ser analitzar els efectes d’un curt periode d’estres cronic,
10 dies d’'immobilitzacid, sobre interneurones PV+, PSA-NCAM i PNNs al cervell de rates adultes. Ens
hem centrat en els efectes a la mPFC i a la BLA, perqué en aquestes regions treballs anteriors ja han
mostrat alteracions en els interneurons després de protocols d’estrés cronic, pero també hem explorat
altres regions que han estat alterades per aquesta experiéncia aversiva, com I’hipocamp i I’'habénula.
També hem estudiat el nucli reticular talamic (TRN), una regié amb una densitat molt alta de PNNs que
envolta les interneurones PV+. Curiosament, la densitat de totes dues, d’interneurones PV+ i de PNNs,

es troba alterada en aquesta regid talamica en pacients que pateixen esquizofrenia i desordre bipolar
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(Steullet et al. 2018), dos trastorns psiquiatrics en els quals I'estrés podria actuar com un factor de

predisposicid.

MATERIAL | METODES

Animals i protocol d’estres

Rates Sprague-Dawley mascles adults (13 setmanes d’edat al comencament de I'experiment; 381,9
+ 4,1 g; Harlan Interfauna Iberica S.L., Barcelona, Espanya) es van fer servir per a tots els procediments
experimentals. Els animals es van allotjar en grups de 3 individus en un ambient amb temperatura i
humitat controlades i es mantingueren en un cicle de llum / obscuritat de 12 h, amb I'alimentacid i
I'aigua ad libitum. Les rates foren habituades a les instal-lacions una setmana abans de l'inici de
I’experimentacid. Els experiments van tenir lloc durant el periode de llum i es van realitzar d’acord amb
el Directori 2010 / 63 / EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 de la
proteccié d’animals per a proposits cientifics i fou aprovat pel Comité de Bioética de la Universitat de
Valéncia. Cal dir que es feren tots els esfor¢os necessaris per a minimitzar el nombre d’animals utilitzats

i el seu sofriment.

Dotze rates van ser utilitzades per a dur a terme I'experiment d’'immobilitzacié repetida. Es va
estressar un grup de rates (n = 6) al llarg de 10 dies consecutius durant 6 hores al dia (10:00 h). Aquestes
rates es retingueren dins d’una malla de filferro amb dues obertures i es col-locaren dins de les seues
gabies durant les sessions d'immobilitzacié. Altres 6 rates no foren molestades i es van mantenir dins
de les seues gabies, servint com a controls d’aquest experiment. Les rates controls i les estressades es
mantingueren en gabies separades. Els animals foren eutanasiats 24 h després de la darrera sessid de
restriccid seguint un ordre aleatori i en una habitacié diferent d'aquella que s'utilitza per a fer el

protocol de restriccid.

Perfusidé, microtomia, i immunohistoquimica.

Els animals es van anestesiar profundament amb pentobarbital i foren perfosos transcardialment
amb una solucié de paraformaldehid al 4% en tampd fosfat (PB) 0.1M. Els cervells van ser crioprotegits
(30% de sacarosa en PB 0,1 M, 48 h) i posteriorment tallats en seccions coronals de 50 um de gruix,
mitjangant un microtom de congelacié (LEICA SM2000R, Leica). Les seccions es recol-lectaren en 10

subseries.
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Aixi mateix, 2 subseries es processaren per a fer immunohistoquimica. Breument, les seccions es
van rentar en tampé fosfat sali (PBS) i després es van incubar durant 1 h en serum d’ase normal al 10%
(NDS; Abcys) en PBS amb Triton X-100 al 0,2% (PBST; Sigma-Aldrich). Després, s'incubaren durant 48
h a 4 2C amb Il'anticos primari adequat o coctel d'anticossos (vegeu la taula 1) diluit en PBST i serum
d’ase (NDS) al 5%: (a) una doble tincid amb un anticos contra PV i una Lectina conjugada a biotina de
I"aglutinina de Wisteria floribunda (WFA) per a detectar les PNNs i (b) una triple tincié amb |'anticos
primari anti-CaMKIl-a en combinacié amb els anticossos primaris anti-PV i anti-sinaptofisina (SYN), per
a estudiar la innervacié perisomatica de les neurones piramidals. Després del rentat, les seccions es
van incubar durant 2 h a temperatura ambient amb els anticossos secundaris conjugats amb els
fluorocroms o avidines adequats (vegeu Taula 1), que també es diluiren en PBST. Finalment, les
seccions es rentaren en PB 0,1 M, es van muntar en portaobjectes i es cobriren amb un medi de

muntatge especific per a fluorescéncia (Dako).

A continuacié, es va processar una altra subsérie per al métode d'immunohistoquimica
convencional. Breument, les seccions es van incubar durant 1 minut en una solucié de
desemmascarament d'antigens (0,01 M de tampd citrat, pH 6) a 100 °C. Després de refredar les
seccions a temperatura ambient, s'incubaren amb 10% metanol, 3% H,0; en solucié de PBS durant 10
minuts per tal de bloquejar I'activitat de la peroxidasa endogena. Després d'aixo, es van tractar les
seccions durant 1 h amb 5% de NDS (Jackson Laboratories) en PBS amb 0,2% de Triton-X100 (Sigma) i
es van incubar durant la nit a temperatura ambient en un anticos monoclonal Men-B anti-PSA-NCAM
de ratoli (1: 1400; Abcys). Després de rentar-se, les seccions s'incubaren durant 30 minuts amb els
anticossos d’ase anti-IgM de ratoli o I'anticos biotinilat anti IgG de ratoli generat en ase (Laboratoris
Jackson, 1: 250), seguit d'un complex avidina-biotina-peroxidasa (ABC, Vector Laboratories) durant 30
minuts en PBS. El desenvolupament del color es va aconseguir incubant amb 3,3 tetrahidroclorur de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) durant 4 minuts. Per a la dilucié d'anticossos primaris i secundaris es
va utilitzar PBS amb un 0,2% de Triton-X100 i un 3% de NDS. Totes les seccions estudiades passaren
per tots els procediments simultaniament, per tal de minimitzar les diferencies en la tincié

immunohistoquimica.
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Dilution Company

Primary antibodies

Polyclonal guinea pig anti-parvalbumin 1:2000 Synaptic Systems
WEFA lectin biotin-conjugated 1:200 Sigma
Polyclonal rabbit anti- synaptophysin 1:500 Millipore
Monocolonal mouse anti-CaMKI| 1:500 Abcam

Secondary antibodies

Goat anti-mouse A635-conjugated 1:200 Life Technology
Goat anti-guinea pig A555-conjugated 1:200 Life Technology
Donkey anti-rabbit A488-conjugated 1:200 Invitrogen
Avidin AB47-conjugated 1:200 Invitrogen

Taula 1: Llistat d’anticossos primaris i secundaris emprats a I'estudi.

Quantificacio de I'expressié de PSA-NCAM.

Es va determinar la intensitat d'immunoreactivitat de PSA-NCAM en el neuropil de les diferents
regions estudiades [capes superficials i profundes de la Cg 1 (Bregma 3.7 a Bregma —1.4), prelimbica
(Bregma 4.7 a Bregma 2.2) i infralimbica (Bregma 3.2 a Bregma 2.2), BLA (Bregma — 1.6 a Bregma —
4.16) i totes les capes en la regido CA1 de I'hipocamp ventral (Bregma — 4.3 a Bregma— 6.3) i dorsal
(Bregma —1.6 a Bregma —4.3)] mitjancant la metodologia descrita anteriorment (Varea et al., 2007). Es
van analitzar 7 lamines per animal per a la mPFC, 2 per a la BLA i 3 per a I’"hipocamp ventral i dorsal.
Les seccions s'examinaren sota il-luminacié de camp clar, digitalitzades i il-luminades de forma
homogénia mitjangant una camera CCD. Les fotografies es van fer amb un objectiu de 20x. Les
diferents regions d'interes es delinearen per mitja de I'eina de seleccié de poligons del programa de
processament d'imatges Java Fiji (Schindelin et al. 2012). Els nivells de gris es van convertir a densitats
optiques. Per tal de normalitzar els valors, els nivells de gris obtinguts a partir de fotografies del cos
callés en cadascuna de les seccions foren restats dels valors obtinguts per a cada capa. Vam utilitzar
seccions paral-leles amb una tincid de blau de toluidina per tal de delimitar millor les regions,
subregions i capes en estudi. Aixi mateix, poguérem distingir els limits de les regions CA1 i CA2 amb
I'ajuda de les nostres subséries marcades amb WFA. Aquesta lectina marca intensament el neuropil de

la regié CA2 fent-lo facilment discernible (Lensjg et al. 2017).
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Quantificacié de cél-lules que expressen PV i PNN.

Es va estimar el nombre total de neurones PV+, PNNs i neurones PV+ envoltades de PNNs de
I'hipocamp, BLA, habénula i mPFC (incloses la Cgl, PrL i IL) mitjancant una versié modificada del
meétode fraccionador (West 1993; Nacher, Alonso-Llosa, et al. 2002; Varea, Castillo-Gémez, et al.
2007). També, es comptaren les cél-lules incloses en el 100% de la superficie de la mostra, és a dir, a
cada seccidé es van comptabilitzar totes les cel-lules marcades en cada subdivisié i capes que la
componen. El mostreig fraccionador fa referéncia a la metodologia d’examinar una de cada 10
subseries de seccions del cervell. Aixi doncs, la nostra modificacid del dissector dptic combinat amb un
mostreig fraccionador 1:10 és realment una modificacié del metode de fraccionador optic. Es va triar
aleatoriament 1:10 subseries per tal d'analitzar les seccions que cobrien completament, de rostral a
caudal de les estructures d'interés. Es va utilitzar un microscopi Olympus CX41. El volum de les
diferents regions analitzades es va determinar per a cada animal mitjangant el principi de Cavalieri

(Gundersen and Jensen 1987) i no es van observar diferéncies entre grups.

Aixi, s'identificaren els somes i es van comptar amb un microscopi de fluorescéncia amb un objectiu
de 40x (Olympus CX41). Es van ometre les cél-lules que apareixien en el pla focal superior per a evitar
el recompte de cél-lules incompletes. En aquest sentit, per tal de classificar una cel-lula com a positiva
per PNNs o PV, tots els somes van ser envoltats per una seccié poligonal utilitzant Fiji. Després
analitzarem la mitjana del valor del gris d’aquesta seleccid. Sols les cél-lules amb valors superiors a 60

es consideraren positives.

Quantificacié de la intensitat de fluorescéncia de PV i PNNs al nucli reticular talamic i a la regio

CA2 de I’hipocamp.

L'elevada densitat de somes PV+ i PNNs+ al TRN va impossibilitar el recompte de neurones
individuals en aquesta estructura. Per tant, es mesura la intensitat de la seua fluorescencia per tal
d’estimar la seua abundancia i I'expressié d’aquests marcadors en aquesta regié. També vam aplicar
aquesta metodologia a la regié CA2, on no es va trobar cap PNNs discernible individualment; el
marcatge amb WFA era molt intens i estes. Aixi, s'estudiaren 3 seccions per animal que contenien TRN
(Bregma —1,3 a Bregma —3,8) i 3 que contenien I'hipocamp dorsal (Bregma —1,7 a Bregma —2.18). Les
fotografies es realitzaren amb I'objectiu de 20x en un microscopi confocal (Leica TCS SPE). EITRN i la

regid CA2 es van delimitar mitjangant I'eina de seleccié de poligons a Fiji (Schindelin et al. 2012). Al
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capdavall, per tal de normalitzar els valors, es van restar els nivells de gris obtinguts a partir de les

fotografies de la capsula externa de cada seccié i es restaren a les diferents capes.

Quantificacié de puncta perisomatics en les neurones piramidals

La densitat de puncta que expressen SYN i PV envoltant el soma de les neurones principals
(identificades per I'expressié de CaMKII-a) es va analitzar a les regions d’interes, mostrant alteracions
en el nombre de cél-lules PV+. Amb aquesta finalitat, seguirem el protocol descrit anteriorment
(Guirado, Perez-Rando, Sanchez-Matarredona, Castillo-Gomez, et al. 2014). En la mPFCi la BLA, es van
prendre imatges d’entre 20 i 25 neurones piramidals per animal de 3 seccions diferents. S'agafaren
imatges consecutives que cobreixen tota la profunditat del soma de la neurona amb una mida de pas
de 0,5 um i amb un objectiu d'immersié en oli de 63x, utilitzant una magnificacié de zoom digital 2x
(microscopi confocal Leica TCS SPE). El perfil del soma d’aquestes neurones es va dibuixar manualment,
i després es va utilitzar un macro per tal d'analitzar la densitat de puncta al voltant del perimetre. La
seleccié manual es va augmentar 1 um per definir I'area perisomatica. Les imatges es processaren per
a binaritzar el 5% dels elements més brillants de I'histograma. Totes les particules que presentaven
una area no inferior a 0,15 um? i no superiors a 2,5 um? es definiren com a puncta (Di Cristo et al.
2007). Es van analitzar les imatges adquirides pel microscopi confocal i es van promediar 3 vegades
(cada pla confocal), disminuint el soroll de manera important. El punt més petit que reconeguérem
tenia una mida lateral de 0,38 um, la qual es troba per damunt de la resolucio lateral del microscopi

confocal.

Estadistica

Totes les mostres es van codificar abans de I'analisi quantitatiu i el codi no es descobri fins que no
es va completar la quantificacié. Tots els resultats experimentals s'obtenen com a mitjana + I'error
estandard de la mitjana (SEM). Primer, vam avaluar la normalitat de les dades mitjangant el test
d’Agostino i Pearson omnibus. Les comparacions entre els grups control i estres foren realitzades per
la prova t-Student. Els valors de probabilitat inferiors a 0,05 (p <0,05) es consideraren com a
estadisticament significatius. Els coeficients de correlacié entre el nombre de neurones PV+s i el de
PNNs en regions cerebrals diferents (en animals controls i estressats), es van analitzar mitjangant el

test de correlacié de Pearson. Es considera estadisticament significatiu un valor p <0,05.
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RESULTATS

Efectes de I’estrés per restriccié en I’expressio de PSA-NCAM

Hem analitzat I'expressié de PSA-NCAM al neuropil de diferents regions telencefaliques en les quals
aquesta molécula té una expressio considerable i en les quals ja detectarem anteriorment canvis en la
seua expressiod o en les molécules implicades en la neurotransmissié inhibidora després de I'estres
cronic: la mPFC, la BLA i I'hipocamp dorsal i ventral (veure Nacher et al. (2013) per a la seua revisid).
L’estres cronic indueix increments de |'expressié de PSA-NCAM a la regié CA1 de I'hipocamp ventral i
dorsal (Figures 1A — D): A I'hipocamp dorsal es va observar un augment significatiu en I'estrat
lacunosum-moleculare, la capa amb nivells més alts d’expressié d’aquesta molécula (Figura 1C; p =
0,006). A I'hipocamp ventral es van observar increments significatius en els estrats piramidal i radiat

(Figura 1D; p = 0,021, p = 0,038).

Deu dies d’'immobilitzacié no induiren canvis significatius en els nivells de PSA-NCAM al neuropil de

cap de les regions de la mPFC (Figures 1E-G) ni en la BLA (Figura 1H).
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Figura 1: Grafics que representen els canvis en la intensitat de la forma polisialitzada de la molécula d’adhesié de cel-lules
neurals (PSA-NCAM) al neuropil de diferents regions telencefaliques. (A, B) Microfotografies de I'hipocamp dorsal (A) i ventral
(B) d'un animal control (A1, B1) i d'una rata cronicament estressada (A2, B2). (C, D) Regié CA1 de I'hipocamp dorsal (C) i
ventral (D), incloent-hi els estrats oriens (Or), el piramidal (Py) radiatum (Rad) i lacunosum-molecular (LMol). (E-G) Capes
superficials (I — Ill, Sup) i profundes (IV — VI) de la mPFC, incloent I'escorg¢a prelimbica (PrL, E), escorga infralimbica (IL, F) i
escorga cingulada 1 (Cgl, G). (H) Amigdala basolateral (BLA). Els valors representen mitjana + SEM. Els asteriscos indiquen
diferéncies estadisticament significatives entre grups (control x estrés) després de la prova t-Student no aparellada (* p <0.05;

<p <0.01; # 0.1 <p <0.05). Barres d’escala: 15 um.
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Efecte de I'estrés per restriccié en el nombre de PNNs i cel-lules PV

El nombre de PNNs (p = 0.022) i de cel-lules PV+ (p = 0.045) a la mPFC (inclosa la IL, PrLi Cg 1) van
augmentar de manera important en rates estressades en comparacié amb les controls. No obstant
aix0, no hi havia diferéncies significatives en el nombre de cél-lules PV+ envoltades per PNNs (p=0.146)
entre els grups (Figures 2A, B, G). La densitat de neurones PV+ i de PNNs va mostrar una correlacié
lineal positiva forta i significativa en la mPFC dels animals control (r = 0,9118, p <0,01), pero aquesta
correlacié no fou significativa en individus estressats (r = 0,717, p <0,108). També es va investigar si
|'estres per immobilitzacio alterava el nombre de cel-lules PV +i PNNs en la BLA. El nombre de cél-lules
PV+ d’aquesta regié amigdaloide es va incrementar significativament en les rates estressades (p =
0,023). No hi havia diferencies significatives en el nombre de PNNs (p = 0.407) o de PNNs envoltant
cél-lules PV+ (p = 0.653) (Figures 2C, D, H). El nombre de neurones PV + i de PNNs van mostrar una
correlacié lineal positiva significativa en la BLA dels animals control (r = 0,804, p <0,05), pero aquesta

correlacid no existia en individus estressats (r = —0,04, p <0,941).

L'analisi del nombre de PNNs a la regié CA1 de I'hipocamp revela una important disminucié en les
rates estressades en comparacido amb les controls (p = 0,0008). De fet, no vam veure diferéncies
significatives en el nombre de cél-lules PV+ (p = 0.626) o PNNs / ceél-lules PV+ (p = 0,670) (Figures 2E, F,
/). El nombre de neurones PV + i de PNNs no mostra una correlacid lineal significativa ni en la CA1 dels

animals de control (r =—0.407, p <0.422), ni en la d'individus estressats (r = 0.681, p <0.136).
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Figura 2: Xarxes perineuronals (PNNs), neurones que expressen parvalbumina (PV) i la seua colocalitzacié en la mPFC, la
BLA i la regié CA1 de I'hipocam en rates control i després de deu dies d'estres de restriccid cronica. Imatges confocals
representatives que mostren la distribucié de PNNs (A1 — F1; verd), somes PV+ (A2 — F2; roig) i la seua colocalitzacié (A3 — F3)
a la mPFC, (A, B) I'amigdala basolateral (C, D) i la regié CAl de I'hipocamp. Els esquemes a la dreta de les figures (A — F)
indiquen les regions estudiades en blau clar (modificat de Paxinos i Watson, 1998). Els grafics de la part dreta de la figura
indiquen canvis en el nombre total de PNNs, somes PV+ i PV + somes envoltats de PNNs a la mPFC (G), la BLA (H) i I'hipocamp
(). Els valors representen mitjana + SEM. Els asteriscos indiquen diferéncies estadisticament significatives entre grups (control
x estres) després de la prova t-Student no aparellada (*p <0.05, ***p <0.001). PrL: escorga prelimbica, IL: escorga infralimica,

Cgl: escorga cingulada 1, BLA: amigdala basolateral. Barra d’escala 15 pm.

També vam estudiar si I'estrés per restriccid afectava les PNNs i les cel-lules PV+ en el TRN.
Analitzant la intensitat de la fluorescencia, trobarem que l|'estrés augmentava clarament la

immunoreactivitat de les PNNs (p = 0.033) i PV (p = 0.0002) (Figures 3A, B, D). Usant la mateixa
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metodologia, es va analitzar la fluorescencia de WFA a la CA2 de I'hipocamp i no s'identificaren
diferencies significatives (p = 0.448) després de I'estrés cronic. D'acord amb els treballs anteriors
(Smith et al. 1987; Li et al. 2011; Meye et al. 2013), no vam poder detectar interneurones PV+ a
I'nabénula, tot i que si que es podien observar i quantificar algunes PNNs. El nombre d'aquestes
cél-lules PV—/PNNs+ es va incrementar significativament (p = 0.025) després de 10 dies d'estrés cronic

per restriccié (Figures 3C, E).
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Figura 3: PNNs, cél-lules que expressen PV i la seua colocalitzacié en el TRN i I’habénula en rates de control i després de
deu dies d’estrés de restriccio cronica. (A, B) Imatges confocals representatives que mostren la distribucié de PNNs (A1, B1;
verd) i somes PV+ (A2, B2; roig) en el TRN de rates control (A) i d'estressades (B). (C) Imatges confocals que mostren la
distribucié de PNNs (verd) a I’'habénula de rates control (C1) i estressades (C2); no es va poder detectar cap soma
immunoreactiu per a PV a I’habénula, ni en animals control ni en estressats. (D, E): Els grafics que hi ha a la part dreta de la
figura indiquen canvis en la intensitat de fluorescencia de les PNNs i les PV al TRN (D) i del nombre total de PNNs a I'habénula
(E). Els esquemes de la part superior dreta de la figura indiquen les regions estudiades en roig clar (TRN) i blau clar (habenula)

(modificat de Paxinos i Watson, 1998). Els valors representen mitjana = SEM. Els asteriscos indiquen diferéncies
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estadisticament significatives entre grups (control x estrés) després de la prova t-Student no aparellada (p <0.05). Barra

d’escala 15 um.

Efectes de I’estres per restriccio en els puncta PV immunoreactius sobre la regio perisomatica de

neurones excitadores de la mPFC i ’'amigdala basolateral.

Ates que l'estrés cronic per restriccio va alterar el nombre d'interneurones PV+ en la mPFC i la BLA
i donada la importancia d'aquestes cél-lules en la inhibicié perisomatica de les neurones excitadores,
decidirem analitzar la densitat de I'expressio de puncta SYN+ amb o sense immunoreactivitat per a la
PV, que envolten el soma d’aquestes neurones principals. Els somes de les neurones excitadores es
van identificar per la preséncia de CAMKII. En la mPFC, I'estrés per restriccié repetida no altera la
densitat de puncta SYN+ / PV+, pero va disminuir significativament la de PV— / SYN+ (p = 0.019),
(Figures 4A, B, E). L'estrés cronic no produi canvis significatius en la densitat de puncta perisomatics

en les neurones excitadores de la BLA (Figures 4C, D, F).
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Figura 4: Analisi de microscopia confocal de puncta que expressen parvalbumina (PV) i sinaptofisina (SYN) a la regio
perisomatica de neurones excitadores de la mPFC i 'amigdala basolateral en rates control i després de deu dies d’estres
cronic de restriccid. Plans confocals del soma de una neurona principal (immunodetectada per CaMKII-a; blau) on es mostren
els puncta perisomatics immunoreactius per a SYN (A1 — D1; roig) i PV (A2 — D2; verd) i la seua colocalitzacié (A3 —D3) a la
mPFC (A, B) i 'amigdala basolateral (C, D). Els grafics de la part inferior de la figura mostren canvis en la densitat lineal (nombre
de puncta / um de perimetre del soma) dels puncta perisomatics que expressen sinaptofisina amb (Syn + / PV +) o sense (Syn
+ / PV-) coexpressié amb PV (E: mPFC; F : BLA). Els valors representen la mitjana + SEM. Els asteriscos indiquen diferéncies
estadisticament significatives entre grups (control x estrés) després de la prova t-Student no aparellada (p <0.05). Barra

d’escala 5 um.
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DISCUSSIO

L'objectiu principal d'aquest estudi va ser avaluar els efectes de |'estrés cronic sobre les molécules
relacionades amb la plasticitat interneuronal en diferents regions del SNC d’adult. Els nostres resultats
revelen Unicament efectes locals sobre I'expressié de PSA-NCAM a la regié CA1 de I'hipocamp. Per
contra, es mostren alteracions més amples i profundes en el nombre de PNNs, que en alguns casos
s’associen a interneurones PV+ i en altres apareixen de manera independent a aquestes interneurones.
Curiosament, aquestes alteracions en les PNNs no només es troben a les regions comunament

estudiades en els models d’estrés cronics, també en arees menys explorades, com I’'habénula o el TRN.

En primer lloc, es va avaluar I'expressié de PSA-NCAM, ja que aquesta molécula s’expressa en una
subpoblacié d’interneurones del telencefal adult i regula la seua estructura i connectivitat (Gomez-
Climent et al. 2011). Trobarem Unicament un augment considerable de I'expressié de PSA-NCAM en
I'estrat lacunosum-moleculare de CAl. Es probable que aquests canvis afecten especificament a les
cel-lules O-LM, que sén interneurones que projecten especificament a aquesta capa, i la seua
morfologia i connectivitat esta particularment regulada per la PSA-NCAM (Guirado, Perez-Rando,
Sanchez-Matarredona, Castillo-Gomez, et al. 2014). A més, s’han observat canvis en I'estructura
d’aquestes interneurones i I'expressié de GAD67 en la CA1l de ratolins sotmesos a estrés cronic
(Gilabert-Juan et al. 2017). La preséncia d’alts nivells d’expressido de PSA-NCAM en aquestes cél-lules
pot augmentar el seu aillament, provocant una disminucié de la complexitat dendritica i reduint la
connectivitat (Gomez-Climent et al. 2011). Tanmateix, la PSA-NCAM present a la CA1 no s’associa
exclusivament a elements inhibidors (Gémez-Climent et al. 2011) i, en conseqiiéncia, els canvis

d’expressio d’aquesta molécula poden estar afectant a la connectivitat de les neurones principals.

L'altre objectiu del nostre estudi es va centrar en les interneurones que expressen PV i la seua
relacié amb les PNNs. Els nostres resultats que mostren un augment del nombre de neurones que
expressen PV en la mPFC o la BLA, per contra, en treballs anteriors es descriu una disminucié de somes
PV+ en regions prefrontocorticals després d’estrés cronic [5 setmanes d’estres cronic imprevisible
(Banasr et al. 2017)] , tot i que alguns només es van trobar en animals anhedonics (nou setmanes
d’estrés cronic lleu) (Czéh et al. 2018). Un altre treball, que utilitzava 2 setmanes d’estrés cronic
imprevisible o 8 setmanes d’estrés cronic lleu, no troba canvis en la densitat de cel-lules PV+ en la
mPFC de rates Wistar (Zadrozna et al. 2011). Tot i aix0, d’acord amb els nostres resultats, els estudis
recents amb periodes d’estres cronic més curts (2 setmanes) han trobat increments significatius en el
nombre de cel-lules PV+ i en el mRNA PV de la mPFC de femelles de ratoli adultes i en la densitat de
puncta excitadors a la regié perisomatica de cel-lules PV+ en ambdds sexes (Shepard et al. 2016;

Shepard and Coutellier 2018). A més, els estudis de Filipovic (Filipovi¢ et al. 2018) i Todorovic
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(Todorovi¢ et al. 2019) van demostrar que I'aillament social cronic condueix a una disminucié del

nombre de cél-lules PV+ a la mPFCi a I’'hipocamp de rates Wistar mascles adultes.

