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I. KAPITULUA

SARRERA

“Sumendi baten beldur, harroputz baten beldur;
zure baitako indarrak ez daki desberdintzen.
Ez du mailakatzerik egiten”

Nora K. Jemisin, The Fifth Season









SARRERA

Eboluzioak inguruko mehatxuei aurre egiteko zenbait mekanismo
fisiologiko eta jokabide mekanismorekin dohaindu ditu animaliak,
subjektuen homeostasiaren eta espezieen biziraupenaren mesedetan.
Arrisku bat hautematean, ihesari ekin edo borrokan egitea hil ala bizikoa
izan daiteke, eta estres hormonek organismoa ekintzarako prestatzen
dute metabolismoa bat-batean orkestratuz. Hipotalamo-pituitario-
adrenal (HPA) ardatza eta nerbio sistema autonomoa (NSA) aktibatzen
dira, baliabideak garun eta giharretara bideratu eta gorputza bere
gaitasun ahalmen gorenera eramanez; zentzumenak zorroztu eta

aparteko ernetasuna ematen da (Cannon, 1939; Selye, 1950).

Gizakion inguru eta bizimoduak azken milurtekoetan aldaketa
handia jasan badu ere, eta gaur egungo estresore nagusiak izaera
psikosozialekoak badira ere, gure arbasoek harrapakariei aurre egiteko
baliatzen zuten “borroka edo ihes” erantzunak lanean darrai gure
organismoan (Cockerham, 2013). Faktore psikosozialek ernatutako estres
erantzunak, hein batean, arreta estimulu egokietara ardaztea eta
esperientzia oroimenean finkatzea sustatzen du, pertsonari gatazka
gainditu eta etorkizuneko arazoetara egokitzea ahalbidetuz (Kirby et al.,
2013; McEwen, 2007). Estres psikosoziala kronikoa bada ordea, estres
erantzuna behin eta berriz pizten da, baina aktibazio neuroendokrinoari
ez zaio berehalako ekintza fisikoaren bitartez irteerarik ematen,
metabolismoaren desdoitzea eta unadura eraginez. Egoera horrek
endekapena eragin dezake HPA ardatzean, neurotransmisio

monoaminergikoan eta sistema immunitarioan besteak beste,
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organismoa depresioa garatzeko egoera zaurgarriagora eramanez
(Cockerham, 2013; McEwen, 2004; Sandin, 2003). Depresioa sufrimendu
bizia dakarren nahasmendua da, eta Munduko Osasun Erakundearen
arabera, egun, lehen ezgaitasun kausa da mundu mailan. Kemenik eza,
unadura, plazera sentitu ezina eta pentsamendu negatibo errepikakorrak
eragiten ditu besteak beste, eta muturreko kasuetan, nork bere buruaz

beste egitea (World Health Organization, 2017).

Baina gaitzaren prebalentzia ez da berdin banatzen emakumezko
edo gizonezkoetan, lehenek depresioa pairatzeko bi bider aukera
handiagoa dutelarik (Busch, Maske, Ryl, Schlack eta Hapke, 2013; Seedat
et al., 2009). Sintomatologian ere sexuaren araberako ezberdintasunak
aurkitu dira, eta farmako antidepresiboen eraginkortasuna txikiagoa da
emakumezkoetan (Dalla, Pitychoutis, Kokras eta Papadopoulou-Daifoti,
2010). Ezberdintasun horien azpian estimulu bat estresagarritzat
hautemateko garaian dauden sexu ezberdintasunak egon daitezke
(Bangasser, 2013; Hudson, Jacobson-Pick eta Anisman, 2014), edota
estresore beraren aurrean gerta daitezkeen sexuaren araberako jokabide
berezitasun edo berezitasun fisiologikoak (Albert, 2015; Cavanagh,
Wilson, Kavanagh eta Caputi, 2017). Illdo horretatik, ezagun da giza-
fisiologiak ezberdintasun sexualak aurkezten dituela, maila zelularretatik
hasi eta estres erantzunean inplikatutako sistema konplexuetaraino,
hipotalamo-pituitario-adrenal ardatza, immunitate sistema eta sistema
monoaminergikoa tartean direla (Bangasser eta Wicks, 2017; Shah,

McCormack eta Bradbury, 2014).
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Baina, datu horiei entzungor, depresioaren fisiopatologia eta
tratamendu antidepresiboen gaineko ikerketa prekliniko gehienak
animalia-eredu arretan gauzatu dira (Beery eta Zucker, 2011; Kreiner,
Chmielarz, Roman eta Nalepa, 2013), arren antolakuntza sozialean
oinarritutako estres-ereduak erabiliz, eta lortutako emaitzetan oinarritzen
da bibliografia zientifikoa. Nahasmendu psikiatrikoak ikertzen dituzten
hainbat egileren esanetan, depresioaren patofisiologiaren inguruan
jasotako emaitzak sexu batetik bestera orokortzea ez da zientifikoa, eta
kaltegarria ere izan daiteke (Belzung eta Lemoine, 2011; Cahill, 2012;

Palanza eta Parmigiani, 2017).

Emakumezkoen depresioa ulertu eta tratamendu zehatzagoak
aurkitze aldera, beharrezkoa da emeen antolakuntza soziala kontuan
hartuta, haiengan estres erantzuna piztu dezaketen eredu egokiak
erabiltzea, eta erantzun hori martxan jartzen duten mekanismo
fisiologikoak eta jokabide mekanismoak ikertzea. Hori dela eta, ikerlan
honen xedea ezegonkortasun sozial kronikoaren estresak sagu emeetan
depresio-motako egoera eragiten duen probatzea, eta tratamendu
antidepresibo batek egoera hori lehengoratzen duen probatzea da.
Ezagutza hori lagungarri gerta daiteke interbentzio terapeutiko
zehatzagoak hautatu, diana farmakologiko berriak zehaztu eta prebentzio

estrategia aproposagoak garatzeko garaian.
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Estresaren fisiologia aztertzeko hastapenetan, Cannon Walter
fisiologoak “homeostasi” terminoa erabili zuen barne-orekaren
erregulaziori buruz hitz egiteko. Gatazka egoeretan, homeostasi hori
mehatxu pean aurki daitekeela adierazi zuen, eta organismoak, erantzun
gisa, noradrenalina (NA) eta adrenalina askatzen dituela subjektua
borroka edo iheserako presta dadin (Cannon, 1939). Aurrerago, Hans
Selye zientzialariak (1950), estresa organismoak edozein gatazka-
egoeraren aurrean emandako erantzun egokitzaile inespezifikoa dela
gehitu zuen. Gehiegizko estres erantzun errepikakorrak ez dira
egokitzaileak ordea, eta “egokitze gaixotasun” modura izendatu zituen.
Selyek, hipotalamo-pituitario-adrenal ardatza (HPA) estres erantzunaren
eragile nagusitzat jo zuen. Chrousos eta Goldek aldiz, 1992an, estres
erantzunak estresorearen araberako espezifikotasunik bazuela defendatu
zuten, faktore genetikoen, ingurunearen eta aurre-esperientzien arteko
elkarrekintzak norbanakoaren estres erantzuna modulatzen duela

azalduz.

Ostera, estresaren inguruko ikerketa alorrean “alostasia”
kontzeptu gako gisa agertu zen (McEwen, 1998). Alostasia organismoak
estresore ezberdinen aurrean duen moldatze prozesu edota berregokitze
fisiologikoari deritzo, eta homeostasi egoerara itzultzea du helburu. Estres
erantzuneko bitartekari nagusiak kortisola eta adrenalina hormonak dira,
eta oro har, onuragarriak dira, haien ekintzak homeostasia berreskuratzen
lagun baitezake. Baina bitartekariak behar bezala aktibatzen ez direnean

edo sobera jarduten dutenean —izan estresorea gainditzea lortu ez delako
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edota asaldura fisiologikoengatik— subjektuaren organismoa “zama
alostatikora” daraman desoreka gertatzen da (McEwen, 2004). Honela,
subjektuaren erresistentziak behera egiten du, orotariko gaixotasunak
pairatzeko erraztasuna emanez: asaldura metabolikoak,
kardiobaskularrak, digestiboak, immunologikoak edota garunekoak,

besteak beste.

Gaur egun, Cannon eta Selyeren teorietatik haratago, teoria
modernoek estresa homeostasiaren mehatxu modura ulertzen dute, eta
estres erantzunaren espezifikotasuna homeostasiaren erronka
partikularraren mende dago, hau da, organismoak estres egoerari buruz
duen pertzepzioaren eta aurre egiteko duen gaitasunaren mende
(Goldstein eta McEwen 2002). Hain zuzen ere, Levinek (2005) estresa
prozesu osagarrien arteko elkarrekintza barne-hartzen duen dimentsio
anitzeko konposatu moduan definitzen du, estresaren baitako prozesuak
honakoak direlarik: (i) Sarreran, estres estimulua hauteman eta balioesten
da. (ii) Ondoren informazio estresagarria prozesatzen da. Subjektuaren
estresarekiko esperientzia subjektiboak prozesamenduaren nondik
norakoa baldintzatuko du. (iii) Irteeran berriz, estres erantzuna gertatzen
da. Halaber, norbera erregulatzeko atzeraelikadura zirkuitu konplexuek
hiru prozesuak eta haien arteko interakzioa modulatzen dituzte, egokitze

fisiologiko eta jokabide egokitzeen bidez homeostasia berreskuratzeko.
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Estresaren erantzun neurofisiologikoak, organismoak mehatxuari
aurre-egiteko beharrezko dituen baliabide eskariak asetzea du helburu.
Animalia batek bizi-arriskua sumatzean, berehalako biziraupenak du
lehentasuna, eta horretarako energia baliabideak martxan jarri behar dira.
Garunak informazio sentsoriala mehatxagarri edo estresagarritzat jotzen
badu, sistema linbikoak —hipotalamoa eta hipokanpoa tarteko-
modulatutako erantzun neurokimiko, fisiologiko eta jokabide erantzunak
martxan jarriko dira. Lehenik eta behin, HPA ardatza eta nerbio sistema
autonomoa (NSA) aktibatuz erantzuten dio organismoak estresari.
Aktibazio horrek, odola eta mantenugaiak xede organoetara eta garunera
bideratuko ditu, arreta gaitasuna handitzea eta erantzun azkarra ematea
ahalbidetuz. Berehalako estres erantzuna koordinatzeaz gain, HPA
ardatza eta NSA beharrezkoak dira estres erantzunari amaiera emateko,

baita organismoa indarberritu eta hurrengo erronkarako prestatzeko ere.

1.1.1 NSA ESTRES ERANTZUNEAN

NSA sistema sinpatiko eta parasinpatikoak osatzen dute, eta
hipotalamoko nukleo parabentrikularra arduratzen da berauen aktibazio
eta koordinazioaz nagusiki. Sistema sinpatikoak eta parasinpatikoak
orotariko guruin eta erraien muskulatura lisoa inerbatzen dute, funtzio

begetatibo wugari kontrolatu (kardiobaskularra, arnasketa, urdail-
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hesteetakoa, giltzurrunetakoa, endokrinoa etab.) eta organismoaren
barne homeostasia mantenduz. Estres erantzunean piztutako berehalako
aldaketa fisiologiko eta jokabide aldaketak sistema sinpatikoaren ekintzari
egotzi zaizkio batik bat (Chrousos, 1998), baina sistema parasinpatikoaren
parte hartzea ere beharrezkoa da, sistema sinpatikoaren ekintza indartu
edota antagonizatu baitezake (Gilbey eta Spyer, 1993), NSAren aktibitatea

doituz.

Horrela bada, erantzun autonomoari hasiera emateko,
hipotalamoak nerbio sinpatikoak aktibatzen ditu, zuzenean edota traktu
solitarioko nukleoaren eta locus coeruleus nukleoaren bidez, xede
zeluletara NA askaraziz. Bestetik, neurona preganglionar sinpatikoek
giltzurrun gaineko guruinen muina aktibatzen dute, odolera NA eta
adrenalina askaraziz. Katekolamina horiek sistema sinpatikoaren
inerbazio zuzenetik at dauden egiturak kitzika ditzakete, haien efektu
osagarriaz borroka edo ihes erreakzio azkarrak ahalbidetuz. Jokabide
erantzun nagusiak alerta eta zaintza egoera, analisi kognitiboa eta arreta
ardazteko gaitasuna areagotzea dira. Erantzun fisiologikoak bihotzean eta
odol-hodietan kokatutako hartzaile adrenergikoen bidez gertatzen dira.
Honela, bihotz maiztasuna eta bolumen sistolikoa handiarazten da, eta
epidermis eta hesteetako basokonstrikzioaren bidez odola garun eta
giharretara bideratzen da. Aktibazio sinpatikoak biriken erlaxazioa ere
eragiten du bronkio-giharretan, baita arnas maiztasuna handitzea ere.
Ondorioz, biriken aireztapena eta odolerako oxigeno ekarpena handitzen

da. Gainera, adrenalinak glukogenolisia estimulatzen du gibelean, eta
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modu horretan serumeko glukosa maila handitzen da, energiaren
eskuragarritasuna berehalakoa izan dadin. Oro har, erantzun honek balio
egokitzaile handia du epe motz eta ertainera, esfortzu fisikoa dela eta
energia eskaera handia duten organoei nutriente gehiago helarazten
baitzaizkio odol fluxuaren bidez, baita arreta eta erantzun kognitibo

azkarrak eman beharko dituen garunari ere.

1.1.2 HPA ARDATZA ESTRES ERANTZUNEAN

Estresoreen aurrean, hipotalamoko nukleo parabentrikularra
aktibatzen da, HPA ardatzaren ekintza abiaraziz. Hipotalamoak
kortikotropinaren hormona askatzailea (CRH) jariatzen du, eta honek,
aurreko pituitarioko adrenokortikotropa hormonaren (ACTH) sekrezioa
estimulatzen du (Tsigos eta Chrousos 1994). Azken honek berriz,
giltzurrun gaineko guruineko azalak glukokortikoideak aska ditzaten
eragiten du. Gizakietan, glukokortikoide wugariena kortisola da,
karraskarietan aldiz, kortikosterona. Gizakien adibideari helduz, kortisol
hormonak estresarekiko aurre egitea martxan jartzen du, hartzaile
glukokortikoideen (GR) eta hartzaile mineralokortikoideen (MR) bitartez
(Aguilera, 1993). MR-ak wugari dira garuneko egitura linbikoetan
(hipokanpoa, hipotalamoa, amigdala eta septuma), GR-en hedadura

zabalagoa den bitartean (Chao, Choo eta McEwen, 1989; Van Eekelen,
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Jiang, De Kloet eta Bohn, 1988). MRek kortisolarekiko 10 bat bider
afinitate handiagoa dute GRek baino. Hori dela eta, kortisol maila baxua
denean, baldintza basaletan alegia, MRek kontrolatuko dute HPA
ardatzaren sentikortasuna, hartzaile hauei lotuko baitzaie kortisola gehien
bat. Gailur zirkadianoa edota estresa dela eta kortisol mailak gora egiten
duen heinean, GR-ak beteko dira (Reul eta De Kloet, 1985), eta hauei
dagokie HPA ardatzaren estres erantzuna atzeraelikadura mekanismo
baten bidez amatatzeko ardura. Zehazki, GR-ak aktibatuak izan artean
zelulako zitosolean gordetzen dira, baina kortisolaren eta hartzailearen
arteko lotura gertatzean, hartzaileak nukleora translokatzen dira, eta
bertan, DNAren glukokortikoideen erantzun elementuekin (GREs)
elkarrekiten dute CRHren moduko hormona-erantzun geneak aktibatu

edo erreprimitzeko (Pratt, 1990).

MR eta GR-en ekintzak elkarrekiko osagarriak dira, zenbait
zirkuitutan aurkakoak eta beste batzuetan sinergikoak (Lutfy et al., 2012;
Veldhuis et al., 2011; Veldhuis, Iranmanesh, Johnson eta Lizarralde, 1990).
Jokabide mailan, bi hartzaileek ere artekari lanetan dihardute informazio
estresagarria prozesatzeko garaian. Batetik, MRek HPA ardatzaren ekintza
tonikoan parte hartzen dute (Dennis eta O’Malley, 2005) eta estresaren
aurrean aurreikuspena, balioestea, erantzunaren aukeraketa eta
erabakitze prozesuak erregulatzen dituzte (Fuller, 1992; Nader, Chrousos
eta Kino, 2009). Bestetik, estres erantzuna garatu eta kortisol
kontzentrazioa igo ahala, GR-ak aktibatzen dira, eremu prefrontaleko

funtzio exekutiboak martxan jarri eta energia eskaria handituz
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(Iranmanesh, Lizarralde, Short eta Veldhuis, 1990). Aldi berean, GR-en
bidez, aurre egite prozesuan bizitako informazioa jasotzen da hurrengo
batean erabiltzeko (Du et al., 2009; Song eta Buttgereit, 2006). Funtsean,
mekanismo horiek jokabidea egokitzea dute helburu, mehatxua gainditu,

estres erantzuna itzali, eta ikasitakoa gordetzeko (ikus 1. Irudia).

HPA Axis

®
F %"Hypommamus o Stressor  Appraisal/coping Consolidation  Adaptation
€]

© l —
Anterior
pituitary

MR + GR

Executive functions
Accumbens
Prefrontal

=
: e
s / Response selection
~ / . .
Adrenal gland / Limbic
/

Kidney /

Genomic—————
—— Nongenomic —»

Metabolic 0 15 30 45
effects

Time (min)

€]

1. irudia. HPA ardatza eta hartzaile glukokortikoideak estres erantzunean. (ezker) HPA
ardatza estres erantzunean: hipotalamoak CRH askatzen du eta, ondorioz, adenohipofisi
edo aurreko pituitaria aktibatzen da. Honek, ACTH jariatzen du eta, ondoren,
kortisolaren sintesia bultzatzen da giltzurrun gaineko guruinetan. Kortisola izango da
HPA ardatza atzeraelikadura mekanismoaren bidez inhibituko duen mezularia
(hipotalamoan CRH-aren jariapena jaitsiz, eta adenohipofisian ACTH hormona gutxituz).
Kortisolaren jariapena erritmo zirkadianoaren eta estresaren araberakoa da (Pubmed-
eko irudi basea). (eskuin) Kortisolaren ekintza informazio estresagarria
prozesatzerakoan. Kortisol mailaren gorakadak MR-en bidez egoeraren balorazioa eta
berehalako aurre egitea martxan jartzen ditu. Jarraian, progresiboki, GR-ak aktibatzen
ditu, energia esperientzia oroimenean gorde eta kontsolidatzeko zirkuitoetara bideratu
dadin. Kortisolak erabakiak hartzeko (hipokanpoa eta amigdala), eta funtzio
exekutiboak martxan iartzeko (eremu prefrontala eta accumbens nukleoa) duen
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Hala eta guztiz ere, NSA eta HPA ez dira estres erantzunean parte
hartzen duten sistema bakarrak, eta organismoko beste zenbait
sistemekin elkarrekintzan dihardute. Esaterako, HPA ardatza aktibatzen
denean hipotalamo-pituitario-gonadal (HPG) deritzon ardatza
inaktibatzen du, gonadotropinen hormona erregulatzailea (GnRH)
inhibituz.  Horrela, jokabide sexualarekin eta ugalketarekin
erlazionatutako mekanismoak eteten dira, energia biziraupenean
lehentasun handiagoa duten prozesuetarako gordetzea ahalbidetuz.
Kasurako, emakume nahiz animalia emeetan obulazioa eten daiteke
egoera estresagarrietan, eta gizon zein animalia arretan testosterona
ekoizpena gutxitzea gerta daiteke (Witorsch, 2016). Hala ere, pituitaria
tarteko garatzen den mekanismo hori ez da gonadotropinen askatzea
inhibitzen duen bakarra, ikerlanek adierazten dutenez, CRHk ere zuzenean

eragiten baitu GnRHren erregulazioan (Chand eta Lovejoy, 2011).