Addicionalment, un estres cronic variable durant 2 setmanes en la mateixa soca de rata utilitzada
al nostre experiment augmenta la inhibicié de les cel-lules piramidals de la mPFCi la densitat de puncta
inhibidors al voltant dels somes d’aquestes neurones principals (McKlveen et al. 2016). En
contraposicid amb aquests resultats, no s’han trobat disminucions en la densitat de puncta que
coexpressen PV i SYN en els nostres animals estressats. No obstant aixo, la densitat de puncta PV- /
SYN+ va disminuir notablement, cosa que pot indicar una reduccié en un altre tipus de sinapsi
perisomatica, probablement de les que provenen d’interneurones de cistella que expressen
colecistocinina (CCK). Tot plegat, aixo esta d’acord amb les reduccions recentment trobades en el
nombre de neurones CCK+ en la mPFC de rates sotmeses a 9 setmanes d’estrés cronic (Czéh et al.

2018).

La variabilitat dels resultats obtinguts en el nostre estudi i els estudis anteriors sobre els efectes de
I’estrés cronic a les cél-lules PV+ poden ser producte de les diferéncies en la soca de rata que s’utilitza,
la manca de discriminacid entre les regions prefrontocorticals diferents i, particularment, la variabilitat
en els protocols emprats, aixi com les seues duracions. Es possible que en animals sotmesos a estrés
durant periodes més curts es pogueren activar les interneurones PV+, provocant un augment de la
inhibicié de les neurones piramidals. D'altra banda, en protocols més llargs, en els quals els
comportaments depressius sén persistents, aquestes interneurones poden mostrar una disminucié de
I'activitat i de I'expressié de PV. Es important esmentar que existeix una disminucié de la
neurotransmissio excitadora sobre les interneurones PV+ de la mPFC en animals amb indefensié
adquirida i que la supressié de I'activitat d’aquestes cel-lules inhibidores promou |'aparicié d’aquest
comportament depressiu (Perova et al. 2015). En conseqiiéencia, I'activacié de les interneurones PV+
en la mPFC en fases anteriors a I’estres cronic pot ser interpretada com una resposta a fi de promoure
I’establiment de conductes resistents, com als treballs de Shepard (Shepard et al. 2016; Shepard and
Coutellier 2018) i com les nostres propies dades suggereixen. En aquest sentit, treballs anteriors
apunten que el final dels 10 dies d’immobilitzacié coincideix amb el periode en que es comencen a
observar els efectes d’estres conductuals (McLaughlin et al. 2007; Reznikov et al. 2008; Grillo et al.

2015).

De manera semblant al que hem observat en la mPFC, també vam trobar un augment en el nombre
de cel-lules PV+ en la BLA de les nostres rates estressades. Reznikov i colaboradors (Reznikov et al.
2008), fent servir el mateix paradigma d’estrés emprat en el present estudi no trobaren canvis en la

densitat de cel-lules PV+ en la BLA. Aquesta discrepancia es pot originar a causa de la diferéencia en la
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metodologia que es va aplicar per a la quantificacié: nosaltres estimarem el nombre total
d’interneurones PV+ a tota la BLA mitjancant una versié modificada del metode fraccionador (West
1993; Nacher, Alonso-Llosa, et al. 2002), mentre que les densitats cel-lulars es van calcular a partir de
I’extensié mitjana-caudal de la subdivisio anterior d’aquesta regié amigdaloide (Reznikov et al. 2008).
Cal mencionar, pero, que Reznikov i colaboradors (Reznikov et al. 2008) observaren un augment
important del percentatge de cél-lules PV+ que mostraven immunoreactivitat amb c-Fos en els seus

nuclis, cosa que també suggereix una activacié d’aquestes interneurones amb el protocol d’estrés.

No creiem que I'augment d’interneurones PV+ es dega a la incorporacié de noves cel-lules al circuit.
Pensem que I'increment de la quantitat reflecteix un augment de I'expressié d’aquesta proteina d’unid
al calci i que algunes interneurones que van expressar nivells molt baixos de PV (i per tant no es
detectaren en animals control), augmenten la seua expressié de PV i es poden detectar en animals
estressats. S'ha observat un canvi similar cap a un augment de I’expressié de PV a I'hipocamp després
d'un protocol de por condicionada (Donato et al. 2013). Aixi, resultats anteriors del nostre laboratori
han descrit aquest fenomen a la IL després de I'aillament social juvenil (Castillo-Gémez et al. 2017) o
després del tractament amb un agonista del receptor de dopamina D2 (Castillo-Gémez et al. 2011). La
reduccié en el nimero de neurones que expressen PV no es deu a una disminucié en el volum del
neuropil, perque per a aplicar la versié modificada del metode fraccionador hem calculat els volums

de les arees i no hem trobat diferéncies entre els grups estudiats.

Hi ha un altre treball que estudia I'efecte de I'estrés cronic a les PNNs durant I'edat adulta, utilitzant
un estres persistent induit per la derrota social (SDPS) en rates Wistar, un protocol de llarga durada,
gue indueix comportaments depressius persistents (Riga, Kramvis, et al. 2017). En aquest estudi, els
autors van trobar un augment significatiu de la densitat de PNNs a CA1 de I'hipocamp i, concretament,
aquelles que envolten les interneurones PV+. Aquests resultats contrasten fortament amb els que
presentem nosaltres en aquesta regidé hipocampal, on hi observem una disminucié significativa de la
densitat de PNNs. Tanmateix, no trobem diferéncies en el nombre de neurones PV+ envoltades per
PNNs. De fet, nosaltres no hi trobem correlacions lineals significatives entre les cel-lules PV+ i les PNNs
a CA1, ni en els controls ni en els animals estressats, cosa que denota que la reduccié en PNNs que
observem es pot deure a una disminucié de les PNNs associades a altres tipus cel-lulars, com neurones
excitadores. Malgrat que Riga i colaboradors (Riga, Kramvis, et al. 2017) trobaren que a les rates Wistar
més del 90% de les PNNs de CA1 estaven associades a neurones PV+, i altres autors en van trobar al
voltant del 80% en rates Long-Evans (Lensjg et al. 2017), en el nostre estudi només en trobarem al
voltant del 60%. Curiosament, encara que trobem correlacions positives entre els nombres

d’interneurones PV+ i PNNs en la mPFC i en la BLA en animals controls, aquestes correlacions no
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existien en individus estressats, cosa que suggereix que els canvis que observem després de I'estres en

la subpoblacié d’interneurones PV+, poden ser independents de la preséncia de PNNs rodejant-les.

En el cas del TRN, els efectes de I'estres haurien de ocorrer principalment sobre cél-lules PV+, ja
gue aguestes neurones son una gran proporcié dels constituents cel-lulars d’aquest nucli talamic i la
majoria, si no totes, estan envoltades per PNNs. Els nostres resultats en aquest nucli sén especialment
interessants per la seua robustesa i perqué mostren clarament per primera vegada la implicacid
d’aquesta regio talamica en la resposta a l'estrés cronic durant I'edat adulta. Un estudi anterior ja va
posar de manifest la putativa implicacié d’aquest nucli en la resposta a I'estres agut, a causa d’un
important augment de I'expressid de c-Fos (Ons et al. 2004). S’ha de fer més recerca en aquesta regié
per tal d’entendre com I'estructura, la neurotransmissid i la connectivitat de les seues neurones estan

afectades per I'estres.

Nomeés hi ha un estudi que descriu les PNNs a I’"habénula, centrat en el seu desenvolupament
postnatal en ratolins (Horii-Hayashi et al. 2015); aixi, les presents dades sdn les primeres que descriuen
la seua presencia en animals adults i la seua modulacié per estrés cronic. Encara no coneixem el fenotip
de les neurones habenulars envoltades per aquestes PNNs, pero el més probable és que siguen
neurones excitadores, ja que les interneurones sén molt rares en aquesta regié talamica (Smith et al.
1987; Li et al. 2011; Meye et al. 2013). Els resultats actuals donen suport a treballs anteriors que
assenyalen un paper destacat de I’habénula en la resposta a I'estres cronic (Wirtshafter et al. 1994;

Aizawa et al. 2013; Jacinto et al. 2017).

El significat dels augments dels nombres de PNNs que hem trobat al present estudi estan encara
lluny de ser comprensibles. S’ha proposat que les PNNs puguen actuar protegint les neurones de dispar
rapid de I'estrés oxidatiu (Cabungcal et al. 2013). L’estres cronic indueix alts nivells d'espécies reactives
d'oxigen (M. Madrigal et al. 2008), els augments en PNNs en aquesta fase inicial de I'estrés poden
representar un intent de les neurones per a contrarestar els efectes d’aquest estrés oxidatiu. Aixi
doncs, es necessiten estudis amb una durada d’estrés més llarga per a saber si en les etapes ultimes
de I'estrés cronic el nombre de cél-lules PV+ i de PNNs disminueix o torna als nivells control. Els ratolins
transgenics amb deterioracié de la regulacié redox mostren una disminucié al nombre de neurones
PV+ide PNN en la PFCi el TRN (Cabungcal et al. 2013; Steullet et al. 2018). Curiosament, els pacients
gue pateixen esquizofrénia, una malaltia en qué es coneix que I'estrés és un factor de risc, també
mostren reduccions de la densitat de cel-lules PV+ i de PNNs en aquestes dues regions (Mauney et al.
2013; Steullet et al. 2018). Les PNNs també poden actuar influint en la plasticitat sinaptica, constituint
una barrera fisica per a estabilitzar els contactes sinaptics o evitar la formacié de nous contactes

mitjancant I'expressié de molecules inhibidores (Nowicka et al. 2009; Sorg et al. 2016).
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En conclusio, les nostres dades demostren que I'estres cronic breu pot induir canvis en molécules
relacionades en la plasticitat interneuronal, no només en les regions "classiques" implicades en la
resposta a l'estres, sind també en 'habénula o el TRN, una regid en la qual hem descrit per primera
vegada alteracions induides per aquesta experiéncia aversiva. Aixd déna suport a la hipotesi de que
I'estres produeix alteracions de les xarxes inhibidores i de les molecules implicades en la seua
plasticitat, particularment les PNNs, poden mitjancar l'impacte de I'estrés al SNC i poden participar en

el desenvolupament de certs trastorns psiquiatrics.
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Diferéncies sexuals en els efectes a llarg termini de I’estres
peripubertal en la circuiteria excitadora i inhibidora de

I’escorga prefrontal de ratolins.
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Carmen Sandi, Juan Nacher

RESUM

L'exposicié a l'estrés cronic pot conduir a un equilibri alterat entre la neurotransmissio excitadora i
la inhibidora i constitueix un factor de predisposicié per al desenvolupament de diferents trastorns
psiquiatrics. La resposta cerebral a I'estres esta influenciada no sols per la durada i intensitat de I'estrés
sind també pel sexe i lI'edat a la que es pateix. En aques sentit, I'impacte dels esdeveniments
estressants és especialment important durant etapes primerenques de la vida (infancia i adolescéncia),
perque certes regions corticals, especialment I'escorga prefrontal (PFC), encara estan desenvolupant-
se. En conseqiliéncia, les experiéncies aversives que es produeixen durant el periode peripubertal
poden modificar la construccié dels circuits neuronals i provocar alteracions a llarg termini en la seua
fisiologia i en el comportament. D’altra banda, és ben conegut que les dones sdn més susceptibles que
els homes a desenvolupar trastorns psiquiatrics en que I'estres es considera un factor de predisposicio,
com ara la depressid o I'ansietat. Tot i aix0, el nostre coneixement sobre els efectes de I'estres cronic
en les dones encara és molt limitat. Amb I'objectiu d’analitzar el efectes a llarg termini de I'estrées
peripubertal en la circuiteria excitadora i inhibidora de la PFC i si aquests efectes sén dependents del
sexe, hem aplicat un protocol d’estrés peripubertal (PPS) cronic imprevisible, basat en estressors
psicogens que indueixen por, a ratolins mascles i femelles. Hem utilitzat dues soques de ratolins
transgenics amb reporters cel-lulars fluorescents especifics per estudiar com el PPS afecta I'estructura
i la connectivitat de les interneurones PV+ i de les neurones piramidals de la mPFC, aixi com per
estudiar I'expressié de molecules relacionades amb les sinapsis excitadores i inhibidores. També hem
analitzat alteracions en I'expressié de PSA-NCAM i les PNNs en aquesta regié neocortical. Per validar
el model d’estrés, hem mesurat conductes locomotores i relacionades amb I'ansietat, on hem vist un
augment de la locomocid i I'ansietat als animals estressats. Els nostres analisis ens mostren com el PPS

altera la relacié entre I'excitacid i I'inhibicié a la mPFC de les femelles, perd no als mascles. De la
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mateixa manera, la complexitat dendritica de les interneurones PV+ es troba lleugerament
augmentada en femelles estressades, i a més, vegem en aquest grup una reduccié de la densitat
d’aquesta subpoblacié d’interneurones. En quant a la densitat de puncta que expressen marcadors
sinaptics inhibidors a la regié perisomatica de cel-lules PV+ i piramidals, hem vist que també es troba
alterada, amb una major densitat en individus estressats. Cal destacar també que la densitat d’espines
dendritiques de les cél-lules piramidals es troba afectada de manera diferencial en mascles estressats
(on disminueix) i en femelles estressades (on augmenta). Finalment, el PPS també altera la densitat de
somes que expressen PSA-NCAM quan analitzem tots dos sexes junts i la densitat de cél-lules PV+

envoltades de PNNs només en mascles.

En resum, en aquest treball presentem evidéncies d’alteracions a llarg termini dels circuits
excitadors, i particularment dels inhibidors, de la PFC i un augment dels comportaments relacionats
amb I'ansietat com a conseqiiencia de I’exposicid al PPS, que sdn especialment visibles en les femelles.
Aquests resultats destaquen que aquesta etapa primerenca es un periode de major vulnerabilitat a les
experiéncies aversives, especialment per a les femelles. Els nostres resultats també remarquen la
importancia de realitzar estudis d’estrés en ambdds generes, que haurien de ser prioritaris atesa la

major incidencia de trastorns relacionats amb I'estrés en les dones.
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INTRODUCCIO

Tot i que l'estres agut pot desencadenar 'adaptacid dels individus a I'entorn canviant, I'estrés
cronic pot provocar alteracions en la fisiologia i la connectivitat de certs circuits neuronals, que al seu
torn poden provocar efectes adversos sobre el comportament i la cognicié (McEwen 2000). Aquestes
alteracions estan fortament influenciades per la la durada i el tipus de I'estres i tenen efectes distints
sobre regions cerebrals diferents. Curiosament, la resposta cerebral a |'estrés cronic també esta
influenciada per I'edat de les persones, el seu sexe i els nivells d'esteroids gonadals (Spear 2000; Hodes
and Epperson 2019; Mafias-Ojeda et al. 2020). L'exposicio a I'estrés cronic pot conduir a un equilibri
alterat entre la neurotransmissié excitadora i la inhibidora (Page and Coutellier 2019) i constitueix un

factor de predisposicié per al desenvolupament de diferents trastorns psiquiatrics (McEwen 2000).

L'impacte dels esdeveniments estressants és especialment important durant la vida postnatal,
perque certes regions corticals, especialment I'escorca prefrontal (PFC), encara estan desenvolupant-
se (Shaw et al. 2020). Aquestes fases finals del desenvolupament neuronal s’estenen fins a
I’adolescencia (en ratolins des del dia postnatal (P) 28 fins a P48) (Rice and Barone Jr. 2000). En
conseqliencia, les experiéncies aversives que es produeixen durant el periode peripubertal poden
modificar la construccid del circuit neuronal i provocar alteracions a llarg termini en la seva fisiologia i
en el comportament (Page and Coutellier 2018; Page et al. 2018; Papilloud et al. 2018). De fet, diversos
estudis han mostrat que les persones exposades a experiéncies estressants durant |'etapa primerenca
de la vida tenen un major risc de desenvolupar psicopatologies, inclosa I'esquizofrénia, el trastorn

bipolar, la depressid i I'abus de substancies (Heim and Nemeroff 2001; Paus et al. 2008).

La majoria d’aquests trastorns psiquiatrics van sovint s"acompanyats d’alteracions en I'estructura i
la fisiologia de la PFC (Arnsten 2015). De fet, la PFC és especialment sensible a les experiéncies
aversives i estudis recents han demostrat com I'estres durant les etapes primerenques de la vida pot
induir deficits en algunes tasques cognitives dependents de la PFC, com ara la presa de decisions,

I'atencid i la memoria de treball (Liston et al. 2006; Watt et al. 2017; Guirado et al. 2020).

Molts estudis han demostrat que l'estres cronic pot afectar l'estructura i la connectivitat de
diferents tipus de cél-lules del PFC adult, incloses les neurones piramidals (Radley et al. 2006; McEwen
and Morrison 2013), les interneurones Martinotti que expressen somatostatina (Gilabert-Juan et al.
2013) i les que expressen parvalbumina (PV) (Czéh et al. 2018; Page et al. 2018; Pesarico et al. 2019).
Les interneurones PV+ sén el subtipus més abundant d’interneurones a l'escorga i juguen un paper
clau en els circuits corticals, controlant la sincronitzacié de I'activacid i el temps de dispar de les

neurones piramidals excitadores (Ferguson and Gao 2018). Curiosament, durant el desenvolupament,
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les regions especialitzades de la matriu extracel-lular, conegudes com xarxes perineuronals (PNNs),
apareixen al voltant del soma i dels segments proximals de les dendrites de les interneurones PV+ per
exercir un efecte neuroprotector i controlar-ne la plasticitat (vegeu (Wang and Fawcett 2012; Testa et
al. 2019) per a la revisid). L'estrés cronic altera I'expressio d'alguns components de les PNNs (Ueno et
al. 2018; Pesarico et al. 2019), aixi com la d'altres molécules relacionades amb la plasticitat, com la
forma polisialitzada de la molécula d'adhesié de cel-lules neuronals (PSA-NCAM) (Gilabert-Juan et al.
2013). La PSA-NCAM s’expressa de manera abundant durant el desenvolupament i, com les PNNs, té
un paper critic en la maduracid de la connectivitat de les cél-lules PV+ corticals (Di Cristo et al. 2007) i

la seva posterior plasticitat durant I’edat adulta (Castillo-Gémez et al. 2011).

Els animals peripubertals sotmesos a estrés cronic mostren efectes conductuals a curt termini i
alteracions estructurals en les neurones excitadores i inhibidores, encara que les conseqiiéncies
d’aquest estrés en els circuits corticals adults han estat menys estudiades. Es important tenir en
compte que la majoria dels estudis han utilitzat estressors predicibles i han avaluat els efectes de
I'estrés immediatament després de I'experiéncia aversiva. L'estrés cronic juvenil redueix la longitud
dendritica i la densitat d’espines dendritiques de les neurones piramidals a la PFCi aquestes alteracions
persisteixen en animals adults joves (Pinzén-Parra et al. 2019). No obstant aix0, els efectes de I'estres
a la vida primerenca no es limiten a les neurones principals; aguesta experiéncia aversiva també pot
desencadenar desregulacions en I'equilibri excitador-inhibidor prefrontocortical, especificament pot
afavorir alteracions de les neurones PV+ i les PNNs (Page and Coutellier 2018; Ueno et al. 2018). A
nivell conductual, I'estrés cronic peripubertal afavoreix una disminucié de I'activitat locomotora (Platt
and Stone 1982; Pinzén-Parra et al. 2019) i un augment de les conductes relacionades amb I'ansietat

(Avital and Richter-Levin 2005; Page et al. 2018).

Les dones sdn més susceptibles que els homes a desenvolupar trastorns psiquiatrics en qué l'estres
es considera un factor de predisposicio, com ara la depressio o I'ansietat (Weissman and Klerman 1977,
Bangasser and Valentino 2014). Tot i aix0, el nostre coneixement sobre els efectes de I'estres cronic
en les dones encara és molt limitat. En la PFC adulta, I'impacte de I'estrés cronic en diferents
subpoblacions de neurones sembla ser dependent del sexe, particularment en les neurones piramidals
(Garrett and Wellman 2009) i en les interneurones que expressen PV (Shepard et al. 2016; Page and
Coutellier 2018). Tot i que encara hi ha poca informacio disponible sobre les diferéncies sexuals en els
efectes de I'estres peripubertal (PPS), un treball recent que fa servir estressors fisics ha demostrat que
pot induir alteracions en els comportaments relacionats amb la depressié i amb I'ansietat, aixi com en

la densitat de les cél-lules PV+ i les PNNs de manera especifica per al sexe (Page and Coutellier 2018).
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Per comprendre millor aquestes preguntes, hem analitzat en ratolins mascles i femelles adults
I'impacte del PPS cronic imprevisible basat en estressors psicogens que indueixen por. Aquest model
ja ha donat resultats interessants en rates mascles, i mostra que els animals estressats
peripubertalment tenen comportaments agressius anormals durant I'edat adulta i un augment de
I'ansietat (Mdrquez et al. 2013; Papilloud et al. 2018; Walker et al. 2018), aixi com alteracions en
I’expressié de moléecules implicades en la neurotransmissid inhibidora a I'escorca prefrontal medial
(mPFC) (Tzanoulinou et al. 2016). Per assolir els nostres objectius, hem utilitzat soques de ratolins
transgénics amb reporters cel-lulars fluorescents especifics per estudiar com el PPS afecta a
I’estructura i la connectivitat de les interneurones PV+ i de les neurones piramidals de la mPFC, aixi
com per estudiar I'expressié de molécules relacionades amb les sinapsis excitadores i inhibidores.
També hem analitzat alteracions en I'expressié de PSA-NCAM i les PNNs en aquesta regié neocortical.
Per validar el model d’estrés, també hem mesurat parametres relacionats amb la locomocié i

conductes relacionades amb I'ansietat.

MATERIAL | METODES

Animals i protocol experimental

En els nostres experiments es van utilitzar dues soques de ratoli transgéniques (Jackson
Laboratories; Bar Harbor, Maine, EUA): el ratoli THY1 de la linia H (C57BL / 6-Tg (Thy1-YFP) Hlrs / J),
gue expressa proteina fluorescent groga (YFP) en un subconjunt de neurones piramidals (Feng et al.
2000) i la linia PV-tdT (C57BL / 6-Tg (Pvalb-tdTomato) 15Gfng / J), que expressa la proteina fluorescent
tdTomato en interneurones PV+ (Kaiser et al. 2016). Els procediments experimentals es van realitzar
en ambdues soques i en ambdds sexes. Els ratolins es van mantenir en condicions d’habitatge

estandard en un cicle de llum-obscuritat de 12 h. Hi havia aliment i aigua disponibles ad libitum.

Tota 'experimentacié amb animals es va dur a terme d’acord amb la Directiva 2010/63/UE del
Parlament Europeu i del Consell, de 22 de setembre de 2010, sobre proteccié dels animals utilitzats
amb finalitats cientifiques i va ser aprovada pel Comité de Bioética de la Universitat de Valencia. Es va

fer tot el possible per minimitzar el nombre d’animals utilitzats i el seu patiment.

Al deslletament, els ratolins mascles i femelles van ser assignats aleatoriament a les condicions de
control (CONT) i estrés peripubertal (PPS). Es van utilitzar un total de 39 ratolins THY1, distribuits en 4
grups experimentals (CONT mascle = 11, CONT femella = 12, PPS mascle = 8 i PPS femella = 8). Aixi

mateix, es van distribuir 37 ratolins PV-tdT seguint el mateix protocol que els ratolins THY1 (CONT
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mascle =11, CONT femella =9, PPS mascle = 8 i PPS femella = 9). El dia 28 postnatal (P28) va comencar
el protocol de PPS i va durar fins a P42 (Figura 1). Es van realitzar dues proves d'ansietat i
comportament depressiu (proves de camp obert; open field i esquitxades de sacarosa; sucrose splash
test) 3 dies després de la finalitzacio del protocol PPS (P45) i quan els animals van arribar a I'edat adulta
(P85). Els ratolins mascle es van perfondre a P90, pero la perfusio de les femelles es va realitzar a partir
d’aquesta edat, quan van arribar a la fase de diestre per evitar diferéncies a causa de les hormones
sexuals oscil-lants. Totes les femelles van ser perfoses abans de P95. La determinacid de la fase del
cicle estral es va aconseguir després de I'examen microscopic de frotis vaginals, rentant tres o cinc
vegades la vagina amb solucié salina tamponada amb fosfat (PBS). Es va recollir el PBS resultant de
|'Gltima esbandida i es va col-locar sobre un portaobjectes de vidre, que vam tenyir amb blau de
toluidina. A continuacid, es va calcular la proporcioé de leucocits, cél-lules epitelials nucleades i cél-lules

cornificades anucleades, tal com s’havia descrit préviament (Caligioni 2009).

Estrés peripubertal

| protocol PPS es basava en I'exposicié a procediments d’induccié de la por i era una modificacio
d’un protocol descrit préviament en rates (Marquez et al. 2013; Papilloud et al. 2018). Breument,
després de I'exposiciéd a un camp obert durant cinc minuts a P28, el protocol d'estrés consistia a
presentar 7 estressors diferents que induien la por distribuits en set dies no consecutius, entre P28 i
P42, durant la fase de Ilum, seguint un horari imprevisible (Figura 1). Els estressors es van aplicar en
dues sessions diferents (mati i vesprada) separades per un periode de descans minim de 3 h. L'ordre i

el temps dels estressors es van canviar els diferents dies.

Els factors estressants van ser: (a) 5 min d’exposicié a un camp obert (OF), en un espai rectangular
de 40 x 40 cm; (b) Exposicid6 de 25 minuts a l'olor sintétic de guineu, producte anomenat
trimetiltiazolina (TMT) (9 ul) (Phero Tech Inc., Canada), que es va col-locar en una gasa dins d'una placa
petri situada al mig d'una gabia de plastic neta (38 x 27,5 x 31 cm); (c) puncié de la cua simulant la
recollida de sang, que consistia en una petita incisio realitzada a la part distal de la cua amb una agulla
a dos temps; 0 min (t0’) i 30 min més tard (t30’); (d) 25 min d’exposicié a una plataforma elevada (EP)
de 12 x 12 cm i situada a 95 cm del terra; (e) 30 minuts de retencié en un tub conic de PVC amb
multiples forats; (f) 10 min d’exposicid a la prova de suspensio de la cua (TST); i (g) col-locacié durant
10 minuts a la prova de natacio for¢ada (FST), on els animals es col-loquen dins d'un vas de precipitats

de vidre (25 cm d'alcada x 14 cm @) mig omplert d'aigua a 23-25 °C.
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Els animals control es van manipular els dies que els seus homolegs experimentals van estar

exposats a l'estres.

Figura 1. Cronologia de I'experiment.

Estudis comportamentals

Tant les proves de camp obert (OF) com les d’esquitxada de sacarosa (Splash) es van realitzar a P45
i a P84, abans de la perfusié. Pel que fa a la prova OF, els ratolins es van situar al centre de la cambra i
els deixarem explorar Iliurement I'espai acotat durant 10 minuts. Es va utilitzar etanol al 70% per
netejar la cambra cada vegada abans del seu Us i abans de proves posteriors per eliminar qualsevol
pista d'olor deixada pels subjectes anteriors. Es va fer un seguiment de cada ratoli mitjangant el
programari ANY-maze (sistema de seguiment de video ANY-maze v4.98; Stoelting Europe) amb els que
es va gravar el moviment dels animals durant els 10 minuts, de manera lliure i sense interrupcions. Es
va registrar amb una camera digital i es va analitzar el temps de mobilitat total (Simon et al. 1994). El
sistema de seguiment de video i els feixos de llum infraroja van proporcionar mesures automatitzades
dels parametres segiients: (1) distancia total recorreguda, velocitat mitjana, episodis de temps mobils
i immobils (per estudiar I'activitat locomotora) i (2) distancia recorreguda a la zona periférica i temps
mobil a la periféria del recinte (per mesurar I'ansietat). La zona de periféeria es va definir com la zona

situada entre 0 i 6 cm de les parets de I'aparell.

La prova del Splash, es va realitzar després de la prova OF. Aquesta prova es va adaptar a partir de
Ducottet i Belzung (Ducottet and Belzung 2004), i és un model animal validat farmacologicament per

mostrar un comportament motivacional (Machado et al. 2012). La prova es va realitzar escampant una
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solucié de sacarosa al 10% sobre la capa dorsal dels animals ubicats dins d’un cilindre de vidre aseptic

de 250 ml. El temps dedicat a netejarar-se es va registrar durant 5 minuts.

Sacrifici i perfusio

La perfusié intracardial es va realitzar sota anestesia profunda de pentobarbital, primer amb solucié
de NaCl al 0,9% i després amb paraformaldehid al 4% en tampé fosfat sodic (PB 0,1 M, pH 7,4). Després
de la perfusid, els cervells es van extreure del crani i es van emmagatzemar a PB 0,1 M. Els dos
hemisferis es van separar i I’"hemisferi dret es va tallar en seccions de 100 um de gruix amb un vibratom
(Leica VT 1000E, Leica). Les seccions es van recollir en tres subcategories i es van emmagatzemar a 42C

en PB 0,1 M i azida sodica el 0,05% fins que es van utilitzar.

Immunohistoquimica

Després de tallar, les seccions es van rentar en PBS i tot seguit es van incubar durant 1 h en sérum
normal d’ase (NDS; Abcys) al 10% en PBS amb Triton X-100 al 0,2% (PBST; Sigma-Aldrich).
Posteriorment, es van incubar durant 48 h a 4 °C amb I'anticos primari adequat o un coctel
d’anticossos, diluit en PBST i NDS al 5% (Taula 1). La deteccié de PNNs es va dur a terme mitjangant
una aglutinina biotinilada diluida 1:400 (WFA, Sigma-Aldrich) (Hartig et al. 1992a), que reconeix el
component N-acetil-D-galactosamina de la matriu extracel-lular. Després del rentat, les seccions es van
incubar durant 2 h a temperatura ambient amb anticossos secundaris coincidents (Taula 1) o
streptavidina conjugada amb A647 (1:400, Life Technologies), que també es van diluir en PBST.
Finalment, les seccions es van rentar amb PB 0,1 M, es van muntar en portaobjectes i es van impregnar

amb un medi de muntatge de fluorescencia (Dako North America Inc.).

Taula 1. Anticossos primaris i secundaris.

Hoste Dilucio Incubacio Companyia
Synaptic
Anti-PV Cobaia 1:2000 48h, 4°C
Systems
Synaptic
Anti-CB1R Conill 1:1000 48h, 4°C
Systems
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Anti-VGLUT1 Cabra 1:2000 48h, 4°C Millipore
Synaptic
Anti-VGAT Conill 1:1000 48h, 42C
Systems
Anti-PSA-NCAM Ratoli 1:1400 48h, 42C Millipore
Anti-Cobaia 2h, temp. Life
Cabra 1:400
conjugat amb A555 ambiental Technologies
Anti-Conill 2h, temp.
Cabra 1:400 Invitrogen
conjugat amb A555 ambiental
Anti-Ratoli IgG 2h, temp.
Ase 1:400 Invitrogen
conjugat amb A555 ambiental
Anti-Cobaia
2h, temp. Life
conjugat amb Cabra 1:400
ambiental Technologies
DL649
Anti-Conill 2h, temp. Life
Ase 1:400
conjugat amb A488 ambiental Technologies
Anti-Cabra 2h, temp. Life
Ase 1:400
conjugat amb A555 ambiental Technologies
Anti-Conill 2h, temp. Life
Cabra 1:400
conjugat amb A488 ambiental Technologies
Anti-Conill 2h, temp. Life
Ase 1:400
conjugat amb A647 ambiental Technologies
Anti-Cabra IgG 2h, temp.
Ase 1:400 Invitrogen
conjugat A647 ambiental
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Analisi de la densitat de puncta al neuropil i calcul del ratio E/I

La densitat de puncta que expressen el transportador vesicular de GABA (VGAT, un marcador de
sinapsis inhibidores) i el transportador vesicular de glutamat 1 (VGLUT1, un marcador de sinapsis
excitadores) es va estudiar al neuropil de la capa V a la subregio de la IL de la mPFC, tal com s’ha descrit
préviament (Guirado, Perez-Rando, Sanchez-Matarredona, Castrén, et al. 2014; Guirado et al. 2018).
Es a dir, de cada immunotincid, es van examinar talls del mateix nivell rostro-caudal amb un microscopi
confocal (Leica TCS SPE) fent Us d’un objectiu d’oli d'immersié de 63X i un zoom digital de 2X. Els stacks
en z realitzats al microscopi confocal cobriren tota la profunditat de la mostra i es van prendre amb
una mida de pas de 0,3 um. Només es van seleccionar subconjunts de plans confocals amb el nivell de
penetracid optim per a cada anticos. En aquests plans, es van seleccionar cinc petites regions de
neuropil (300 um2) per analitzar-les, amb la finalitat d’evitar els vasos sanguinis i somes cel-lulars. Les
imatges es van processar mitjancant el programa FlJI-imageJ (Schindelin et al. 2012), tal com s’havia
descrit préviament (Guirado et al. 2018). La mitja de la densitat de puncta d’aquestes cinc arees
guadrades es va determinar mitjancant un macro fet a mida. Breument, les imatges es van processar
primer aplicant un filtre de Gauss seguit d’'una mascara binaria que representa el perfil d’expressio de
les molécules d’interés (VGAT i VGLUT1). A continuacié, el macro va mesurar la intensitat de
fluorescéncia de la mascara binaritzada i la densitat de punta. La proporcid E / | al neuropil es va definir

com la densitat del puncta excitadors dividida per la densitat de puncta inhibidors.

Analisi de I'estructura de les interneurones que expressen parvalbumina i de les neurones

piramidals

Es va analitzar la complexitat de I'arboritzacié dendritica d’interneurones que expressen PV en
ratolins tdT-PV i la densitat d’espines dendritiques de les neurones piramidals en ratolins THY1. Tots
els parametres estructurals de les interneurones que expressen tdT-PV i de les neurones piramidals
YFP + es van estudiar utilitzant un microscopi confocal d’escaneig per laser (Leica TCS SPE). Vam centrar

tots els nostres estudis en la regié IL de la mPFC.

Per a I'estudi de I'arboritzacié dendritica d’interneurones PV+, vam seleccionar aleatoriament 6
interneurones que expressaven tdT per animal, seguint la metodologia préviament descrita (Gilabert-
Juan et al. 2013). Es van obtenir séries de seccions optiques en z (mida de pas de 0,8 um; objectiu 40X)
que cobrien I'arbre dendritic de les interneurones seleccionades utilitzant el mode d’escaneig

sequencial. Per ser adequades per a l'analisi, aquestes interneurones havien de complir les
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caracteristiques seglents: (1) I'arbre dendritic de la cél-lula havia de mostrar com a minim un procés
amb una longitud >120 um i (2) el soma havia d'estar situat com a minim a 30 um de profunditat de la
superficie del teixit. Els stacks obtinguts es van processar després mitjangant el programa FlJI
(Schindelin et al. 2012) per representar reconstruccions en 3D. Les neurones es van rastrejar amb I'eina
“Simple neurite tracer”, que també ens va permetre analitzar el seu perfil Sholl en 3D (Longair et al.
2011), que consisteix a la mesura del nombre d’interseccions de les dendrites amb esferes de radi
creixent centrades en el soma (Sholl 1953). La separacid entre les esferes de |'analisi es va fixar en 20
pum. Finalment, vam agrupar els valors en un segment proximal (els 40 um més propers al soma), un

segment medial (entre 60 i 120 um) i un segment distal (el 40 um més distals).

Per a I’analisi de la densitat d’espines dendritiques també vam centrar el nostre estudi en la IL, on
es van seleccionar aleatoriament 6 neurones piramidals per animal que expressaven YFP. Es va utilitzar
un objectiu d'immersio d’oli de 63X i un zoom digital addicional de 3,5X per obtenir els stacks confocals
gue cobreixen els primers 200 um de la dendrita (mida del pas Z de 0,3 um). Les neurones piramidals
que expressaven YFP van ser seleccionades aleatoriament, pero les dendrites analitzades havien de
complir els criteris seglients per ser incloses a I’estudi: (a) la seva longitud havia de ser com a minim
de 200 um i (b) no s’havia de trobar cap altra dendrita que creuara la seua trajectoria. A continuacio,
es van establir quatre segments, és a dir, el proximal (0-50 um), proximal-medial (50-100 um), medial-
distal (100-150 um) i distal (150-200 um). També es va analitzar el nombre total d’espines en tot el

segment de 200 um.

Analisi de puncta perisomatics sobre interneurones que expressen parvalbimina i neurones

piramidals que expressen YFP

Es va analitzar la densitat de puncta que expressen diferents marcadors sinaptics a la regid
perisomatica de les interneurones PV+ i de les neurones piramidals que expressen YFP, seguint un
protocol anteriorment descrit (Castillo-Gomez et al. 2011; Guirado et al. 2018). Concretament, vam
estudiar la densitat de puncta que expressen el receptor 1 d’endocannabinoids (CB1R) envoltant els
somes de les interneurones que expressen PV i la densitat de puncta CB1R+ i PV+ que es troben
envoltant els somes de les neurones piramidals YFP+. En resum, es van prendre images d’entre 20i 30
neurones piramidals i interneurones PV+ per animal en tres seccions diferents. Es van fer stacks en z
amb el microscopi confocal que cobrien tota la profunditat del soma neuronal amb una mida de pas
de 0,3 um, utilitzant un objectiu d’oli d'immersié de 63X amb zoom digital de 2X i es van processar les

imatges amb FlJI (Schindelin et al. 2012). Es va dibuixar el perfil del soma d’aquestes neurones i es va

101



analitzar els puncta localitzats dins d’una area a 0,5 um distal de la vora d’aquest perfil. Es va definir
com a punctum una estructura que mostra una area entre 0,15 um?i 2,5 um? (Di Cristo et al. 2007). La
densitat de puncta (nombre de punts per um de perimetre de soma) es va analitzar en un sol pla
confocal de cada neurona seleccionada en el que la penetracié de I'anticos va ser oOptima. Les imatges
es van convertir a 8 bits i es van binaritzar mitjancant un valor llindar determinat, que depenia del
marcador, pero era el mateix per a totes les imatges amb el mateix marcador. Les imatges es van
processar amb un filtre per a reduir el soroll i separar els puncta. Finalment, es va calcular la densitat

de puncta que envoltaven el soma i la seva intensitat de fluorescéncia (Guirado et al. 2018).

Estudi de la densitat de neurones que expressen parvalbimina, xarxes perineuronals i la seua

colocalitzacié

La densitat de interneurones PV+, PNNs i cel-lules PV+ envoltades de PNNs es va calcular a la IL de
ratolins PV-tdT. Es van prendre imatges de dues seccions que contenien IL per animal amb un
microscopi confocal Olympus FV-10 amb un objectiu d’augment de 10X. L'analisi de la densitat es va
realitzar utilitzant el programa d'imatges FIJI / ImageJ (NIH). Es van dibuixar les regions d'interés i es
van calcular les seves arees; després vam comptar el nombre de cel-lules de cada poblacié i vam
calcular-ne les densitats. Finalment, vam obtenir la mitjana per superficie i animal i la vam utilitzar com

a unitat de mostreig.

Estudi de la densitat de neurones que expressen PSA-NCAM

La densitat de cel-lules que expressen la molécula relacionada amb la plasticitat PSA-NCAM es va
estudiar en ratolins PV-tdT utilitzant el microscopi de fluorescéncia (Olympus BX41) i amb |'objectiu
d’augment 40X. Es van seleccionar dues seccions que contenien la regié IL per a cada animal i es va
escanejar tota la regid per buscar somes immunoreactius. Es va calcular I'area de la IL per a cada seccid
amb el programa FlJI i, en cada cas, es va obtenir la mitjana i es va utilitzar com a unitat de mostreig

per a I’analisi estadistica.
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Estadistica

El disseny experimental i I'analisi estadistica es van basar en les indicacions de Diester i
col-laboradors (Diester et al. 2019). Primer vam analitzar les dades agrupades d’ambdds sexes i després
les dades es van separar per sexe i es van analitzar per separat. No obstant aixd, vam decidir no
analitzar el sexe com a factor entre subjectes, ja que la determinacio de les diferéncies entre sexes no
era un objectiu del nostre estudi. Totes les mostres es van codificar abans de I'analisi quantitativa i el
codi no es va trencar fins que es va completar la quantificacid. Per a totes les analisis estadistiques, es
va determinar la mitjana £ SEM, i els valors resultants es van sotmetre a |'analisi de la prova t de
Student, excepte les dades de comportament, que es van analitzar amb una ANOVA de mesures
repetides seguides d'una prova post-hoc LSD utilitzant el programa d’estadistica IBM SPSS (v24.0). Els
valors de probabilitat inferiors a 0,05 (p<0,05) es van considerar estadisticament significatius. El
coeficient de correlacid de Pearson es va calcular per establir relacions entre tots els parametres. Tots

els grafics es van dibuixar amb GraphPad Prism v6 (GraphPad software Inc., EUA).

RESULTATS

L'estres peripubertal modifica I'activitat locomotora i el comportament relacionat amb I'ansietat,

especialment en femelles adultes

Prova de camp obert

Per comencar avaluarem si els ratolins exposats a I'estrés durant la pubertat mostraven respostes
conductuals diferencials a I'OF en comparacié amb els seus respectius grups control (Figura 2). Els
animals passaren pel test de I’OF a P45 i a P84 per avaluar els efectes a curt i llarg termini del PPS sobre

I'activitat locomotora i el comportament relacionat amb I’ansietat.
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Figura 2. Efectes conductuals de I'estrés peripubertal en la prova de camp obert a P45 i P84.

Resultats conductuals dels ratolins PV-tdT en el test del camp obert, 3 dies (P45) i 42 dies (P84) després del protocol del
PPS. A: Track-plots representatius del moviment de I'animal registrats durant la sessié d’OF per estudiar la locomocié i el
comportament relacionat amb I'ansietat (A1-A4). B-D: Grafics que mostren els canvis en els parametres de comportament
relacionats amb I'activitat locomotora (B1-B4, C1-C4, D1-D4) i I'ansietat (B5-B6, C5-C6, D5-D6) a la prova d’OF. Els grafics en
verd inclouen dades de tots els animals experimentals (no separats per sexe, B). Els grafics en taronja només inclouen dades
de mascles (C). Els grafics en color morat només inclouen dades de femelles (D). Els valors representen la mitjana + SEM. Els
asteriscs als grafics indiquen efectes estadisticament significatius entre grups (control x estrés) després de la prova t de

Student sense aparellar. Simbols: # 0.1> p> 0.05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Els nostres resultats indiquen que, en general, hi ha una disminucié de I'activitat locomotora i del
comportament relacionat amb I'ansietat entre animals adolescents i adults. En comparar els resultats
de la prova de comportament tenint en compte els dos sexes junts, les diferéncies van ser
estadisticament significatives entre els grups control (Figures 2B1-6; distancia recorreguda: p <0,001;
velocitat mitjana: p <0,001; temps mobil: p <0,001; episodis immobils: p < 0,001; distancia recorreguda
a la zona periferica: p <0,001; temps mobil a la zona periférica: p = 0,001). Es va produir una disminucié
de P45 a P84 en tots els parametres, excepte en el nombre d'episodis immobils, que van augmentar
de P45 a P84. També hi va haver canvis o tendéncies significatives de P45 a 84 en els animals estressats
(Figures 2B1-6; distancia recorreguda: p = 0,086; velocitat mitjana: p = 0,027; distancia recorreguda a
la zona periférica: p = 0,06; temps mobil a la zona periferica: p = 0.06). Aquests canvis van seguir la
mateixa direccié que els descrits al grup de control. No obstant aix0, en analitzar els resultats només
en mascles, Unicament hi havia diferéncies estadisticament significatives en ratolins control (Figures
2C1-6; distancia recorreguda: p = 0,001; velocitat mitjana: p <0,001; temps mobil: p = 0,008; episodis
immobils: p = 0,003; distancia recorreguda a la zona periférica: p = 0,001). Hi va haver reduccions
significatives de P45 a P84 en tots els parametres, excepte en el nombre d'episodis immobils, que van
augmentar de P45 a P84; no es van detectar canvis al temps mobil a la zona de la periféria. Les femelles,
de manera similar a I'analisi de tots dos sexes junts, van mostrar diferéncies estadisticament
significatives en comparar els animals control entre P45 i P84 (Figures 2D1-6): es va veure una
disminucié de la distancia recorreguda (p <0,001), de la velocitat mitjana (p <0,001), del temps mobil
(p =0,001), de la distancia recorreguda a la zona de la periferia (p <0,001) i un augment dels episodis
immobils (p = 0,035). Quan vam comparar els grups estressats (Figures 2D1-6), hi va haver
disminucions significatives en la distancia recorreguda (p <0,001), la velocitat mitjana (p <0,001) i la

distancia recorreguda a la zona periféerica (p = 0,005).

Curiosament, només trobarem efectes significatius del PPS a P45 en el grup dels mascles en
analitzar el nombre d'episodis immobils: els mascles estressats tenien més episodis immobils que els
mascles control (p = 0,018). En els mascles estressats també trobarem una tendéncia cap a la
disminucié del temps mobil (p = 0,06) en comparacié amb els mascles control (Figura 2C3). Quan
s'analitza el comportament dels animals a P84, trobarem una major activitat locomotora i
comportaments relacionats amb I'ansietat als animals estressats. Les diferéncies entre els grups
d’estressats i els de control van ser estadisticament significatius quan es consideraven tots dos sexes
junts (Figures 2B1-6; distancia recorreguda: p = 0,045; velocitat mitjana: p = 0,003; temps mobil: p =
0,008; episodis immobils: p = 0,059; distancia recorreguda a la zona de la periferia: p = 0,026; temps
mobil a la zona de la periféria: p = 0,05), perd no va poder detectar diferéncies estadisticament

significatives entre els mascles estressats i els control (Figures 2C1-6; p> 1.000 en tots els parametres).
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Per contra, a I'hora d’analitzar les femelles estressades i control, si que hi havia diferencies
estadisticament significatives (Figures 2D1-6; distancia recorreguda: p = 0,04; velocitat mitjana: p
<0,001; temps mobil: p=0,002; episodis immobils: p =0,091; distancia recorreguda a la zona periferica:
p = 0,005; temps mobil a la zona periferica: p = 0,002). Per tant, els efectes del PPS sobre I'activitat

locomotora i el comportament relacionat amb I'ansietat sén especialment rellevants en les femelles.

Prova d’esquitxada de sacarosa (Splash test)

Per avaluar els efectes a curt i llarg termini del PPS sobre el comportament d’endreg induit, els

animals es sotmeteren a la prova d’esquitxada de sacarosa o splash a P45 i P84.

D'acord amb els resultats de I’OF, la prova de I'splash (Figura 3) va demostrar comportaments
relacionats amb I'ansietat (major durada de la preparacid), pero només quan es comparaven les
analisis a P45 amb les de P84 i no quan es comparaven els controls amb animals estressats. En analitzar
els dos sexes junts, trobarem un augment estadisticament significatiu del temps d’endre¢ en comparar
els animals peripubertals de control i els adults adults (Figura 3A; p = 0,011) i els grups estressats en
ambdues edats (Figura 3A; p = 0,001). Veierem els mateixos resultats en analitzar només les femelles
(Figura 3C; controls; p = 0,026, estrés; p = 0,015). No trobarem diferéncies estadisticament
significatives a I’'hora d’analitzar els grups control de mascles, pero hi hagué un augment significatiu

en el temps d’endrec¢ quan s’analitzen els grups d’estres (Figura 3B; p = 0,037).
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Figura 3. Efectes conductuals de I'estrés peripubertal a la prova d’esquitxament de sacarosa a P45 i P84.

Histogrames que representen el temps d’endreg de I'splash (A-C). Els grafics en verd inclouen dades de tots els animals
experimentals (no separats per sexe, A). Els grafics en color taronja inclouen dades de mascles (B). Els grafics en color morat
només inclouen dades de femelles (C). Els valors representen la mitjana + SEM. Els asteriscs en grafics indiquen efectes
estadisticament significatius entre grups d’edat (Control P45 x Control P84; Stress P45 x Stress P84) després de la prova de

mesures repetides ANOVA seguides d’una prova post-hoc. Simbols: # 0.1> p> 0.05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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L’exposicié a I'estrés peripubertal augmenta la densitat de puncta que expressen marcadors

sinaptics inhibidors i altera la proporcié E / I.

Per tenir una lectura de les alteracions de la neurotransmissié excitadora i inhibidora induida pel
PPS en animals adults, estudiarem amb immunohistoquimica la densitat de puncta que expressaven el
transportador vesicular de GABA i el transportador vesicular de glutamat 1 (VGAT i VGLUT1) al neuropil
de la IL (Figures 4A i B). Pel que fa al puncta VGLUT1+, no trobarem diferéncies significatives en cap
dels grups (Figures 4C1-E1). No obstant aix0, trobarem un augment de la densitat dels puncta VGAT+
en animals estressats en analitzar els dos sexes junts (p = 0,041) (Figures 4C2-E2). La relacié E / |
[(hombre de puncta VGLUT1+ / um2) / (nombre de puncta VGAT+ / um2); Figures 4C3-E3] es redui
significativament en les femelles estressades (p = 0,018) i també hi hagué una tendéncia a la disminucié

quan els dos sexes s’analitzaren junts (p = 0,053).
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Figura 4. Analisi de la densitat de puncta inhibidors i excitadors.

A-B: Plans confocals Unics representatius de puncta que expressen marcadors sinaptics excitadors (blaus, VGLUT1) i
inhibidors (rojos, VGAT) al neuropil de ratolins estressats i de controls, en mascles (A) i femelles (B). C-D: grafics que
representen els efectes del PPS sobre la densitat dels puncta VGLUT1+ (C1, D1, E£1) i dels puncta VGAT+ (C2, D2, E2) a la

subregio IL de la mPFC. També es van representar els efectes sobre la relacié E / | (densitat de puncta VGLUT1+ / densitat de
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puncta VGAT+; C3, D3, E3). Els grafics de la primera fila (verd) inclouen dades de tots els animals experimentals (no separats
per sexe) (C). Els grafics de la segona fila (taronja) només inclouen dades de mascles (D). Els grafics de la tercera fila (morat)
només inclouen dades de femelles (E). Els valors representen la mitjana + SEM. Els asteriscs als grafics indiquen efectes
estadisticament significatius entre grups (control x estres) després de la prova t de Student sense aparellar. Simbols: # 0.1>
p>0.05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Barra d'escala de 20 um. VGLUT1: transportador de glutamat vesicular-1. VGAT:

transportador vesicular de GABA.

L'estrés peripubertal indueix un augment de la complexitat dendritica de les interneurones que

expressen parvalbimina en les femelles.

Per analitzar si les neurones que expressen PV foren afectades pel PPS, s’analitza la densitat de
somes PV+ ala IL i la complexitat de I'arbre dendritic d’aquestes cel-lules mitjancant I'analisi de Sholl
(Sholl 1953) (Figures 5A & B). No observarem cap diferéncia estadisticament significativa en la densitat
de somes que expressen PV en analitzar els dos sexes junts o els mascles sols, pero detectarem una
densitat significativament inferior d’aquestes interneurones a la IL de les femelles estressades (p =
0,028) (Figures 5C1- E1). A I'analisi de Sholl, trobarem que el grup de femelles estressades mostrava
una tendencia cap a un augment del nombre d’interseccions amb esferes de Sholl en els radis de 40
um (p = 0,055) i 60 um (p = 0,053) (Figures 5C2-E2). No hi hagueren diferéncies significatives en els
mascles ni quan analitzarem els dos sexes junts. No obstant aix0, quan agruparem les interseccions en
tres regions diferents, tenint en compte la distancia al soma (Figures 5C3-E3), observarem que a les
regions medial (p = 0,047) i distal (p = 0,049), les femelles estressades tingueren un nombre

d’interseccions significativament superior en comparacié amb les femelles control.
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Figura 5. Analisi de la densitat de somes i de la complexitat de I'arbre dendritic de les interneurones que expressen

parvalbuimina.

A-B: reconstruccions representatives en 3D de I'arbre dendritic de interneurones que expressen PV en animals controls i
estressats, tant en mascles (A) com en femelles (B). C1- E1: grafics que representen la densitat de somes que expressen
TdTomato a la IL. C2- E2: grafics que mostren els resultats de I'analisi de Sholl d’aquestes interneurones que expressen PV,
que indiquen el nombre d’interseccions per esfera de Sholl (vegeu el material i els métodes per obtenir més detalls). C3- E3:
grafics que mostren els resultats de I'analisi de Sholl agrupant les dades en regions proximal (esferes de 0-60 um), medial
(esferes de 60 a 100 um) i distal (esferes de 100 a 160 um). Els grafics en verd inclouen dades de tots els animals experimentals
(no separats per sexe) (C). Els grafics en taronja només inclouen dades de mascles (D). Els grafics en color morat només
inclouen dades de femelles (E). Els valors representen la mitjana + SEM. Els asteriscs als grafics indiquen efectes
estadisticament significatius entre grups (control x estrés) després de la prova t de Student sense aparellar. Simbols: # 0.1>

p> 0.05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Barra d'escala de 25 um.
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L’estres peripubertal altera la densitat de puncta que expressen marcadors sinaptics excitadors i
inhibidors a la regié perisomatica de les interneurones que expressen parvalbimina i de les

neurones piramidals.