Sistema monoaminergiko zentralaren funtzioa ere berebizikoa da
estres erantzunean, garunak estimulu estresagarriak interpreta ditzan
laguntzen baitu. Alde batetik, mehatxu egoerek sistema noradrenergikoa
aktibatzen dute, eta honek inguruko estimuluen aurrean, arreta,
erreaktibitatea, informazio sentsorialaren prozesamendua eta erantzun
motorea areagotzen ditu. Bestetik, sistema dopaminergikoaren
aktibazioak jokabide erantzunak planifikatzen eta arreta estimulu
egokietara ardazten laguntzen du. Sistema serotoninergikoa aldez
aurretiko antsietate jokabideekin erlazionatzen da, eta alarma egoeretan

erne egotea ahalbidetzen du (Joéls eta Baram, 2009)
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Bestalde, estres hormonen ekintzak funtzio immunea handitu zein
gutxitu dezake estresore motaren, maiztasunaren, iraupenaren eta
askatutako estres hormonen arabera. Estres akutuak zelula
immunitarioen garraioa sustatzen du erantzun inflamatorioa eraginez,
gatazkan gerta daitezkeen zauriak azkar orbantzeko prestatzen du
organismoa. Etengabeko HPA eta GR aktibazioa barne hartzen duten
estresore luzeek berriz, ekintza inmunosupresorea izan dezakete
immunitate hartuan GR transkripzioaren ekintza antiinflamatorioa medio
(Bekhbat eta Neigh, 2018), jarduera immunitarioak kontsumituko lukeen

energia beste behar batzuetarako aurreztea ahalbidetuz (Dhabhar, 2003).
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1.2.1 DEPRESIOA

Azken urteotan, nahasmendu psikiatrikoen artean depresioaren
intzidentzia eta prebalentzia bereziki nabarmendu dira, munduan 359
milioi pertsona inguruk pairatzen dutela estimatzen delarik. Depresioa
XXI. mendeko buru-nahasmendurik ohikoena da, eta nozitzen duenari
eragiten dion higadura dela eta, gaur egun, ezgaitasun kausa nagusia da.
Ugaritzen doa gainera, 2005etik %18,4 hazi baita bere prebalentzia, eta
datozen urteetan joerak gorantz jarraituko duela uste da (World Health
Organization, 2017). Komorbilitate eta hilkortasun tasa altuak aurkezten
ditu depresioak, eta substantzien kontsumo gehiegikeriaren eta jokabide
suiziden arrisku faktore esanguratsua da. Depresioak pertsonaren
kemenean eragiten duen gainbehera dela eta, funtzionaltasun eta
produktibitatean pisu handia du, osasun galera eragiteaz gain galera
ekonomikoak ere eraginez (Curran, Knapp, McDaid, Témasson eta Group,

2007; Sobocki, Jonsson, Angst eta Rehnberg, 2006).

Depresioak biztanlerian duen eragin horren azpian, sufrimendu
handia eragiten duen sintomatologia dago. Amerikako Elkarte
Psikiatrikoaren arabera (APA), depresio nagusiaren sintomen artean
aldarte depresiboa (tristea, esperantzarik gabea), plazerarekiko eta
edozein jarduerarekiko interes gutxitua edo interes eza, apetitua aldatzea,
gorputz-pisua galdu edo irabaztea, insomnioa eta hipersomnia, jarduera
psikomotore aztoratua edo mantsotua, unadura eta kemen falta,

ezgaitasuna eta erruduntasun sentimenduk, pentsatzeko,
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kontzentratzeko edota erabakiak hartzeko gaitasun murriztua,
heriotzaren inguruko pentsamendu errepikakorrak edota ideia nahiz

saiakera suizidak daude (DSM-5, 2014).

1.2.2 ESTRES SOZIALA ETA DEPRESIOAREN ARTEKO
ERLAZIOA

Gizaki modernoak bere ingurunea aldatu eta harrapakarien moduko
mehatxu fisikoak bere bizimodutik at utzi dituen heinean, estresoreen
izaera erabat aldatu da. Egun, arrisku fisikoak topatzeko aukera urria da,
estresore ugarienak egoera sozialei erlazionatutakoak direlarik. Giza-
fisiologia ez da ordea giza-ingurumenaren abiadura berean aldatu, eta
organismoak egoera sozial bat mehatxagarritzat hautematen duenean —
izan sinbolikoa, fisikoki erreala ala ustezkoa— “borroka edo ihes”
mekanismoarekin erantzuten jarraitzen du. Beraz, hondamendi natural
edota gerren moduko egoera traumatikoez gain, dibortzioa, banatzea,
lana galtzea edota gertuko baten heriotza bezalako egoera sozial
gatazkatsuek norbanakoaren baitan egokitze prozesu bat eskatzen dute.
Gorputza borroka edo iheserako prestatzen da, baina testuinguru
sozialean, barne-erreakzio hori kanporatzea ez da ohikoena izaten, eta

gorputza sekula iritxiko ez den ekintzaren zai geratzen da (Sandin, 2003).
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Estres erantzun horrek, aktibatuta luze irauten duenean, ahitzea eta
zama alostatikoa eragiten dizkio subjektuari, maila fisiko nahiz
emozionalean (McEwen, 2004). Giza organismoak estresore sozial eta
psikologikoetara egokitzeko ezintasuna duenean, zenbait gaixotasun ager
daitezke, eta horien intzidentzia, larritasuna eta eboluzioa estresorearen
ezaugarriek baldintzatuko dute (Matheson et al., 2006; McEwen, 2008).
Estresore sendoenak, kronikoak, aurretik jakin-ezinak eta izaera
sozialekoak direlarik (Bjorkqvist, 2001). Estres sozialari lotutako
patologien artean, gaixotasun kardiobaskularrak, obesitatea, ultzera
peptikoak, buruko mina, asma eta depresioa daude, besteak beste

(McEwen, 2004; Sandin, 2003).

Are gehiago, estres soziala hartzen da depresioaren faktore
etiologiko nagusitzat (Blatt, 2004; Kessler, 1997; Patten, 1999). Izan ere,
depresio gertakaria pairatu duten pazienteak eta kontrol osasuntsuak
konparatuz, lehenek gertakariaren aurretik 2,5 bider bizipen estresagarri
gehiago izan dituzte batez beste (Hammen, 2005), eta bizi-gertakari
estresagarriek depresio nagusia garatzeko arriskua 1,4 aldiz handitzen
dute (Risch et al., 2009). Kasurako, bazterketa soziala jasateak %21,6ean
handitzen du nahasmendu depresiboak garatzeko aukera (Kendler,
Hettema, Butera, Gardner eta Prescott, 2003). Gainera, tratamendu
antidepresiboarekiko erresistentziarekin lotu da estres egoeran jarraitzea
(Amital, Fostick, Silberman, Beckman eta Spivak, 2008), pronostiko

txarragoarekin (Gilman et al., 2013) eta birgaixotze eta errezidiba ratio
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altuagoekin (Harkness, Theriault, Stewart eta Bagby, 2014; Monroe eta

Harkness, 2005).

Hala eta guztiz ere, kontuan izan behar da subjektu bakoitzak ez
duela berdin erantzuten estres egoera berberaren aurrean. Erantzun
indibidual horrek ondorio ezberdinak eragiten ditu organismo bakoitzean,
eta patologia ezberdinak garatu ahal daitezke horrela. Ezberdintasun
indibidual horiek faktore askoren mende daude. lkerlari gehienak bat
datoz bizi-gertaera estresagarriek faktore genetiko edota psikologiko
sentiberagoak dituzten pertsonetan nahasmenduen agerpena erraztu
dezaketela adieraztean (Kemeny eta Laudenslager, 1999; Pearlin,
Schieman, Fazio eta Meersman, 2005). Esate baterako, estresari aurre-
egiteko moduan dauden ezberdintasun indibidualek bere efektuaren
intentsitatea aldatu dezakete eta aurre-egite desegokia duten
subjektuetan nahasmenduak agerrarazi (Gomez Lazaro et al., 2011, OIff,

Langeland eta Gersons, 2005; Pérez-Tejada et al., 2013).

Horretaz gain, aurrerago sakonduko den moduan, estres erantzuna
sexuaren arabera ezberdina izan daiteke, estres erantzuna piztu dezakeen
estresorea ezberdina izan baitaiteke, baita erantzunaren fisiologia ere.
Ingurune faktoreek, faktore pertsonalek, kulturalek, maila-sozialekoek,
eta jokabide faktoreek, rol bideratzaile eta modulatzailea betetzen dute
estres fisiologikoaren zein jokabide erantzunaren baitan (Cavigelli eta
Chaudhry, 2012). Estres erantzunak eta depresio nagusiak ezaugarri asko

dituzte komunean, bietan parte hartzen duten garun-zirkuitu eta

21



SARRERA
Depresioa eta estres soziala

bitartekariek bat egiten baitute (Gold eta Chrousos, 2002). Horregatik,
estresak depresioa zein aktibazio bideren bitartez induzitu dezakeen
jakiteko, beharrezko da prozesu fisiologikoen azpian datzaten

biomarkatzaileak ikertzea.
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Depresioak gizartean eta pertsonen osasun eta bizi kalitatean
eragiten duen kaltea larria bada ere, nahasmendu konplexu honen azpian
datzan fisiopatologia ezezaguna zaigu oraindik, eta egungo tratamendu
antidepresiboek asko dute hobetzeko (Collins et al., 2011). lldo horretatik,
depresioaren diagnosi kliniko objektiboa egiteko ez da biomarkatzaile
zehatzik ezagutzen (Jentsch et al.,, 2015) eta, oro har, lehen lerroko
tratamendu antidepresiboen erremisio ratioa, farmakoak eta terapia
kognitibo-konduktuala kontuan izanda, %60—%70ekoa da (Rush et al.,
2006).

Aldagai biologiko (genetiko, biokimiko, neuroendokrino) eta
psikosozialen (bizi-gertaerak, ikasitako indefentsioa, aldagai kognitibo-

konduktualak) arteko konbinazioa gertatzean abiarazi daiteke depresioa.

Jarraian, depresio nahasmenduen etiopatogenian parte hartzen

duten hipotesi biologikoak azalduko dira.

1.3.1 HPA ARDATZAREN HIPOTESIA DEPRESIOAN

Depresioaren patogenesiari buruzko teoria indartsuenetako batek
HPA ardatza du oinarri (Dinan, 1994). HPA ardatzaren desdoitzeak
sintomatologia depresiboaren agerpen eta garapenean parte hartzen

duela ikusi da (Hammen, Kim, Eberhart eta Brennan, 2009; Holsboer,
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2000; Hsu, Langenecker, Kennedy, Zubieta eta Heitzeg, 2010; Kara, Yazici,
Giilec eta Unsal, 2000). Depresioa duten pazienteen %81-ak, estreinakoz
depresio-gertakaria pairatu aurretik, estres handia bizi izana adierazten
du (Parker, Schatzberg eta Lyons, 2003), eta estresagatiko glukokortikoide
maila altuek depresio-gertakariak abiarazi ditzaketela aditzera eman da
(Hammen, 2005). Esaterako, Cushing sindromea duten pazienteek
(hiperkortisolemia), koadro depresiboa aurkeztu dezakete (McEwen,
2007), baita depresioaren intzidentzia-tasa bereziki handia ere (Sonino
eta Fava, 2002). Halaber, depresio nagusia duten paziente gehienek
kortisol maila altuak aurkezten dituzte plasman, gernuan eta likido
zefalorrakideoan (LZR) (Belmaker eta Agam, 2008; Parker et al., 2003;
Villanueva, 2013), baita guruin adrenalen eta pituitarioaren tamaina
handiagotua ere(Holsboer eta Barden, 1996). Paziente hauetan, LZR-en
CRH gehiago aurkitzea ohikoa da (Aratd, Banki, Bissette eta Nemeroff,
1989) eta CRHren administrazio exogenoaren aurrean ACTH erantzun
gutxitua izaten dute (Wong et al.,, 2000). Era berean, post mortem
analisien arabera, deprimitutako pertsonetan nukleo parabentrikularreko
CRH espresio genikoa handiagoa izaten da (Binder eta Nemeroff, 2010;
Raadsheer et al.,, 1995). CRH areagotuarekin lot daitezkeen depresio
jokabide-sintomak honakoak dira: antsietatea gehitzea, inguruko
estimuluei erantzuteko gaitasuna galtzea, asaldura psikomotoreak eta
loarenak, apetitua eta libidoa galtzea eta narriadura kognitiboa (Gold eta
Chrousos, 2002). Gainera, animalietan, glukokortikoideen administrazio

kronikoa depresio eredu gisara erabili da (Krishnan eta Nestler, 2008).
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Depresioa-motako egoera eragiteko erabiltzen den norgehiagoka
sozialaren animalia ereduari dagokionean, subjektu esperimentalek ACTH
eta glukokortikoide maila altuekin eta guruin adrenal handituekin
erlazionatutako HPA ardatzaren disfuntzioa adierazten dute (Avitsur,
Stark eta Sheridan, 2001; Blanchard, 1995; Saltzman, Prudom, Schultz-
Darken, Wittwer eta Abbott, 2004).

Animalia  estresatuetan nahiz  paziente deprimituetan,
dexametasona supresioaren testak HPA ardatzaren atzeraelikadura
negatiboa erregulatzeko gaitasun eza agerian uzten du, eta fenomeno hau
garun egitura ezberdinetako GR eta MR-en funtzioa gutxitzea medio
gertatzen dela uste da (Belmaker eta Agam, 2008; Florian Holsboer, 2000;
Reul et al.,, 2000; Villanueva, 2013). Atzera berriz, tratamendu
antidepresibo kronikoak deprimitutako pazienteen HPA ardatzaren
aktibitatea bere onera itzul dezake (Heuser et al.,, 1996). lzan ere,
garunean kokatutako GR eta MR-en funtzionalitatea areagotzen dute,
hauek, glukokortikoide maila altuen aurrean, HPA ardatzeko aktibitate
normala berrezarri dezaten (Bjartmar et al., 2000; Ratka, Sutanto,

Bloemers eta de Kloet, 1989).
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1.3.2 MONOAMINEN HIPOTESIA DEPRESIOAN

Hipotesi monoaminergikoaren arabera, depresioa serotonina (5-
HT), NA eta dopamina (DA) gutxiegitasuna dela eta sortzen da (Charney,
1998; Hirschfeld, 2000). lldo horretatik, egun erabiltzen diren farmako
antidepresibo  gehienek monoamina horien hartzaileetan edo
garraiatzaileetan dute eragina, serotoninarenetan bereziki (Stahl, 2013).
Nerbio sistema zentraleko (NSZ) aktibitate serotoninergikoa gutxitzeak
depresio nagusia pairatzeko arriskua areagotzen duela iradoki da, izan
ere, estresore akutuek sistema serotoninergikoa aktibatu ohi dute, eta
honek egokitzea errazten du (Blanchard et al., 1991). Estres errepikakorra
jasatean ordea, aktibitate serotoninergikoaren gutxiegitasuna eman
daiteke azkenean (Van Praag, 2004). Serotonina birkaptazioaren
inhibitzaile selektiboek (SBIS) 5-HT mailak igo ditzakete, eta efektu hori
sintoma depresiboak gutxitzearekin lotu da, errudun sentimendua,
beldurra, antsieatatea, oldarkortasuna eta suminkortasuna tarteko (Stahl,
2013).

Noradrenalinari  dagokionean,  funtzionalki, = gogo-aldartea
egonkortzearekin, logura erregulatzearekin, alerta eta aktibazioarekin eta
sintomatologia depresiboa has dezaketen estresoreen aurreko
erantzunekin lotu da. Noradrenalinaren birxurgatzearen inhibitzaile
selektiboak (NBIS) eraginkorrak dira honako depresio sintomen aurrean:
animo egoera depresiboa, interes falta, energia eskasia, antsietate

somatikoa, nork bere burua gaitzestea, etsipena eta errudun
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sentimendua. Gainera, NBIS antidepresiboek serotoninarena inhibitzen
dutenek baino emaitza hobeak erakutsi dituzte motibazio eta
errendimendu testetan (Stahl, 2013).

Aktibitate dopaminergikoaren gutxitzea anhedoniarekin, motibazio
eta interes faltarekin lotu da depresio egoeran. Dopaminaren bide
mesokortikolinbikoak, acumbens nukleoak bereziki, plazeraren
erregulazioan parte hartzen duela uste da. Dopamina hartzaileen
antagonistak unadurarekin erlazionatu dira gizakietan (Goodale, 2007).

Depresioaren hipotesi monoaminergikoa, 5-HT eta NA-ren
birkaptazioa (imipramina) eta katabolismoa (iproniazid) inhibitzen zuten
konposatuek efektu antidepresiboa zutela antzeman zenean garatu zen
(Hirschfeld, 2000; Mulinari, 2012). Hortik ondorioztatu zen 5-HT eta NA
gutxiegitasunak depresioa eragin zazakeela, antidepresiboen xede ekintza
modura 5-HT eta NAren eskuragarritasun sinaptikoa areagotzea
proposatu zen. Hala eta guztiz ere, badira 5-HT maila baxuen hipotesia
zalantzan jartzen duten egileak (Andrews, Bharwani, Lee, Fox eta
Thomson, 2015; Fischer, Jocham eta Ullsperger, 2015; Lacasse eta Leo,
2005; Racagni eta Popoli, 2008). lzan ere, antidepresiboek 5-HT
kontzentrazioa azkar igotzen badute ere, efektu klinikoa ez da
berehalakoa. Hori dela eta, azken urteotan, depresioaren hipotesia
monoamina kontzentraziotik monoaminen hartzaileetara berbideratu da.
Antidepresiboek beren efektua hartzaile serotoninergikoen bidezko gene

transkripzioa eta proteinen sintesia medio egin lezakete, prozesu horrek
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hartzen duen denbora, efektu klinikoak agertzeko behar diren bizpahiru
asteekin bateragarria baita (Liu, Liu, Wang, Zhang eta Li, 2017).

Bestetik, aipatzekoa da estresak HPA ardatzaren bidez,
gutxiegitasun monoaminergikoa eragin dezakeela. Hain zuzen
glukokortikoide maila altuek triptofano 2,3-dioxigenasa (TDO) aktibatu
dezakete. Entzima hau gibelean, giltzurrunean nahiz garunean aurki
daiteke ugaztunetan, eta serotoninaren sintesirako beharrezkoa den
triptofanoa kinuereninan katabolizatzen du (Kanai et al.,, 2009),
serotoninaren eskuragarritasuna gutxituz. Zentzu honetan, zahartzaroan
kortisol maila basalak altuagoak izaten direla ikusirik (Oxenkrug, 2011;
Oxenkrug eta Gershon, 1987), sasoi honetan aurkitzen den depresio
arrisku handiak TDO aktibazioarekin zerikusia izan dezakela iradoki da

(Oxenkrug, 2010).