Per tenir una estimacié de l'input sinaptic que les cél-lules de cistella que expressen PV o
colecistoquinina (CCK) estableixen sobre els somes de les neurones piramidals YFP+ (Figures 6A i B) i
interneurones PV+ (Figures 6C i D) a la IL, quantificarem la densitat de puncta perisomatics que

expressen PV o CB1R (que s’expressa en les sinapsis de cél-lules de cistella corticals CCK+).
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Figura 6. Densitat de puncta immunoreactius per al receptor d’endocannabinoids de tipus 1 i per a la parvalbimina a la

regio perisomatica de les neurones piramidals i de les interneurones que expressen parvalbimina a I'escorga infralimbica.

A-D: imatges confocals (plans confocals individuals) que comparen la densitat de puncta que expressen CB1R i PV en
ceél-lules piramidals (A, B) i en interneurones PV+ (C, D). E-G: Histogrames que representen els canvis induits pel PPS en la

densitat (nombre de puncta / um de perimetre de soma) de puncta que expressen CB1R (E1- G1)i puncta que expressen PV
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(E2- G2) alaregio perisomatica de les neurones piramidals. Els histogrames a E3-G3 representen la densitat de puncta positius
per a CB1R situats al voltant dels somes PV+. Els grafics en verd inclouen dades de tots els animals experimentals (no separats
per sexe) (E). Els grafics en taronja només inclouen les dades dels mascles (F). Els grafics en color morat només inclouen les
dades de femelles (G). Els valors representen la mitjana = SEM. Els asteriscs als grafics indiquen efectes estadisticament
significatius entre grups (control x estrés) després de la prova t de Student sense aparellar. Simbols: # 0.1> p> 0.05; * p <0,05;

** p<0,01; *** p <0,001. Barra d'escala de 10 um. CB1R: receptor endocannabinoide de tipus 1. PV: parvalbumina.

Trobarem que en animals sotmesos a PPS, els somes de les neurones piramidals estaven envoltats
per una densitat més alta de puncta CB1R+ quan els dos sexes es van analitzar junts (p = 0,002, Figura
6E1). També s’observa una tendéncia cap a un augment d’aquesta densitat en ratolins mascles
estressats (p = 0,085, Figura 6F1) i una densitat significativament més alta en femelles estressades (p

= 0,035, Figura 6G1) en comparacié amb els seus respectius controls.

En analitzar la densitat de puncta perisomatics PV+ en neurones piramidals, observarem una
densitat significativament superior en el grup de mascles estressats en comparacié amb el grup de
mascles control (p = 0,046). No es van trobar diferencies significatives en considerar els dos sexes junts

o només les femelles (Figures 6E2-G2).

L’analisi de la densitat de puncta perisomatics CB1R+ de les interneurones que expressen PV revetla
una densitat significativament superior en el grup de femelles estressades en comparacié amb el grup
de femelles control (p = 0,046), pero no en els mascles o quan s’agrupaven els dos sexes (Figures 6E3-

G3).

L'estrés peripubertal altera diferencialment en mascles i femelles la densitat d’espines

dendritiques de les neurones piramidals

Hi ha evidéncies que indiquen que la densitat d’espines dendritiques de les neurones piramidals a
la mPFC canvia després de I'estrés cronic en animals adults (Radley et al. 2006) i juvenils (Pinzon-Parra
et al. 2019). Per aquest motiu, analitzarem aquest parametre en el nostre experiment (Figura 7) i
trobarem que els mascles exposats al PPS tenien una densitat significativament inferior d’espines al
subsegment distal de 50 um de les seues dendrites en comparacié amb els ratolins control (Figura 7D;
p = 0,045), mentre que aquest parametre era significativament més alt en les femelles estressades

(Figura 7E; p = 0,002). Aquestes diferéncies no van ser significatives quan es van agrupar els dos sexes
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(Figura 7C). No es detectaren diferéncies significatives en analitzar els altres subsegments de 50 um

de les dendrites ni en analitzar tota I'extensié del segment dendritic considerat.

. #Control
% C

= 250 4

- Hm Control
200 4 | Stress
150 4

100 A

in 50pm segment

o
o
1

Number of dendritic spines

250 -
B Control
200 4 E= Stress
150 4

100 4

in 50pm segment
*

Control

504

Number of dendritic spines

% R
uu !

250 -
Il Control

E] Stress

Number of dendritic spines m
in 50pm segment

Figura 7. Analisi de la densitat d’espines dendritiques a les neurones piramidals de I’escorga infralimbica.

A-B: projeccions representatives en 2D de segments de dendrites apicals espinoses de neurones piramidals d’animals
controls i estressats mascles (A) i femelles (B). C-E: grafics que mostren els resultats de I'analisi de la densitat d’espines
dendritiques. La densitat d’espines dendritiques es va determinar en quatre segments de 50 um de longitud situats a 0-50

um (proximal), 50-100 um (proximal-medial), 100-150 um (medial-distal) i 150-200 um (distal) del soma i en la longitud total
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(total). El grafic en verd inclou dades de tots els animals experimentals (no separats per sexe) (C). El grafic en taronja només
inclou dades de mascles (D). El grafic en color morat només inclou dades de femelles (E). Els valors representen la mitjana
SEM. Els asteriscs als grafics indiquen efectes estadisticament significatius entre grups (control x estres) després de la prova

t de Student sense aparellar. Simbols: # 0.1> p> 0.05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Barra d'escala: 5 um.

L'estrés peripubertal altera la densitat de somes que expressen PSA-NCAM quan s'analitzen els

dos sexes junts i la densitat de cél-lules PV+ envoltades de PNNs només en els mascles.

Atés que I'expressio de molécules relacionades amb la plasticitat neuronal, com ara components
de les PNNs o la PSA-NCAM, s’altera després de I'exposicid cronica a diferents estressors (Sandi 2004;
Ueno et al. 2018), analitzarem aquests parametres a la IL en el present experiment (Figsures 8A-D).
Trobarem que el PPS no induia canvis significatius ni en la densitat de PNNs (Figures 8E1-G1) ni en la
densitat de cel-lules PV+ envoltades de PNNs en animals estressats (Figures 8£2-G2). La densitat de
somes que expressaven PSA-NCAM, augmenta en animals estressats considerant els dos sexes junts

(p=0,041), pero no per separat (Figures 8E3-G3).
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Figura 8. Analisi de molécules relacionades amb la plasticitat.

A-B: Plans confocals Unics representatius que mostren somes immunoreactius per a PV envoltats de PNNs en mascles
control i estressats (A) i femelles (B). C-D: plans confocals Unics representatius que mostren somes que expressen PSA-NCAM
en mascles control i estressats (C) i femelles (D). E-G: grafics que representen canvis en la densitat de PNNs (E1, F1, G1),
somes PV+ envoltats de PNNs (E2, F2, G2) i densitat de PSA-NCAM (E3, F3, G3). Els grafics de la primera linia (color verd)
inclouen dades de tots els animals experimentals (no separats per sexe) (E). Els grafics de la segona linia (color taronja) només
inclouen les dades dels animals mascles (F). Els grafics de la tercera linia (color morat) només inclouen les dades d’animals
femelles (G). Els valors representen la mitjana + SEM. Els asteriscs als grafics indiquen efectes estadisticament significatius
entre grups (control x estrés) després de la prova t de Student sense aparellar. Simbols: # 0.1> p> 0.05; * p <0,05; ** p <0,01;
*** p <0,001. Barra d’escala: 30 um. PV: parvalbumina. PNNs: xarxes perineuronals. PSA-NCAM: forma polisialilada de la

molecula d'adhesid de cel-lules neuronals.
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DISCUSSIO

El desenvolupament de la PFC comenca a I'ater, pero continua en la vida postnatal, durant la
infancia, I'adolescéncia i la primera edat adulta (Fuster 2002). Durant aquest periode postnatal, tant
les neurones excitadores (Petanjek et al. 2011) com les neurones inhibidores (Caballero and Tseng
2016; McKlveen et al. 2016) experimenten les etapes finals de la seua maduracid, remodelant la seua
estructura i connectivitat. Aquest desenvolupament prolongat de la PFC fa que aquesta regié cortical
siga especialment vulnerable a experiencies aversives, com |'estrés cronic. De fet, se sap que I'estrées
patit durant I'adolescéncia té un impacte important en I'estructura de les neurones piramidals
prefrontocorticals i en el desenvolupament de funcions cognitives dependents de la PFC (Tzanoulinou,
Garcia-Mompé, et al. 2014; Tzanoulinou et al. 2016). Aquestes alteracions poden constituir factors de
predisposicié per al desenvolupament de trastorns relacionats amb I'estrés més tard en I'edat adulta,
com |'ansietat o la depressid. En aquest estudi, hem utilitzat un model muri d’estrés peripubertal per
explorar alteracions a llarg termini de I'estructura i la connectivitat de les interneurones que expressen
PV i de les neurones piramidals de la mPFC de mascles i femelles. Hem provat la validesa del model
d’estrés en el nostre experiment mesurant la locomocié i el comportament relacionat amb 'ansietat

amb el test de 'OF i el de I'splash.

El protocol de PPS que hem utilitzat es basa en un protocol préviament desenvolupat i validat
repetidament en rates, que també s’ha relacionat amb alteracions a llarg termini del comportament
social i afectiu durant I'edat adulta (Marquez et al. 2013). Els estressors s’apliquen des de P28 fins a
P42, un periode de transicio que cobreix final de la infancia i adolescéncia en rosegadors, que s’associa
a diferents processos de comportament i desenvolupament en la PFC (Brenhouse and Andersen 2011).
Aquest model és particularment interessant perque es basa en estressors inductors de la por amb un
potent efecte psicogénic. Diversos estudis han explorat I'impacte de |'estrés durant I'adolescencia,
perod la majoria es basen en estressors fisics. Creiem que el nostre model és més naturalista i pot imitar
millor algunes de les experiéncies aversives i inductores de la por que es produeixen durant la infancia

i I'adolescéncia humana.

També és important remarcar en aquest punt que I'impacte de I'estres cronic és diferent entre els
rosegadors mascles i les femelles (Johnson et al. 2020). En la mateixa linia, s’ha demostrat ampliament
gue les dones son més vulnerables que els homes a trastorns relacionats amb I’estres, com la depressio
i I'ansietat (Eid et al. 2019). Curiosament i d'acord amb aquestes dades, hem observat que la majoria
dels efectes a llarg termini del nostre PPS només es van observar en femelles o en considerar els dos
sexes junts, perd poques vegades només en mascles. Es interessant notar que agod es produeix a nivell

de comportament, pero també a nivell cel-lular i molecular.
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A I'hora de considerar el comportament, els nostres resultats, que mostren un augment de la
locomocid en ratolins adults quan considerem els dos sexes junts i només en femelles (quan les dades
estaven separades per sexe), concorden amb els resultats de publicacions anteriors de diferents tipus
d’estressors aplicats cronicament durant I'adolescencia en rates, com a aillament postdeslletament en
mascles (Ishikawa et al. 2014; Castillo-Gomez et al. 2017) i estres per restriccié en ambdds sexes (Eiland
et al. 2012). Un estudi recent en ratolins mascles que utilitzava també estrés cronic durant
I’adolescencia, perd amb estressors fisics, també va trobar augments de I’activitat locomotora, tot i
gue el comportament dels animals es va analitzar immediatament després de I'estrés i no a |'edat
adulta (Ueno et al. 2018). Tanmateix, cal esmentar que alguns altres estudis realitzats en ratolins
mascles, que utilitzaven l'aillament i la natacié forcada com a estressors, observaren disminucions en

la distancia recorreguda (Page and Coutellier 2018).

El paradigma PPS utilitzat en el nostre estudi indueix a I'agressivitat i augmenta I'ansietat en rates
adultes (Marquez et al. 2013; Veenit et al. 2013; Walker and Sandi 2018). La majoria d'aquests estudis
es van realitzar en rates mascles, pero es van trobar resultats similars en considerar junts mascles i
femelles (Eiland et al. 2012; Ishikawa et al. 2014). En analitzar les dades de I'OF, observarem augments
als parametres relacionats amb I'ansietat en les femelles i també en considerar tots dos sexes junts.
S'han trobat resultats similars en el comportaments relacionats amb I'ansietat en un estudi recent, en
gue els ratolins estaven exposats cronicament a estressors fisics (estres lleu) durant el mateix periode

peripubertal del nostre estudi (Page and Coutellier 2018).

L'activitat d’endre¢ és un comportament complex que és sensible a I'estres i, per tant, pot servir
com a mesura util d’ansietat o comportament depressiu en animals de laboratori. Els nostres resultats
al test de I'splash indiquen ansietat augmentada. En linia amb els altres resultats de comportament,
aquests canvis es van observar principalment en femelles o quan els dos sexes van ser analitzar

conjuntament.

Totes aquestes alteracions del comportament a llarg termini induides pel PPS haurien de ser
suportades per canvis en la neurotransmissid, la connectivitat i la fisiologia de les xarxes neuronals. En
el present estudi, hem trobat un efecte diferencial de I’estres sobre la densitat d’espines dendritiques
de les neurones piramidals a la IL segons el sexe analitzat: augmentava en les femelles, mentre que

disminuia en els mascles. Aquests canvis es van restringir al segment més distal de dendrita analitzat,

qgue és una caracteristica comuna en aquest tipus d’analisis. Els nostres resultats en mascles sén
coherents amb els de publicacions anteriors que descrivien una disminucié de la densitat d’espines
dendritiques en la mPFC després de I'estrés cronic, tant durant les primeres etapes de la vida com

durant I'’edat adulta. Tot i que la majoria d’estudis realitzats en ratolins adults s’"han centrat en I'escorca
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prelimbica (PrL), se sap que el tractament cronic amb corticosterona redueix la densitat d’espines
dendritiques en neurones piramidals de la IL adulta (Gourley et al. 2013). Els estudis sobre els efectes
de l'estrés cronic durant les etapes primerenques de la vida sén escassos, pero la restriccié cronica
(Eiland et al. 2012) o I'estres social (Urban et al. 2019) durant I'adolescencia i la separacié maternal
(Chocyk et al. 2013) en rates mascles indueixen canvis estructurals similars als observats per nosaltres.
Tot i aix0, cal assenyalar que en aquests estudis els animals es van analitzar immediatament després
dels estressors i no a l'edat adulta. També cal esmentar que un altre estudi que utilitza estrés per
restriccid cronica durant I'adolescencia en ratolins mascles i femelles juntes no va trobar alteracions
en la densitat d’espines dendritiques en la mPFC (Chohan et al. 2014). Les rates mascles sotmeses a
estres de xoc al peu durant I'adolescéncia i analitzades durant I'edat adulta, mostren disminucions en
densitat d’espines dendritiques en neurones piramidals de la PFC, especificament en la IL (Lyttle et al.
2015), la qual cosa és coherent amb els nostres resultats. En aquesta linia, un estudi previ del nostre
laboratori va demostrar que l'aillament social després del deslletament també va disminuir la densitat
d'espines en segments medials / distals de neurones piramidals en la mPFC en ratolins mascles
(Castillo-Gomez et al. 2017). No obstant aix0, estudis recents que van utilitzar I'estrés d'inestabilitat
social durant I'adolescencia en ratolins mascles van donar resultats contradictoris: mentre que un
estudi va trobar disminucions significatives de la densitat d’espines a la mPFC i especificament a la IL
(Wang et al. 2020), altres no van trobar canvis en aquest parametre (Breach et al. 2019).
Malauradament, els estudis sobre els efectes de I'estres en les femelles encara sén molt escassos. No
obstant aix0, en general mostren que els rosegadors adults sotmesos a estrés no presenten canvis
dendritics o fins i tot poden presentar hipertrofia dendritica a la mPFC (Wohleb et al. 2018; Igbal and
Ma 2020; Wellman et al. 2020).

Aquests canvis en I'estructura de les neurones piramidals poden estar relacionats amb alteracions
de I'equilibri excitacié / inhibicid, que sén crucials per a la funcié de la PFC i també s’alteren en models
d’estrés cronic i trastorns psiquiatrics relacionats amb I'estrés (Page and Coutellier 2019). Hem
analitzat la densitat de puncta que expressen proteines sinaptiques inhibidores o excitadores per
explorar aquest equilibri. No hem trobat canvis en la densitat de puncta que expressen el marcador
excitador VGLUT1, cosa que és coherent amb els nostres resultats anteriors on analitzem els efectes
de I'aillament social postdeslletament en ratolins adults (Castillo-Gémez et al. 2017). Per contra, hem
observat un augment significatiu de la densitat de puncta positius per a VGAT, que condueix a una
disminucié de la proporcid entre la densitat dels puncta excitadorsi la dels inhibidors. Aquests resultats
es poden observar quan es consideren els dos sexes junts i en femelles, el que suggereix una major
susceptibilitat de les femelles al PPS. Aquest augment de la densitat de puncta inhibidors suggereix un

augment de la neurotransmissio inhibidora i, en conseqiiencia, una hipoactivitat de la mPFC. Aix0 esta
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d'acord amb els resultats anteriors en rates joves sotmeses a diferents paradigmes d'estrés cronic:
|'estrés cronic variable augmenta els terminals postsinaptics inhibidors, cosa que suggereix una
elevada alliberacid de GABA, acompanyada d'un augment dels terminals inhibidors a les cel-lules
glutamatergiques (McKlveen et al. 2016). No obstant aix0, treballs anteriors del nostre laboratori, on
utilitzarem un paradigma de PPS molt similar en rates mascles, mostraren una expressio reduida de
proteina GAD6 a la PrL i la IL durant I'edat adulta (Tzanoulinou et al. 2016). Altres estudis en ratolins,
que utilitzaren com a estressors una combinacié d’aillament social i natacié forcada durant
I’adolescencia, trobaren una tendéencia cap a una reduccié de I’ARNm de VGAT, pero no de GAD67 o
de gefirina en individus adults (Page et al. 2018). Es van trobar resultats negatius similars al nostre
laboratori quan analitzarem I'impacte de I'aillament social després del deslletament (Castillo-Gomez
et al. 2017). No hem analitzat I'expressié de GAD67 o GADG65 en el present experiment, pero seria
possible que es donara una reduccié de I'expressid d’aquests enzims durant I’edat adulta com a efecte

compensatori front a I'augment de les sinapsis inhibidores.

Page i Coutellier (Page and Coutellier 2019) han proposat una hipotesi interessant: la hipoactivitat
de la PFC induida per I'estres pot ser deguda a lI'augment de I'activacio de les cél-lules que expressen
PV. Hem explorat aquesta possibilitat en el nostre model de PPS analitzant I'estructura i la
connectivitat de les interneurones PV+ a la mPFC, aixi com la preséncia de PNNs que envolten aquestes
cél-lules inhibidores. Els passos finals de la maduracié de la PFC impliquen augments en |'entrada
glutamatergica a les cel-lules PV+ i en I'expressié de PV, que, curiosament, es produeixen abans a les
femelles, almenys a I’hipocamp (Wu et al. 2014). Aquestes Ultimes etapes del desenvolupament de les
cél-lules PV+també es regeixen per I'aparicio de PNNs que envolten aquestes interneurones (Caballero

and Tseng 2016; Ueno, Suemitsu, Murakami, et al. 2017).

L'estres cronic durant I'edat adulta té un impacte important en les interneurones prefrontocorticals
gue expressen PV. Estudis amb diversos paradigmes d’estres en rates i ratolins han reportat augments
en el nombre o densitat de cél-lules immunoreactives per a la PV i I'expressiéo d’ARNm de PV (Shepard
et al. 2016; Shepard and Coutellier 2018; Pesarico et al. 2019). Cal assenyalar, pero, que alguns altres
estudis no van trobar canvis (Zadrozna et al. 2011) ni van trobar disminucions en aquests parametres
(Banasr et al. 2017; Czéh et al. 2018; Todorovic¢ et al. 2019). No obstant aix0, aquests Ultims estudis
van utilitzar protocols d'estrés més llargs o van seleccionar animals exclusivament anhedonics. Les
dades d’animals estressats durant el periode peripubertal també sén heterogenies. Les nostres dades
qgue indiquen una manca de diferéncies en la densitat d’interneurones que expressen PV en la mPFC
de ratolins mascles concorden amb els estudis que utilitzen una combinacié d’aillament social i natacié

forcada (Page et al. 2018) o estres de restriccid cronica (Clarke et al. 2019). No obstant aixo, en un altre
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estudi, que va utilitzar una combinacid d’estressors fisics durant I’adolescéncia trobaren una reduccié
de la densitat de ceél-lules PV+ a la PrL, tot i que només en ratolins mascles (Page and Coutellier 2018).
No es van detectar diferencies a la IL ni a I’analisi de les femelles (encara que la fase del cicle estral no
es va controlar al sacrifici). Ueno i col-laboradors (2018) tampoc van trobar diferéncies en la densitat
d’interneurones PV+ a la mPFC després d’aplicar estressors fisics a ratolins mascles durant I'etapa de
I’adolescencia, tot i que aquests resultats s’observaren en animals juvenils. Els nostres resultats
suggereixen que els efectes del PPS sobre les interneurones PV+ son més forts en les femelles, que no
només presenten una densitat reduida d’aquestes cel-lules, siné que també presenten notablement
augmentada I'arboritzacié dendritica. Aquesta densitat reduida pot ser deguda a una disminucié de
I’expressié de la proteina PV. D'altra banda, I'augment de I'arboritzacié dendritica pot reflectir un
efecte compensatori a la disminucié de I'expressid de PV i / o la conseqléncia dels canvis en el

microcircuit que es comenten a continuacié.

S'han trobat resultats contradictoris en diferents estudis sobre el percentatge de cel-lules PV+
recobertes per PNNs en la PFC de rosegadors adults sotmesos a PPS. Tot i que un estudi va trobar un
augment d’aquest percentatge quan les rates van estar exposades a I'aillament social i a la natacié
forcada durant I'adolescéncia (Page et al. 2018), un altre estudi del mateix grup no va trobar
diferéncies en aquest parametre en analitzar ratolins sotmesos a estressors fisics peripubertals (Page
and Coutellier 2018), la qual cosa és coherent amb els nostres resultats actuals. S’obteniren resultats
negatius similars en altres experiments amb estressors fisics peripubertals (Ueno et al. 2018). Per
contra, l'aillament social després del deslletament va augmentar el nombre de PNNs i el de les

interneurones PV+ cobertes per PNNs a la mPFC (Castillo-Gémez et al. 2017).

Hem trobat que el PPS va augmentar I'expressié de PSA-NCAM, significativament quan els dos sexes
es van agrupar. S’han trobat resultats contradictoris sobre aquest parametre depenent del moment
en que els individus sén estressats. Aixi, en I'experiment d’aillament social després del deslletament
fet al nostre laboratori, observarem que tot i que no es trobaren canvis significatius en I'expressié de
PSA-NCAM, es troba una disminucié marcada en I'expressioé de I’enzim responsable de la polisial-lilacié
de NCAM en interneurones (St8SialV) (Castillo-Gémez et al. 2017). En estudis d’estrés cronic en
rosegadors adults, els resultats també varien; s’"han trobat disminucions en I'expressié de PSA-NCAM
(Djordjevic et al. 2010, 2012). Aquests resultats son interessants perqué estudis previs del nostre
laboratori han demostrat que aquestes variacions a I'expressi6 de PSA-NCAM tenen un impacte
important sobre I'estructura i la connectivitat de les cel-lules de cistella PV+ prefrontocorticals

(Gilabert-Juan et al. 2011).
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Per estudiar les alteracions en la connectivitat inhibidora sobre les neurones piramidals en la PFC
dels animals sotmesos a PPS, hem analitzat la densitat de puncta perisomatics PV+ sobre el seu soma.
Sorprenentment, i en contrast amb la majoria dels resultats del nostre estudi, només es va trobar un
augment significatiu d’aquest parametre en els mascles. Aquests resultats suggereixen un augment de
la inhibicid de les neurones piramidals. Curiosament, i en linia amb aquests resultats, un estudi recent
ha trobat un augment de la densitat de puncta excitadors a les cél-lules PV+ després d’un estrés cronic
imprevisible en ratolins adults (ambdéds sexes) (Shepard and Coutellier 2018). De la mateixa manera,
les rates adultes sotmeses a 2 setmanes d’estres cronic impredictible mostren una inhibicié més
elevada de les neurones piramidals de la mPFC i un augment de la densitat de puncta perisomatics
inhibidors, que prové principalment de cel-lules de cistella PV+ (McKlveen et al. 2016). No obstant aixo,
no es van observar canvis en aquests parametres en un altre estudi en qué les rates adultes van ser
sotmeses a estres per restriccié durant 10 dies (Pesarico et al. 2019). Una possible explicacié d’aquests
resultats contradictoris és que I’activitat de les neurones PV+ podria ser diferent en diferents fases de
I'estres, ja que els protocols d’estrés més llargs semblen alterar I'input inhibidor de les interneurones

PV+.

Al'escorca cerebral, els CB1R s’expressen majoritariament als terminals presinaptics de les cel-lules
de cistella CCK+ i, sobretot, en la PFC s’expressen principalment en les neurones inhibidores (Wedzony
and Chocyk 2009; Katona and Freund 2012). Per analitzar més a fons els efectes del PPS sobre la
inhibicié perisomatica de les neurones piramidals, perd també per analitzar aquest tipus d’inhibicid
sobre les neurones que expressen PV, hem estudiat la densitat de puncta perisomatics que expressen
CB1R en aquestes dues poblacions neuronals. Observarem que el PPS indueix un augment important
d’aquesta densitat en ambdues poblacions, perdo només en les femelles. També hi ha un augment de
la densitat de puncta que expressen CB1R a la regi6 perisomatica de les neurones piramidals quan vam
analitzar tots dos sexes junts. En models animals d’estres, s’han descrit freqlientment alteracions
similars en el sistema cannabinoide. Per exemple, I'estrés per restriccidé cronica en rates adultes
augmenta la unid al receptor CB1R a la mPFC i es pot observar el mateix efecte en rates adolescents
(Lee and Hill 2013). L’estres cronic imprevisible durant I'edat adulta (Hill et al. 2008) i la deprivacio
maternal també condueixen a una major expressié de CB1R a la PFC (Marco et al. 2014). D'acord amb
aquests resultats i els nostres, un estudi ha descrit que la PFC dorsolateral de pacients amb depressié

té una densitat augmentada de CB1R (Choi et al. 2012).