1.3.3 SOSTENGU NEUROTROFIKOAREN HIPOTESIA
DEPRESIOAN

Depresioaren hipotesi neurotrofikoaren arabera, depresioan,
plastizitate neuronala eta sostengu neurotrofikoa murrizten dira.
Garunetik eratorritako faktore neurotrofikoa (BDNF), neurotrofinen
familian sailkatzen den proteina da, nerbio-hazkuntza faktorearekin
(NGF), eta 3- eta 4-neurotrofinekin (NT-3 eta NT-4) batera. Neurotrofinak

beharrezkoak dira hazkuntza eta plastikotasun neuronalerako, eta BDNF
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da NSZ-ean hedadura handiena duena, hipokanpo eta kortex
prefrontalean bereziki ugaria izanik (Hofer, Pagliusi, Hohn, Leibrock eta
Barde, 1990; Yan et al., 1997). Garunaren plastikotasuna sostengatzeaz
gain, zenbait jokabide eta ikaskuntza seinalizaziotan ere laguntzen du
(Duman eta Monteggia, 2006; Monteggia et al., 2004). Hain zuzen ere,
BDNFak, eskuratze prozesua eta oroimen-kontsolidazioa bezalako funtzio
kognitiboen garapenean parte hartzen du (Pang et al., 2004; Woo eta Lu,
2006). Badirudi estres akutuak BDNF mailak areagotzen dituela, estres
kronikoak murriztu egiten dituen bitartean (Shi, Shao, Yuan, Pan eta Li,
2010). Igoera akutu hori homeostasi neuronala mantendu ahal izateko
mekanismo babesle modura proposatu da (Bruce S. McEwen, 2008). BDNF
maila baxuak berriz, plastikotasun neuronal urriarekin eta nahasmendu
psikiatrikoen agerpenarekin lotu dira gizakietan (Monteleone, Serritella,
Martiadis eta Maj, 2008; Piccinni et al., 2008; Reinhart et al., 2015; van
Donkelaar, van den Hove, Blokland, Steinbusch eta Prickaerts, 2009).
Halaber, depresio animalia-ereduetan, estresak neurogenesiaren

erregulazioa erasan eta BDNF maila jaitsi dezake (Barrientos et al., 2003).

Estresaren ondorioz askatutako glukokortikoide kontzentrazio
handiak hipokanpoa atrofiatu dezakeela ikusi da paziente deprimituetan
(Duman, 2004). Horren harira, depresioa garatu heinean, sostengu
neurotrofikoa gutxitzen da hipokanpoa kaltetzea erraztuz, eta farmako
antidepresiboak aldaketa hori itzularazteko gai izan daitezke (Yu eta Chen,
2011). Tratamendu antidepresibo kronikoak berriz, BDNF espresio

zentrala areagotu dezake (Calabrese et al., 2007; Duman eta Monteggia,
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2006), eta jokabide asaldurak bere onera ekar ditzake (Tsankova et al.,
2006). BDNF administratzeak berak, efektu antidepresiboa izan dezake
garun egitura zehatzetan (Krishnan eta Nestler, 2008; Shirayama, Chen,
Nakagawa, Russell eta Duman, 2002), eta BDNF antidepresiboekin batera

emanda efektu hori are sendoagoa da (Deltheil et al., 2009).

1.3.4 SISTEMA IMMUNITARIOAREN HIPOTESIA
DEPRESIOAN

Sistema immunitarioak agente patogenoak suntsitu eta zauriak
sendatzea du helburu. Baina birus, bakteria eta zauriak ez dira hantura
prozesua piztu dezaketen eragile bakarrak. Hantura erantzunaren
berezitasun bat bere izaera aurreratzailea da, hots, organismoak “borroka
edo ihes” egiteko mekanismoa pizten duenean, sortzetiko immunitate
zelulak aktibatzen dira, zauririk gertatuko balitz lehenbailehen
sendatzeko. Aurrez aipatu moduan, gatazka psikosozialek estres
erantzuna martxan jarri dezakete, eta beraz, baita jarduera inflamatorioa
handitu ere (Audet et al., 2014) eta sistema immunitarioak aktibatuta luze
irauten duenean, sintoma depresiboak garatzea errazagoa dela ere
iradoki da (Dantzer, O’Connor, Freund, Johnson eta Kelley, 2008). Zenbait
egoera sozial gatazkatsu immunitate aktibitate handiarekin eta

depresioaren agerpenarekin lotu dira. Esaterako, dementzia duen
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ezkontidea zaintzea (Kiecolt-Glaser et al., 2003), alarguntzea (Schultze-
Florey et al., 2012), isolamendu-aldi luzeak bizitzea (Yi et al., 2014), lanean
egindako esfortzuaren eta sariaren arteko desoreka (Bellingrath, Rohleder
eta Kudielka, 2013) eta adin goiztiarrean jasandako esperientzia
gatazkatsuak (Slopen, Kubzansky, MclLaughlin eta Koenen, 2013).
Estresore psikosozialak eragindako hantura prozesuak depresioan agertu
ohi diren asaldura neuroendokrino eta neurokimikoak eragin ditzaketela
uste da (Maes et al., 2009), beste sistema batzuei ere eraginez. Estres
sozialak sistema immunitarioaren bidez beste sistemetan eragin
ditzakeen aldaketen mezulari modura zitokinak proposatu dituzte
psikoneuroimmunologiaren esparruko hainbat lanek (Dowlati et al., 2010;

Howren, Lamkin eta Suls, 2009).

1.3.4.1 Psikoneuroimmunologia

Psikoneuroimmunologia garunaren, jokabidearen eta immunitate
sistemaren arteko harremana aztertzen duen esparrua da, eta faktore
psikosozialek, jokabide-mekanismo eta mekanismo biologikoekin nola
interakzionatzen duten aztertzen du osasun-gaixotasun orekaren
testuinguruan (Zachariae, 2009). lzan ere, azken hiru hamarkadetan
egindako ikerketek adierazten dutenez, garunak immunitate prozesua
erregulatzen du, eta atzera berriz, immunitate sistemak funtzio neuronal

eta endokrinoak erregulatu ditzake, jokabideari ere eraginez. Testuinguru
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horretan, zitokinek berebiziko garrantzia dute, sistema ezberdinen arteko

bitartekari baitira (Raison, Capuron eta Miller, 2006).

Zitokinak, molekula proteiko mezulariak dira eta maila periferiko
naiz zentralean aurki daitezke. Linfozito eta makrofagoek jariatzen dituzte
nagusiki, eta mintzeko hartzaile espezifikoak induzituz, zelulen arteko
komunikazioaz arduratzen dira. Aktibitate biologiko anitza duten arren,
oro har, bi zitokina multzo nagusi ezberdintzen dira: proinflamatorioak eta

antiinflamatorioak.

Zitokina proinflamatorioak hanturarekin, immunitatearen
aktibazioarekin eta ezberdintze edo heriotz zelularrarekin erlazionatzen
dira. Immunitate ez-espezifikoak bideratutako hantura prozesuan
zuzenean parte hartzen duten zitokinak 1 Interleukina (IL-1), 6
Interleukina (IL-6), Interferonak (IFN-y) eta Tumorearen Nekrosi Faktorea
(TNF-a) dira. Hala ere, IL-6 immunitate espezifikoan ere aritzen da B7
linfozitoen faktore autokrino gisa. 2 Interleukina (IL-2) eta 5 Interleukina
(IL-5) zitokina proinflamatorioak aldiz, immunitate zelularrarekin
erlazionatzen dira. Bestetik, 8-Interleukinak (IL-8), bere kontzentrazioaren
arabera funtzio proinflamatorioa edo antiinflamatorioa bete dezake

(Kronfol eta Remick, 2000).

Zitokina antiinflamatorioak berriz, erantzun immunea indargetzeaz
arduratzen dira, hala nola, 4 Interleukina (IL-4), 10 Interleukina (IL-10) eta
3 Interleukina (IL-3). IL-10 zitokinak efektu zabal eta konplexua du hantura

eta immunoerregulazioan, izaera pleiotropikoa duen zitokina baita, hau
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da, bere geneak fenotipo eta ezaugarri ezberdinak kodetu ditzake. Horrela
bada, zenbait zitokina proinflamatorioren espresioa gutxitu dezake (Akdis,
Joss, Akdis, Faith eta Blaser, 2000; de Waal Malefyt, Abrams, Bennett,
Figdor eta de Vries, 1991) eta B zelulen biziraupena sustatu. Horretaz gain,
zelulen proliferazio, ezberdintze, apoptosi eta onkogenesian parte
hartzen duten seinalizazio bideetan parte hartzen du (NF-kB eta JAK-STAT

bideetan).

Maila periferikoan, zitokinen kantitatea aktibazio
immunologikoaren egoeraren mende dago. Hantura kroniko naiz
akutuan, immunitate sistemako zelulen aktibitatea gehitzen da, IL-1, IL-6
eta TNF-a bezalako zitokina proinflamatorioen eta IL-10en moduko

zitokina antiinflamatorioen ekoizpena areagotuz.

Zitokinak  molekula handiak direnez, ezin dute hesi
hematoentzefalikoa beren kasa gurutzatu, baina beren seinaleak
komunikabide humoral, neural eta zelularren bidez hel daitezke garunera

(Capuron eta Miller, 2011; Raison et al., 2006):

- Hesi hematoentzefalikoa osorik ez dagoen guneetatik pasa

daitezke, hala nola plexu koroideotik eta organo zirkunbentrikulatuetatik.

- Garun endotelioko molekula garraiatzaile espezifikoen bitartez
zitokina kantitate txikiak erregulazio neuroendokrinoan parte hartzen

duten zirkuituetara heltzen dira.

34



SARRERA
Depresioaren oinarri biologikoak

- Zitokinek zelula endotelialak aktibatu, eta hauek bigarren

mezulariak askatzen dituzte, hala nola, prostaglandinak eta oxido nitrikoa.

- Zitokina seinaleak nerbio zuntz aferentearen bidez iristen dira,

nerbio bagoaren bidez esaterako.

- Periferian aktibatutako monozitoak garun parenkimara sar

daitezke.

Zitokina proinflamatorioen seinalea aipatutako bide horietatik
garunera heltzen denean, seinalizazioa garuneko zitokina sarean
transmititu eta anplifikatu egiten da, maila zentralean zitokinen sintesia
estimulatuz (Layé, Parnet, Goujon eta Dantzer, 1994). Zitokinak ekoizteaz
arduratzen  diren  garuneko eremuak asko dira: eremu
zirkunbentrikularrak, hipotalamoa, hipokanpoa, zerebeloa, gongoil
basalak eta garun-enborreko nukleoak (Anisman eta Merali, 2002; Kronfol
eta Remick, 2000). Zehazki, eremu horietako neuronetan eta glian
gauzatu daiteke sintesia (Freidin, Bennett eta Kessler, 1992), astrozitoek
eta mikrogliak zitokinentzako hartzaile espezifikoak dituztelarik (McGeer

eta McGeer, 1995).

Zitokina proinflamatorio zentralen (IL-1, IL-6 y TNF-a) funtzio
zehatza zein den ez dago argi oraindik, baina neuronen garapenean eta
plastizitatean parte hartzen dutela uste da, baita sinaptogenesian eta
ehunen konponketan ere (Beattie et al., 2002). Hala ere, jakin badakigu

zitokinek efektu desiragaitzak eragin ditzaketela funtzio neuronalean
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kontzentrazio altuetan sintetizatzen badira edota beren esposizio-aldiak
luze irauten badu (Anisman eta Merali, 2002; Hayley, Poulter, Merali eta

Anisman, 2005).

Aurrekoaren harira, estres psikosoziala bezalako estresore ez
immunologikoek garunean zitokinen espresioa induzitu dezaketela ikusi
da, eta horrek, zitokina hauen seinalizazioak estresaren erantzun
neuroendokrinoan eta jokabide erantzunean eragin dezakeela iradokitzen
du (Bierhaus et al., 2002; Pérez-Tejada et al., 2016; Miller, Maletic eta
Raison, 2009) (ikus 2. Irudia).
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2. irudia. Estresaren, immunitatearen eta depresioaren arteko elkarrekintza.
NF-kB aktibatzen da hantura erantzunean, TNF-a, IL-1 eta IL-6 zitokina
proinflamatorioak askatuz. Zitokina hauek, goian aipatutako bideetatik, hesi
hematoentzefalikoa zeharkatzen dute. Behin garunera iritsitakoan, zitokina
seinaleek depresioaren garapenean zerikusia duten bideetan parte hartzen dute,
hala nola: (i) 5-HT eta DA neurotransmisoreen metabolismoa erasanez, (ii) nukleo
parabentrikularreko CRH aktibazioa medio, ACTH eta kortisola askaraziz, eta (iii)
BDNF bezalako faktore trofikoak erasanda plastizitate sinaptikoa etenez.
Inguruneko estresoreek hantura erreakzioa sustatzen dute (NF-kB), nerbio
sistema sinpatikoko erantzun eferentea areagotuta NA askatzen da, eta hau a
eta 8 adrenohartzaileei (dAR eta BAR) batzen zaie]. Estresoreek sarrera motore
bagalaren inhibizioa ekiditen dute [azetilkolina askarazten dute (ACh) eta hau
azetilkolina hartzaile nikotinikoaren (a7nAChR) a7 azpiunitateari lotzen zaio].
(Raison et al., 2006. Aldatua).
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1.3.4.2. Zitokinak, gaixotasun jokabidea eta depresioa

Lesio, gaixotasun edota infekzio baten aurrean askatzen diren
zitokinek, bizirautea helburu duten zenbait jokabide eragiten dituzte.
Fenomeno horri “gaixotasun jokabidea” deritzo eta zitokina
proinflamatorio periferikoek garunean zitokina seinalizazio sorta bat
estimulatzen dutenean gertatzen da (Dantzer et al., 2008). Gaixotasun
jokabidea gertatzean, jokabide batzuk gutxiagotu egiten dira, hala nola,
jarduera esploratzailea, psikomotorea, sexuala, elikatzea eta higiene
pertsonala zaintzea, kontzentrazio eta ikasteko gaitasuna, eta beste
jokabide batzuk areagotu; minarekiko sentikortasuna, lo asaldurak eta
estimulu afektiboen aurrean erantzun aztoratuen agerpena (beldurra,
anhedonia eta elkarreragin sozialenganako interes eza) dira (Dantzer,
2001; Kelley et al., 2003). Erronka immunologikoaren aurrean zitokinek
eragindako jokabide horiek oinarri egokitzailea dutela uste da, gizakiek
infekzioaren aurrean energia eta baliabideak gordetzea dute helburu,
susperraldia errazten baitute, bizirauteko aukerak gehituz. Era berean,
jokabide aldaketa hauek estres psikologikoari aurre egiteko egokitze
erantzunak direla uste da, ahultasun fisikoak predazioa ez ezik gatazka
sozialak ere ekiditen baititu (Dantzer eta Capuron, 2017).

Gaixotasun jokabidean gertatzen diren ezaugarri hauek depresioa
pairatzen duten pazienteen sintomen antzerakoak dira, eta immunitate
sistemak askatutako zitokina proinflamatorioek eragindako jokabide

aldaketak, aldaketa neuroendokrino eta monoaminergiko zentralak,
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depresio nahasmenduetan aurkitzen diren aldaketen oso antzerakoak
direla behatu da (Schiepers, Wichers eta Maes, 2005). Hori dela eta,
zitokinek depresioan izan dezaketen parte hartzeari arreta berezia eman
zaio, eta nahasmenduaren eta zitokina proinflamatorioen artean erlazio
esanguratsua dagoela adierazten dute ikerlanek, IL-6, TNF-a eta proteina
C erreaktiboa depresioan markatzaile inflamatorio modura propoasatzera
iritxiz (Dowlati et al., 2010; Haapakoski, Mathieu, Ebmeier, Alenius eta
Kiviméki, 2015; Liu, Ho eta Mak, 2012). Gainera, hantura erantzun kroniko
bereizgarria aurkezten duten gaixotasunetan, artritis erreumatoidea
kasurako, depresio sintomak aurkezten dituzte pazienteek, eta minbiziari
eta C hepatitisari aurre egiteko pazienteei zitokina proinflamatorioak
administratu zaizkienean, sintomatologia depresiboa agertu da (Schiepers
et al, 2005). Antidepresiboekin itzulgarria gertatu da ostera
sintomatologia hori (Bull et al., 2009). Animaliekin egindako ikerketek ere,
zitokina proinflamatorioen administrazioak estresaren ondoriozko
depresio jokabide edota gaixotasun jokabide parekoak eragiten dituela
adierazten dute. Jokabide hauek zitokinen administrazioa bukatzearekin
bat desagertzen dira (Dantzer et al., 2008).

Aldiz, zitokina antiinflamatorioek funtzio babeslea izan dezakete
depresioan, tratamendurik hartzen ez zuten paziente deprimituetan
serumeko IL-10 mailek  sintoma  depresiboekin  negatiboki
korrelazionatzen baitzuten (Dhabhar, 2009). Zentzu berean, zenbait
jokabide probetan agertutako jokabide depresiboak IL-10 injektatuta

itzulgarriak dira (Mesquita et al., 2008; Roque, Correia-Neves, Mesquita,
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Palha eta Sousa, 2009). Illdo horretatik, zitokina proinflamatorio eta
antiinflamatorioen arteko orekak, depresioaren fisiopatologian pisu
handia eduki dezakeela proposatu da (Kim et al., 2007; Taraz et al., 2012)

Bestalde, 2. irudian ageri den moduan, zitokinek jokabidean eragin
ahal izateko zenbait mekanismo identifikatu dira: neurotrasmisoreen
funtzioan eragitea, plastizitate neuronalean edota aktibitate

neuroendokrinoan.

1.3.4.3 Zitokinek depresioa eragiteko mekanismo
posibleak

1.3.4.3.1 Zitokinak eta HPA ardatza

HPA ardatzaren jardueran asaldura eragin dezakete zitokinek,
paziente depresiboetan behatutakoaren antzekoa den sistemaren
hiperaktibitatea eraginez (Capuron eta Dantzer, 2003). lzan ere,
garunaren eta immunitate sistemaren arteko komunikabide nagusietakoa
da HPA ardatza. Batetik, IL-10 zitokina antiinflamatorioak HPA ardatzeko
maila ezberdinetan kortikosterona ekoizpena erregulatu dezake (Tu et al.,
2005). Bestetik, IL-6, TNF-a eta IL-1B zitokina proinflamatorioek HPA
ardatza aktibatu dezakete, glukokortikoide gehiago askaraziz (Capuron et
al. 2003; Besedovsky eta Rey 1996). Glukokortikoide horiek, estres egoera

akutuan, zelula immunitarioetan dauden hartzaile glukokortikoideekin
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batuko dira, atzeraelikadura mekanismo inhibitzailea martxan jarri eta
zitokinen espresioa eta hantura gutxituz (Herman eta Cullinan, 1997).
Baina, estres kronikoaren ondoriozko glukokortikoideen areagotze
kronikoak, immunitate aktibitatearen gehikuntza eragin dezake, ziurrenik
glukokortikoideekiko erresistentzia garatzen delako (Swaab, Bao eta
Lucassen, 2005). Honela azal daiteke paziente depresiboek agertzen
duten eta asaldura neuropsikiatrikoetan ohikoa den HPA ardatzeko

hiperaktibitatea eta zitokina mailak igotzea (Capuron eta Dantzer, 2003).

1.3.4.3.2 Zitokinak eta IDO entzima

Zitokinek serotoninaren sintesia zein mekanismoren bidez erasan
dezaketen aztertutako lanek indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) entzima
hartu dute ardatz eskuarki. Hainbat hantura-bide estimulatuz, zitokinek
triptofanoa (TRYP) metabolizatzen duen entzima hau aktibatzen dute.
Triptofanoa serotoninaren aminoazido aitzindaria da, baina IDO entzima
aktibatuz gero, triptofanoa kinureninan (KYN) bilakatzen da,
neurotrasmisiorako behar den serotoninaren eskuragarritasuna murriztuz
(Schwarcz eta Pellicciari, 2002). Capuronek gidatutako ikerketa batean
(2002), INFa bidezko inmunoterapia tratamendua 26 egunez eman
ostean, minbizia zuten pazienteetan erlazio lineala aurkitu zen
triptofanoaren maila plasmatikoa jaistearen eta depresio sintomen

puntuazioaren artean. Hala ere, datu guztiak ez datoz bat; INFa-rekin
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tratatutako pazienteei eginiko ikerketa batek adierazi zuen IDO
entzimaren aktibitateak odoleko triptofano mailak gutxiagotuta ere, maila
zentralak egonkor mantentzen zirela (Raison et al., 2010). Beste autore
batzuek behatu zutenez, IDO entzima blokeatzeak lipopolisakarido (LPS)
bidez induzitutako depresio-motako jokabideak gutxitu zituen
serotoninaren aktibitatean eraginik izan ez arren, eta kinurenina
administrazioak, dosiaren araberako depresio-motako jokabideak eragin
zitzakeela aurkitu zuten (O’Connor et al.,, 2009). Aurkikuntza honen
ildotik, kinureninaren metabolitoek depresioaren sorreran
serotoninarekiko independenteki jokatzen ote duten iradoki da. Gainera,
C hepatitisaren aurka INFa tratamendua jasotako pazienteek kinurenina
proportzio handiagoa =zutela aurkitu zen, depresio sintomen

agerpenarekin batera (Capuron eta Miller, 2004).

Kinurenina, astrozitora edo mikrogliara garraiatu, desberdin

degradatuko da:

Astrozitoetan, kinurenina azido kinureniko bihurtzen da. Azido
kinurenikoa neurobabeslea da eta NMDA (N-metil-D-aspartato) hartzaile
glutamatergikoen antagonista moduan jokatzen du, glutamatoaren
askapena inhibituz (Wu et al, 2007). Mikrogliak aldiz, 3-
hidroxikynureninan (3-HK) eta azido kinolinikoan degradatzen du
kinurenina, bi produktuak ere neurotoxikoak direlarik, erradikal
oxidatiboak sortzeko gaitasuna baitute, eta NMDA hartzailearen agonista

moduan jokatzen baitute. Azido kinolinikoak glutamatoa askatzea
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eragiten du, NSZ-ren exzitotoxizitatea handituz (Schwarcz eta Pellicciari,
2002). Honela, Miller eta kideek (2008) kinureninaren degradazioak
mikroglian duen efektua depresioa garatzeko mekanismo gisara

proposatu zuten (ikus 3. irudia).

Baina badirudi mikroglia ez dela kinurerina produktu
neurotoxikoetan degradatzen duen elementu bakarra: garunera
erakarritako makrofago periferikoek kinurenina azido kinoliniko
bihurtzeko mikrogliak baino 20 aldiz gaitasun handiagoa dutela proposatu
da. Proposamen hori indartuz, INFarekin tratatutako pazienteetan, LZR-
an kinurenina eta azido kinolinikoaren gehikuntzak sintoma depresiboak
areagotzearekin korrelazionatzen du, baita monozito periferiko
aktibatuak garunera erakartzeaz arduratzen diren monozitoen proteina

kimiotaktikoekin ere (MCP-1) (Raison et al., 2010).

Degradazio bidea edozein dela ere, efektu zitotoxiko posible
horiek animo egoera erregulatzeaz arduratzen diren garuneko eremu
batzuetan zelulen galera eragin dezakete. Esaterako, neuronen,
astrozitoen eta oligodendrozitoen galera (Li et al., 2008). Kalte hori sarri

behatu da garun egitura desberdinetan (Hamidi, Drevets eta Price, 2004).

1.3.4.3.3 Zitokinak eta BH4 kofaktorea

Depresio prozesuan parte har dezakeen beste mekanismo posible

batek, monoamina neurotrasmisoreen (5-HT, DA, adrenalina eta NA)
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sintesian parte hartzen duen entzimen kofaktore kritikoarekin du
zerikusia, 5,6,7,8-tetrahidrobiopterinarekin (BH4), alegia. (Felger eta
Lotrich, 2013; Haroon, Raison eta Miller, 2012; Neurauter et al., 2008).
NOS (oxido nitriko sintasa) entzimaren bidez arginina oxido nitriko (NO)
bihurtzeko prozesuan ere parte hartzen du BH4-ek. Zitokina
proinflamatorioek, BH4ren erabilera areagotu dezakete NOS entzima
estimulatzea medio, depresioan parte hartu dezaketen prozesuak
martxan jarriz (Raison eta Miller, 2013). Batetik, fenilalanina hidroxilasa
(PAH), triptofano hidroxilasa (TPH) eta tirosina hidroxilasak (TH)
monoaminen sintesirako beharrezko duten BH4 kofaktorearen
eskuragarritasuna murriztuko da, ondorioz 5-HT, DA eta NA mailak jaitsiz
(Van Amsterdam eta Opperhuizen, 1999). Bestetik, NOren sintesia eta
egoera oxidatiboa areagotuko dira oxigeno eta nitrogeno espezie

erreaktibo kaltegarriak askatuz (Kitagami et al., 2003). Asaldura guzti
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horiek depresioaren patogenesia erraztu dezakete (Anderson eta Maes,

2013)(ikus 3. Irudia).
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3. Irudia. Hanturaren eragina organismoan. Hantura erantzuna aktibatzean,
zitokina proinflamatorioak askatzen dira eta hauek, IDO entzimaren eta
nitrogeno eta oxigeno espezie erreaktiboen ekoizpena estimulatzen dute.
Ondorioz, kinureninaren metabolito neurotoxikoa askatzen da; azido kinolinikoa.
Gainera, monoaminen aitzindari diren triptofanoaren eta tirosinaren
eskuragarritasuna gutxitzen denez, 5-HT, DA eta NAren sintesiak murrizten dira.
BH4 kofaktorea gutxitzeak fenilalanina hidroxilasa (PAH), triptofano hidroxilasa
(TPH) eta tirosina hidroxilasa (TH) entzimen funtzionamendua galarazten du.
Ekintza horiek guztiek garuneko zenbait zirkuitutan asaldurak eragiten dituzte
(Raison eta Miller, 2013. Aldatua).
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1.3.4.3.4 Zitokinak eta BDNF ekoizpena

Egoera fisiologiko normalean, IL-1, IL-6 eta TNFa-k hornidura
trofikoan parte hartu eta neurogenesia sustatzen dute, funtzio kognitibo
garrantzitsuen funtzionamendu egokia ahalbideztuz (Bernardino et al.,
2008; Goshen et al., 2008). Bestalde, NSZ-ean zitokinek eragindako
gehiegizko glutamatoak BDNF gutxitzea eragin dezake, eta honek
neurogenesia murriztu, oligodendrozito eta astrozitoen apoptosia
induzitu, eta interakzio neuronalak eta funtzio kognitibo eta jokabide
funtzioak desdoitzea eragin dezake (Gavillet, Allaman eta Magistretti,
2008; Koo eta Duman, 2008). Ondorioz, neurogenesia eragotzi eta
portaera depresiboa agertzea erraztu daiteke (Miller eta Raison, 2016;
Schwarz eta Bilbo, 2012). LPS emanda eragindako depresio-motako
egoeran, BDNF mailak jaistearekin batera, IL-10 mailak ere jaisten dira
(Zhao, Zhang eta Pan, 2015). Zentzu horretan, IL-10ari efektu neurotrofiko
eta neurobabeslea egotzi zaio exzitotoxizitate egoeran, (Zhou, Bailey-
Bucktrout, Jeker eta Bluestone, 2009) eta neuriten hazkuntzan eta
sinapsian parte hartu dezake (Chen et al., 2016; Han et al., 2015; Sharma
et al, 2011). Era berean, NSZ-eko inflamazioa eragiten duen
meningitisaren aurrean, BDNF administrazioak IL-10 maila areagotu

dezake hipokanpoan (Xu et al., 2017).
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Aurrez aipatu moduan, depresioa mende honetako nahasmendu
psikiatriko ohikoena da, baina ez die biztanle guztiei berdin eragiten.
Ikerketa epidemiologikoen arabera, estresari lotutako psikopatologiak,
antsietatea eta depresioa tarteko, ohikoagoak dira emakumeetan
gizonezkoetan baino (Kessler, McGonagle, Swartz, Blazer eta Nelson,
1993; Seedat et al., 2009). Zehazki, emakumeek depresioa pairatzeko
duten arriskua gizonezkoena baino bi bider handiagoa da: %20-25ekoa
emakumeetan eta %7-12koa gizonezkoetan (Bekker eta van Mens-
Verhulst, 2007; Busch et al., 2013; Kessler et al., 2008). Sintomatologia
depresiboa ere ezberdina izan ohi da sexuaren arabera, eta depresioaren
aurkako tratamendu farmakologikoen eraginkortasuna txikiagoa da
emakumeetan (Dalla, Pitychoutis, Kokras eta Papadopoulou-Daifoti,
2010). Desberdintasun kuantitatibo eta kualitatibo horien azpian
sexuaren araberako berezitasun psikosozialak, desberdintasun

fisiologikoak eta oinarrizko ikerketan jazotako isuriak egon daitezke.

1.4.1 DESBERDINTASUN PSIKOSOZIALAK ETA JOKABIDE
DESBERDINTASUNAK

Depresioaren patogenesian zerikusia izan dezaketen sexuaren
araberako zenbait jokabide ezberdintasun proposatu dira. Estresari aurre
egiteko estrategien inguruan, badirudi emakumeen artean nerabezarotik

hasita ohikoagoa dela distresari hausnarketa bidez erantzutea, hots,

48



SARRERA
Estres soziala, depresioa eta sexu ezberdintasunak

uneko egoera, afera pertsonal eta sentimenduen inguruan behin eta
berriz gogoeta eginez erantzutea. Jokabide mota hau sintoma eta
nahasmendu depresiboen agerpenarekin lotzen da (Rood, Roelofs,
Bogels, Nolen-Hoeksema eta Schouten, 2009). Beste faktore eragile batek
gizon eta emakumeen autokontzeptuarekin du zerikusia. Sexu
ezberdintasunak aurkitu dira orientazio interpertsonalaren, harremanen
estatusarekiko arduraren eta besteek norbanakoari buruz duten iritziari
ematen zaion garrantziaren inguruan. Haurtzarotik hasita, neskek
orientazio interpertsonalerako joera handiagoa erakusten dute,
nerabezaroan gora egiten duelarik (Zahn-Waxler, 2000). Zentzu berean,
estres interpertsonala dela eta depresioa garatzeko aukera handiagoa

dute emakumezkoek (Nolen-Hoeksema, 2001).

Depresio sintomen artean berriz, emakumeek apetitua eta pisua
irabaztea, hipokondria, somatizazioak eta insomnioa gizonek baino
sarriago azaltzen dituzte. Depresio sintomekin batera antsietate sintomak
aurkeztea ere ohikoagoa da emakumeetan (Cavanagh et al.,, 2017;
Kornstein, 1997; Marcus et al., 2005). Gizonek aldiz, pisua galtzeko eta
alkohola eta droga mendekotasunerako jaugin nabarmenagoa dute, baita
bulkaden gaineko kontrola galdu eta arriskua-jokabideak hartzeko joera
handiagoa ere (Breslau, Schultz eta Peterson, 1995; Cavanagh et al., 2017;
Marcus et al.,, 2008). Sexuaren araberako berezitasun horiek, faktore
psikosozialekin, estresoreak ebaluatzeko moduarekin edota estresari
aurre egiteko metodo eta baliabideekin egon daitezke erlazionatuta

(Cohen eta Yehuda, 2011).
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Dena den, depresio nagusiak emakumezkoetan duen intzidentzia
handiagoa kultura eta komunitate ezberdinetan errepikatzen da (Seedat
et al., 2009) eta, goian aipatu bezala, sintomatologia ere ezberdina da sexu
bakoitzean, emakumezkoetan nahasmenduaren larritasuna eta
funtzionaltasunean eragiten duen narriadura handiagoak direlarik
(Riecher-Rossler, 2010). Horretaz gain, depresioaren aurkako tratamendu
farmakologiko kronikoak emakumeetan ez dira gizonezkoetan bezain
eraginkorrak (Dalla et al., 2010) eta farmakoen albo-ondorioak jasateko
%50-75eko aukera handiagoa dute emakumeek (Shah et al., 2014). Beraz,
badirudi arraza, kultura, dieta, heziketa eta beste zenbait faktore sozial
eta ekonomikoz gain, aldagai biologikoek ere emakumeek depresioa
pairatzeko arrisku handiagoa izatea eragin dezaketela (Albert, 2015).
Gizaki zein animaliatan, sexuaren araberako ezberdintasun biologikoak
eta jokabide ezberdintasunak aurkitu dira estres erantzunarekin eta
depresioarekin erlazionatutako mekanismoetan (Hughes, Dennis eta

Beckham, 2007; Kokras eta Dalla, 2017).

Estresari lotutako nahasmenduak ikertzen diharduten zenbait
egilek, animalia ereduetan subjektu emeak erabiltzeko beharra
aldarrikatu dute. Izan ere, nahasmendu psikiatrikoen inguruan arren isuria
duten orokortzeak egitea “zientifikoki kaltegarria” izan daiteke, literatura
zientifikoa errealitatera egokitzen ez diren ondorioekin betez (Belzung eta

Lemoine, 2011; Palanza eta Parmigiani, 2017).
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Baina, depresioa eta tratamendu antidepresiboen azpian datzaten
mekanismo biologikoak eta jokabideak ikertzeko lan gehienak animalia
eredu arrekin osatu dira, sexu aldagaia eta bere ezaugarriak kontuan izan
gabe (Beery eta Zucker, 2011; Kreiner et al., 2013; Zucker eta Beery, 2010).
Bazterketa orokortu horren arrazoietako bat arren emaitzak emeetara
orokortu zitezkeenaren ustea izan da. Bestetik, ugalketa zikloa dela eta,
emeak intrintsekoki aldakor eta ezegonkortzat hartu dira, eta subjektu
emeak erabiltzeak esperimentuak garestitu eta emaitzak aldrebestuko
lituzkeela uste izan da (Prendergast, Onishi eta Zucker, 2014; Wald eta
Wu, 2010). Horretaz gain, arretan ez bezala, ez dago emeetan estres
soziala aplikatzeko prozedura estandarizaturik, subjektu arrekiko

lehenespena elikatuz.

Sagu arretan, porrot sozialaren animalia estres-eredua luze eta
zabal erabili da depresioaren fisiopatologia aztertzeko. Eredu hau egoiliar-
arrotz paradigman oinarritzen da, non subjektuek modu oldarkorrean
interakzionatzen duten lurraldearen gaineko dominantzia finkatzeko
(Miczek, 1979). Eredu hau etologikoki egokia kontsideratzen da arretan,
izan ere, “lehiakortasun sozialaren hipotesia”ren arabera, hierarkia-maila
soziala eta baliabideak galtzeak depresio eta antsietateari lotutako
aldaketa fisiologiko eta jokabide aldaketak sor ditzake (Price, Sloman,
Gardner, Gilbert eta Rohde, 1994; Rohde, 2001; Sloman, Gilbert eta
Hasey, 2003). Horrela bada, porrot sozialarekin egindako ikerketek
estresari lotutako nahasmenduen azpian datzaten mekanismo batzuk

ulertzen lagundu du, baita karraskari arretan tratamendu
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farmakologikoak probatzen ere (Chaouloff, 2013; Gémez-Lazaro et al.,
2012; Keeney et al., 2006; Kudryavtseva, Bakshtanovskaya eta Koryakina,
1991; Levinstein eta Samuels, 2014).

Zenbait ikerketetan, porrot soziala aplikatu zaie emeei, baino
arrentzako estresagarri denak ez du zertan emeentzat izan, eta eredu
honek erabilgarritasun mugatua erakutsi du karraskari emeetan estres
erantzuna pizteko (Haller et al. 1999; Palanza 2001), emeek nekez egiten
baitituzte eraso oldarkorrak, kumeak babesten ari ez badira behintzat
(Solomon, 2017), eta kumedun eme amekin egindako ereduetan ere ez da
arrena adinako estres erantzunik piztu (Jacobson-Pick, Audet, McQuaid,
Kalvapalle eta Anisman, 2013). Sagu emeei estres soziala eragiteko eredu
bat garatzeko garaian, haien izaera eta jokabide soziala behatu behar da
lehenik. Laborategiko karraskari emeek hierarkia soziala finkatzeko
garaian jokabide agonista moderatu sorta bat erakutsi badezakete ere
(adibidez: pertsekuzioa, azpian hartzea, grooming oldarkorra, eta
barbering-a,) (Clipperton-Allen, Almey, Melichercik, Allen eta Choleris,
2011), sare sozialak finkatzen dituzte beste emeekin, eta “tend-and-
befriend” edo zaindu eta lagunak izan estrategia baliatu ohi dute (Taylor
et al., 2000; Vegas et al., 2012). Emeen talde atxikimendua sustatzen duen
estrategia horrek, emeek beren burua eta kumeak babestu ahal izateko
zentzu etologikoa duela uste da. Horrela bada, izaera sozial afiliatzailea
dutela kontuan izanda, sare sozialak etetea estresore sozial

erabilgarriagoa izan daiteke subjektu hauentzat.
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Haller et al.-ek (1999) proposatu zuten lehen aldiz ezegonkortasun
sozial kronikoaren estresa (ESKE) arratoietan. Estres-eredu honetan,
isolamendu eta taldekatze faseak txandakatzen dira, eta taldekatze
faseetan talde osaera aldatzen da. ESKE-k emeek osatutako sare soziala
eteten du behin eta berriz, eta taldekatze fase bakoitzean beste egitura
hierarkiko berri bat finkatuarazten die. Lehen lan horretan, HPA ardatzean
aldaketak eta depresio-motako aldaketak eragin zituen estresak, eta
ondorengo ikerketetan ere hala ikusi da (Haller, Fuchs, Haldsz eta Makara,
1999; Herzog, Czéh, et al., 2009; Jarcho, Massner, Eggert eta Wichelt,
2016; Schmidt et al., 2010). Hala ere, ESKE erabilitako lan guztiek ez
dituzte emaitza berak lortu, eta datuak eztabaidagarriak dira (Palanza eta
Parmigiani, 2017; Saavedra-Rodriguez eta Feig, 2013). Baliteke hori
horrela izatea eredua estandarizatu gabe dagoelako eta erabilitako

metodologia eta neurtutako aldagaiak ezberdinak direlako.

1.4.2 DESBERDINTASUN FISIOLOGIKOAK

Estresarekiko erantzun fisiologikoak eta jokabide erantzunak
sexuaren araberako berezitasunak aurkezten dituzte, eta hortaz, baita
depresioaren patogenesiak ere (Beery eta Zucker, 2011). lkerlanek
adierazten dutenez, sexu ezberdintasunak garun funtzioaren maila

askotan aurkitzen dira: ioi katetik hasi eta giza jokabidera iritsi arte.
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Sexu ezberdintasun horien erantzule nagusi bezala hormona
sexualak proposatu izan dira. lzan ere, emakumeen depresio
prebalentziak nerabezarotik aurrera egiten du gora, ugaltze funtzioarekin
batera, eta 55 urte inguruan gutxitzen da, ugaltze funtzioaren
amaierarekin batera (Gomez, Martinez-Mota, Estrada-Camarena eta
Fernandez-Guasti, 2014; Gutiérrez-Lobos, Scherer, Anderer eta Katschnig,
2002). Gainera, hormona sexualen gorabehera garaian depresioa
pairatzeko arriskua handiagoa da, hala nola, pubertaroan; fase
premenstrualean; haurdunaldian, erditze ondorengo fasean eta
perimenopausian (Ahokas, Kaukoranta, Wahlbeck eta Aito, 2001; McCoy
et al., 2008; Solomon eta Herman, 2009; Wise, Felker eta Stahl, 2008).
Esteroide gonadalek depresioan inplikatutako mekanismo fisiologikoetan
parte hartzen dute, eta nagusiki, bere efektua egitura linbikoetan
kokatutako estrogeno hartzaileen bidez gauzatu dezaketela uste da
(Handa et al., 2012; Handa eta Weiser, 2014; Kokras eta Dalla, 2014),
estres erantzunean inplikatutako mekanismoen erregulazio gaitasunean
eraginez. Bizitzako etapa ezberdinetako gorabehera hormonalez gain,
hilerokoari lotutako gorabehera hormonalek ere estres erantzuna
modulatu dezaketela adierazten dute zenbait ikerketek (Goldstein,
Jerram, Abbs, Whitfield-Gabrieli eta Makris, 2010; Nestler et al., 2002;
Prange-Kiel, Fester, Zhou, Jarry eta Rune, 2009), baina nahasmendu
psikiatrikoengan izan dezaketen eraginaren inguruko emaitzetan
desadostasunak daude (Handa eta Weiser, 2014; Kokras eta Dalla, 2014).