En resum, en aquest treball presentem evidéncies d’alteracions a llarg termini dels circuits
excitadors, i particularment dels inhibidors, de la PFC i un augment dels comportaments relacionats

amb I'ansietat com a conseqiiéncia de I'exposicié al PPS, que és especialment visible en les femelles.
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Aquests resultats destaquen que aquesta etapa primerenca és un periode de major vulnerabilitat a les
experiéncies aversives, especialment per a les femelles. Els nostres resultats també remarquen la
importancia de realitzar estudis d’estres en ambdds generes, que haurien de ser prioritaris atesa la

major incidéencia de trastorns relacionats amb I’estrés en les dones.
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IV. DISCUSSIO






Us d’estrés cronic com a model de depressié en rosegadors.

En les passades décades, els models animals de depressié han anat guanyant pes per arribar a
comprendre la etiopatologia d’aquesta malaltia. Molts estudis suggereixen que l'aparicié de la
depressié esta estretament relacionada amb I'estrés que pateix I'individu al llarg de la seua vida

(McGonagle and Kessler 1990; Beck et al. 1998; Meyer et al. 2001; Mazure et al. 2002; Hammen 2005).

Quan parlem d’estrés cronic ens referim a una experiéncia aversiva repetida al llarg del temps.
Molts estudis mostren que aquest tipus d’estrés és el més adequat com a model de depressié en
animals (Fuchs and Fliigge 2003; Hammen 2005; Riga, Schmitz, et al. 2017). Hi ha diferents tipus

d’estres cronic i a aquesta tesis hem presentat Unicament dos d’ells.

L'estrés per restriccio és un model d’estrés prou simple que requereix menys temps, cost i
manutencid que altres models. S’ha vist que aquest tipus d’estres produeix comportament depressiu
en animals i s’utilitza com a inductor de desordres psiquiatrics (Campos et al. 2013). El seu punt en
contra més important és el fet de que els animals poden preveure que és el que els passara i acaben
per assumir-ho, de manera que al poc temps d’utilitzar-lo els individus estan acostumats i no ofereixen

resisténcia, la qual cosa suposa que els nivells d’estrés que aquest genera disminueixen notablement.

L'estrés cronic impredictible es considera divers i aleatori i en gran mesura és similar a algunes
situacions de la vida humana. Aquesta diversitat als estressors fa que els individus no puguen preveure
gue sera el que els passara posteriorment i manté |I'estat d’alarma de manera constant durant un llarg
periode de temps. Per contra, es considera un protocol molt més costés tant a nivell economic (implica

una gran quantitat d’estressors i material) com en termes de temps.

Els dos models utilitzats pretenen estudiar com afecten diferents tipus d’estressors a les estructures

gue componen el sistema limbic, i tots dos sén models validats cientificament.

Efectes de I’estrés per restricciéo durant 21 dies en ratolins mascles adults.

Els animals utilitzats en aquest estudi van ser pesats diariament, perd no presentaren cap canvi al
pes induit per I'estrés (Gilabert-Juan et al. 2011). Es conegut que en altres soques, I’estrés si que té un
efecte sobre el pes corporal dels animals (Chmielarz et al. 2016). A¢o podria indicar que la soca
utilitzada al present experiment podria ser particularment resistent als canvis de pes, ja que en altres
treballs on s'utilitzen altres tipus d’estressors cronics, com |'aillament social, tampoc van induir canvis

en el pes corporal (Volden et al. 2013). Un treball similar al nostre on es sotmet a ratolins de la mateixa
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soca que nosaltres fem servir (C57BL6/J) i d’altra soca (BALB/c), mostra com totes dues soques
presenten una disminucié de pes rere 21 dies d’estrés per restriccid (Tsuchimine et al. 2020). La
diferéncia amb els nostres resultats podria deure’s a que el protocol d’estrées utilitzat en el treball de
Tsuchimine i col-laboradors s’exten durant 6 hores al dia, i al nostre cas, I'estressor sols s’aplica durant
1 hora al dia, cosa que faria que el nostre model fora prou més lleu. Futurs estudis haurien de mesurar
els nivells de corticosterona per tal de revelar canvis fisiologics associats a la plasticitat neuronal

induida per I'estres.

En quant a l'arboritzacié dendritica, els nostres resultats mostren una reduccié d’aquesta a les
interneurones SOM+ de la regié CA1 de I'hipocamp, pero a¢o no ocorre a les de CA3 rere el protocol
d’estres cronic. Cal tenir en compte que aquest paradigma d'estrés per restriccié cronica (1 h al dia, 21
dies) es considera un procés lleu. De fet, estudis anteriors han demostrat que en rates no sén suficients
2 hores de restriccié al dia per a induir la remodelacié dendritica en neurones hipocampals piramidals
(McLaughlin et al. 2007). No obstant aixo, duracions de restriccié similars (2-3 hores) son capaces
d’induir canvis morfologics, neuroquimics i de comportament en els ratolins (Qin et al. 2011; Satoh et
al. 2011) i els nostres experiments anteriors mitjangant el mateix paradigma de I'estrés i la mateixa
soca actual mostraven canvis en l'estructura de les interneurones de I'amigdala i de I'hipocamp
(Gilabert-Juan et al. 2011, 2013). Les cél-lules EGFP+ a la regié CA1 de ratolins GIN son interneurones
O-LM, que projecten a les dendrites apicals distals de les neurones piramidals en I'estrat lacunosum-

moleculare (Oliva et al. 2000).

Altres estudis que analitzen els efectes de I'estrés sobre les neurones excitadores van mostrar que
aquestes també es poden veure alterades. S'han obtingut resultats similars a la regio CA1 de
I’hipocamp d'algunes soques de ratolins sotmesos a estrés cronic, on s'ha observat atrofia dendritica
apical, incloent una retraccid dels seus segments dendritics terminals i una reduccié de la densitat
d’espines en neurones piramidals (Pawlak et al. 2005; Christian et al. 2011; Magarifios et al. 2011;

McEwen et al. 2015).

Es possible que la reduccié de I'arboritzacié dendritica en les interneurones O-LM puga produir una
disminucié de la densitat o alteracions en la neurotransmissié dels contactes sinaptics que aquestes
fan sobre les dendrites distals de les neurones piramidals. En el sentit contrari, I'atrofia de I'arbre distal
de les neurones piramidals també pot induir reduccions del nombre de contactes sinaptics realitzats
per les interneurones O-LM o alterar la seva funcid i aix0 té un impacte en la seva arboritzacid

dendritica.
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Aixi mateix, al nostre treball, no trobem cap diferencia significativa en la densitat d’espines
dendritiques d’aquesta subpoblacié d’interneurones, ni a CA1l ni a CA3. En altres treballs d’altres
laboratoris s’analitzen els efectes a temps real de I'estrés sobre algunes interneurones com soén les
PV+, i es veuen canvis estructurals pero rere protocols d’estrés més llargs que el nostre (Ng et al. 2018).
Aco suggereix que el ritme d’afectacid o la resistencia front a I'estres, és depenent de la poblacié
cel-lular de la que parlem. Aixi mateix, els tipus d’estressors aplicats podrien influir també en la manera

en que reaccionen els diferents tipus cel-lulars.

Futurs experiments haurien d’explorar en detall el transcurs del temps de la remodelacié neuronal

induida per I'estres tant en les neurones principals com en les interneurones.

No obstant aixo, la reduccié de I'expressi6 de GAD67 que hem observat en I'estrat lacunosum-
moleculare de CA1 després de I'estres és coherent amb aquestes reduccions putatives en I'entrada
que les cel-lules O-LM envien a les dendrites distals de les neurones piramidals. No es van detectar
canvis en I'expressié de GAD67 a |'estrat lacunosum-moleculare de CA3, cosa que s’explica, almenys
parcialment, per la manca de remodelacié estructural de les interneurones O-LM de CA3. No obstant
aixo, s'han observat reduccions de I'expressié de GAD67 en els estrats lucidum i radiatum, que molt
probablement es deuen a canvis en altres subpoblacions interneuronals, com ara les associades a les
fibres molsoses o les interneurones multipolars de CA3 que expressen calbindina, entre d'altres
(Freund and Buzsaki 1996; Vida and Frotscher 2000). També és possible que almenys una part
d’aquesta reduccid es puga deure a mort cel-lular. Tot i que no hi ha evidéncia de degeneracié neuronal
en aquesta regid hipocampal després d’aquest paradigma d’estres cronic, un tractament de tres
setmanes amb corticosterona va produir una disminucio de la densitat de cél-lules en CA3, pero no en
CA1 en rates adultes (Sapolsky et al. 1985). La literatura anterior sobre I'expressié d’aquest marcador
de neurotransmissio inhibidora en CA1 ha descrit augments després d’estrés social cronic (Makinson
et al. 2015), pero no després d’estrés cronic intermitent variable (Bowers, Cullinan i Herman, 1998).
Tot i aix0, aquests estudis van mesurar I'expressié de I'ARNm i no es van centrar en una capa particular.
Estudis més actuals també mostren que rere un protocol d'estres impredictible durant 36 dies, les
rates mascle redueixen un 27% I’expressié de GAD67 en I'hipocamp (Banasr et al. 2017), resultats molt
semblants als nostres. En resultats d'altres treballs publicats pel nostre laboratori on es fa Us del mateix
protocol, es veu que la PFC reacciona de la mateixa manera que I'hipocamp (Gilabert-Juan et al. 2013).
Per contra, a 'AMY medial (Me) els nivells de GAD67 estan reduits rere el protocol d’estrés (Gilabert-

Juan et al. 2011).
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Els nostres resultats sobre I'analisi de I'expressié de PSA-NCAM son similars als que es van trobar
anteriorment a la mPFC de ratolins GIN, on I’estrés cronic no va induir canvis (Gilabert-Juan et al. 2013).
Estudis anteriors en rates van trobar un augment de I'expressié d'aquesta moléecula relacionada amb
la plasticitat a I’hipocamp després de I'estrés cronic de restriccid (Sandi et al. 2001; Pham et al. 2003).
Tot i aix0, el periode de restriccid diaria utilitzat va ser considerablement més llarg en rates que en els
nostres ratolins. Aixi com en altres models d’estrés com I'aillament durant 6 setmanes, on les rates
mascle estressades mostraren majors nivells de PSA-NCAM en I’hipocamp (Djordjevic et al. 2012). A
més, I'expressié augmentada de PSA-NCAM en rates semblava estar associada principalment a canvis

en les neurones granulars i les seues projeccions a I'estrat lucidum de CA3 (Pham et al. 2003).

El nostre estudi se suma a la creixent evidéncia que les xarxes inhibidores de I'hipocamp també es
troben afectadmes per |'estres cronic. S'ha descrit recentment en rates un impacte negatiu d'aquesta
experiéncia aversiva sobre la densitat de interneurones PV+, calretinina positives i també sobre les que
expressen neuropéptid Y i SOM+ (Czéh et al. 2015). Tot i aix0, encara que la majoria de les
interneurones marcades amb EGFP de I'hipocamp dels ratolins GIN expressen SOM, no vam trobar
disminucions en el nombre d'aquestes interneurones en el nostre model. Aquesta discrepancia es pot
explicar per I'exposicid més llarga a I’estressor a I’estudi de Czéh i colaboradors (Czéh et al. 2015) (nou
setmanes vs tres setmanes en el nostre estudi), aixi com per les diferéncies que pot haver a les

respostes davant de I'estrés cronic depenent de |'espécie.

Efectes de I’estres per restricciéo durant 10 dies en rates mascles adults.

L'objectiu principal d'aquest estudi va ser avaluar els efectes de |'estres cronic sobre les molécules
relacionades amb la plasticitat interneuronal en diferents regions del SNC d’adult. Els nostres resultats
revelen Unicament efectes locals sobre |'expressié de PSA-NCAM a la regié CA1 de I'hipocamp. Per
contra, es mostren alteracions més amplies i profundes en el nombre de PNNs, que en alguns casos
s’associen a interneurones PV+ i en altres apareixen de manera independent a aquestes interneurones.
Curiosament, aquestes alteracions en les PNNs no només es troben a les regions comunament

estudiades en els models d’estrés cronics, també en arees menys explorades, com I’'habénula o el TRN.

En primer lloc, es va avaluar I'expressié de PSA-NCAM, ja que aquesta molécula s’expressa en una
subpoblacié d’interneurones del telencéfal adult i regula la seua estructura i connectivitat (Gémez-
Climent et al. 2011). Trobarem Unicament un augment considerable de I'expressié de PSA-NCAM en

I'estrat lacunosum-moleculare de CA1l. Es probable que aquests canvis afecten especificament a les
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cél-lules O-LM, que sén interneurones que projecten especificament a aquesta capa, i la morfologia i
la connectivitat de les quals esta particularment regulada per la PSA-NCAM (Guirado, Perez-Rando,
Sanchez-Matarredona, Castillo-Gémez, et al. 2014). Altres treballs mostren resultats similars, com un
protocol d'aillament cronic durant 6 setmanes de rates mascles de dos mesos, on es veu que els
animals estressats tenen una major expressié de PSA-NCAM en hipocamp i en la PFC que els controls
(Djordjevic et al. 2010, 2012). A més, s’han observat canvis en I'estructura d’aquestes interneurones i
I’'expressié de GAD67 en la CA1 de ratolins sotmesos a estres cronic, com hem vist en un dels treballs
presentats a aquesta tesi (Gilabert-Juan et al. 2017). La preséncia d’alts nivells d’expressié de PSA-
NCAM en aquestes cél-lules pot augmentar el seu aillament, provocant una disminucid de la
complexitat dendritica i reduint la connectivitat (Gomez-Climent et al. 2011). Tanmateix, la PSA-NCAM
present a la CAl no s’associa exclusivament a elements inhibidors (Goémez-Climent et al. 2011) i, en
consequiencia, els canvis d’expressid d’aquesta molécula poden estar afectant a la connectivitat de les

neurones principals.

L'altre objectiu del nostre estudi es va centrar en les interneurones que expressen PV i la seva
relacié amb les PNNs. Les PNNs envolten preferentment les cel-lules PV+ de les regions corticals, i ago
proporciona una proteccié a aquestes interneurones front a I'ambient canviant i I'estrés oxidatiu
durant els periodes critics de plasticitat del cervell (Cabungcal et al. 2013; Shi et al. 2019). La disrupcio
o la reduccio d’aquestes PNNs pot reduir els contactes glutamatergics sobre les interneurones PV+ i
per tant esperariem una disminucié de la seua activitat. Es per aixd que és important |'estudi paral-lel

de tots dos components per entendre I'afectacio del sistema.

Es conegut, que animals adults amb PNNs que presenten alguns components alterats presenten
canvis en la plasticitat sinaptica i la funcié neuronal (Bukalo et al. 2007; Miyata et al. 2012; Khoo et al.
2019). Els nostres resultats, mostren un augment del nombre de neurones que expressen PV en la
mPFC o la BLA. Per contra, en treballs anteriors es descriu una disminucié de somes PV+ en regions
prefrontocorticals després d’estrés cronic [5 setmanes d’estrés cronic imprevisible (Banasr et al.
2017)], tot i que alguns només es van trobar en animals anhedonics (9 setmanes d’estrés cronic lleu)
(Czéh et al. 2018). Un altre treball, que utilitzava dues setmanes d’estrés cronic imprevisible o vuit
setmanes d’estres cronic lleu, no va trobar canvis en la densitat de cél-lules PV+ en la mPFC de rates
Wistar (Zadrozna et al. 2011). Tot i aix0, d’acord amb els nostres resultats, els estudis recents amb
periodes d’estrés cronic més curts (2 setmanes) han trobat increments significatius en el nombre de
cél-lules PV+ i en el mRNA PV de la mPFC de femelles de ratoli adultes i en la densitat de puncta
excitadors a la regid perisomatica de cel-lules PV+ en ambdds sexes (Shepard et al. 2016; Shepard and

Coutellier 2018). A més, Filipovic i colaboradors (Filipovi¢ et al. 2018) i Todorovic i colaboradors
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(Todorovi¢ et al. 2019) van demostrar que I'aillament social cronic condueix a una disminucié del

nombre de cél-lules PV+ en la mPFC i a I’hipocamp de rates Wistar mascles adultes.

Addicionalment, I'estres cronic variable durant dues setmanes en la mateixa soca de rata utilitzada
al nostre experiment augmenta la inhibicié de les cel-lules piramidals de la mPFCi la densitat de puncta
inhibidors al voltant del soma d’aquestes neurones principals (McKlveen et al. 2016). En contraposicié
amb aquests resultats, no s’han trobat disminucions en la densitat de puncta que coexpressen amb PV
i sinaptofisina (SYN) en els nostres animals estressats. No obstant aixo, la densitat de puncta PV-SYN+
va disminuir notablement, cosa que pot indicar una reduccid en un altre tipus de sinapsi perisomatica,
probablement de les que provenen d’interneurones de cistella que expressen CCK. Aixo esta d’acord
amb les reduccions recentment trobades en el nombre de neurones CCK+ en la mPFC de rates

sotmeses a nou setmanes d’estrés cronic (Czéh et al. 2018).

La variabilitat dels resultats obtinguts en el nostre estudi i els estudis anteriors sobre els efectes de
I’estres cronic a les cél-lules PV+ poden ser producte de les diferéncies en la soca de rata que s’utilitza,
la manca de discriminacid entre les regions prefrontocorticals diferents i, particularment, la variabilitat
en els protocols emprats, aixi com les seues duracions. Es possible que en animals sotmesos a estrés
durant periodes més curts es pogueren activar les interneurones PV+, provocant un augment de la
inhibicid de les neurones piramidals. D'altra banda, en protocols més llargs, en els quals els
comportaments depressius sén persistents, aquestes interneurones poden mostrar una disminucié de
I'activitat i de I'expressié de PV. Es important mencionar que existeix una disminucié de la
neurotransmissio excitadora sobre les interneurones PV+ de la mPFC en animals amb indefensié
adquirida i que la supressié de I'activitat d’aquestes cel-lules inhibidores promou |'aparicié d’aquest
comportament depressiu (Perova et al. 2015). En conseqiiéencia, I'activacié de les interneurones PV+
en la mPFC en fases anteriors a I’estres cronic pot ser interpretada com una resposta a fi de promoure
I’establiment de conductes resistents, com als treballs de Shepard i Coutellier (Shepard and Coutellier
2018), Shepard i colaboradors (Shepard et al. 2016) i com les nostres propies dades suggereixen. En
aquest sentit, treballs anteriors apunten que el final dels deu dies d'immobilitzacié coincideix amb el
periode en qué es comencen a observar els efectes d’estrés conductuals (McLaughlin et al. 2007;
Reznikov et al. 2008; Grillo et al. 2015). Pero es sap que situacions estressants més prolongades en el
temps (nou setmanes) produeixen un efecte diferent; el nombre de interneurones PV+ es troba reduit
un 20-30% en hipocamp (Czéh et al. 2015). Aco podria ser degut a mort cel-lular per neurotoxicitat,
cosa que no veiem al nostre experiment degut a que el temps d’exposicio a I'estres és molt menor.

També podria ser que els nivells d’expressié fluctuen en resposta a l'estres, augmentant aquests

132



durant els primers dies d’estres, com mostrarien els nostres resultats i disminuint quan aquest es

prolonga en el temps.

De manera semblant al que hem observat en la mPFC, també vam trobar un augment en el nombre
de cél-lules PV+ en la BLA de les nostres rates estressades. Reznikov i colaboradors (Reznikov et al.
2008), utilitzant el mateix paradigma d’estrés emprat en el present estudi no trobaren canvis en la
densitat de cel-lules PV+ en la BLA. Aquesta discrepancia es pot originar a causa de la diferéncia en la
metodologia que es va aplicar per a la quantificacié: nosaltres estimarem el nombre total
d’interneurones PV+ a tota la BLA mitjangant una versié modificada del metode fraccionador (West
1993; Nacher, Lanuza, et al. 2002), mentre que les densitats cel-lulars es van calcular a partir de
I’extensié mitjana-caudal de la subdivisio anterior d’aquesta regié amigdaloide (Reznikov et al. 2008).
Cal mencionar, pero, que Reznikov i colaboradors (Reznikov et al. 2008) observaren un augment
important del percentatge de cél-lules PV+ que mostraven immunoreactivitat amb c-Fos en els seus

nuclis, cosa que també suggereix una activacid d’aquestes interneurones amb el protocol d’estres.

No creiem que I'augment d’interneurones PV+ es dega a la incorporacié de noves cel-lules al circuit.
Pensem que I'increment de la quantitat reflecteix un augment de I'expressio d’aquesta proteina d’unié
al calci i que algunes interneurones que van expressar nivells molt baixos de PV (i per tant no es
detectaren en animals control), augmenten la seva expressio de PV i es poden detectar en animals
estressats. S'ha observat un canvi similar cap a un augment de I'expressié de PV a I'hipocamp després
d'un protocol de por condicionada (Donato et al. 2013). Aixi, resultats anteriors del nostre laboratori
han descrit aquest fenomen a la IL després de I'aillament social juvenil (Castillo-Gomez et al. 2017) o
després del tractament amb un agonista del receptor de dopamina D2 (Castillo-Gémez et al. 2011). La
reduccié en el nimero de neurones que expressen PV no es deu a una disminucié en el volum al
neuropil, perqué per a aplicar la versié modificada del metode fraccionador hem calculat els volums

de les arees i no hem trobat diferéncies entre els grups estudiats.

Hi ha un altre treball que estudia I’efecte de I'estrés cronic a les PNNs durant I'edat adulta, utilitzant
un estres persistent induit per la derrota social (SDPS) en rates Wistar, un protocol de llarga durada,
que indueix comportaments depressius persistents (Riga, Schmitz, et al. 2017). En aquest estudi, els
autors van trobar un augment significatiu de la densitat de PNNs a CA1 de I'hipocamp i, concretament,
aquelles que envolten les interneurones PV+. Aquests resultats contrasten fortament amb els que
presentem nosaltres en aquesta regié hipocampal, on hi observem una disminucié significativa de la
densitat de PNNs. Tanmateix, no trobem diferéncies al nombre de neurones PV+ envoltades per PNNs.
De fet, nosaltres no hi trobem correlacions lineals significatives entre les cél-lules PV+iles PNNs a CA1,

ni en els controls ni en els animals estressats, cosa que denota que la reduccié en PNNs que observem
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es pot deure a una disminucido de les PNNs associades a altres tipus cel-lulars, com neurones
excitadores. Malgrat que Riga i colaboradors (Riga, Kramvis, et al. 2017) trobaren que a les rates Wistar
més del 90% de les PNNs de CA1l estaven associades a neurones PV+, i altres autors van trobar al
voltant del 80% en rates Long-Evans (Lensjg et al. 2017), en el nostre estudi només trobarem al voltant
del 60%. Curiosament, encara que trobem correlacions positives entre els nombres d’interneurones
PV+ i PNNs en la mPFC i en la BLA en animals controls, aquestes correlacions no existien en individus
estressats, cosa que suggereix que els canvis que observem després de l'estrés en la subpoblacié

d’interneurones PV+, poden ser independent de la presencia de PNNs rodejant-les.

En el cas del TRN, els efectes de I'estrés haurien de ocorrer principalment sobre cel-lules PV+, ja
gue aquestes neurones sén una gran proporcié dels constituents cel-lulars d’aquest nucli talamic i la
majoria, si no totes, estan envoltades per PNNs. Els nostres resultats d’aquest nucli sén especialment
interessants per la seua robustesa i perqué mostren clarament per primera vegada la implicacié
d’aquesta regi6 talamica en la resposta a I'estres cronic durant I'edat adulta. Un estudi anterior ja va
posar de manifest la putativa implicacié d’aquest nucli en la resposta a I'estrés agut, a causa d’un
important augment de I'expressié de c-Fos (Ons et al. 2004). S’ha de fer més recerca en aquesta regid
per tal d’entendre com I'estructura, la neurotransmissié i la connectivitat de les seues neurones estan

afectades per I'estres.

Només hi ha un estudi que descriu les PNNs a I'habenula, centrat en el seu desenvolupament
postnatal en ratolins (Horii-Hayashi et al. 2015); aixi, les presents dades sdn les primeres que descriuen
la seua preséncia en animals adults i la seua modulacié per I'estres cronic. Encara no coneixem el
fenotip de les neurones habenulars envoltades per aguestes PNNs, pero el més probable és que siguen
neurones excitadores, ja que les interneurones sén molt rares en aquesta regié talamica (Smith et al.
1987; Li et al. 2011; Meye et al. 2013). Els resultats actuals donen suport a treballs anteriors que
assenyalen un paper destacat de I'habénula en la resposta a I'estrés cronic (Wirtshafter et al. 1994;

Aizawa et al. 2013; Jacinto et al. 2017).

El significat dels augments dels nombres de PNNs que hem trobat al present estudi estan encara
lluny de ser comprensibles. S’ha proposat que les PNNs puguen actuar protegint les neurones de dispar
rapid de I'estrés oxidatiu (Cabungcal et al. 2013). L’estres cronic indueix alts nivells d'espécies reactives
d'oxigen (M. Madrigal et al. 2008), els augments en PNNs en aquesta fase inicial de I'estrés poden
representar un intent de les neurones per a contrarestar els efectes d’aquest estrés oxidatiu. Aixi
doncs, es necessiten estudis amb una durada d’estrés més llarga per a saber si en les etapes ultimes
de I'estrés cronic el nombre de cel-lules PV+ i de PNNs disminueix o torna als nivells control. Els ratolins

transgenics amb deterioracié de la regulacié redox mostren una disminucié al nombre de neurones
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PV+ide PNNs enla PFCiel TRN (Cabungcal et al. 2013; Steullet et al. 2018). Curiosament, els pacients
gue pateixen esquizofrenia, una malaltia en qué es coneix que l'estrés és un factor de risc, també
mostren reduccions de la densitat de cel-lules PV+ i de PNNs en aquestes dues regions (Mauney et al.
2013; Steullet et al. 2018; Alcaide et al. 2019). Les PNNs també poden actuar influint en la plasticitat
sinaptica, constituint una barrera fisica per estabilitzar els contactes sinaptics o evitar la formacié de

nous contactes mitjancant I'expressié de molecules inhibidores (Nowicka et al. 2009; Sorg et al. 2016).

En conclusio, les nostres dades demostren que I'estrés cronic breu pot induir canvis en molécules
relacionades en la plasticitat interneuronal, no només en les regions "classiques" implicades en la
resposta a l'estres, sind també en I'habénula o el TRN, una regié en la qual hem descrit per primera
vegada alteracions induides per aquesta experiéncia aversiva. Aixd déna suport a la hipotesi de que
I'estres produeix alteracions de les xarxes inhibidores i de les molecules implicades en la seua
plasticitat, particularment les PNNs, poden mitjancar I'impacte de |'estrés al SNC i poden participar en

el desenvolupament de certs trastorns psiquiatrics.