Androgeno mailei dagokienean ere, depresioan joka dezaketen paperaren
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inguruan emaitza kontrajarriak aurkitu dira (Rohr, 2002; Seidman, Spatz,
Rizzo eta Roose, 2001). Hala ere, ikerketa gehienetan testosteronak
depresioarekiko funtzio babeslea betetzen duela adierazten dute
(DiBlasio et al., 2008; Kanayama, Amiaz, Seidman eta Pope, 2007;
McHenry, Carrier, Hull eta Kabbaj, 2014; Zarrouf, Artz, Griffith, Sirbu eta
Kommor, 2009).

1.4.2.1 Desberdintasun fisiologiko sexualak estres
erantzunean

Estres erantzun egokitzaile zein fisiopatologikoan, HPG ardatzak
HPA ardatzarekin eta SNA-rekin elkarrekintzan dihardu. Karraskarietan,
ezagun da emeek arrek baino kortikosterona maila basal altuagoak izaten
dituztela (Weiss, Pryce, Jongen-Rélo, Nanz-Bahr eta Feldon, 2004
Yoshimura et al., 2003). Estresaren aurrean ere, emeek glukokortikoide
kontzentrazio handiagoa askatzen dute (Handa eta Weiser, 2014) eta
hipotalamoko nukleo parabentrikularrean aktibitate handiagoarekin
erantzuten dute (McCormick, Merrick, Secen eta Helmreich, 2007).
Gainera, hartzaile glukokortikoideen gaineko datuek adierazten dutenez,
arrek HPA ardatzaren atzeraelikadura potentzial eta modulazio
inhibitzaile sendoagoa dute (Goel eta Bale, 2010). Karraskarietan jasotako
datu horien harira, gizakietan estrogenoak eta progesteronak, ez ordea
testosteronak, HPA ardatzaren erreaktibitatea areagotzen dute,

atzeraelikadura mekanismo inhibitzailea oztopatu eta paziente
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deprimituetan ezagun den glukokortikoide maila altua ematea erraztuz

(Bangasser eta Valentino, 2014; Kudielka eta Kirschbaum, 2005).

SNA-ren ezberdintasun sexualen inguruan gutxiago ikertu bada ere,
badirudi enbor entzefalikoan kokatzen den eta estresarekiko berehalako
kitzikapen erantzunean NA ekoizten duen locus coeruleus gunea
ezberdina dela bi sexuetan. Zehazki, emeetan gunearen bolumena
handiago da eta arretan baino neurona kopuru handiagoa du (Pinos et al.,
2001) eta aktibitate ezberdina izan dezake, bertan kokatutako CRH
hartzaileen sentikortasunean sexuaren araberako ezberdintasunak direla

eta (Curtis, Bethea eta Valentino, 2006).

1.4.2.2 Desberdintasun fisiologiko sexualak monoaminetan

Sistema monoaminergikoari helduz, oro har, garuneko serotonina
sintesia eta 5-HT2 serotonina hartzailearen lotura gaitasuna
emakumezkoetan txikiagoak direla ikusi da (Herzog et al., 2009).
Deprimitutako pazienteen artean ere, 5-HT1A hartzailearen lotura
gaitasuna txikiagoa da emakumezkoetan (Boldrini, Underwood, Mann eta
Arango, 2008; Kaufman et al., 2015). Animalia ereduetan, serotonina eta
noradrenalinaren erabileran ezberdintasun sexualak aurkitu dira estres
akutu zein kronikoaren aurrean (Jacobson-Pick et al.,, 2013). Zentzu
horretan, estradiolak, estrogeno hartzaileen bidez, rafearen nukleo

dortsalean transmisio serotoninergikoa modulatu eta jokabidea eta
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animo egoera erregulatu ditzakeela adierazten dute datuek (Handa, Mani
eta Uht, 2012). Gainera, arratoi eme obariektomizatuetan estradiola
emateak hainbat garun egituratan NA maila areagotzea eragin dezakeela
ikusi da (Alfinito, Chen, Mastroeni, Pawlyk eta Deecher, 2009; Lubbers et
al.,, 2010), eta gizakietan, CRH eta NA maila altuak batera agertzen
direnean, hiperarousal sintomadun depresio mota garatzea errazagoa
dela proposatu da, emakumezkoetan depresio mota hori ohikoagoa
delarik (Gold eta Chrousos, 2002; Koob, 1999). Aktibitate
dopaminergikoari dagokionean ere, estresoreen aurrean arratoi ar edo
emeek dopamina eta haren metabolito mailen gorabehera ezberdinekin
erantzuten dute hipokanpo, hipotalamo, kortex prefrontal eta estriatuan

besteak beste (Dalla et al., 2008; Duchesne, Dufresne eta Sullivan, 2009).

1.4.2.3 Desberdintasun fisiologiko sexualak BDNF-en

Estrogenoek BDNFren espresioa ere modulatu dezakete agian
sistema immunitarioaren aktibitatearen bitartez. Obariektomiak berak
BDNF mailak jaitsi ditzake hipokanpoan eta kortexean, eta BDNF maila
bere onera itzul daiteke estradiola administratuz gero (Sohrabji, Miranda
eta Toran-Allerand, 1995). Halaber, ikaste eta memoria lantze ariketetan
hobekuntza ikusi daiteke obariektomizatutako subjektuetan estrogeno
tratamendua emanda (Daniel, Fader, Spencer eta Dohanich, 1997; O’Neal,
Means, Poole eta Hamm, 1996). Aitzitik, in-vitro ikerketa batzuek

estradiolak eragindako BDNF areagotzeak (lvanova eta Beyer, 2001),
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gutxitzeak (Murphy, Cole eta Segal, 1998) edota efektu eza (Viant, Millam,
Delany eta Fry, 2000) adierazten dituzte, eta beste batzuek progesteronari
egozten diote BDNFren espresioa neurobabesaren mesedetan
erregulatzeko gaitasuna (Aguirre eta Baudry, 2009). Depresio nagusia
diagnostikatutako pazienteetan, plasmako BDNF maila eta sintomen
larritasunaren arteko korrelazioa aurkitu zuten soilik tratamendu
antidepresiborik ez zuen emakumeen taldean, ez ordea gizonetan (Kreinin

et al,, 2015).

1.4.2.4 Desberdintasun fisiologiko sexualak sistema
immunitarioan

Sistema immunitarioari dagokionean, espezie desberdinetako
subjektu emeek arrek baino erantzun immune indartsuagoa eta
infekzioekiko erresistentzia handiagoa erakusten dute oro har (Klein,
2000; McClelland eta Smith, 2011), ezaugarri horiek kultura ezberdinetan
topatu ohi den emakumeen bizi-itxaropen luzeagoarekin zerikusia dutela
uste delarik (Nunn, Lindenfors, Pursall eta Rolff, 2009). Era berean,
immunitatearen erreaktibotasun handiago hori dela eta, jatorri
autoimmunea duten gaixotasunak maizago gertatzen dira emakumeetan,
lupus eritematoso sistematikoa, Graves gaixotasuna eta esklerosi
anizkoitza esaterako (Loram et al., 2012; McCombe, Greer eta Mackay,
2009). Hala ere, beste zenbait gaixotasun inflamatorioren animalia

ereduetan ikusi denez, emeen jokabidea eta immunitatea ez dira arrena
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beste erasaten, hala nola, entzefalomielitis autoimmunean (Harpaz et al.,
2013), entzefalopatia hipoxiko-iskemikoan (Mirza, Ritzel, Xu, McCullough
eta Liu, 2015) eta istripu zerebrobaskular mikroenbolikoan (Nemeth,
Reddy, Bekhbat, Bailey eta Neigh, 2014). Horren aurrean proposatu da,
estrogeno eta progesteronaren ekintza antiinflamatorioa babesgarria izan
daitekeela zenbait gaixotasunen aurrean. (Czlonkowska, Ciesielska,
Gromadzka eta Kurkowska-Jastrzebska, 2006). Halabaina, esteroide
sexualen ekintza immuno-modulatzailea testuinguruaren eta hormona
mailen araberakoa da. lzan ere, estradiol exogenoak immunitate
humorala areagotzeko efektua du (D’Elia eta Carlsten, 2008), immunitate
zelularra dosiaren arabera areagotu nahiz gutxitu dezaken bitartean

(Kovacs, Messingham eta Gregory, 2002).

Garuneko immunitate elementu nagusia den mikrogliak ere,
ezberdintasun sexualak azaltzen ditu bere funtzioan (Schwarz eta Bilbo,
2012). Depresioan eta estres erantzunean aurkitutako desberdintasun
neuroimmuneen artean, deprimitutako gizonetan, emakumetan ez
bezala, berezko immunitate erantzunean parte hartzen duten zelula
hiltzaile naturalak (natural killer, NK) zelulek behera egiten dute, baita
gaitasun zitolitikoak ere (Pitychoutis eta Papadopoulou-Daifoti, 2010;
Schwarz eta Bilbo, 2012). Sagu emeek immunoglobulina maila handiagoak
dituzte (Grossman, 1989), baita T eta B zelulen mitogenesi handiagoa ere
(Schneider, Schwacha eta Chaudry, 2007). Gaixotasun jokabidean
inplikatutako mekanismoei dagokienean, zelula adiposoak IL-6 gehiago

ekoiztearekin lotzen dira, eta emakumezkoen fisiologiak adipositaterako
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joera handiagoa du gizonenak baino (Luppino et al., 2010). Ikerketa baten
arabera, LPS administratu ostean plasmako IL-6 maila gizon zein
emakumeetan igo bazen ere, igoera horrek emakumeetan soilik
korrelazionatu zuen aldarte depresiboarekin (Eisenberger, Inagaki,
Rameson, Mashal eta Irwin, 2009). Norabide berean, beste lan batzuek
proteina C-erreaktiboaren, eta IL-1B eta TNFa kontzentrazioaren eta
depresio sintomen larritasunaren arteko erlazioa aurkitu zuten soilik
emakumezkoetan (Birur, Amrock, Shelton eta Li, 2017; Kohler-Forsberg et

al., 2017).

Horrela bada, estresari lotutako neuroinflamazio prozesuan
aurkitutako dimorfismo sexuala emakumeek depresioa pairatzeko duten
arrisku handiagoaren erantzuleetako bat izan daiteke (Bekhbat eta Neigh,
2018; Pitychoutis eta Papadopoulou-Daifoti, 2010). Gainera, ezagun da
HPA ardatzak, glukokortikoideen bidez, eta SNA-ak, katekolaminen bidez,
funtzio immunea erregulatu dezaketela (Bellavance eta Rivest, 2014;
Raison et al., 2006), eta ondorioz, HPA ardatzaren eta SNA-ren
erantzunean aurki daitezkeen berezitasun sexualek ezberditasun
immunitarioak ere eragin ditzakete. Badirudi beraz estresak sexuen
arteko dimorfismo sexual inflamatorioa indartu dezakeels,
depresioarekiko zaurgarritasunean dauden ezberdintasunetan parte
hartuz (Bourke et al., 2013; Rohleder, Schommer, Hellhammer, Engel eta

Kirschbaum, 2001).
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Benlafaxina ((RS)-1-[2-dimetilamino-1-(4-metoxifenil)-
etil]ziklohexanola) serotonina eta noradrenalinaren birxurgatzearen
inhibitzailea da. Dosi txikitan 5-HT birkaptazioa inhibitzen du, gune
sinaptikoko 5-HT eskuragarritasuna handiagotuz. Dosi ertainean aurreko
efektuari efektu noradrenergikoa gehitzen zaio, eta dosi altuan eragin
dopaminergikoa ere badu (Stahl, 2013; Malikowska et al.,, 2017).
Hartzaileekiko loturari buruzko ikerketen arabera, benlafaxina ez zaie
goian aipatutako neurotransmisoreen hartzaileei atxikitzen (Holliday eta
Benfield, 1995). Farmako hau Pss0llDs zitokromoak metabolizatzen du
gibelean. Benlafaxinaren plasmako erdibizitza 5 ordukoa da, bere
metabolito nagusiarena, hots, desmetilbenlafaxinarena, 10-11 ordukoa
den bitartean. Egoera geldikorrean, farmakoaren kontzentrazio handiena
hiru egunetara lortzen da, eta benlafaxina eta bere metabolitoen
kanporatzea giltzurrunen bidez gertatzen da gehien bat (Holliday eta
Benfield, 1995; Patat et al., 1998). Benlafaxinak ekintza farmakologiko
zehatza du eta efektu antikolinergiko minimoak ditu, tolerantzia eta
segurtasun ratioen mesedetan (Burnett eta Dinan, 1998; Il'ina, 2009).
Albo ondorioen artean ohikoena goragalea da, baina epe luzean zefalea,
izerditzea eta idorreria ere eragin ditzake. Sistema monoaminergikoan
duen ekintza konbinatua dela eta SBIS-ek baino efektu azkarragoa eta
sintomen erremisio arrakasta handiagoa duela adierazi da (Deakin eta

Dursun, 2002; Nemeroff et al., 2008).

Gainera, dosi ertaineko ekintza dual horrek, serotoninan eta

noradrenalinan eragina izanik, espektro zabaleko antidepresibo eta
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antsiolitiko bihurtzen du (Panteleeva, Oleichik, Abramova eta Yumatova,
2016; Smith, Dempster, Glanville, Freemantle eta Anderson, 2002), eta
bereziki eraginkorra izan daiteke emakumezkoetan, depresio eta
antsietate sintomak batera sarriago agertzen baitira populazio honetan.
Hain zuzen ere, plazebo faktorea kontrolatutako saiakuntza kliniko
batean, benlafaxinak emakume helduetan erakutsi zuen sintomen
erremisio ratio handiena (Thase, Entsuah, Cantillon eta Kornstein, 2005),
eta metaanalisi baten arabera, depresioa duten pazienteen artean
emakumeek benlafaxinarekin sintomak arintzeko aukera handiagoa dute

(Thase et al., 2017).

Ikerketa preklinikoetan, benlafaxina estres eredu ezberdinekin
aztertu da. Porrot sozialaren bidez estresatutako sagu arretan, 20 mg/kg-
ko benlafaxina administrazio kronikoak depresio eta antsietate-motako
jokabideak lehengoratzeko gaitasuna erakutsi zuen (Venzala, Garcia-
Garcia, Elizalde, Delagrange eta Tordera, 2012), eta 16 mg/kg-ko
tratamendu kronikoak porrot sozialak eragindako etsipen-motako
jokabidea eta jarduera esploratzaile gutxitua arindu zituen (Bai, et al.,
2017). Beste ikerketa batean ere, 5, 10 eta 20 mg/kg-ko dosien artean 20
mg/kg-koa izan zen eraginkorrena isatsetik esekitzeko proban (tail
suspension test, TST) eta behartutako igeriketa proban (forced swimming
test, FST) depresio-motako jokabidetzat hartzen den gelditasun denbora
murrizteko garaian, eta horrekin batera, estresak induzitutako kalte
oxidatibo zelularrarekiko efektu babesgarria erakutsi zuen (Abdel-Wahab

eta Salama, 2011).
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Astebetez FST bidez estresatutako sagu arretan, 5 eta 10 mg/kg-ko
tratamenduak efektu antsiolitikoa erakutsi zuen (Kumar, Garg, Gaur eta
Kumar, 2010). Aurresanezinezko estres kroniko arinak (chronic
unpredictable mild stress, CUMS) eragindako sakarosa kontsumo murritza
eta jarduera lokomotorearen asaldura ere lehengoratu zituen hamar
egunez emandako 10 mg/kg-ko benlafaxina tratamenduak (Wang et al.,
2016). Horretaz gain, depresio egoeran gertatzen den hantura
induzitutako animalia ereduetan, benlafaxina dosi ezberdinek efektu
antiinflamatorioa azaldu dute (Ji et al., 2014; Gill, Jamwal, Kumar eta
Deshmukh, 2017). Subjektu emeetan oso ikerketa gutxi badaude ere,
arratoi emeetan benlafaxinak depresio-motako jokabidea arindu eta

kortikosterona mailak lehengoratu ditzakeela ikusi da (Xing et al., 2013).
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Ikerketa kliniko zein preklinikoetan ikusi denez, estres sozial
kronikoa estres iturri garrantzitsua da animalietan, eta funtsezko eragile
izan daiteke nahasmendu depresibo eta afektiboen garapenean (Blazer
eta Hybels, 2005; Kessler, 1997; Slavich eta Irwin, 2014). Izaera soziala
izateaz gain, kronikoki irauten duten eta aurretik jakin ezinak diren
estresoreak dira inpaktu handiena dutenak, eta norbanakoaren egokitze
gaitasuna erasaten dute (Blanchard, McKittrick eta Blanchard, 2001;
McEwen, 2004). Baina esperientzia estresagarriek depresioaren
garapenean inplikatutako bide fisiologikoetan duten eraginaren inguruko
ezagutza oso mugatua da oraindik, eta ondorioz, baita diana
farmakologiko espezifikoak hautatzeko aukera ere. Hala ere, azken
urteotan garatutako animalia-ereduei esker, ekarpen garrantzitsuak egin
dira depresioaren fisiopatologiaren esparruan. Estres sozial kronikoak
animalietan eragindako aldaketa neurokimiko eta jokabide aldaketak,
giza-depresioan ematen diren aldaketekin bat datozela ikusi da
(Barrientos et al., 2003; Dantzer et al.,, 2008). Hain zuzen ere, giza-
depresioan gertatu bezala, estres kronikoak HPA ardatza, neurotrofinak,
zitokina proinflamatorioak, sistema monoaminergikoa eta hipokanpoaren
bolumena erasaten dituzte animalietan, animalia eredu horien
konstruktu-baliozkotasunaren mesedetan (Abelaira, Reus eta Quevedo,
2013).

Baina, paradoxa badirudi ere, emakumeek estresari lotutako

nahasmenduak pairatzeko aukera handiagoa izan arren, gaixotasun
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mentalak ikertzeko animalia eredu gehienak arrekin osatu dira, sexu
aldagaia kontuan izan gabe (Beery eta Zucker, 2011; Kreiner et al., 2013;
Zucker eta Beery, 2010). Horrela bada, ikerketa preklinikoetan, depresio
eredu erabilienetariko bat porrot soziala eta mendean hartzearen estresa
da (Becker et al., 2008; Bjorkqvist, 2001; Rygula et al, 2005). Hala ere,
porrotarekin erlazionatutako estres eredu hau ez da egokia emeetan,
hauek ez baitute lurralde lehiakortasun oldarkor bat erakusten, ugalketa
sasoi zehatzetan ez bada behintzat (Berry eta Bronson 1992; Palanza eta
Parmigiani, 2017), eta badirudi emeen antolamendu soziala arren garaile-
mendeko harremana baino afiliatiboagoa eta konplexuagoa dela (Schuhr,
1987). lzan ere, kaiola-kideak izateak sostengu soziala eman diezaieke
emeei, eta arrei ez bezala, espezie-kideekin lurraldea partekatzea
onuragarri zaie ikuspuntu etologikotik (Taylor et al., 2000). Hori dela eta,
karraskari emeek porrot sozialaren aurrean estres erantzun
esanguratsurik aurkezten ez badute ere, aldaketa neurobiologiko
sendoagoak azal ditzakete ezegonkortasun soziala eta sare soziala etetea
dakarten estres ereduekin (Haller et al., 1999; Martin eta Brown, 2010).
Zentzu horretan, estresari lotutako nahasmenduen inguruko ikerketa
preklinikoaren erronketako bat, emeen izaera sozialari egokitzen zaion
estres eredu bat finkatzea da, oraindik ez baita horrelako protokolorik
estandarizatu.

Hori guztiaz gain, sexuaren araberako ezberdintasun fisiologikoak
aurkitu dira estres erantzuna orkestratzeaz arduratzen duten HPA

ardatzean eta NSA-an (Dalla et al., 2008; Dalla eta Shors, 2009; Simpson
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eta Kelly, 2012). Aipatzekoa da bi sistema horiek HPG ardatzarekin
elkarrekintzan dihardutela, eta harreman hori estres erantzun
egokitzailean nahiz fisiopatologikoan ikusitako ezberdintasun sexualen
erantzuletako bat dela adierazten dute datuek (Bourke, Harrell, eta
Neigh).

Bestalde, depresioaren hipotesi inflamatorioaren arabera,
depresioan behatutako asaldura zentraletako asko, hala nola, HPA
ardatzaren hiperaktibazio, endekapen neuronala, neurogenesi gutxitua,
estres oxidatiboa eta serotonina seinalizazioaren gutxitzea (Gillespie eta
Marberg, 2016), hein batean behintzat, faktore estresagarriek
kitzikatutako zitokina inflamatorioen eraginpean egon daitezke (Maes et
al., 2009; Dantzer et al.,, 2008). Esparru honetako ikerketa gehienek
zitokina proinflamatorioak hartu dituzte ardatz, baina zitokina
proinflamatorioen eta antiinflamatorioen arteko desoreka aldaketa
iraunkorrak  eragin  ditzake garun funtzioan, eta zitokina
antiinflamatorioek zeregin babeslea izan dezakete (Capuron eta Miller,
2011).

Hori guztia dela eta, ezegonkortasun sozial kronikoaren estres
paradigma izan daiteke emeen izaera sozialari gehien egokitzen zaion
estres-eredua. Baina, eredu honen orain arteko erabilerak zenbait muga
ditu. Ezberdintasun metodologikoak daude erabili duten ikerlanen artean;
karraskari espezie ezberdinak erabiltzeaz gain, estresaren iraupena eta
isolatze eta taldekatze faseen protokoloak lan batetik bestera aldatzen

dira. Hala ere, ikerketak bat datoz eredu honek estresa eragiten duela
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adierazterakoan, kortikosterona maila altuak aurkitzen baitituzte, HPA
ardatzaren hiperaktibitatearen seinale (Baranyi, Bakos eta Haller, 2005;
Haller, Baranyi, Bakos eta Haldsz, 2004; Herzog, Czech, et al., 2009;
Nowacka et al., 2015; Nowacka, Paul-Samojedny, Bielecka eta
Obuchowicz, 2014). Depresio-motako fenotipoa eragin ote dezakeen
aztertzerakoan, datu gutxiago dago ordea. lkerketa gutxitan erabili
baitituzte depresio-motako jokabideak aztertzeko jokabide probak
(Herzog, Czéh, et al., 2009; Nowacka, Paul-Samojedny, Bielecka eta
Obuchowicz, 2014), eta lan talde horiek beraiek depresioan parte hartu
dezaketen faktore trofikoen inguruan ikertu badute ere (Herzog, Czéh, et
al., 2009; Nowacka et al., 2014; Nowacka et al., 2015), estres-eredu honek
subjektu emeen aktibitate monoaminergikoan eta zitokinetan eragin
ditzakeen aldaketen inguruan ez dago ikerketarik.

Depresioarentzako tratamendu eraginkorrak aurkitzea da ikerketa
lerro honetako erronka handienetako bat, eta kontuan izan behar da
antidepresiboek eraginkortasuna ezberdina dutela ar eta emeetan (Dalla,
Pitychoutis, Kokras eta Papadopoulou-Daifoti, 2010). Horretaz gain,
farmako antidepresiboek sintomatologia zein ekintza mekanismoren
bidez arintzen duten ikertzeak ere depresioaren fisiopatologia argitzen
lagun dezake. Testuinguru honetan, badirudi ekintza mekanismo duala
duten antidepresiboek, serotonina eta noradrenalinaren birxurgatzea
inhibitzen dutenak alegia, bereziki eraginkorrak izan daitezkeela
emakumeetan, depresio sintomez gain antsietate sintomak ere arintzen

baitituzte (Stahl, 2013).
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HELBURU OROKORRA

Hori guztia kontuan izanda, ikerlan honetako helburu orokorra
ezegonkortasun sozial kronikoaren estresa sagu emeetan depresio-
motako egoera eragiteko baliagarria den probatzea da. Honek
emakumeentzako interbentzio terapeutiko zehatzagoak aukeratzea,
diana farmakologiko berriak zehaztea eta prebentzio estrategia

egokiagoak garatzea ahalbidetuko ditu.

HELBURU ZEHATZAK

Xede horrekin, honako helburu zehatzak finkatu dira:

1.- Lau asteko ezegonkortasun sozial kronikoaren estresak depresio-
motako jokabide probetan (sakarosa lehenespen proba edo SPT eta

FST) duen eragina aztertzea.

2.- Lau asteko ezegonkortasun sozial kronikoaren estresaren eragina

aztertzea HPA eta HPG ardatzen aktibitatean:

e HPA ardatzaren aktibitatea: odoleko kortikosterona
kontzentrazioa neurtuko da estresa hasi aurretik eta estresaren
ondoren. Hipotalamoko GR eta MR hartzaileen espresioa ere

neurtuko da.

e HPG ardatzaren aktibitatea: odoleko estradiol kontzentrazioa

neurtuko da estresa amaitutakoan. Hipotalamo eta hipokanpoko
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estrogeno hartzaileen (ER-a eta ER-B) espresioa ere aztertuko da.
Saguen hasierako eta amaierako ziklo estraleko faseen iraupena

konparatuko da.

3.- Lau asteko ezegonkortasun sozial kronikoaren estresaren eragina

aztertzea aktibitate immunitario eta monoaminergiko zentralean.

. Aktibitate immunitarioa: hipokanpoko zitokina
proinflamatorioen (IL-6, IL-1B eta TNFa) eta IL-10 zitokina
antiinflamatorioaren mRNA espresioa neurtuko da estresaren
ondoren. IDO entzimaren espresioa ere zehaztuko da garun
egitura berean. Triptofanoaren bide metabolikoa ere aztertuko da

(TRYP, KYN eta 3-HK).

e Aktibitate monoaminergikoan: hipokanpoko 5-HT, NA eta DA
mailak eta euren metabolitoak mailak (5-HIAA, MHPG eta DOPAC)

neurtuko dira.

4.- Zazpi asteko ezegonkortasun sozial kronikoak depresio eta
antsietate-motako jokabide probetan (SPT, FST eta eremu irekiko
proba edo OFT), HPA ardatzean (kortikosterona eta hipotalamo eta
hipokanpoko GR eta MR hartzaileak) eta HPG ardatzean (hipotalamo

eta hipokanpoko ERa eta ERP) duen eragina aztertzea.
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5.- Zazpi asteko ezegonkortasun sozial kronikoaren estresaren eragina

aztertzea aktibitate immunitario eta monoaminergiko zentralean:

o Aktibitate immunitarioa: hipokanpo eta estriatuko zitokina
proinflamatorioen (IL-6, IL-1B eta TNFa) eta IL-10 zitokina
antiinflamatorioaren mRNA espresioa neurtuko da estresaren
ondoren. Triptofanoaren bide metabolikoa ere aztertuko da (TRYP,

KYN eta 3-HK).

o Aktibitate monoaminergikoan: hipokanpoko, estriatu eta kortex
prefrontaleko 5-HT, NA eta DA mailak eta euren metabolitoak

mailak (5-HIAA, MHPG eta DOPAC) neurtuko dira.

6. Benlafaxina tratamendu kronikoak estresak eragindako jokabide
aldaketak eta aldaketa fisiologikoak lehengoratzen dituen

aztertzea.

HIPOTESIA

Ezegonkortasun sozial kronikoaren estres-ereduak sagu emeengan
aurrez depresioaren patogenesiarekin erlazionatu diren aldaketak
eragingo dituela espero da, jokabidean, aktibitate neuroendokrinoan,
sistema monoaminergiko zentralean eta zitokinen espresio zentralean.
Gainera, benlafaxina tratamendu farmakologiko kronikoak
ezegonkortasun sozial kronikoaren estresak eragindako depresio-motako

jokabide eta aldaketa fisiologikoak lehengoratuko dituela espero dugu.
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3.1.1 ANIMALIAK ETA ABELTEGIKO BALDINTZAK

Ikerlan  honetako lehen esperimentua  Euskal Herriko
Unibertsitateko Psikologia Fakultateko Psikobiologiako laborategian
burutu zen. Horretarako CD-1 zepa ez odolkideko sagu emeak (Janvier,
Saint-Berthevin, Frantzia) erabili ziren. Zazpi asteko adinarekin iritsi ziren
laborategira. Abeltegiko tenperatura 22 * 1°C-an mantendu zen eta
hezetasun erlatiboa %55era. Saguak animalia gautarrak direnez,
alderantzizko argi ziklo artifiziala ezarri zitzaien (ilunpeko 12 ordu,
08:00etatik 20:00etara, eta 12 argi ordu, 20:00etatik 08:00etara), haien
fase aktiboak ikerlariaren lanorduarekin bat egin zezan. Ura eta jana ad

libitum izan zuten animaliek.

Laborategira iritsitakoan, saguak 24,5 x 24,5 x 15 cm-ko plastikozko
kaiola gardenetan (Panlab S.L., Barcelona, Espainia) hirunaka taldekatu
ziren astebetez, laborategiko baldintzetara egokitu zitezen. Sagu
bakoitzari bere identifikazio zenbakia esleitu eta buztan zuztarrean
errotulagailu iraunkor batez margotu zitzaion esperimentua hasterako.
Hori eta osterantzeko prozedura guztiak saguentzat ikusezina den argi
gorriaren pean egin ziren aldameneko gela batean. Diseinu
esperimentalak araututako eskuztatzeez gain, kaiolak garbitu eta
etzalekua aldatzeko beharrezko manipulazioak ere burutu ziren.

Animalien gaineko prozedura guztiak helburu zientifikoekin

erabilitako animaliak babesteko Europako Zuzentarauarekin bat gauzatu
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ziren (2010/63/UE), eta Euskal Herriko Unibertsitateko Animaliekin egiten
den Esperimentaziorako Etika Batzordeak (AEEB) eta Gipuzkoako

Diputazioak onetsi eta kontrolatu zituzten.

3.1.2. DISEINU ESPERIMENTALA

Hirurogeita bi sagu eme erabili ziren lehenengo esperimentu
honetan. Egokitze aldiaren ostean, kontrol taldea (n=30) eta estres taldea
(n=32) bereizi ziren. Estres taldekoei ezegonkortasun sozial kronikoaren
estresa (ikus 3.1.3 atala) aplikatu zitzaien 28 egunez. Bitartean, kontrol
taldeko subjektuak egokitze aldiko baldintzetan jarraitu zuten, kaiola-kide
berberekin. Hogeita zortzi eguneko estresaldian zehar, hainbat lagin
biologiko jaso zitzaizkien subjektu guztiei (N=62). Odol laginak barailpeko
ziztada bidez jaso zitzaizkien 1. eta 25. egunetan plasmako kortikosterona
mailak neurtzeko. Gorputz pisua estresaldiaren hasiera eta amaieran
neurtu zen. Azkenik, lagin baginalak jaso ziren ziklo estralaren

erregulartasuna behatzeko (1-4 eta 25-28 egunetan).

Hogeita bederatzigarren egunean, kontrol taldeko animalien erdia
(n=15) eta estres taldeko animalien erdia (n=16) dislokazio zerbikal bidez
sakrifikatu ziren lagin biologikoak jasotzeko. Sakrifikatu eta berehala, odol
laginak jaso zitzaizkien bihotz-ziztada bidez, plasmako estradiol

kontzentrazioa zehazteko, eta garuna erauzi zitzaien hipokanpoa eta
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hipotalamoa bereizteko. Jasotako lagin biologiko guztiak -80°C-ra
biltegiratu ziren analisiak egin artean. Sakrifizio ostean, saguen muturreko

bibrisak neurtu ziren barbering zeinuak aztertzeko (ikus 3.1.4.3 atala).

Hogeita bederatzigarren egunean bertan, gainerako estres taldeko
eta kontrol taldeko saguak (n=16 eta n=15 hurrenez hurren) banaka ezarri
ziren 24 orduz SPT proba osatzeko eta jan kontsumoa aztertzeko. Proba
honen ostean, 30. egunean, kontrol saguak ohiko kaiola-kideekin elkartu
ziren eta estresatuek isolatuta jarraitu zuten. Hogeita hamaikagarren
egunean, sagu guztiek FST proba egin zuten eta berau amaitzean
dislokazio zerbikal bidez sakrifikatu ziren (ikus 4. irudia). Barbering-a ez
zen aintzat hartu jokabide probak osatu zituzten saguen txandan,
isolaturik egondako egunetan hetero-barbering jokabidea jazotzea

ezinezkoa baitzen (ikus 5. irudia).
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4. irudia. Lehen esperimentuko diseinua.

3.1.3. ESTRES PROZEDURA

Lan honetan erabilitako ezegonkortasun sozial kronikoaren estres

prozedura Haller et al.-ek (1999) arratoi emeekin eta Schmidt et al.-ek

(2010) sagu emeekin deskribatutako protokoloetan oinarritu zen. Saguek

egun bat isolatuta pasatu ostean, hiru eguneko taldekatze fasea zetorren

(lau sagu kaiolako), eta isolatze eta taldekatze fase hauek behin eta berriz

errepikatu ziren 28 egunez. Saguak launaka jartzen ziren bakoitzean,

ezezagunak zitzaizkien kaiola-kideekin elkartzen ziren. Era honetan, sare

sozial egonkor bat osatzea eragozten zitzaien. Taldekatze faseetan kaiola-
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kide bera birritan ez egokitzeko, konbinazio diseinu bat garatu zen tesi hau

osatzen duten esperimentuetarako honetarako (ikus I. eranskina).

3.1.4 JOKABIDEAREN EBALUAZIOA

3.1.4.1 SPT eta janari kontsumoa

Anhedonia, sari sistema erasanarekin erlazionatzen den plazera
sentitzeko gaitasun ezari deritzo eta depresioaren sintoma nagusitzat
hartzen da. Animalia ereduetan, SPT da anhedonia neurtzeko gehien
erabiltzen den proba (Slattery eta Cryan, 2017). Sakarosadun ura eta ur
hutsa jartzen zaizkio aukeran subjektuari, eta edandako bolumen totaletik
sakarosa proportzioa kalkulatzen da. Sakarosarekiko Iehentasun
txikiagotua anhedonia zeinutzat hartzen da. Jokabide probetara
esleitutako saguak banaka jarri ziren kaioletan eta 24 orduz edana
asetzeko bi biberoi izan zituzten aukeran; batak %0.8ko sakarosa
disoluzioa zeraman eta besteak wur hutsa. Saguek biberoien
kokalekuarekiko izan zezaketen lehentasuna kontrolatzeko asmoz,
subjektuen erdiari sakarosadun biberoiak ezkerrean eta ura eskuinean
ipini zitzaizkien, eta beste erdiari alderantziz. Aldi berean, saguei launa
pentsu ale jarri zitzaizkien jantokian. Probaren aurretik ez zuten inolako
jan edo ur murrizketarik izan. Sakarosa disoluzioaren, uraren eta

janariaren kontsumoa kalkulatzeko, biberoien eta pentsuaren pisua proba
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hasi aurretik eta proba amaitu ondoren erregistratu ziren, eta gorputz
pisuarekiko proportzioan adierazi gero. Sakarosa lehenespena

kalkulatzeko, sakarosa kontsumoa edandako bolumen totalarekin zatitu

sakarosa g

zen eta haren ehunekoa adierazi [ X 100].

ur g +sakarosa g

3.1.4.2 Behartutako igeriketa proba (Forced Swimming
Test, FST)

FST edo Porsolten behartutako igeriketak (Porsolt, Bertin eta Jalfre,
1977) subjektuek ihes egitea ezinezkoa zaien urontzi batean duten
jarduera behatzean datza. Depresio-motako etsipen jokabidea behatzeko
FST probak duen erabilera asko hazi da azken urteotan, geldi geratu arteko
latentzia eta gelditasunean iragandako denbora irizpide gisa neurtzen
direlarik (De Kloet eta Molendijk, 2016). Antidepresiboen baheketa-test
modura ere erabilera zabala du, farmako hauek identifikatzeko
baliozkotasun aurresalea duela ikusi baita (O’Neil eta Moore, 2003;

Palanza, 2001).

Proba honetan, animaliak 13,5 cm3 ur 252 C-tan duen ontzi zilindriko
banatan (18.5 cm-ko garaiera eta 12.5 cm-ko diametroa) sartu ziren 6
minutuz. Bideokamara finko batzuk (JVC, GZ-MG77E) erabiliz saguaren
aktibitatea grabatu eta, ostera, ondoko jokabideak aztertu ziren
bideoetan: (a) Gelditasun jokabidea deritzo saguak hankei eragiteari utzi

eta ur azalean flotatzen duenean. Burua uretatik kanpo mantentzeko
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egindako hanken mugimendu txikiak ere gelditasun jokabidearen baitan
sartzen dira. (b) Eskalada jokabidetzat hartzen da saguak ontzian gora igo
nahian hormari kemenez haztaka diharduenean. Azkenik, (c) igeriketa
jokabidea irizten da aurreko hankei eraginda ur azalean norabide
zuzenean edo biraka mugitzen denean. Jokabide bakoitzean emandako
denbora (s), latentzia (s) eta maiztasuna Observer 4.0 programaren bidez

(Noldus, ITC, Wageningen, Netherlands) erregistratu ziren.

3.1.4.3 Whisking jokabidea

Hasera batean jokabide hau aztertzeko xedea finkatu ez bazen ere,
esperimentuak aurrera egin ahala zenbait saguk kaiola-kideei muturreko
bibrisak ebakitzen zizkietela nabarmena bihurtu zen. Barbering jokabidea
sarri deskribatu ohi da laborategiko saguetan, eta kasu honetan,
barbering-a muturreko bibrisetara mugatzen zela ikusirik, gure saguek
jokabide honen whisking aldaera soilik egiten zutela zehaztu zen,
gorputzeko gainerako larruazala osorik baitzuten. Whisking-a hetero-
barbering mota bat da, non barberrak kaiola-kidea heldu eta ebakortzekin
bestearen bibrisak mozten dituen (Kalueff, Minasyan, Keisala, Shah eta
Tuohimaa, 2006; Sarna, 2000). Biboteen luzera behatu eta bi mailatako
eskalan sailkatu zen: (1) bibote osoak— erasan gabeko biboteentzat, eta
(2) bibote motzak—bibote laburrak edo soil guneak aurkeztu

zituztenentzat (ikus 5. Irudia).
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5. Irudia. Whisking zeinuak. Ezkerrean, bibrisak osorik dituen sagua, eskuinean,
whisking-aren ondorioz bribrisa moztuak dituen sagua.