Efectes de I'estrés durant el periode pubertal tant a mascles com a femelles quan sén adults.

El desenvolupament de la PFC comenca a |'Uter, perd continua fins a la vida postnatal, durant la
infancia, I'adolescéncia i la primera edat adulta (Fuster 2002). Durant aquest periode postnatal, tant
les neurones excitadores (Petanjek et al. 2011) com les neurones inhibidores (Caballero and Tseng
2016; McKlveen et al. 2016) experimenten les etapes finals de la seua maduracid, remodelant la seua
estructura i connectivitat. Aquest desenvolupament prolongat de la PFC fa que aquesta regio cortical
siga especialment vulnerable a experiencies aversives, com |'estrés cronic. De fet, se sap que I'estres
patit durant I'adolescéncia té un impacte important en I'estructura de les neurones piramidals
prefrontocorticals i en el desenvolupament de funcions cognitives dependents de PFC (Tzanoulinou,
Garcia-Mompg, et al. 2014; Tzanoulinou et al. 2016). Aquestes alteracions poden constituir factors de
predisposicié per al desenvolupament de trastorns relacionats amb I'estrés més tard en I'edat adulta,
com l'ansietat o la depressid. En aquest estudi, hem utilitzat un model muri d’estrés peripubertal per
explorar alteracions a llarg termini de I'estructura i la connectivitat de les interneurones que expressen
PV i de les neurones piramidals en la mPFC de mascles i femelles. Hem provat la validesa del model
d’estres en el nostre experiment mesurant la locomocid i el comportament relacionat amb I'ansietat

amb el test de 'OF i el de I'splash.
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El protocol de PPS que hem utilitzat es basa en un protocol previament desenvolupat i validat
repetidament en rates, que també s’ha relacionat amb alteracions a llarg termini del comportament
social i afectiu durant I'edat adulta (Marquez et al. 2013). Els estressors s’apliquen des de P28 fins a
P42, un periode de transicié que cobreix final de la infancia i adolescéncia en rosegadors, que s’associa
a diferents processos de comportament i desenvolupament en la PFC (Brenhouse and Andersen 2011).
Aquest model és particularment interessant perque es basa en estressors inductors de la por amb un
potent efecte psicogenic. Diversos estudis han explorat I'impacte de |'estrés durant I'adolescencia,
perod la majoria es basen en estressors fisics. Creiem que el nostre model és més naturalista i pot imitar
millor algunes de les experiéncies aversives i inductores de la por que es produeixen durant la infancia

i I'adolescéncia humana.

També és important remarcar en aquest punt que I'impacte de I'estrés cronic és diferent entre els
rosegadors mascles iles femelles (Fremeau et al. 2002). En la mateixa linia, s’"ha demostrat ampliament
que les dones sén més vulnerables que els homes a trastorns relacionats amb I'estrés, com ara
depressid i I'ansietat (Eid et al. 2019). Curiosament i d'acord amb aquestes dades, hem observat que
la majoria dels efectes a llarg termini del nostre PPS només es van observar en femelles o en considerar
els dos sexes junts, perd poques vegades només en mascles. Es interessant notar que acod es produeix

a nivell de comportament, pero també a nivell cel-lular i molecular.

A I'hora de considerar el comportament, els nostres resultats, que mostren un augment de la
locomocid en ratolins adults quan considerem els dos sexes junts i només en femelles (quan les dades
estaven separades per sexe) concorden amb els resultats de publicacions anteriors de diferents tipus
d’estressors aplicats cronicament durant I’adolescencia en rates, com a aillament postdeslletament en
mascles (Ishikawa et al. 2014; Castillo-Gomez et al. 2017) i estres per restriccié en ambdds sexes (Eiland
et al. 2012). Un estudi recent en ratolins mascles que utilitzava també estrés cronic durant
I’adolescencia, perdo amb estressors fisics, també va trobar augments de I’activitat locomotora, tot i
qgue el comportament dels animals es va analitzar immediatament després de I'estrés i no a I'edat
adulta (Ueno et al. 2018). Tanmateix, cal esmentar que alguns altres estudis realitzats en ratolins
mascles, que utilitzaven I'aillament i la natacié for¢cada com a estressors, observaren disminucions en

la distancia recorreguda (Page and Coutellier 2018).

El paradigma PPS utilitzat en el nostre estudi indueix a I'agressivitat i augmenta I'ansietat en rates
adultes (Marquez et al. 2013; Veenit et al. 2013; Walker et al. 2018). La majoria d'aquests estudis es
van realitzar en rates mascles, pero es van trobar resultats similars en considerar junts mascles i
femelles (Eiland et al. 2012; Ishikawa et al. 2014). En analitzar les dades de I'OF, observarem augments

als parametres relacionats amb I'ansietat en les femelles i també en considerar tots dos sexes junts.
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S'han trobat resultats similars en el comportaments relacionats amb I'ansietat en un estudi recent, en
gue els ratolins estaven exposats cronicament a estressors fisics (estres lleu) durant el mateix periode

peripubertal del nostre estudi (Page and Coutellier 2018).

L'activitat d’endrec¢ és un comportament complex que és sensible a I'estrés i, per tant, pot servir
com a mesura util d’ansietat o comportament depressiu en animals de laboratori. Els nostres resultats
al test de I'splash indiquen ansietat augmentada. En linia amb els altres resultats de comportament,
aquests canvis es van observar principalment en femelles o quan els dos sexes van ser analitzar

conjuntament.

Totes les alteracions del comportament a llarg termini induides pel PPS haurien de ser suportades
per canvis en la neurotransmissio, la connectivitat i la fisiologia de les xarxes neuronals. En el present
estudi, hem trobat un efecte diferencial de I'estrés sobre la densitat d’espines dendritiques de les
neurones piramidals a la IL segons el sexe analitzat: augmentava en les femelles, mentre que disminuia
en els mascles. Aquests canvis es van restringir al segment més distal de dendrita analitzat, que és una
caracteristica comuna en aquest tipus d’analisis. Els nostres resultats en mascles sén coherents amb
els de publicacions anteriors que descrivien una disminucié de la densitat d’espines dendritiques en la
mPFC després de I'estres cronic, tant durant les primeres etapes de la vida com durant I'edat adulta.
Tot i que la majoria d’estudis realitzats en ratolins adults s’"han centrat en I'escorca prelimbica (PrL), se
sap que el tractament cronic amb corticosterona redueix la densitat d’espines dendritiques en
neurones piramidals de la IL adulta (Gourley et al. 2013). Els estudis sobre els efectes de I'estres cronic
durant les etapes primerenques de la vida son escassos, pero la restriccid cronica (Eiland et al. 2012) o
I’estres social (Urban et al. 2019) durant I'adolescéencia i la separacié maternal (Chocyk et al. 2013) en
rates mascles indueixen canvis estructurals similars als observats per nosaltres. Tot i aixo, cal
assenyalar que en aquests estudis els animals es van analitzar immediatament després dels estressors
i no a I'edat adulta. També cal esmentar que un altre estudi que utilitza estrés per restriccié cronica
durant I'adolescéncia en ratolins mascles i femelles juntes no va trobar alteracions en la densitat
d’espines dendritiques en la mPFC (Chohan et al. 2014). Les rates mascles sotmeses a estrées de xoc al
peu durant l'adolescéncia i analitzades durant I'edat adulta, mostren disminucions en densitat
d’espines dendritiques en neurones piramidals de la PFC, especificament en la IL (Lyttle et al. 2015),
gue és coherent amb els nostres resultats. En aquesta linia, un estudi previ del nostre laboratori va
demostrar que |'aillament social després del deslletament també va disminuir la densitat d'espines en
segments medials / distals de neurones piramidals en la mPFC en ratolins mascles (Gilabert-Juan et al.
2017). No obstant aix0, estudis recents que van utilitzar I'estrés d'inestabilitat social durant

I'adolescencia en ratolins mascles, van donar resultats contradictoris: mentre que un estudi va trobar
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disminucions significatives de la densitat d’espines a la mPFC i especificament ala IL (Wang et al. 2017),
altres no van trobar canvis en aquest parametre (Breach et al. 2019). Malauradament, els estudis sobre
els efectes de I'estrés en les femelles encara sén molt escassos. No obstant aix0, en general mostren
que els rosegadors adults sotmesos a estrés no presenten canvis dendritics o fins i tot poden presentar

hipertrofia dendritica a la mPFC (Wohleb et al. 2018; Breach et al. 2019; Igbal and Ma 2020).

Aquests canvis en I'estructura de les neurones piramidals poden estar relacionats amb alteracions
de I'equilibri excitacié / inhibicid, que sén crucials per a la funcié de la PFC i també s’alteren en models
d’estres cronic i trastorns psiquiatrics relacionats amb I'estrés (Page and Coutellier 2019). Hem
analitzat la densitat de puncta que expressen proteines sinaptiques inhibidores o excitadores per
explorar aquest equilibri. No hem trobat canvis en la densitat de puncta que expressen el marcador
excitador VGLUT1, cosa que és coherent amb els nostres resultats anteriors on analitzem els efectes
de I'aillament social postdeslletament en ratolins adults (Gilabert-Juan et al. 2017). Per contra, hem
observat un augment significatiu de la densitat de puncta positius per a VGAT, que condueix a una
disminucié de la proporcid entre la densitat dels puncta excitadorsila dels inhibidors. Aquests resultats
es poden observar quan es consideren els dos sexes junts i en femelles, el que suggereix una major
susceptibilitat de les femelles al PPS. Aquest augment de la densitat de puncta inhibidors suggereix un
augment de la neurotransmissio inhibidora i, en conseqiiéncia, una hipoactivitat de la mPFC. Aix0 esta
d'acord amb els resultats anteriors en rates joves sotmeses a diferents paradigmes d'estrés cronic:
I'estreés cronic variable augmenta els terminals postsinaptics inhibidors, cosa que suggereix una
elevada alliberacié de GABA, acompanyada d'un augment dels terminals inhibidors a les cél-lules
glutamatergiques (McKlveen et al. 2016). No obstant aix0, treballs anteriors del nostre laboratori, on
utilitzarem un paradigma de PPS molt similar en rates mascles, mostraren una expressio reduida de
proteina GADG6 a la PrL i la IL durant I'edat adulta (Tzanoulinou et al. 2016). Altres estudis en ratolins,
que utilitzaren com a estressors una combinacié d’aillament social i la natacié forgada durant
I’adolescéncia, trobaren una tendéncia cap a una reduccié de ’ARNm de VGAT, perd no de GAD67 o
de gefirina en individus adults (Page et al. 2018). Es van trobar resultats negatius similars al nostre
laboratori quan analitzarem I'impacte de I'aillament social després del deslletament (Gilabert-Juan et
al. 2017). No hem analitzat 'expressié de GAD67 o GAD65 en el present experiment, pero si seria
possible que es donara una reduccid de I'expressié d’aquests enzims durant I'edat adulta com a efecte

compensatori front a 'augment de les sinapsis inhibidores.

Page i Coutellier (Page and Coutellier 2019) han proposat una hipotesi interessant: la hipoactivitat
de la PFC induida per l'estres pot ser deguda a I'augment de I'activacid de les cel-lules que expressen

PV. Hem explorat aquesta possibilitat en el nostre model de PPS analitzant I'estructura i la
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connectivitat de les interneurones PV+ a la mPFC, aixi com la preséncia de PNNs que envolten aquestes
cel-lules inhibidores. Els passos finals de la maduracié de la PFC impliquen augments en |'entrada
glutamatergica a les cel-lules PV+ i en I'expressié de PV, que, curiosament, es produeixen abans a les
femelles, almenys a I’hipocamp (Wu et al. 2014). Aquestes ultimes etapes del desenvolupament de les
cel-lules PV+també es regeixen per 'aparicié de PNNs que envolten aquestes interneurones (Caballero

and Tseng 2016; Ueno, Suemitsu, Okamoto, et al. 2017).

L'estres cronic durant I'edat adulta té un impacte important en les interneurones prefrontocorticals
gue expressen PV. Estudis amb diversos paradigmes d’estres en rates i ratolins han reportat augments
en el nombre o densitat de cél-lules immunoreactives per a la PV i I'expressié d’ARNm de PV (Shepard
et al. 2016; Shepard and Coutellier 2018; Pesarico et al. 2019). Cal assenyalar, pero, que alguns altres
estudis no van trobar canvis (Zadrozna et al. 2011) ni van trobar disminucions en aquests parametres
(Banasr et al. 2017; Czéh et al. 2018; Todorovic¢ et al. 2019). No obstant aix0, aquests ultims estudis
van utilitzar protocols d'estrés més llargs o van seleccionar animals exclusivament anhedonics. Les
dades d’animals estressats durant el periode peripubertal també sén heterogénies. Les nostres dades
qgue indiguen una manca de diferéncies en la densitat d’interneurones que expressen PV en la mPFC
de ratolins mascles concorden amb els estudis que utilitzen una combinacié d’aillament social i natacié
forcada (Page et al. 2018) o estrés de restriccid cronica (Clarke et al. 2019). No obstant aixo, en un altre
estudi, que va utilitzar una combinacid d’estressors fisics durant I'adolescencia trobaren una reduccio
de la densitat de cél-lules PV+ a la PrL, tot i que només en ratolins mascles (Page and Coutellier 2018).
No es van detectar diferencies a la IL ni a I’analisi de les femelles (encara que la fase del cicle estral no
es va controlar al sacrifici). Ueno i col-laboradors (Ueno et al. 2018) tampoc van trobar diferéncies en
la densitat d’interneurones PV+ a la mPFC després d’aplicar estressors fisics a ratolins mascles durant
I’etapa de I'adolescéncia, tot i que aquests resultats s’observaren en animals juvenils. Els nostres
resultats suggereixen que els efectes del PPS sobre les interneurones PV+ sdn més forts en les femelles,
gue no només presenten una densitat reduida d’aquestes cel-lules, sind que també presenten
notablement augmentada I'arboritzacié dendritica. Aquesta densitat reduida pot ser deguda a una
disminucioé de I'expressid de la proteina PV. D'altra banda, I'augment de I'arboritzacié dendritica pot
reflectir un efecte compensatori a la disminucié de I'expressié de PV i/ o la conseqiiéncia dels canvis

en el microcircuit que es comenten a continuacio.

S'han trobat resultats contradictoris en diferents estudis sobre el percentatge de cel-lules PV+
recobertes per PNNs en la PFC de rosegadors adults sotmesos a PPS. Tot i que un estudi va trobar un
augment d’aquest percentatge quan les rates van estar exposades a I'aillament social i a la natacié

forcada durant I'adolescéncia (Page et al. 2018), un altre estudi del mateix grup no va trobar

139



diferéncies en aquest parametre en analitzar ratolins sotmesos a estressors fisics peripubertals (Page
and Coutellier 2018), la qual cosa és coherent amb els nostres resultats actuals. S’obteniren resultats
negatius similars en altres experiments amb estressors fisics peripubertals (Ueno et al. 2018). Per
contra, l'aillament social després del deslletament va augmentar el nombre de PNNs i el de les

interneurones PV+ cobertes per PNNs a la mPFC (Castillo-Gémez et al. 2017).

Hem trobat que la PPS va augmentar I'expressié de PSA-NCAM, significativament quan els dos sexes
es van agrupar. S’han trobat resultats contradictoris sobre aquest parametre depenent del moment
en que els individus sén estressats. Aixi, en I'experiment d’aillament social després del deslletament
fet al nostre laboratori, observarem que tot i que no es trobaren canvis significatius en I'expressié de
PSA-NCAM, es troba una disminucié marcada en I'expressié de I’enzim responsable de la polisial-lilacié
NCAM en interneurones (St8SialV) (Castillo-Gomez et al. 2017). En estudis d’estrés cronic en
rosegadors adults, el resultats també varien; s’han trobat disminucions en I'expressié de PSA-NCAM
(Djordjevic et al. 2010, 2012). Aquests resultats son interessants perqué estudis previs del nostre
laboratori han demostrat que aquestes variacions a I'expressié de PSA-NCAM té un impacte important
sobre I'estructura i la connectivitat de les cél-lules de cistella PV+ prefrontocorticals (Gilabert-Juan et

al. 2011).

Per estudiar les alteracions en la connectivitat inhibidora sobre les neurones piramidals en la PFC
dels animals sotmesos a PPS, hem analitzat la densitat de puncta perisomatics PV+ sobre el seu soma.
Sorprenentment, i en contrast amb la majoria dels resultats del nostre estudi, només es va trobar un
augment significatiu d’aquest parametre en els mascles. Aquests resultats suggereixen un augment de
la inhibicid de les neurones piramidals. Curiosament, i en linia amb aquests resultats, un estudi recent
ha trobat un augment de la densitat de puncta excitadors a les cél-lules PV+ després d’un estrés cronic
imprevisible en ratolins adults (ambdds sexes) (Shepard and Coutellier 2018). De la mateixa manera,
les rates adultes sotmeses a 2 setmanes d’estrés cronic impredictible mostren una inhibicid més
elevada de les neurones piramidals de la mPFC i un augment de la densitat de puncta perisomatics
inhibidors, que prové principalment de cel-lules de cistella PV+ (McKlveen et al. 2016). No obstant aixo,
no es van observar canvis en aquests parametres en un altre estudi en que les rates adultes van ser
sotmeses a estrées per restriccié durant 10 dies (Pesarico et al. 2019). Una possible explicacié d’aquests
resultats contradictoris és que I'activitat de les neurones PV+ pot ser diferent en diferents fases
d’estres, ja que els protocols d’estres més llargs semblen alterar I'input inhibidor de les interneurones

PV+.

Al'escorga cerebral, els CB1R s’expressen majoritariament als terminals presinaptics de les cel-lules

de cistelles CCK+ i, sobretot, en la PFC s’expressa principalment en les neurones inhibidores (Wedzony
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and Chocyk 2009; Katona and Freund 2012). Per analitzar més a fons els efectes del PPS sobre la
inhibicié perisomatica de les neurones piramidals, perd també per analitzar aquest tipus d’inhibicié
sobre les neurones que expressen PV, hem estudiat la densitat de puncta perisomatics que expressen
CB1R en aquestes dues poblacions neuronals. Observarem que el PPS indueix un augment important
d’aquesta densitat en ambdues poblacions, perdo només en les femelles. També hi ha un augment de
la densitat de puncta que expressen CB1R a la regié perisomatica de les neurones piramidals quan vam
analitzar tots dos sexes junts. En models animals d’estres, s’han descrit freqlientment alteracions
similars en el sistema cannabinoide. Per exemple, I'estreés per restriccié cronica en rates adultes
augmenta la unid al receptor CB1R a la mPFC i es pot observar el mateix efecte en rates adolescents
(Lee and Hill 2013). L’estrés cronic imprevisible durant I'edat adulta (Hill et al. 2008) i la deprivacié
maternal també condueixen a una major expressié de CB1R a la PFC (Marco et al. 2014). D'acord amb
aquests resultats i els nostres, un estudi ha descrit que la PFC dorsolateral de pacients amb depressié

té una densitat augmentada de CB1R (Choi et al. 2012).

En resum, en aquest treball presentem evidencies d’alteracions a llarg termini dels circuits
excitadors, i particularment inhibidors, de la PFC i un augment dels comportaments relacionats amb
I’ansietat com a conseqiiéncia de I'exposicié al PPS, que és especialment visible en les femelles.
Aquests resultats destaquen que aquesta etapa primerenca és un periode de major vulnerabilitat a les
experiencies aversives, especialment per a les femelles. Els nostres resultats també remarquen la
importancia de realitzar estudis d’estres en ambdds géneres, que haurien de ser prioritaris atesa la

major incidencia de trastorns relacionats amb I'estrés en les dones.
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V. CONCLUSIONS






L’estres cronic per restriccid d’1h al dia al llarg de 21 dies no produeix efectes en la densitat

d’espines dendritiques de interneurones SOM+, ni en CA1 ni en CA3.

L'estrés cronic per restriccié d’1lh al dia al llarg de 21 dies produeix una reduccié de la

complexitat de I'arbre dendritic de interneurones SOM+ en CA1, perd no en CA3.

L'estres cronic per restriccié d’lh al dia al llarg de 21 dies no afecta a la densitat

d’interneurones SOM+ ni en CA1 ni en CA3.

L'estres cronic per restriccid d’1h al dia al llarg de 21 dies produeix una disminucié de
I'expressié de GAD67 en l'estrat lacunosum-moleculare de CAl i en els estrats lucidum i
radiatum de CA3, pero no afecta a I’expressid de SYN ni a la de PSA-NCAM en cap de les capes

estudiades.

L’estres cronic per restriccié de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies indueix
increments en |'expressi6 de PSA-NCAM a la regié CA1 de I'hipocamp dorsal, a I'estrat
lacunosum-moleculare, i a 'hipocamp ventral als estrats piramidal i radiat, perd no altera

I'expressié d’aquesta molécula ni a la mPFC ni a la BLA.

L’estrés cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies produeix un
augment de la densitat de PNNs en la mPFC i un augment de cel-lules PV+ tant en la mPFC com
en la BLA, pero no altera la densitat de cel-lules PV+ envoltades de PNNs en cap d’aquestes

regions.

L’estres cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies no afecta a la
densitat de cel-lules PV+ a la regié CA1 de I'hipocamp, tot i que si que produeix una disminucid
de la densitat de PNNs en animals sotmesos a |'estrés. Tot i aix0, la relacié de cel-lules PV+

envoltades de PNNs no presenta diferencies significatives en aquesta regio.

L’estres cronic per restriccié de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies produeix un

augment de la intensitat de fluorescéncia de les PNNs i de les céel-lules PV+ al TRN.

L’estres cronic per restriccid de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies produeix un

increment del nombre de PNNs en la habénula.

L’estres cronic per restriccié de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies no altera la
densitat de puncta SYN+ / PV+ que envolten els somes de les neurones excitadores de la mPFC,

pero si que produeix una disminucié de la densitat de puncta SYN+ / PV-.

145



L’estres cronic per restriccié de rates mascle durant 6h al dia al llarg de 10 dies no altera la

densitat de puncta SYN+ / PV+ ni SYN+/ PV-en la BLA.

L’estres peripubertal produeix un augment de la locomocié i de comportaments relacionats

amb I'ansietat a llarg termini, tant en femelles com quan s’analitzen els dos sexes junts.

L’estres peripubertal no produeix canvis en la densitat de puncta VGLUT1+ de la IL en cap dels
grups estudiats. La densitat de puncta VGAT+ es veu augmentada en aquesta regié en animals

estressats quan s’analitzen els dos sexes junts.

L’estrés peripubertal produeix un menor ratio E / | en la IL de les femelles i quan s’analitzen els

dos sexes junts.

L'estrés peripubertal redueix la densitat de cél-lules PV+ en la IL de les femelles adultes.

L’estres peripubertal produeix un augment en la complexitat de I'arboritzacié dendritica de les

cel-lules PV+ de I'escorga IL de les femelles adultes.

L’estrés peripubertal produeix un augment de la densitat de puncta CB1R+ sobre els somes de
les cél-lules piramidals de la IL tant de mascles, com de femelles, com quan s’analitzen els dos
sexes junts. Per contra, la densitat de puncta perisomatics PV+ sobre les cel-lules piramidals,

sols es veu augmentada al grup dels mascles.

L’estres peripubertal produeix un augment de la densitat de punta CBR1+ sobre els somes de

les cel-lules PV+ de la IL Unicament en el grup de les femelles.

L'estres peripubertal produeix una reduccié de la densitat d’espines a les regions distals de les
dendrites de les cél-lules piramidals de la IL dels mascles i un augment d’aquestes en les

femelles.

L'estres peripubertal no produeix alteracions en la densitat de PNNs, ni en la densitat de

cél-lules PV+ rodejades per aquestes en la IL.

L’estres peripubertal produeix un augment de la densitat de somes que expressen PSA-NCAM

ala IL quan s’analitzen els dos sexes junts.
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Abstract

Introduction: Chronic stress induces dendritic atrophy and decreases spine density in
excitatory hippocampal neurons, although there is also ample evidence indicating that
the GABAergic system is altered in the hippocampus after this aversive experience.
Chronic stress causes dendritic remodeling both in excitatory neurons and interneu-
rons in the medial prefrontal cortex and the amygdala.

Methods: In order to know whether it also has an impact on the structure and neuro-
transmission of hippocampal interneurons, we have analyzed the dendritic arboriza-
tion, spine density, and the expression of markers of inhibitory synapses and plasticity
in the hippocampus of mice submitted to 21 days of mild restrain stress. The analyses
were performed in GIN mice, a strain that displays EGFP-labeled interneurons.
Results: We observed a significant decrease in the dendritic arborization of interneu-
rons in the CA1 region, which did not occur in those in CA3. We found neither changes
in dendritic spine density in these regions nor alterations in the number of EGFP-
positive interneurons. Nevertheless, the expression of glutamic acid decarboxylase 67
was reduced in different layers of CA1 and CAS3 regions of the hippocampus. No sig-
nificant changes were found in the expression of the polysialylated form of the neural
cell adhesion molecule (PSA-NCAM) or synaptophysin.

Conclusions: Chronic stress reduces the interneuronal dendritic arborization in CA1

region of the hippocampus but not in CA3.

KEYWORDS
Hippocampus, Inhibition, GAD67, PSA-NCAM, structural plasticity

Gould, & McEwen, 1992). By contrast, in the orbitofrontal cortex

or the basolateral amygdala, the effect of the chronic stress in prin-

Chronic stress alters neuronal structure in different brain regions.
Several studies on animal models have demonstrated that this aver-
sive experience causes dendritic atrophy and decreases spine density
in principal neurons of the hippocampus and the medial prefrontal cor-
tex (MPFC) (Cook & Wellman, 2004; Radley et al., 2006, 2004; Sousa,
Lukoyanov, Madeira, Almeida, & Paula-Barbosa, 2000; Watanabe,

“These authors have contributed equally to this study.

cipal neurons is the opposite, increasing spine density and dendritic
arborization (Liston et al., 2006; Vyas, Mitra, Shankaranarayana Rao,
& Chattarji, 2002).