3.1.5 ZEHAZTAPEN FISIOLOGIKOAK

3.1.5.1 Garun egiturak erauztea

Egiturak giro tenperaturan hondatzea ekiditeko, erauzketak izotz
ezkaten gainean kokatutako aluminiozko plataforma batean burutu ziren,
baldintza esteriletan eta saguen garuneko atlasari jarraiki (Paxinos eta
Franklin, 2004) (ikus 6. Irudia). Garunetik, hipotalamoa eta hipokanpoa

bereizi eta -80°C-ra gorde ziren.
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6. irudia. Garun egiturak erauzteko prozeduraren adibidea. Irudian,
hipokanpoa bakantzen da zehazki (Spijker, 2011).

3.1.5.2 Odol lagina jaso eta plasma isolatzea

Odol lagina jasotzeko bi teknika ezberdin erabili ziren. Batetik,
barailezurreko ziztadak, saguei odol lagin txikiak (100-250 ul) in vivo
erauztea ahalbidetu zuen. Teknika hau Golde eta kideek (2005) beste
teknika konplikatuagoen ordezko gisa proposatu zuten, eta ziztada
azkarra eta txikia denez, ez du anestesia beharrik. Barailezurreko zain
submandibularra lantzeta batekin ziztatuta (5mm-ko Goldenrod
lantzetak, Medipoint International Inc., EE.UU.) lortu ziren odol laginak
goizeko 9:00 eta 10:00ak artean. Odol lagina jasotzeko erabilitako beste
teknikak bihotz-ziztadan zetzan, eta hau saguei dislokazio zerbikala egin
eta berehala gauzatu zen esperimentu amaieran. Sakrifikatutako
subjektua buruz gora kokatu eta ziztada gunea alkoholarekin desinfektatu

zen. Jarraian, orratza ezkerraldeko bigarren edo hirugarren saihets-artean
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sartzen zen, ezker bentrikuluaren parean alegia. Xiringarekin bolumen
handia (400-800ul) xurgatzea ahalbidetzen du azken teknika horrek,
betiere sakrifizio garaian soilik erabili daitekeelarik.

Odola ateratakoan heparinadun edukiontzietan gorde zen eta
ordubete giro tenperaturan igaro ostean, 1800 x g-ra zentrifugatu zen 15
minutuz 4°C-tan (Jouan, CR412). Bakandutako plasma -80°C-ra gorde zen

aztertuaizan arte.

3.1.5.3 Plasmako kortikosterona kontzentrazioa zehaztea

Plasmako kortikosterona kontzentrazioa saiakuntza
immunoentzimatiko (EIA) bidez neurtu zen, horretarako merkatuan
eskuragarri den kit-a erabiliz (Enzo Life Sciences, Madril, Espainia). Kit
honek kortikosteronarentzako antigorputz poliklonal zehatzarekin aurrez
tratatutako 96 putzutxoko plaka bat ekartzen du. Prozedura
fabrikatzailearen argibideak jarraituz eta kitak ekartzen zituen osagaiak
soilik erabiliz burutu zen. Azken horiek, erabili baino 30 minutu lehenago
atera ziren hozkailutik giro tenperaturan egonkortzeko. Probaren
sentikortasuna 5 pg/ml-koa da, eta proba barneko eta proba arteko

aldakortasun koefizienteak %7 eta %8-koak, hurrenez hurren.
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Kurba estandarra eta laginak prestatzea

Kurba estandarra sortzeko, 200.000 pg/ml-ko kortikosterona
kontzentrazioan datorren bialetik abiatuta bost kontzentrazio patroi
puntu prestatu ziren hurrenkera honetan: 20.000 pg/ml, 4.000 pg/ml, 800
pg/ml, 160 pg/ml eta 32 pg/ml. Laginak 1:300 kontzentraziora diluitu
ziren, horretarako plasma pl bat eta 299 ul buffer diluitzaile (proteina eta
azida sodikadun tris gatz-tanpoia) nahastuz. Azkenik, kurba estandarreko
kontzentrazio puntu bakoitzeko eta lagin bakoitzeko 100 pl gehitu ziren
bina putzutxotan, bikoizketarekin neurketen kalitatea ziurtatzeko. Era
berean, elkartze ez espezifikoa zehazteko, 150 ul buffer diluitzaile hutsez

osatutako kontrol bikoiztu bat ere erein zen.

Kortikosterona antigorputza eta konjugatua inkubatzea

Laginak, patroia eta kontrola erein ostean, 50 ul konjugatu
(kortikosteronarekin konjugatutako fosfatasa alkalinoa) gehitu zitzaizkion
putzutxo guztiei. Azkenik, 50 pl kortikosterona antigorputz poliklonal
gehitu zitzaien kontrola ez beste putzutxo guztiei. Plaka zigiluz babestu eta
500 rpm-ra inkubatzen utzi zen giro tenperaturan bi orduz plaka-
irabiagailuan (Minishaker, IKA). Inkubazio aldi honetan gertatzen da

antigorputz-antigeno-antigorputz “sandwich” delakoa.

Substratua gehitzea

Inkubazio-aldiaren ostean, putzutxo oro 300 ul garbigarridun tanpoi

tris salinorekin hiru bider garbitu eta 200 pl substratu p-Npp (fosfato p-
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nitrofenol) gehitu ziren putzutxo guztietan. Ondoren, ordu betez

inkubatzen utzi zen giro tenperaturan.

Entzima erreakzioa geratu eta errebelatzea

Inkubazio aldia amaituta, 50 ul fosfato trisodio gehitu ziren putzutxo
guztietan entzima erreakzioa geldiarazteko. Jarraian, putzutxo
bakoitzaren dentsitate optikoa (DO) lortu zen Synergy HT mikro-plaka
irakurgailua (BioTek Instruments, Inc., Winooski, EE.UU) 405 nm-ko uhin

luzerara finkatuta.

Emaitzak balioestea

Lehenik eta behin, bikoiztutako lagin eta patroi puntuen DO
kalkulatu zen, eta haiei kontrolaren batazbestekoa kendu zitzaien. Patroi
puntuen DO-rekin kurba estandarra eraiki zen, eta azken hau
erreferentziatzat hartuta, laginen kortikosterona kontzentrazioa kalkulatu
zen kurba logistikoaren analisia GraphPad Prism 3.0 (San Diego, California,
EE.UU) programarekin eginda. Azkenik, lortutako balioak laginekin
erabilitako 1:300 kontzentraziora egokitu ziren. Amaitzeko, laginen

kortikosterona kontzentrazioa ng/ml-tan adierazi zen.

3.1.5.4 Plasmako estradiol kontzentrazioa zehaztea

Plasmako estradiol kontzentrazioa entzimei lotutako
immunoabsortzioko saiakuntza (ELISA) bidez neurtu zen, horretarako

merkatuan eskuragarri den kit-a erabiliz (Calbiotech, Spring Valley, CA,
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USA). Kit honek aurrez tratatutako 96 putzutxoko plaka bat ekartzen du,
estradiolarentzako antigorputz poliklonal zehatzarekin. Prozedura
fabrikatzailearen argibideak jarraituz eta kitak ekartzen zituen osagaiak
soilik erabiliz burutu zen. Azken horiek, erabili baino 30 minutu lehenago
atera ziren hozkailutik giro tenperaturan egonkortzeko. Probaren
sentikortasuna 3 pg/mil-koa da, eta proba barneko eta proba arteko

aldakortasun koefizienteak %3.1 eta %9.9, hurrenez hurren.

Kurba estandarra eta laginak prestatzea

Kurba estandarra sortzeko, hurrenkera honetako sei kontzentrazio
patroi puntu erabili ziren: 300 pg/ml, 100 pg/ml, 30 pg/ml, 3 pg/ml, 0
pg/ml. Kurba estandarreko kontzentrazio puntu bakoitzeko eta lagin
bakoitzeko 25 pl erein ziren bina putzutxotan, bikoizketa bidez neurketen
kalitatea ziurtatzeko. Era berean, 25 ul buffer diluitzaile (tanpoi tris salinoa

azida sodika eta proteinekin) erein ziren bi puzutxotan kontrol moduan.

Estradiol antigorputza eta konjugatua inkubatzea

Laginak, patroia eta kontrola erein ostean 100 ul estradiol entzima
konjugatu gehitu ziren putzutxo guztietan. Plaka zigiluz babestu eta 15
segundoz plaka-irabiagailuan 500 rpm-ra (Minishaker, IKA) jarri zen.
Ondoren 2 orduz inkubatzen utzi zen giro tenperaturan. Inkubazio aldi
honetan gertatzen da antigorputz-antigeno-antigorputz “sandwich”

delakoa.
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Substratua gehitzea

Inkubazio-aldiaren ostean, putzutxo oro 300 pl garbigarridun tanpoi
tris salinorekin hiru bider garbitu zen. Jarraian, puzutxo bakoitzean, 100 pl
TMB (3’, 3’, 5,5'-tetrametilbenzidina) erreaktibo gehitu, 10 segundoz

nahastu eta giro tenperaturan 30 minutuz inkubatu zen plaka.

Entzima erreakzioa geratu eta emaitzak balioestea

Ondoren 50ul soluzio geldiarazle (azido sulfurikoa, 0.16M) gehitu
eta plaka 30 segundoz 500 rpm-ra (Minishaker, IKA) nahastu zen. Jarraian,
putzutxo bakoitzaren DO neurtu zen Synergy HT mikro-plaka irakurgailua
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA) 450 nm-ko uhin luzerara
finkatuta. Patroi puntuen DO-rekin kurba estandarra eraiki zen, eta azken
hau erreferentziatzat hartuta, laginen estradiol kontzentrazioa kalkulatu
zen kurba lineal motako analisia GraphPad Prism 3.0 (San Diego,
California, EE.UU) programarekin ebatzita. Lagin bakoitzari zegokion

estradiol kontzentrazioa pg/ml-tan adierazi zen.

3.1.5.5 Ziklo estrala zehaztea

Ziklo estrala sagu emeek (eta beste zenbait ugaztunek) bi araldiren
artean ugal sisteman izaten duten aldaketen segidari deritzo. Bertan lau
fase bereizten dira: proestroa, estroa, metestroa eta diestroa. Ziklo
estralak zenbait aldagai biologikotan izan dezakeen eragina kontrolatzeko
lagin baginalen zitologia erabili ohi da. Metodo honek, lagineko zelula

epitelial, adaxkatu eta leukozitoei erreparatuta, karraskarien ziklo
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estraleko fasea antzematen laguntzen du (Marcondes, Bianchi eta Tanno,
2002). Horrela bada, lagin baginalak serum fisiologikoz bustitako kotoi-
zotzekin jaso ziren. Atera bezain pronto, lagina porta batean finkatu eta
mikroskopio optikoarekin behatu zen (Olympus CX41). Mikroskopioan

ikusitako irudia Coolpix 4300 (Nikon) kamara digitalarekin erregistratzen

zen (ikus 7. Irudia).

(a) Proestroa. (b) Estroa.

(c) Metestroa. (d) Diestroa.

7. irudia. Ziklo estraleko faseak. Lehen esperimentuan jasotako laginen adibide
argazkiak.
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Ziklo estraleko faseak irizpide estandarra erabiliz bereizi ziren
(Mandl, 1951): (a) proestroan nukleodun zelula epitelialak ikusten dira;
(b) estroan zelula ezkatatsu adaxkatuez osatutako sorta handiak; (c)
metestroan leukozito, zelula adaxkatu eta zelula nukleodunen arteko
nahasketa suertatzen da; eta (d) diestroan leukozitoak dira nagusi.

3.1.5.6 Garun egituretako gene espresioa denbora
errealeko alderantzizko transkripzio polimerasaren kate-
erreakzio (RT-PCR) bidez zehaztea

Jarraian deskribatuko diren prozeduretan laginak ez kutsatzeko
beharrezko esterilitate neurriak hartu ziren, eta erabilitako plastikozko

material guztia RNAasa eta DNAasa gabekoa zen.

Garun egituretako ehunen RNA isolatzea

Garun-egitura bakoitzaren RNA NucleoSpin RNA Plus kit-a
(Macherey Nagel, Alemania) erabiliz isolatu zen, kit honek 30 mg-rainoko
laginak prozesatzea ahalbidetzen duelarik. Lehenik eta behin, laginak
homogeneizatzeko, 0,5mm eta 1mm-ko diametroa duten zirkonio
oxidozko bolatxoak %50eko proportzioan nahastu ziren. Ondoren, laginari
bere bolumena adina bolatxo gehitu zitzaizkion, aipatutako kit-ak berekin
dakarren guanidina tiozianatozko lisirako bufferraren 350 ul-rekin batera.
Jarraian, Bullet Blender astingailuan (BBY24M Bullet Blender Storm, Next,
Advance, New York, USA) 8-ko abiaduran hiru minutuz martxa eman eta
bolatxoek ehuneko zelulak apurtu eta lagina homogeneizatu zuten.

Laginak minutu batez 11000 x g-ra zentrifugatu ziren proteinadun

97



LEHEN ESPERIMENTUA
Metodologia

hauspeakina eta RNAdun gainjalkina bereizteko (Microfuge 22R
Centrifuge, Beckman Coulter). Gainjalkina pipetarekin kontu handiz jaso

eta prozedurarekin jarraitzeko erabili zen. Hauspeakina bota egin zen.

gDNA kentzeko zutabera isuri zen bakandutako RNAdun gainjalkina
eta 30 segundoz 11000 x g-ra zentrifugatu zen. Honela, DNA genomikoa
zutabeko iragazkiari itsatsi zitzaion eta RNA hodi biltzailera araztuta jausi.
Azken hau 100pl Binding Solutionekin nahastu eta silize-mintz iragazkira
pipeteatu zen. Binding Solutionek RNA silize-mintz iragazkian itsatsita gera
zedin eragin zuen. Honela, RNA ez zen materiala iragazkian behera joan
zen, RNA bakantzea ahalbidetuz. Azkenik, silize-mintz iragazkiari hodi
biltzaile berri bat erantsi, 40 ul ur gehitu eta 11000 x g-ra zentrifugatu zen

minutu batez. Honela, uretan disolbatutako RNA eskuratu zen.

RNA kontzentrazioa eta kalitatea zehaztea

Lortutako RNAren gainean lan egiten hasi aurretik, honen kalitatea
eta kontzentrazioa behatu ziren espektrofotometria bidez. Horretarako
azido nukleikoen eta proteinen kuantifikaziorako Take 3 multibolumen
plakan lagin bakoitzeko bina mikrolitro erein ziren. Plaka Synergy HT
irakurgailuan sartu, eta Gen 5 1.11 programaren bidez aztertu zen RNA
kantitatea (BioTek Instruments, Inc., Winooski, EE.UU). Ondoren,
programak kalitate irizpideak eta kontzentrazioa eskaini zituen: Laginek
1,8 eta 2ren arteko kalitate balio egokiak erakutsi zizkiguten. Balio

txikiagoek kutsatzaileen eragina edo laginak hondatu izana adieraziko
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luketeen. Laginen RNA kopurua zehazteko aldiz, balizko kontzentrazioak

0,5 ng/ul y 5 pg/ul artean kokatu ziren.

RNA kopurua berdintzea

Ondoren, lagin guztien RNA kantitatea berdintzeari ekin zitzaion,
anplifikazio prozesu zehatzagoa ahalbidetzeko. Horretarako, xede
kontzentrazioa RNA gutxien zuen laginak finkatu zuen, eta gainerako
laginak RNAasa eta DNAasa gabeko urarekin osatu ziren 8 pl-ren barruan
gutxieneko kontzentrazio horretara doitu arte. Azkenik, -802C-ra gorde

ziren laginak PCR prozedura hasi arte.

Polimerasa kate-erreakzioa atzeranzko transkripzioan

RT-PCR analisia hasi aurretik beharrezkoa zen primer edo hasleak
diseinatzea. Horretarako, xede geneen DNA sekuentziak Bioteknologia
Informaziorako Zentru Nazionaleko GenBank datu basetik hartu ziren
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Hasleen sekuentziaren diseinurako Primer
Express softwarearen 3. bertsioa erabili zen (Applied BioSystems, Madril,
Espainia). Aukeratutako hasleek xede genearekiko zuten zehaztasun maila
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programaren bidez
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) egiaztatu zen. Hasleak Applied
Biosystems-ek (Madril, Espainia) sintetizatu zituen 10 nM-ko
kontzentrazioan formatu liofilizatuan. RNAasa eta DNAasa gabeko ura
gehituz 13 uM-ko kontzentraziora eraman ziren hasleak.

Hasleak prestatu ondoren, atzeranzko transkripzioa bi urratsetan

bete zen:
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1.- RNAaren atzeranzko transkripzioa: Prozesu honetan laginen

RNAtik cDNA (DNA osagarria) transkribatu zen PrimeScript RT reagent kit-
a erabiliz (Takara Bio Inc., Madril, Spain). Lehenik, 8 ul lagin sartu ziren
PCR-rako hodi termiko berezi batean, zeinari aurrez 16 ul
retrotranskriptasa entzima tanpoi gehitu zitzaizkion, 4 ul Prime Script RT
entzima, 4 ul ausazko hasle hexameriko (Random Primers), 4 ul DNAc
sintesia abiatzeko hasle, eta 44 pl DNA eta RNA gabeko ur. Azkenik hodiak
nahastu (Vortex Genie 2, Sigma-Aldrich, Madril, Espainia) eta jarraian,
laginak 7500 Real-Time PCR sistemara (Applied Biosystems, Madril,
Espainia) sartu ziren atzeranzko transkripzioa martxan jarri zedin baldintza
hauetan: 372C 15 minutuz, 852C 5 segundoz eta azkenik 4 2C. Laginak

atera eta -209Cra gorde ziren.

2.- cDNA anplifikatzea: Aurreko urratsean lortutako cDNAren

espresio genikoa aztertu zen denbora errealeko PCR bidez. Xede gene
bakoitzerako SYBR Green teknikan oinarritutako kita erabiliz
(SYBR®Premix Ex TaqTM, Takara Bio Inc., Madril, Espainia). Horretarako,
96 putzutxoko plakak erabili ziren, eta putzutxo bakoitzean honako
nahasketaren 25 pl jarri ziren: RNasa y DNAasa gabeko 9 plur, 12,5 ul SYBR
Premix Ex Taq Il fluorokromo, 0,5 pl ROX erreferentziazko koloratzailea,
0,5 ul hasle zuzen eta beste horrenbeste atzeranzko hasle, eta bukatzeko
2 pl lagin cDNA. Lagin bakoitza hirukoiztuta erein zen. Plaka zigilatu eta
400 x g-ra zentrifugatu zen 3 minutuz giro tenperaturan. Ondoren, plaka
PCR tresnara sartu eta anplifikazio prozesuari ekin zitzaion. Denbora eta

tenperatura baldintza berberak erabili ziren gene guztientzat, fusio
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tenperaturaren (Tf) kasuan izan ezik, espezifikoa baita gene bakoitzean.
Horrela bada, anplifikazio baldintza orokorrak hauexek izan ziren: 30
segundoko lehen zikloa 952C-tan, jarraian 40 anplifikazio ziklo, bakoitza
952C-ko 5 segundo eta Tf-ko 34 segundoz osatua, eta azkenik, fusio kurba
edo melt curve lortzeko fasea (15 segundo 952Ctan, minutu bat Tf-ra eta

15 segundo 95°C-ra).