In addition to these structural studies focused on principal neu-
rons, during recent years our laboratory has analyzed the effects of
chronic stress on the remodeling of interneurons. We have focused
our studies on a subpopulation of spiny interneurons, which mainly

express somatostatin and can be classified as Martinotti cells (Oliva,
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provided the original work is properly cited.
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Jiang, Lam, Smith, & Swann, 2000). We have shown that chronic mild

stress induces decreases in the dendritic arborization of interneurons
in the lateral and basolateral amygdala of adult mice (Gilabert-Juan,
Castillo-Gomez, Pérez-Rando, Molté, & Nacher, 2011) and increases
this parameter in interneurons of the mPFC (Gilabert-Juan, Castillo-
Gomez, Guirado, Molté, & Nacher, 2013). Interestingly, these changes
occur in the opposite direction to those observed in principal neu-
rons of these regions (Radley et al., 2004; Vyas et al., 2002). However,
despite the dramatic effects of chronic stress on the structure of
principal neurons in the hippocampus, there are no studies yet on its
impact on the structure of hippocampal interneurons. The develop-
ment of research on this subject is specially interesting because differ-
ent lines of evidence indicate that chronic stress has also an important
impact on other features of inhibitory hippocampal neurons. This aver-
sive experience reduces the density of different populations of inter-
neurons in distinct hippocampal subregions (Czeh et al., 2005; Czéh
et al., 2015; Hu, Zhang, Czéh, Fliigge, & Zhang, 2010).

The main objective of this study was to identify structural alter-
ations (dendritic arborization and spine density) in GABAergic inter-
neurons of the hippocampus of chronically stressed mice and to relate
these changes to alterations in the expression of molecules implicated
in inhibitory neurotransmission and neuronal plasticity, such as the
polysialylated form of the neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM),
the glutamic acid decarboxylase 67 (GAD&7), or the marker of syn-
apses, synaptophysin (SYP). In the adult hippocampus PSA-NCAM is
strongly expressed in immature granule neurons, but our laboratory
also found this molecule in a subpopulation of hippocampal inter-
neurons (Nacher, Blasco-lbanez, & McEwen, 2002). These interneu-
rons have reduced dendritic arborization and spine density, as well
as decreased density of perisomatic innervation when compared with
interneurons lacking PSA-NCAM expression (Gémez-Climent et al.,
2011). Consequently, this molecule may play an insulating role, modu-

lating the connectivity of these inhibitory cells.

2 | MATERIAL AND METHODS

Thirteen young-adult (3-month-old) male GIN mice (EGFP-expressing
inhibitory neurons, Tg(GadGFP-45704Swn)), in which EGFP expres-
sion is under the GADé7 promoter, were used in this experiment
(Jackson laboratories, Bar Harbor, ME, USA). The animals were housed
in standard conditions, as described previously (Gilabert-Juan et al.,
2013). All animal experimentation was conducted in accordance with
the Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the
Council of 22 September 2010 on the protection of animals used for
scientific purposes and was approved by the Committee on Bioethics
of the Universitat de Valencia.

The chronic mild restraint stress procedure and histological tech-
niques were performed as previously described (Gilabert-Juan et al.,
2013, 2011). Briefly, mice (n = 7) were immobilized for 1 hr per day for
21 days (from 11 to 12 a.m.) in transparent 50-ml plastic conical tubes
with many air holes to allow ventilation. Control animals (n = 6) were
handled daily, but were left undisturbed in their cages after <1 min.

Mice were euthanized 24 hr after the last stress session in a ran-
dom order, in a different room than the one in which restraints were
carried out. Animals were perfused transcardially with 4% parafor-
maldehyde in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.2). The right hemisphere
was cryoprotected in a 30% sucrose solution in PB and cut in a sliding
microtome at 50 um. These sections were destined for immunohisto-
chemical analyses. The contralateral hemisphere was cut in 100 pm
sections with a vibratome and the resulting sections were used to ana-
lyze dendritic spine density on GFP expressing interneurons.

Immunohistochemistry for conventional light microscopy was
performed in three subseries (50-um-thick sections) from each ani-
mal and anti-PSA-NCAM (AbCys, 1:700, Cortabouef, France), anti-
GAD67 (Chemicon, 1:500, Millipore EMB, Bedford, MA), and anti-SYP
(Sigma, 1:200, Sigma-Aldrich, St. Louis, MQO) antibodies were used. In
order to amplify the EGFP fluorescent signal in interneurons destined
to morphological analysis (dendritic spine density and dendritic arbor-
ization), a simple fluorescent immunohistochemistry against EGFP was
performed with anti-GFP antibody (Millipore, 1:1,000, Millipore EMB,
Bedford, MA).

Sections stained by immunohistochemistry for conventional
microscopy were examined with an Olympus CX41 microscope under
bright-field illumination, homogeneously lighted and digitalized using
a CCD camera. Photographs to the different areas and layers were
taken at 20x magnification. Gray levels were measured using Image J
software (NIH).

Dendritic arborization and spine density were studied in neurons
located in the oriens layer of CA1 and CA3 regions. We randomly
selected only six isolated GAD-GFP neurons per animal and region
as previously described (Gilabert-Juan et al., 2013, 2011; Gdémez-
Climent et al., 2011). In order to be analyzed, GAD-GFP-expressing
cells had to fulfill the following features: (1) the cell must not show
any truncated dendrites, (2) the dendritic arbor of the cell must show
at least a process with a length greater than 150 um, and (3) the soma
must be located at least 30 pm deep from the surface of the tissue.
The stacks obtained were then processed using FIJI (Imagel) soft-
ware (NIH) in order to render 3D reconstructions. The neurons were
traced using the “Simple neurite tracer” Image) plugin, which also
allowed us to analyze their Sholl profile in 3D (Longair et al., 2011).
Spines were defined as any kind of protrusion found in a dendrite
and were quantified in three successive segments of 50 um distanc-
es up to a total length of 150 pum. Both structural parameters were
studied with a confocal microscope (Leica, SPE, Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany), which allowed us to follow in depth the dendrites
unbiasedly.

The number of neuronal somata-expressing GAD67-EGFP cover-
ing the total hippocampus and distinguishing by layers (oriens, lucid-
um, and radiatum) and regions (CA1 and CA3) was estimated using
a modified version of the fractionator method (West et al., 1991),
as described before (Varea et al., 2007; Castillo-Gémez et al., 2011).
Briefly, the fractionator sampling scheme refers to the methodology
of examining one of every six brain sections. One from six systematic-
random series of sections covering the whole rostral to caudal exten-
sion of hippocampus was viewed on an Olympus BX61 fluorescent
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FIGURE 1 (A) Regional eGFP cells labeling pattern and distribution in the hippocampus. (B) 2D projections of GAD67-EGFP-expressing
interneurons in the Oriens layer of the CA1 region of control (B1) and chronically stressed animals (B2). Insets in A1 and A2 show high-
magnification views of dendritic segments bearing spines. (C) Sholl analysis of GAD67-EGFP-expressing interneurons, showing the number

of intersections per 20 pm dendritic radial unit distance from the soma. Unpaired Student t-test showed a significant reduction in dendritic
arborization in stressed mice (p < .05) in the 20- and 60-pum segments. (D) Spine density was determined in three 50-um-length segments
located 0-50, 50-100, and 100-150 pm from the soma, respectively. Unpaired Student t-test showed no statistically significant differences in
any of the segments analyzed. Scale bar 15 pm for A1, 25 um for B1 and B2; 5 um for insets
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microscope for GAD67-EGFP cells. Cell somata were identified and
counted with a 40x objective. Cells appearing in the upper focal plane
were omitted to prevent counting cell caps.

Means were determined for each experimental group and data
were analyzed by Student’s t-test statistical analysis using the SPSS
statistics software (IBM, version 19, IBM-Deutschland GmbH, Munich,
Germany).

3 | RESULTS

Sholl analysis showed decreased dendritic arborization in GAD67-
EGFP expressing neurons in the CA1 region of stressed mice (Fig. 1),
but not in those of CA3 (Fig. 2). These differences in CA1 were sta-
tistically significant in two of the 20-um-length segments of distance
from the soma that were analyzed: 0-20 um segment (p =.0034),

Control

-a- Control
-9~ Stress

(B) & -

Number of intersections
-
1

® & P F P P & PF

]

Distance from the soma (um)

40-60 um segment (p = .0493), and a trend toward a reduction was
observed in the rest of segments. No differences in spine density
were found in any segment of the interneurons of CA1 or CA3 regions
(Figs. 1, 2).

No significant differences in the number of neuronal somata-
expressing GAD67-EGFP were observed in any region or layer of
interest, indicating that the number of this subpopulation of interneu-
rons is not altered under stress conditions.

Quantification of neuropil immunoreactivity was performed for
each immunostaining (GAD67, PSA-NCAM, and SYP) as previously
described (Gilabert-Juan et al., 2011). Different layers of CA1 and CA3
regions were selected in order to measure immunoreactivity (Table 1).
In the stressed mice, GAD67 expression was reduced significantly in
the stratum lacunosum-moleculare of CA1 (p =.048) and in the stra-
ta lucidum (p =.004) and radiatum (p =.005) of CA3. No significant
changes induced by stress were observed for SYP or PSA-NCAM
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FIGURE 2 2D projections of GAD67-EGFP-expressing interneurons in the Oriens layer of the CA3 region of control (A1) and chronically
stressed animals (A2). Insets in A1 and A2 show high-magnification views of dendritic spines of GAD67-EGFP-expressing interneurons. (B)

Sholl analysis of GAD67-EGFP-expressing interneurons, showing the number of intersections per 20-pum dendritic radial unit distance from the
soma. Unpaired Student t-test showed no statistically significant differences. (C) Spine density was determined in three 50-um-length segments
located 0-50, 50-100, and 100-150 um from the soma, respectively. Unpaired Student t-test showed no statistically significant differences in
any of the segments analyzed. Scale bar 25 pm for A1 and A2; 5 um for insets
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TABLE 1 Staining intensity of GAD67, PSA, and SYP molecules in the different layers of the hippocampus measured in arbitrary units

Region Layer Control Stress p-value
GAD67
CA1l Oriens 121.633 £ 8.720 116.366 + 3.917 .220
Pyramidal 147.966 + 9.196 140.533 + 3.221 .091
Radiatum 116.933 £7.216 113.933 £ 7.216 399
Lacunosum-Molec. 128.466 + 9.931 117.766 + 6.033 .048*
CA3 Oriens 137.100 + 14,419 135.133 +7.934 778
Pyramidal 151.366 + 9.341 144.400 + 3.530 118
Lucidum 171.266 + 4.679 163.000 + 2.561 .004*
Radiatum 132.900 + 5.274 123.666 * 3.545 .005*
Lacunosum-Molec. 140.200 + 3.008 138.543 + 4.853 786
PSA-NCAM
CA1l Oriens 121.006 + 7.258 115.857 + 4.350 .138
Pyramidal 133.800 + 3.706 126.943 + 2.318 134
Radiatum 119.266 + 6.180 116.371 + 4.668 i35
Lacunosum-Molec. 133.933 + 4.668 136.771 + 15.247 5735
CA3 Oriens 137.400 = 7.767 134.914 + 7.615 573
Pyramidal 127.650 + 1.877 128.029 + 2.692 913
Lucidum 175.566 + 11.608 165.687 + 5.728 .099
Radiatum 124.733 £ 7.355 121.228 + 1.682 .301
Lacunosum-Molec. 157.400 + 3.042 150.314 + 1.757 063
SYP
CA1l Oriens 142.466 + 10.379 136.00 + 12.373 334
Pyramidal 85.500 + 4,809 82.571+4.176 653
Radiatum 132.266 + 12.757 125.314 + 13.485 363
Lacunosum-Molec. 102.700 + 17.850 94.742 + 13.816 384
CA3 Oriens 145.880 * 3.537 141.914 + 12.243 .503
Pyramidal 89.067 + 5.739 84.171 £ 4.255 499
Lucidum 143.433 + 10.074 140 + 7.185 .555
Radiatum 132.600 + 11.625 125.685 + 11.733 310
Lacunosum-Molec. 132.567 + 5.387 131.000 + 3.821 .8129

GAD67, glutamic acid decarboxylase 67; PSA-NCAM, polysialylated form of the neural cell adhesion molecule; SYP, synaptophysin.

Significant values (p<0.05) are indicated by bold characters and an asterisk.

expression in the different layers and regions studied. We also ana-
lyzed the neuropil immunoreactivity in the different layers of the den-
tate gyrus, but we did not find any significant difference induced by
stress (data not shown).

4 | DISCUSSION

The animals used in this study did not present stress-induced changes
in their body weight (Gilabert-Juan et al., 2011), contrary to what it
has been found in other strains (Chmielarz et al., 2006). Although
there are no other experiments of chronic restrain stress using this
strain, it is possible that it may be particularly resilient to weight
changes, as other chronic stressors, such as social isolation, also failed
to induce changes in body weight (Volden et al., 2013). Future stud-
ies should measure corticosterone levels and adrenal/thymus weights
in order to reveal physiological changes associated with the stress-
induced neuronal plasticity.

Our results show a reduction in the dendritic arborization of inter-
neurons in the CA1, but not in CA3, after chronic stress. This chronic
restraint stress paradigm (1 hr per day, 21 days) should be considered

mild. In fact, previous studies have demonstrated that in rats 2 hr
of restraint per day are not enough to induce dendritic remodeling
in pyramidal hippocampal neurons (McLaughlin, Gomez, Baran, &
Conrad, 2007). However, similar restraint durations (2-3 hr) are able
to induce morphological, neurochemical, and behavioral changes in
mice (Qin, Xia, Huang, & Smith, 2011; Satoh, Tada, & Matsuhisa, 2011)
and our previous experiments using the present strain and stress par-
adigm showed changes in the structure of amygdaloid and hippocam-
pal interneurons (Gilabert-Juan et al., 2013, 2011). The EGFP-labeled
cells in the CA1 region of GIN mice are O-LM interneurons, which
project to the distal apical dendrites of pyramidal neurons in the
stratum lacunosum-moleculare (Oliva et al., 2000). Previous studies
in rats have revealed that chronic stress can induce atrophy of the
apical dendritic tree of CA1 pyramidal neurons, including a retrac-
tion of their dendritic terminal segments (Sousa et al., 2000). Similar
results have been obtained in the CA1 region of some mice strains
subjected to chronic stress, where apical dendritic atrophy and spine
density reduction have been observed (Christian, Miracle, Wellman,
& Nakazawa, 2011; Magarifios et al., 2011; Pawlak et al., 2005). It
is possible that the reduction in dendritic arborization in the O-LM
interneurons may also result in a decrease in the density or alterations
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in the neurotransmission of the synaptic contacts that they make on

the distal dendrites of pyramidal neurons. In the opposite direction,
the atrophy of the distal arbor of pyramidal neurons may also induce
reductions in the number of synaptic contacts made by O-LM inter-
neurons or their function and this has an impact on their dendritic
arborization. Future experiments should explore in detail the time
course of the neuronal remodeling induced by stress in both principal
neurons and interneurons. Notwithstanding, the reduction in GAD67
expression that we have observed in the CA1 stratum lacunosum-
moleculare after stress is consistent with these putative reductions
in the input that O-LM cells send to the distal dendrites of pyrami-
dal neurons. No changes in GAD67 expression were detected in the
stratum lacunosum-moleculare of CA3, which may be explained,
at least partially, by the lack of structural remodeling in CA3 O-LM
interneurons, However, reductions in GADé67 expression have been
observed in the strata lucidum and radiatum, which most likely are
due to changes in other interneuronal subpopulations, such as the
mossy fiber-associated (MFA) or the calbindin-expressing multipolar
interneurons of CA3, among others (Freund & Buzsaki, 1996; Vida &
Frotscher, 2000). It is also possible that at least part of this reduction
could be due to cell death. Although there is no evidence of neuro-
nal degeneration in this hippocampal region after this paradigm of
chronic stress, a 3-week treatment with corticosterone produced
a decrease in the density of cells in the CA3 but not in the CA1 of
adult rats (Sapolsky, Krey, & McEwen, 1985). The previous literature
on the expression of this marker of inhibitory neurotransmission in
the CA1 has described increases after chronic social stress (Makinson,
Lundgren, Seroogy, & Herman, 2015), but not after chronic variable
intermittent stress (Bowers, Cullinan, & Herman, 1998). However,
these studies measured mRNA expression and were not focused in
a particular layer.

Our results on the analysis of PSA-NCAM expression are similar
to those found previously in the mPFC of GIN mice, where chron-
ic stress did not induce changes (Gilabert-Juan et al., 2013). Previous
studies in rats have found increases in the hippocampal expression
of this plasticity-related molecule after chronic restrain stress (Pham,
Nacher, Hof, & McEwen, 2003; Sandi, Merino, Cordero, Touyarot, &
Venero, 2001). However, the daily restrain period used was consider-
ably longer in rats than in our mice. Moreover, the increased expression
of PSA-NCAM in rats appears to be associated mainly with changes in
granule neurons and their projections to CA3 stratum lucidum (Pham
et al., 2003).

Our study adds to the growing evidence that hippocampal inhibi-
tory networks are also the targets of chronic stress. A negative impact
of this aversive experience on the density of interneurons-expressing
parvalbumin, calretinin, and also in those expressing neuropeptide
Y and somatostatin has been recently described in rats (Czéh et al.,
2015). Although most of EGFP-labeled interneurons in the hippocam-
pus of GIN mice express somatostatin, we have failed to find decreas-
es in the number of these interneurons in our model. This discrepancy
may be explained by the longer exposure to stressor in the Czéh et al.
(2015) study (9 weeks vs. 3 weeks in our study), as well as by species
differences in the response to chronic stressors.
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Chronic stress has an important impact on the adult brain. However, most of the
knowledge on its effects is focused on principal neurons and less on inhibitory neurons.
Consequently, recent reports have begun to describe stress-induced alterations
in the structure, connectivity and neurochemistry of interneurons. Some of these
changes appear to be mediated by certain molecules particularly associated to
interneurons, such as the polysialylated form of the neural cell adhesion molecule (PSA-
NCAM) and components of the perineuronal nets (PNN), specialized regions of the
extracellular matrix. These plasticity-related molecules modulate interneuronal structure
and connectivity, particularly of parvalbumin expressing basket interneurons, both during
development and adult life. These inhibitory neurons are specially affected after chronic
stress and in some stress-related disorders, in which the expression of PSA-NCAM
and certain components of PNN are also altered. For these reasons we have decided
to study PSA-NCAM, PNN and parvalbumin expressing interneurons after 10 days of
chronic restraint stress, a time point in which its behavioral consequences are starting
to appear. We have focused initially on the medial prefrontal cortex (mPFC), basolateral
amygdala (BLA) and hippocampus, regions affected by stress and stress-related
psychiatric diseases, but we have also explored the habenula and the thalamic reticular
nucleus (TRN) due to the important presence of PNN and their relationship with certain
disorders. PSA-NCAM expression was increased by stress in the stratum lacunosum-
moleculare of CA1. Increases in parvalbumin immunoreactive cells were detected in
the mPFC and the BLA, but were not accompanied by increases in the number of
parvalbumin expressing perisomatic puncta on the somata of principal neurons. The
number of PNN was also increased in the mPFC and the habenula, although habenular
PNN were not associated to parvalbumin cells. Increased expression of parvalbumin
and components of PNN were also detected in the TRN after chronic restraint stress,
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revealing for the first time substantial effects on this region. Our study shows that,
even a short chronic stress protocol, can induce consistent changes in interneuronal
plasticity-related molecules in cortical and extracortical regions, which may represent
initial responses of inhibitory circuits to counteract the effects of this aversive experience.

Keywords: chronic stress, perineuronal net, PSA-NCAM, medial prefrontal cortex, basolateral amygdala, reticular
thalamic nucleus, habenula, hippocampus

INTRODUCTION

Stress, a prevalent experience in modern society, is a major
predisposing and triggering factor to mood disorders in humans.
Studies in both humans and rodents show that stress impairs
the functioning of the medial prefrontal cortex (mPFC) and
basolateral amygdala (BLA) (Shepard et al, 2016; Pesarico
et al,, 2017; Sachs et al, 2018), which are two of the brain
regions predominantly dysfunctional in stress-related psychiatric
disorders, such as generalized anxiety, major depression and
post-traumatic stress disorder (PTSD) (Drevets et al., 2008). The
effects of stress and stress-related disorders are not, however,
restricted to these two regions and have been also detected in
the hippocampus or the habenula, among others (Jacinto et al.,
2017; Belleau et al., 2018). Several studies have demonstrated the
existence of profound changes in the structure and connectivity
of excitatory neurons in the aforementioned regions after chronic
stress (McEwen, 2000; Roozendaal et al., 2009; Radley et al.,
2015; Jacinto et al., 2017). More recently, it has become evident
that chronic stress also induces changes in inhibitory circuits
of the adult brain and that similar alterations can be found in
patients suffering from major depression or PTSD. At the cellular
level these alterations include decreases in the density (Czeh
et al,, 2005, 2015) and changes in the structure (Gilabert-Juan
etal, 2011, 2013, 2017) of certain interneuronal subpopulations.
Interestingly, one group of interneurons specially affected by
chronic stress are those expressing parvalbumin (PV): decreases
in the density of PV+ interneurons have been detected in the
mPFC and the hippocampus of adult rats submitted to chronic
stress (Czeh et al.,, 2005, 2015, 2018; Zadrozna et al., 2011;
Banasr et al., 2017). Moreover, a reduction of synaptic release
has been described in the perisomatic region of mPFC pyramidal
neurons, where most of these PV+ interneurons establish their
synaptic contacts (Czeh et al., 2018). However, it is not known
whether chronic stress could induce changes in this population
of interneurons in other brain regions affected in stress-related
disorders, such as the amygdala or the habenula.

The maturation and plasticity of PV4 interneurons are
mediated by the presence of molecules that influence their
structure and connectivity. Recently, different laboratories,
including our own, have been studying the role of the
polysialylated form of the neural cell adhesion molecule (PSA-
NCAM) and of perineuronal nets (PNN) on the plasticity of
PV+ interneurons. PSA-NCAM is expressed by a subpopulation
of interneurons in the adult telencephalon, and particularly
it is present in some of the boutons that PV+ basket cells
establish on the somata of pyramidal neurens (Castillo-Gomez
et al., 2011). The expression of PSA-NCAM is critical for the
regulation of this inhibitory input, both during their development
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(Di Cristo et al,, 2007) and during adulthood (Castillo-Gomez
etal,2011,2016). PNN are specialized regions of the extracellular
matrix, which are particularly abundant surrounding the somata,
dendrites and proximal axon segment of fast-spiking, PV+
interneurons (Hartig et al., 1992). Although the function of PNN
has not yet been fully resolved, research conducted has suggested
that these structures are involved in the closure and reopening of
critical periods, response to aversive experiences such as fear and
the regulation of synaptic plasticity (Gogolla et al., 2009; Carulli
et al., 2010; Pantazopoulos and Berretta, 2016; Sorg et al., 2016;
Banerjee et al., 2017).

These important roles of PSA-NCAM and PNN in the
development and plasticity of interneuronal circuits are probably
reflected in the alterations of their expression levels found in
different psychiatric disorders (Varea et al,, 2012; Berretta et al,,
2015). Moreover, the study of rodent models of chronic stress
has revealed alterations in the expression of PSA-NCAM and
some of the molecules integrated in the PNN, which may suggest
their involvement on the plasticity associated to this aversive
experience, particularly on that of inhibitory neurons (Sandi,
2004; Nacher et al., 2013; Soleman et al., 2013). Unfortunately,
the information on the expression of these plasticity-related
molecules after stress is still fragmentary. The expression of these
molecules has not been studied yet in some regions of the adult
CNS after chronic stress and most of the information regarding
changes in PNN has been obtained in models subjected to stress
in early life (Castillo-Gomez et al., 2017; Ueno et al., 2018).

The main objective of the present study was to study the
effects of a short period of chronic stress, 10 days of restraint, on
PV+ interneurons, PSA-NCAM and PNN in the brain of adult
rats. We have focused on the effects on the mPFC and the BLA,
because in these regions previous reports already have shown
alterations in interneurons after chronic stress, but we have also
explored other regions affected by this aversive experience, such
as the hippocampus and the habenula. We have also studied
the thalamic reticular nucleus (TRN), a region with a very high
density of PNN surrounding PV+ interneurons. Interestingly,
the density of both PV+ interneurons and PNN is altered in
this thalamic region in patients suffering from schizophrenia and
bipolar disorder (Steullet et al., 2017), two psychiatric disorders
in which stress may act as a precipitating factor.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Stress Procedure

Adult male Sprague-Dawley rats (13 weeks-old at the beginning
of the experiment; 381.9 & 4.1 g; Harlan Interfauna Iberica S.L.,
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Barcelona, Spain) were used for all experimental procedures.
Animals were housed in groups of 3 in a temperature- and
humidity-controlled environment and maintained on a 12 h
light/dark cycle with food and water available ad libitum. Rats
were allowed to habituate to our facilities 1 week prior to the
start of the experiments. All experiments were performed during
the lights on period, and were conducted in accordance with
the Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the
Council of 22 September 2010 on the protection of animals used
for scientific purposes and was approved by the Committee on
Bioethics of the Universitat de Valéncia. Every effort was made to
minimize the number of animals used and their suffering.

Twelve rats were used for repeated restraint stress experiment.
One group of rats (n = 6) were stressed 6 h per day (10:00 a.m.)
for 10 consecutive days. These rats were kept inside wire mesh
restrainers that were clamped at both openings and were placed
inside their home cages during the restraint sessions. Six rats
were left undisturbed in their home cages and served as controls
for this experiment. The control and stressed rats were kept in
separate cages. The animals were euthanized 24 h after the last
stress session in a random order, in a different room than the one
in which restraints were carried out.

Perfusion, Microtomy, and

Immunohistochemistry

Animals were deeply anesthetized with sodium pentobarbital and
transcardially perfused with 4% paraformaldehyde solution in
phosphate buffer (PB) 0.1 M. The brains were cryoprotected (30%
sucrose in PB 0.1 M, 48 h) and afterward cut in 50-pum-thick
coronal sections, using a freezing-sliding microtome (LEICA
SM2000R, Leica). Sections were collected in 10 subseries.

Two subseries of sections were processed “free-floating” for
immunohistochemistry. Briefly, sections were washed in PBS
and then incubated for 1 h in 10% normal donkey serum
(NDS; Abcys) in PBS with 0.2% Triton X-100 (PBST; Sigma-
Aldrich). Afterward, they were incubated for 48 h at 4°C
with the appropriate primary antibody or antibody cocktail
(see Table 1) diluted in PBST and 5% NDS: (a) a double
staining with an antibody against parvalbumin (PV) and a
biotin-conjugated lectin from Wisteria floribunda agglutinin
(WFA) to label PNN and (b) a triple immunostaining using an

TABLE 1 | List of primary and secondary antibodies used in the study.

Dilution Company
Primary antibodies
Polyclonal guinea pig anti-parvalbumin 1:2000 Synaptic Systems
WFA lectin biotin-conjugated 1:200 Sigma
Polyclonal rabbit anti- synaptophysin 1:500 Millipore
Monocolonal mouse anti-CaMKII 1:500 Abcam
Secondary antibodies
Goat anti-mouse AB35-conjugated 1:200 Life Technology
Goat anti-guinea pig A555-conjugated 1:200 Life Technology
Donkey anti-rabbit A488-conjugated 1:200 Invitrogen
Avidin AB47-conjugated 1:200 Invitrogen
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anti-CaMKII-o primary antibody in combination with anti-PV
and anti-synaptophysin (SYN) primary antibodies, to study the
perisomatic innervation of pyramidal neurons. After washing,
sections were incubated for 2 h at room temperature with
appropriate fluorochrome conjugated secondary antibodies or
avidin (see Table 1), which were also diluted in PBST. Finally,
sections were washed in PB 0.1 M, mounted on slides and
coverslipped using fluorescence mounting medium (Dako).

Another subseries of sections was processed “free-floating”
for conventional immunohistochemistry as follows. Briefly,
sections were incubated for 1 min in an antigen unmasking
solution (0.01 M citrate buffer, pH 6) at 100°C. After cooling
down the sections to room temperature, they were incubated
with 10% methanol, 3% H,O; in phosphate buffered saline
(PBS) for 10 min to block endogenous peroxidase activity.
After this, sections were treated for 1 h with 5% NDS (Jackson
Laboratories) in PBS with 0.2% Triton-X100 (Sigma) and were
incubated overnight at room temperature in mouse monoclonal
Men-B anti-PSA-NCAM antibody (1:1400; Abcys). After
washing, sections were incubated for 30 min with donkey anti-
mouse IgM o donkey anti-mouse IgG biotinylated antibodies
(Jackson Laboratories, 1:250), followed by an avidin-biotin-
peroxidase complex (ABC, Vector Laboratories) for 30 min
in PBS. Color development was achieved by incubating with
3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Sigma) for
4 min. PBS containing 0.2% Triton-X100 and 3% NDS was
used for primary and secondary antibodies dilution. All of the
sections studied passed through all procedures simultaneously,
to minimize any differences from immunohistochemical
staining itself.

Quantification of PSA-NCAM Expression

We determined PSA-NCAM immunoreactivity intensity in the
neuropil of the different regions studied [superficial and deep
layers of cingulate 1 (Bregma 3.7 to Bregma -1.4), prelimbic
(Bregma 4.7 to Bregma 2.2) and infralimbic (Bregma 3.2 to
Bregma 2.2) cortices, BLA (Bregma 1.6 to Bregma -4.16) and all
layers in the CA1 region of the ventral (Bregma -4.3 to Bregma -
6.3) and dorsal (Bregma -1.6 to Bregma -4.3) hippocampus]
using a previously described methodology (Varea et al.,, 2007).
We analyzed 7 slices per animal for the mPFC, 2 for the
BLA and 3 for the ventral and dorsal hippocampus. Sections
were examined under bright-field illumination, homogeneously
lighted and digitalized using a CCD camera. Photographs were
taken at 20x magnification. The different regions of interest
were delineated using the polygon selection tool in free Java
image- processing program Fiji (Schindelin et al., 2012). Gray
levels were then converted to optical densities (OD). In order to
normalize the values, the gray levels obtained from photographs
of the corpus callosum in each section were subtracted from those
obtained in the different layers. We used a parallel subseries of
section stained with toluidine blue in order to better delineate
the regions, subregions and layers under study. We were able
to distinguish the border of CA1/CA2 region with the aid of
our subseries of sections stained with WFA. This lectin labels
intensely the neuropil of the CA2 region making it easily
discernible (Lensjo et al., 2017).
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Quantification of PV Expressing Cells

and PNN

The total number of PV+ neurons, PNN, and PV+ neurons
surrounded by PNN from the hippocampus, BLA, habenula
and mPFC (including the cingulate 1, prelimbic and infralimbic
cortices) were estimated using a modified version of the
fractionator method (West, 1993; Nacher et al., 2002; Varea
et al., 2007). We counted cells covering 100% of the sample
area, that is, within each section, all labeled cells in the different
subdivision and layers were counted. The fractionator sampling
scheme refers to the methodology of examining one out of
every 10 brain sections. Thus, our modification of the optical
dissector combined with a 1:10 fractionator sampling is truly a
modification of the optical fractionator method. 1:10 systematic-
random series of sections covering the whole rostral to caudal
extension of the structures were viewed on an Olympus CX41
microscope. The volume of the different regions analyzed was
determined for each animal using the Cavalieri’s principle
(Gundersen and Jensen, 1987) and no differences between
groups were observed.

Cell somata were identified and counted with a 40x
objective using a fluorescence microscope (Olympus CX41). Cells
appearing in the upper focal plane were omitted to prevent
counting cell caps. In order to classify a cell as positive for PNN
or PV every somata was surrounded by a polygon selection using
FIJI. Then we analyzed the mean gray value of this selection. Only
cells with values higher than 60 were considered positive.

Quantification of PV and PNN
Fluorescence Intensity in the Thalamic
Reticular Nucleus and the CA2 Region of

the Hippocampus

The high density of PV+ somata and PNN in the TRN
made impossible the counting of individual neurons in these
structures. Therefore, we measured the intensity of their
fluorescence in the reticular thalamic nucleus in order to have
an estimation of their abundance and the expression of these
markers in this region. We also applied this methodology in
the CA2 region, where no individually discernible PNN could
be found; WFA labeling was very intense and widespread.
Three slices per animal containing the TRN (Bregma -1.3
to Bregma -3.8) and 3 containing the dorsal hippocampus
(Bregma -1,7 to Bregma -2.18) were studied. Photographs
were taken at 20x magnification with a confocal microscope
(Leica TCS SPE). The TRN and the CA2 region were
delineated using the polygon selection tool in Fiji (Schindelin
et al, 2012). In order to normalize the values, the gray
levels obtained from photographs of the external capsule in
each section were subtracted from those obtained in the
different layers.

Quantification of Perisomatic Puncta on

Pyramidal Neurons
The density of puncta expressing SYN and PV surrounding
principal neuron somata (identified by CaMKII-o expression)
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was analyzed in the regions showing alterations in the number
of PV+ cells. For this purpose, we followed a previously
described protocol (Guirado et al, 2014). In the mPFC and
BLA, between 20 and 25 pyramidal neurons were imaged per
animal in three different sections. Confocal z-stacks covering
the whole depth of the neuron somata were taken with
0.5 pwm step size using a 63x oil objective with 2x digital
zoom magnification (Leica TCS SPE confocal microscope). The
profile of the soma of these neurons was drawn manually,
then a macro was used to analyze the density of puncta
around the perimeter. The manual selection was enlarged
1 pm in order to define the perisomatic area. Images were
then processed to binarize the 5% brightest elements of the
histogram. All particles displaying an area not smaller than
0.15 um? and not larger than 2.5 um? were defined as
puncta (Di Cristo et al, 2007). The definition of puncta
was based on previous literature (Di Cristo et al, 2007).
We analyzed areas acquired by the confocal microscope that
were averaged 3 times (each confocal plane), decreasing noise
significantly. The smallest puncta we recognized had a lateral
size of 0.38 wm, which is above the lateral resolution of the
confocal microscope.

Statistics

All slides were coded prior to quantitative analysis, and the
code was not broken until the quantification was completed.
All experimental results are given as the mean + S.E.M. First,
we evaluated the normality of data using the D’Agostino and
Pearson omnibus test. Comparisons between control and stressed
groups were performed by the Students t-test. Probability
values less than 0.05 (p < 0.05) were considered as statically
significant. The correlation coefficients between the number
of PV positive neurons and that of PNN in different brain
regions, in control and stressed animals), were tested by using
Pearson’s correlation analysis. A p value <0.05 was considered
statistically significant.

RESULTS

Effects of Restraint Stress on

PSA-NCAM Expression

We have analyzed PSA-NCAM expression in the neuropil
of different telencephalic regions in which this molecule has
a considerable expression and in which we have previously
detected changes in its expression or in those of molecules
involved in inhibitory neurotransmission after chronic stress:
the mPFC, the BLA and the dorsal and ventral hippocampus,
see Nacher et al. (2013) for review. Chronic stress induced
increases in the expression of PSA-NCAM in the CAl region
of the ventral and dorsal hippocampus (Figures 1A-D): In the
dorsal hippocampus we observed a significant increase in the
stratum lacunosum-moleculare, the layer with higher levels of
expression of this molecule (Figure 1C; p = 0.006). In the
ventral hippocampus we found significant increases in the strata
pyramidale and radiatum (Figure 1D; p = 0.021, p = 0.038).
Ten days of restraint stress did not induce significant changes in
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FIGURE 1 | Graphs representing the changes in the intensity of the polysialylated form of the neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM) immunostaining in the
neuropil of different telencephalic regions. (A,B) Microphotographs of the dorsal (A) and ventral (B) hippocampus of a control (A1,B1) and a chronically stressed
(A2,B2) rat. (C,D) CA1 region of the dorsal (C) and ventral (D) hippocampus, including the strata oriens (Or), pyramidale (Py) radiatum (Rad) and
lacunosum-moleculare (LMol). (E-G) superficial (I-lll, Sup) and deep (IV-VI) layers of the mPFC, including the prelimbic (PrL, E), infralimbic (IL, F) and cingulate 1
(Cg1, G) cortices. (H) Basolateral amygdala (BLA). Values represent mean + S.E.M. Asterisks indicate statistically significant differences between groups (Control x
Stress) after unpaired Student’s t-test (*p < 0.05; **p < 0.01; ¥0.1 < p < 0.05). Scale bars: 15 um.
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neuropil PSA-NCAM immunostaining in any of the regions of
the mPFC (Figures 1E-G) or in the BLA (Figure 1H).

Effects of Restraint Stress in the Number

of PNN and PV+ Cells

The number of PNN (p = 0.022) and parvalbumin expressing
(PV+) cells (p = 0.045) in the mPFC (including the infralimbic,
prelimbic and cingulate 1 cortices) were significantly increased

Medial Prefrontal Cortex

Control
N

..
N

Stress

dala

Control

Stress
m
N

N

Control

n
N

Stress

indicate the studied regions in light blue (modified from Paxinos and Watson,

Chronic Stress Modulates Interneuronal Plasticity

in stressed rats when compared to controls. However, there was
no significant difference in the number of PV+ cells surrounded
by PNN (p = 0.146) between the groups (Figures 2A,B,G).
The density of PV+ neurons and PNN showed a strong and
significant positive linear correlation in the mPFC of control
animals (r = 0.9118, p < 0.01), but this correlation was not
significant in stressed individuals (r = 0.717, p < 0.108). We
also investigated whether repeated restraint stress altered the
number of PV+ cells and PNN in the BLA. The number
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FIGURE 2 | Perineuronal nets (PNN), parvalbumin (PV) expressing neurons and their colocalization in the mPFC, basolateral amygdala and the hippocampal CA1 in
control rats and after 10 days of chronic restraint stress. Representative confocal images showing the distribution of PNN (A1-F1; green), PV+ somata (A2-F2; red)
and their colocalization (A3-F3) in the mPFC (A,B) the basolateral amygdala (C,D) and the CA1 region of the hippocampus. Schemes on the right of figures (A-F)
1998). Graphs on the right side of the figure indicate changes in the total number of
PNN, PV+ somata and PV+ somata surrounded by PNN in the mPFC (G), the basolateral amygdala (H) and the hippocampus (l). Values represent mean + S.E.M.
Asterisks indicate statistically significant differences between groups (Control x Stress) after unpaired Student’s t-test (*p < 0.05, ***p < 0.001). PrL: prelimbic
cortex, IL: infralimbic cortex, Cg1: cingulate 1 cortex, BLA: basolateral amygdala. Scale bar 15 um.
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of PV+ cells in this amygdaloid region was significantly
increased in stressed rats (p = 0.023). There were no significant
differences in the number of PNN (p 0.407) or PNN/
PV+ cells (p =
PV+ and PNN neurons showed a significant positive linear
correlation in the BLA of control animals (r = 0.804, p < 0.05),
but such correlation did not exist in stressed individuals
(r=-0.04, p < 0.941).

0.653) (Figures 2C,D,H). The number of

nronic Stres

odulates Interneuronal Plasticity

or PNN/PV+ cells (p = 0.670) (Figures 2E,EI). The number
of PV+ neurons and PNN did not show a significant
linear correlation neither in the CAl of control animals
(r = -0.407, p < 0.422), nor in that of stressed individuals
(r=0.681, p < 0.136).

We also studied whether repeated restraint stress
affected PNN and PV+ cells in the TRN. By analyzing
the intensity of fluorescence, we found that stress clearly

The analysis of the number of PNN in the hippocampal increased the immunoreactivity of PNN (p = 0.033) and PV
CA1 region revealed a significant decrease in stressed rats (p = 0.0002) (Figures 3A,B,D). Using the same methodology,
when compared to controls (p = 0.0008). There were no we analyzed WFA fluorescence in the hippocampal CA2
significant differences in the number of PV+ cells (p = 0.626) and did not find significant differences (p = 0.448) after
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FIGURE 3 | Perineuronal nets (PNN), parvalbumin (PV) expressing neurons and their colocalization in the reticular thalamic nucleus and the habenula in control rats
and after 10 days of chronic restraint stress. (A,B) Representative confocal images showing the distribution of PNN (A1,B1; green) and PV+ somata (A2,B2; red) in
the reticular thalamic nucleus of control (A) and stressed (B) rats. (C) Confocal images showing the distribution of PNN (green) in the habenula of control (C1) and
stressed (C2) rats; no PV immunoreactive somata could be detected in the habenula, neither in control nor in stressed animals. (D,E): Graphs on the right side of the
figure indicate changes in the fluorescence intensity of PNN and PV stainings in the reticular thalamic nucleus (D) and of the total numbers of PNN in the habenula
(E). Schemes on the top right of the figure indicate the studied regions in light red (reticular thalamic nucleus) and light blue (habenula) (modified from Paxinos and
Watson, 1998). Values represent mean + S.E.M. Asterisks indicate statistically significant differences between groups (Control x Stress) after unpaired Student’s
t-test (*p < 0.05). Scale bar 15 pm.

19 | Volume 13 | Article 197

1 Cellular Neuroscience



’esarico et al Chronic Stress Modulates Interneuronal Plasticity

Medial Prefrontal Cortex

Control

Stress

Control

Stress

I Control
0.05 - 0.15- [ Stress
0.04 4
E J SE—
£ oosl g 0.10
8 8
o . Q
S 0024 c
3 T -l— 2 0.05-
0.01 1
0.00- o_oo.i I I
Syn+/PV+ Syn+/PV- Syn+/PV+ Syn+/PV-

FIGURE 4 | Confocal microscopic analysis of parvaloumin (PV) and synaptophysin (SYN) expressing puncta in the perisomatic region of excitatory neurons in the
mPFC and basolateral amygdala in control rats and after 10 days of chronic restraint stress. Single confocal planes of principal neuron somata (immunolabeled for
CaMKIl-a; blue) showing perisomatic puncta immunoreactive for SYN (A1-D1; red) and PV (A2-D2; green) and their colocalization (A3-D3) in the mPFC (A,B) and
the basolateral amygdala (C,D). Graphs on the bottom of the figure show changes in the linear density (number of puncta/pum of soma perimeter) of synaptophysin
expressing perisomatic puncta with (Syn+/PV+) or without (Syn+/PV-) PV coexpression (E: mPFC; F: BLA). Values represent mean + S.E.M. Asterisks indicate
statistically significant differences between groups (Control x Stress) after unpaired Student’s t-test (*p < 0.05). Scale bar 5 um.
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chronic stress. In accordance with previous reports (Smith
et al, 1987; Li et al, 2011; Meye et al., 2013) we failed
to detect parvalbumin expressing interneurons in the
habenula, although some PNN could be observed and
quantified. The number of these PV-/PNN was significantly
increased (p = 0.025) after 10 days of chronic restraint
stress (Figures 3C,E).

Effects of Restraint Stress on PV
Immunoreactive Puncta on the
Perisomatic Region of mPFC and
Basolateral Amygdala Excitatory
Neurons

Since repeated restraint stress altered the number of PV+
interneurons in the mPFC and the BLA and given the
importance of these cells on the perisomatic inhibition of
excitatory neurons, we decided to analyze the density of
synaptophysin (SYN) expressing puncta with or without PV
immunoreactivity surrounding the somata of these principal
neurons. The excitatory neuronal somata were identified by the
presence of CAMKII immunoreactivity. In the mPFC repeated
restraint stress did not change the density of SYN+/ PV+ puncta
but decreased significantly that of PV-/SYN expressing puncta
(p=0.019), (Figures 4A,B,E). Chronic stress did not significantly
change the density of perisomatic puncta on excitatory neurons
of the BLA (Figures 4C,D,F).

DISCUSSION

The main objective of this study was to evaluate the effects of
chronic stress on molecules related to interneuronal plasticity
in different regions of the adult CNS. Our results reveal only
local effects on PSA-NCAM expression in the hippocampal
CALl region. By contrast, they show wider and more profound
alterations in the number of PNN, which in some cases are
associated to PV+ and in some others appear to be independent
from these interneurons. Interestingly, these alterations in PNN
are not only found in the commonly studied regions in chronic
stress models, but also in less explored areas, such as the habenula
or the reticular thalamic nucleus.

We first evaluated the expression of PSA-NCAM, since this
molecule is expressed by a subpopulation of interneurons in the
adult telencephalon and regulates their structure and connectivity
(Gomez-Climent et al,, 2011). We have only found a considerable
increase in PSA-NCAM expression in the stratum lacunosum-
moleculare of CA1. It is probable that these changes affect mainly
O-LM cells, which are interneurons that project specifically to
this layer and which morphology and connectivity is particularly
regulated by PSA (Guirado et al., 2014). Moreover, changes in
the structure of these interneurons and of GAD67 expression
in CA1 have been observed in mice subjected to chronic stress
(Gilabert-Juan et al., 2017). The presence of higher levels of
PSA-NCAM expression in these cells may thus increase their
insulation, leading to decreases in dendritic complexity and
reduced connectivity (Gomez-Climent et al., 2011). However, in
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the CA1 PSA-NCAM is not exclusively associated to inhibitory
elements (Gomez-Climent et al, 2011) and, consequently,
changes in the expression of this molecule might be also affecting
the connectivity of principal neurons.

The other focus of our study was on parvalbumin expressing
interneurons and their relationship with PNN. Our results
showing an increase in the number of PV expressing neurons
in the mPFC or the BLA are apparently in contrast with
previous reports describing decreases in prefrontocortical PV+
somata after chronic stress [5 weeks of chronic unpredictable
stress (Banasr et al., 2017)], although some were only found in
anhedonic animals (9 weeks of chronic mild stress) (Czeh et al.,
2018). Another report, using 2 weeks of chronic unpredictable
stress or 8 weeks of chronic mild stress, did not find changes in
the density of PV+ somata in the mPFC of Wistar rats (Zadrozna
et al., 2011). However, in agreement with our results, recent
studies with shorter periods (2 weeks) of chronic stress have
found significant increases in the number of PV+ cells and PV
mRNA in the mPFC of adult female mice and in the density
of excitatory puncta on the perisomatic region of PV cells in
both sexes (Shepard et al.,, 2016; Shepard and Coutellier, 2018).
Furthermore, Filipovic et al. (2018) and Todorovic et al. (2019)
demonstrated that chronic social isolation leads to a decreased
number of PV+ cells in the mPFC and hippocampus of adult
male Wistar rats.

Additionally, chronic variable stress for 2 weeks in the same rat
strain used in our experiment increased the inhibition of mPFC
pyramidal cells and the density of inhibitory puncta around the
somata of these principal neurons (McKlveen et al., 2016). In
contrast with these results, we have failed to find decreases in the
density of puncta coexpressing PV and synaptophysin (SYN) in
our stressed animals. However, the density of PV-SYN+ puncta
decreased markedly, which may indicate a reduction in other
type of perisomatic synapses, more likely of those coming from
cholecystokinin (CCK) expressing basket interneurons. This is
in accordance with the recently found reductions in the number
of CCK+ neurons in the mPFC of rats subjected to 9 weeks of
chronic mild stress (Czeh et al., 2018).

The variability in the results obtained in our study and the
previous ones on the effects of chronic stress on PV+4 cells
may obey to differences in the rat strain used, the lack of
discrimination between different prefrontocortical regions and,
particularly, to differences in the duration and nature of the stress
protocol employed. It is possible that in animals submitted to
shorter stress protocols PV+- interneurons were activated, leading
to an increased inhibition on pyramidal neurons. On the other
hand, in longer protocols, in which depressive-like behaviors
become persistent, these interneurons may show a decrease in
their activity and parvalbumin expression. It is also important to
note that there is a decrease in excitatory neurotransmission on
PV+ interneurons of the mPFC in learned helplessness and that
the suppression of the activity of these inhibitory cells promotes
the apparition of this depressive-like behavior (Perova et al,
2015). Consequently, the activation of PV+ interneurons in the
mPFC in earlier phases of chronic stress may be interpreted as
a response to promote the establishment of resilient behaviors,
as Shepard and Coutellier (2018), Shepard et al. (2016) and our
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own data suggest. In fact, previous reports strongly suggest that
the end of the 10 days of restraint coincides with a period in
which the behavioral effects of stress are starting to be observed
(McLaughlin et al., 2007; Reznikov et al., 2008; Grillo et al., 2015).

Similar to what we have observed in the mPEC, we also
found an increase in the number of PV+ cells in the BLA of
our stressed rats. Reznikov et al. (2008), using the same stress
paradigm employed in the present study did not find changes in
the density of PV+ cells in the BLA. This discrepancy may arise
from differences in the methodology employed for quantification:
We estimated the total number of PV+ interneurons in the
whole BLA using a modified version of the fractionator method
(West, 1993; Nacher et al, 2002), while cell densities were
calculated specifically from the medial-caudal extent of the
anterior subdivision of this amygdaloid region (Reznikov et al.,
2008). It has to be noted, however, that Reznikov et al. (2008)
observed a marked increase in the percentage of PV+ cells
displaying c-Fos immunoreactivity in their nuclei, which also
suggest an activation of these interneurons in this stress protocol.

We do not believe that the increase in PV+ interneurons is
due to the incorporations of new cells to the circuitry. We think
that the increase in number reflects an increase in the expression
of this calcium binding protein and that some interneurons that
expressed very low levels of PV (and thus were not detected
in control animals), increase their PV expression and become
detectable in the stressed animals. A similar switch toward high
parvalbumin expression has been observed in the hippocampus
after fear conditioning (Donato et al., 2013). Previous results
from our laboratory have also described this phenomenon in the
infralimbic cortex after social isolation rearing (Castillo-Gomez
et al., 2017) or after treatment with a dopamine D2 receptor
agonist (Castillo-Gomez etal., 2011). The decrease in the number
of PV expressing neurons is not due to a decrease in the volume
of the neuropil because for applying the modified version of the
fractionator method we calculated the volumes of the areas and
found no difterences between groups.

There is another report studying the effects of chronic stress on
PNN during adulthood, using a social defeat-induced persistent
stress (SDPS) in Wistar rats, a very long-lasting protocol,
which induces persistent depressive-like behavior (Riga et al.,
2017). In this study the authors found a marked increase in
the density of PNN in the hippocampal CA1 and specifically
of those surrounding PV+ interneurons. These results are in
sharp contrast with our present findings in this hippocampal
region, where we observe a significant decreased density of PNN.
However, we did not find changes in the number of PV+ neurons
surrounded by PNN. In fact, we do not observe significant linear
correlations between PV+ cells and PNN in the CA1, neither in
controls nor in stressed animals, suggesting that the reduction in
PNN that we observe may be due to decreases in PNN associated
to other cell types, more likely excitatory neurons. Although
Riga et al. (2017) found that in Wistar rats more than 90% of
PNN in the CAl were associated to PV+ neurons, and other
authors found around 80% in Long-Evans rats (Lensjo et al.,
2017), in our study we only found around 60%. Interestingly,
although we find positive correlations between the numbers of
PV+ interneurons and PNN in the mPFC and the BLA in control
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animals, such correlations did not exist in stressed individuals,
which suggest that the changes that we observe after stress in
the PV subpopulation of interneurons may be independent of the
presence of PNN surrounding them.

In the case of the TRN the effects of stress should mainly
affect PV+ cells, since these neurons are a large proportion of
the cellular constituents of this thalamic nucleus and most, if
not all of them, are surrounded by PNN. Our results on this
nucleus are particularly interesting because of their robustness
and because they clearly show for the first time the involvement
of this thalamic region in the response to chronic stress during
adulthood. A previous study already highlighted the putative
involvement of this nucleus in the response to acute stress, due
to an important increase in c-Fos expression (Ons et al,, 2004).
Further research in this region needs to be done to understand
how the structure, neurotransmission and connectivity of its
neurons is affected by stress.

To our knowledge there is only one study describing PNN in
the habenula, focused on their postnatal development in mice
(Horii-Hayashi et al, 2015); the present data is the first to
describe their presence in adult animals and their modulation
by chronic stress. We do not know yet the phenotype of the
habenular neurons surrounded by these PNN, but most likely
they are excitatory neurons, since interneurons are very rare
in this thalamic region (Smith et al, 1987; Li et al, 2011;
Meye et al., 2013). The present results support previous work
pointing out a prominent role of the habenula in the response
to chronic stress (Wirtshafter et al., 1994; Aizawa et al., 2013;
Jacinto et al., 2017).

The significance of the increases in PNN numbers that we
have found in the present study is still far from clear. It has been
proposed that PNN may act by protecting fast spiking neurons
from oxidative stress (Cabungcal et al., 2013). Since chronic stress
induces high levels of reactive oxygen species (Madrigal et al.,
2006), the increases in PNN at this early phase of stress may
represent an attempt of the neurons to counteract the effects
of this oxidative stress. Studies using longer stress duration are
needed to know whether at later stages of chronic stress the
numbers of PNN and PV+ cells decrease or return to control
levels. Transgenic mice with impaired redox regulation show
decreased number of PV+ neurons and PNN in their PFC and
TRN (Cabungcal et al., 2013; Steullet et al., 2017). Interestingly,
patients suffering from schizophrenia, in which stress is known
to be a precipitating factor, also show reductions in the density
of PV+ cells and PNN in this two regions (Mauney et al., 2013;
Steullet et al., 2017). PNN may also act by influencing synaptic
plasticity, constituting a physical barrier to stabilize synaptic
contacts or to prevent the formation of new contacts through
the expression of inhibitory molecules (Nowicka et al., 2009;
Sorg et al,, 2016).

In conclusion, our data demonstrate that a short chronic
stress can induce changes in molecules involved in interneuronal
plasticity, not only in “classical” regions involved in the stress
response, but also in the habenula or the TRN, a region in
which we have described for the first time alterations induced
by this aversive experience. This supports the hypothesis that
alterations in inhibitory networks and of molecules involved in
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their plasticity, particularly the PNN, underlie the impact of stress
in the CNS and may participate in the development of certain
psychiatric disorders.
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