Emaitzen balorazioa

RNA espresio genikoaren RT-PCR bidezko neurketa erlatiboa da, izan
ere, xede genearen eta erreferentziazko geneen arteko konparaketan
oinarritzen da. Beraz, geneen espresio erlatiboa zehazteko, erreakzioan
fluoreszentzia areagotze esanguratsu bat egoteko behar izan diren ziklo
kopuruari dagokion Ct balioak hartu ziren kontuan, eta 2-AAt metodoa
aplikatuz (Livak eta Schmittgen, 2001) tratatu ziren datuak.
Glizeraldehido-6-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) eta hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) erabili ziren erreferentziazko gene

gisa, eta xede geneak 1. taulan ageri dira.
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1. taula. PCR primerren zehaztasunak

Aztertutako GenBank
Genea Funtzioa Primer sekuentzia (5’2 3’) z, ]
egitura sarbide zk.
F:
Zitokina GATGATAACCTGCTGGTGTGTGA
IL-1B8 ) . Hipokanpoa NM_008361.3
proinflamatorioa R:
GTTGTTCATCTCGGAGCCTGTAG
Zitokina F: AGCCAGAGTCCTTCAGAGA .
IL-6 infl . Hipokanpoa NM_031168.1
proinflamatorioa R: TCCTTAGCCACTCCTTCTGT
IL-10 s F: GCCAAGCCTTATCGGAAATG
Zitokina .
infl . Hipokanpoa NM_010548
antiinflamatorioa R: CCGCATCCTGAGGGTCTTC
N F: GACGTGGAACTGGCAGAAGAG
Zitokina .
TNF-a infl . Hipokanpoa NM_013693.2
prointlamatorioa R: TGCCACAAGCAGGAATGAGA
F: AAGGCGGCATACGGAAAGA Hipokanpoa
ERq L ostroseno NM_007956
hartzailea R: CATTTCGGCCTTCCAAGTCA  Hipotalamoa
F: CCAGACTGCAAGCCCAAATGT Hipokanpoa
ERB B estrogeno hartzailea NM_207707
R: AGAAGCGATGATTGGCAGTGG Hipotalamoa
. F: CCCATGGAGGTAGCGATTGT
Hartzail
GR larkzi'e,k _ Hipotalamoa X66367.1
glukokortikoidea R: TGTAAAGGCTGCCCAATGTGT
F: ACCTGCAGAGAGGACCAATGA
mgp  Hartzalle Hipotalamoa AJ311855.1
mineralokortikoidea ~ R: P '
GGAGTAATTCGTGTTTTTCTTTGCT
Triptofanoaren F: AAAGCAATCCCCACTGTATCCA
IDO katabolismorako Hipokanpoa BC049931.1

entzima mugatzailea

R: TGCCTTTTCCAATGCTTTCAG
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Glizeraldehido-6- F: CGGCCGCATCTTCTTGTG Hipokanpoa
GAPDH fosfato NM_008084.2
deshidrogenasa R: GTGACCAGGCGCCCAATAC Hipotalamoa

HPRT

Hi tina- .
IPOXantina-guanind .. 1GGAGGCCATCACATTGT — Hipokanpoa
fosforibosiltransferasa NM_013556.2

R: TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAC Hipotalamoa

3.1.5.7 Monoamina, metabolito eta amino azidoak zehaztea

Garun egituretako aktibitate monoaminergikoa aztertzeko, DA, NA
eta 5-HT mailak aztertu ziren, baita haietako bakoitzaren metabolitoak
ere: azido 3,4-dihidroxifenilazetikoa (DOPAC), 3-metoxi-4-
hidroxifenilglikola (MHPG) eta azido 5-hidroxiindoleazetikoa (5-HIAA)
hurrenez hurren. Bestetik, serotoninaren aitzindari den TRYP ere analizatu
zen, baita triptofanoaren bide metabolikoaren adierazle diren KYN eta 3-
HK ere. Analito horiek guztiak bereizmen handiko kromatografia likido

bidez neurtu ziren (High Performance Liquid Chromatography, HPLC).

HPLC teknikak lagin bateko analitoak beren ezaugarri kimikoen
arabera bereizi, identifikatu eta kuantifikatzean datza. Analisi horietarako,
Agilent 1200 LC system-en HPLC tresna (Agilent Technologies, Madril,
Spain) erabili zen. Ekipoa honako gailuek hornitzen zuten: hutsezko
desgasifikatzailea, bonba kuaternarioa eta injektore automatiko
errefrigeratua. Baita bi detektagailuk ere, bata fluoreszentziazkoa eta
bestea uhin aldakorrerakoa. Bereizketa kromatografikoa kartutxo

babesledun Poroshell 120 EC-C18 zutabean (100 x 4.6 mm, 2.7 um)
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gauzatu zen. Zutabea 30°C-ra mantendu zen analisiak osatu bitartean, eta

laginak 4°C-ra.

Baldintza kromatografikoak

Osagaiak garraiatu zituen fase higikorreko A disolbatzaileak %0.05
azido trifluoroazetikoan zetzan, eta B disolbatzaileak azetonitriloan. Lagin
bakoitzaren analisi denbora 25 minutukoa zen, eta denbora horretan
zehar fase higikorreko disolbatzaileen ehunekoak 2. Taulan ageri diren

proportzioak errespetatu zituen, betiere 0,5ml/min-ko fluxuaren barruan.

Kalibrazio kurba prestatzea: Kalibrazio kurba analito sintetikoekin

egindako kromatograma batek osatzen du, eta erreferentziatzat hartzen
da laginetan atzeman nahi diren xede-analitoak identifikatzeko.
Kalibrazio-analito sintetikoak Sigma-Aldrichetik (Madril, Espainia) lortu
ziren, eta analito horietako bakoitza 0,1 N azido klorhidrikotan disolbatu
zen 1000 ppm-ko (milioiko parte) kontzentrazioan. Disoluzio horretatik
abiatuta, kalibrazio-analito bakoitza 0,5 ppm-ko kontzentraziora eraman
zen ur ultrapurua gehituta (Millipore, Madril, Espainia), lkerkuntzarako
Zerbitzu Orokorrak (SGlker, UPV/EHU) sortutako protokoloari jarraiki.
Jarraian, kalibrazio-analito bakoitzaren disoluziotik 500 ul hartu, eta
matraz batean nahastu ziren. Gero, nahasketa 10 ml-ra berdindu zen ur
ultrapuruarekin. Horrela, analito guztiak barne-hartzen zituen kalibrazio
kurba lortu zen. Ondoren, prestaketa hau 50 pl-ko alikuotetan gorde zen

-802Cra. Azkenik, HPLC sisteman kalibrazio kurbaren 20ul txertatu ziren
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kalibrazioa taula sortu eta aurrerantzean analizatuko ziren laginak

identifikatu eta kuantifikatzeko erreferentzia gisa balio zezan.

Laginak prozesatzea: lzoztutako garun egiturak balantza analitiko

batean pisatu ziren (Mettler-Toledo International, Inc., Columbus, OH,
EE.UU.). Jarraian, zirkonio oxidozko bolatxoen pisu baliokidea eta 60 pl
%leko azido formikodun azetonitriloa gehitu eta Bullet Blenderrean
(BBY24M Bullet Blender Storm, Next Advance, Nueva York, EE.UU.) 3
minutuz eta 8ko abiaduran jarri ziren apurketa zelularra eragiteko.
Jarraian, gainjalkina 15 minutuz zentrifugatu zen 15000 x g-ra 4°C-tan.
Gero, laginak kontzentratzeko 30 minutuz aire konprimatuarekin lurrundu
eta 30 ul %0,05 azido trifluorazetikorekin berrosatu ziren, ondoren 20
minutuz 15000 xg-ra eta 4°C-an zentrifugatzeko. Azkenik, lagin bakoitzeko

20 pl txertatu ziren HPLCan analizatzeko.

Lagineko analitoak bereiztea: Lagineko xede-analitoak bakandu ahal

izateko, fase higikorraren eta fase egonkorraren polaritate diferentzia
baliatu zen. Batetik, lagina garraiatzen zuen fase likido higikorra polarra
zen. Bestetik, bereizketa gertatzen zeneko zutabe kromatografikoa, fase
egonkor solidoa alegia, apolarra zen. Funtsean, lagina fase higikorreko
korrontera txertatu zen, korrontearekin batera zutabe apolarrean barrena
igaro zedin. Bertan, analito bakoitza bere ezaugarri kimikoen arabera,
abiadura jakin batean atxiki zen zutabera, beste analitoengandik

bananduz. Azkenik, atxikipen denbora eta gailur kromatografikoaren
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azalera kontuan izanda, analitoak identifikatu eta kuantifikatu ziren, beti

ere kalibrazio kurba erreferentzia gisa hartuta.

Datuak prozesatzea: Datuak Agilenten LC sistementzako HP

ChemStation (Hewlett Packard, Waldbronn, Alemania) softwarearekin
prozesatu ziren, analito ezberdinen zenbatekoa euren gailurren azalera
kalibrazio-kurbakoekin alderatuz kalkulatu zen. Gero, lortutako balioa
hasieran erregistratutako garun egituraren pisuarekin (mg) zatitu zen.
Azken datua ehun hezeko pg/mg-tan azaldu zen. Kinureninari
dagokionean, absorbantzia indarra baxuegia zela eta kontzentrazio jakin
bat kalkulatu ezin zitzaien laginei, kontzentrazio detektagarri baxuena
esleitu zitzaien.

2. taula. Baldintza kromatografikoak.

ANALISI DENBORA | B DISOLBATZAILEAREN BOLUMENA
(minututan) (ehunekotan)
0-8 6
8-15 10
15-22 20
22-25 2
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DA, DOPAC, NA eta MHPG erregistratzeko, igorpen uhinak 320 nm-
ra finkatu ziren, eta 5-HT, 5-HIAA eta TRYP-entzako 366 nm-ra. Eszitazio
uhinak 210 nm-ra finkatu ziren analisi horietan. Aldiz, KYN eta 3-HK-ren
efluentea uhin aldakorreko detektagailua 360 nm-ra jarrita monitorizatu
zen.

Erabilitako erreaktibo eta produktu guztiek beharrezko kalitate
analitikoa errespetatu zuten eta soluzioak prestatzeko Milli-Q sistemak
araztutako (Millipore, Espainia) ur ultrapurua erabili zen. Fase higikorra
egunero prestatu eta iragazi zen 0,22 um-ko Durapore iragazkian

(Millipore, Madril, Espainia).

3.1.6 ANALISI ESTATISTIKOAK

Analisi estatistiko oro Windowserako SPSS 22 erabiliz burutu zen
(SPSS Inc., Chicago, lll., USA), eta esangura-maila p<0.05-ean doitu zen.
Normaltasun eta homogeneotasun irizpideak errespetatu ziren eta
outlier-ak boxplot outlier labeling rule jarraituta ezabatu ziren. Aldagai
fisiologiko eta jokabidezkoak faktore bakarreko bariantza-analisia
(analysis of variance, ANOVA) edo neurketa errepikatuetarako faktore
biko ANOVA erabiliz aztertu ziren. Ziklo estraleko eta whisking jokabideko
ezberdintasunak McNemar-en testa eta Fisher-en test zehatza erabiliz

aztertu ziren hurrenez hurren.
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3.2.1 LAU ASTEKO ESKE-REN ERAGINA SAGU EMEEN
JOKABIDEAN

3.2.1.1 SPT proba, jan kontsumoa eta gorputz pisua

Faktore bakarreko bariantza-analisiari erreparatuta, sagu
estresatuek kontrolek baino sakarosa gutxiago kontsumitu zutela aurkitu
zen (F[1,30=5.174; p=0.031). Era berean, sakarosarekiko lehenespena
aztertzerakoan, estresatuek %60,4-ko lehentasuna erakutsi zuten
kontrolen % 72,6aren aldean, baina ezberdintasun hori ez zen
esanguratsua (Fj1,30=2.38; p=0.133) (1. grafikoa). Jan kontsumoari
zegokionean, ez zen taldeen arteko ezberdintasunik aurkitu, ezta gorputz

pisuari zegokionean ere.
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1. grafikoa. Sakarosa kontsumoa. Gorputz pisuarekiko sakarosa kontsumo
erlatiboa kontrol taldean (n=15) eta estres taldean (n=16). Zutabeen gaineko
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zenbakiek sakarosarekiko lehentasun portzentajea adierazten dute. Datuak
batezbesteko moduan adierazi dira (+batezbestekoaren errore estandarra, BEE).
*

p<0.05.

3.2.1.2 FST proba

Bariantza-analisiaren arabera, estresatutako saguek kontrolek baino
maiztasun handiagoz ekin zioten eskalatze jokabideari (F[1,20=6.75;
p=0.015), eta guztira eskalatzen emandako denbora ere handiagoa izan
zen talde estresatuan (F1,291=6.24; p=0.018) (2a eta b grafikoak). Bestalde,
ez zen taldeen arteko ezberdintasunik aurkitu gelditasun eta igeriketa

jokabideetan.
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2. grdfikoa. FST probako jokabidea. Eskalatze, gelditasun eta igeriketa
jokabideen maiztasuna (a) eta iragandako denbora osoa (b), kontrol talde (n=15)
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nahiz estres taldearentzat (n=16). Datuak batezbesteko moduan adierazi dira
(+BEE). *p<0.05.

3.2.1.3 Whisking jokabidea
Fisherren test zehatzaren arabera, talde estresatuko bibrisa motzen
ehunekoa kontrol taldekoa baino handiagoa zen. Hain zuzen ere, kontrol
taldeko sagu guztiek biboteak osorik zituzten, estresatuen %83ak motzak

zituen bitartean (odds ratioa=5.0, p<0.001) (3. grafikoa).

@Bibrisa luzeak

E Bibrisa motzak

Kontrolak Estresatuak

3. grafikoa. Whisking jokabide zeinuak. Bibrisen motzen banaketak 0/15 kasu
erakutsi zituen kontrol taldean eta 12/16 kasu estres taldean.
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3.2.2 LAU ASTEKO ESKE-REN ERAGINA SAGU EMEEN
FISIOLOGIAN

3.2.2.1 HPA ardatza: plasmako kortikosterona maila eta
hipotalamoko hartzaile glukokortikoideen mRNA espresioa

Lagin errepikatuentzako bi faktoretako ANOVAk (taldea eta
denbora) ezberdintasun esanguratsuak aurkitu zituen denbora faktoreari
eta denbora x taldea elkarrekintzari zegokionean. Zehazki, kortikosterona
mailak denborarekin kontrol zein estresatuetan gora egin zuela adierazi
zuen (Fi1,60=23.08; p< 0.001). Elkarrekintzak aldiz 1. egunetik 25. egunera
gertatutako kortikosterona igoera hori talde estresatuan handiagoa izan
zela argitu zuen (Fi1,60=10.04; p=0.002). Zentzu berean, aldaketa-
aldagaiak estresatuen igoera kontrolena baino handiagoa zela erakutsi

zuen (Fi1,60=4.18; p=0.045) (4a grafikoa).
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4. grafikoa. HPA ardatza. (a) Plasmako kortikosterona (ng/ml) 1. eta 25.
egunetan kontrol (n=30) zein estres taldeetan (n=32). (b) Hipotalamoko GR eta
MR-en mRNA espresioa kontrol (n=15) eta estresatuetan (n=16) ESKE ondoren.
Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+BEE). **p<0.01.

Hipotalamoko GR-en mRNA espresioa ANOVA bidez
aztertzerakoan, talde estresatuak espresio murritzagoa erakutsi zuen
kontrol taldeak baino (F[1,29]=11.43; p=0.002). MR-en mRNA espresioa
aztertzerakoan ez zen talde ezberdintasunik aurkitu (4b grafikoa), ez eta

bien arteko ratioa (GR/MR) aztertzerakoan ere.
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3.2.2.2 HPG ardatza: plasmako estradiol maila, hipotalamo
eta hipokanpoko ER-a eta ER-3-ren mRNA espresioan eta
ziklo estrala

Bariantza-analisiak ez zuen ezberdintasunik bistaratu plasmako
estradiol mailan estresa amaitutakoan (Fp1,30= 0.75; p=0.099) (5a
grafikoa). Hipotalamoko ER-a eta ER-Bren espresioari zegokionean ere ez
zen alderik igarri (5b grafikoa), ez eta hipokanpokoan ere. ER-o/ER-B
ratioa ere berdina zen bi taldeentzat hipotalamo zein hipokanpoan. Lagin
errepikatuko McNemarren testaren arabera, estres taldeko saguen ziklo
estraleko faseek luzeago irauten zuten estresaldi ostean hasieran baino.
Zehazki, sagu kontrolen %80ak faseen hasierako iraupen berbera zuen
(df=1, N=30; p=0.687), estresatuetan kopuru hori %41lera mugatzen zen

bitartean (df=1, N=32; p<0.001).

3.2.2.3 Zitokina pro- eta anti-inflammatorioen eta IDO-ren
mRNA espresioa hipokanpoan

Bariantza-analisiak erakutsi zuenez, sagu estresatuek IL-10 mRNA
maila baxuagoa zuten hipokanpoan kontrolek baino (F[1,27=5.55;

p=0.027). Aztertutako gainerako zitokinetan (IL-1pB, IL-6 eta TNF-a) ez zen
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taldeen arteko ezberdintasun esanguratsurik aurkitu (6a grafikoa). Hala

ere, zitokinen balantzea behatzean, sagu estresatuek ratio pro-/anti-

inflammatorio areagotua erakutsi IL-1B/IL-10 ratioan (F[1,27=11.42;

p=0.002), IL-6/IL-10 ratioan (F[1,27)=5.39; p=0.029) eta TNF-a/IL10 ratioan

(Fr1,271=27.17; p<0.001) (6b grafikoa). IDO-ren mRNA espresio mailak ez

zuen alderik taldeen artean.
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5. Grafikoa. Hipokanpoko zitokinen espresioa. (a) IL-18, IL-6, TNF-a eta IL-10ren
MRNA espresio maila erlatiboak, eta (b) zitokina pro-inflammatorio eta anti-
inflammatorioen arteko ratioak hipokanpoan talde kontrolean (n=13) eta estres
taldean (n=15). Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+BEE). *p<0.05,

**p<0.01 eta ***p<0.001.
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3.2.2.4 Hipokanpoko monoaminen, metabolitoen eta amino
azidoen maila

Bariantza-analisia egindakoan, sagu estresatuek hipokanpoan 5-HT
maila txikiagoa (F[1,29=9.73; p=0.005) eta 5-HIAA maila handiagoa
(F[1,291=9.42; p=0.005) zutela aurkitu zen, kontrolekin konparatuta (7a
grafikoa). Halaber, 5-HIAA/5-HT ratio ere handiagoa zen talde estresatuan
(Fr1,20=21.82; p<0.001) (7b grafikoa). Aktibitate noradrenergikoa
aztertzean, ez zen ezberdintasunik aurkitu NA eta MHPG mailetan, baina
MHPG/NA ratioa handiagoa zen sagu estresatuetan (F1,26)=6.34; p=0.019)
(7c eta d grafikoak). Talde estresatuak DA (Fi1,26=4.98; p=0.035) eta
DOPAC (Fp1,26i=7.07; p=0.018) maila txikiagoak zituen, DOPAC/DA ratioari
erreparatzerakoan ezberdintasunik antzeman ez bazen ere (7e eta f
grafikoak). Ez zen ezberdintasunik aurkitu TRYP, KYN eta 3-HK mailetan,

ez eta zegozkien ratioetan ere.
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monoamina eta metabolito mailak (ehun heze pg/mg) eta haien arteko ratioak
kontrol taldean (n=15) eta estres taldean (n=16): (a) 5-HT eta 5-HIAA mailak, (b)
5-HIAA/5-HT ratioa, (c) NA eta MHPG mailak, (d) MHPG/NA ratioa, (e) DA eta

118



LEHEN ESPERIMENTUA
Emaitzak

DOPAC mailak eta (f) DOPAC/DA ratioa. Datuak batezbesteko moduan adierazi
dira (#BEE). *p<0.05, **p<0.01 eta ***p<0.001.
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Lan honek ESKE ereduak emeetan estresari lotutako nahasmenduak
ikertzeko duen baliozkotasunaren inguruan zenbait ekarpen egin ditu.
Aurreko lanek karraskari emeetan aurkitutako HPA ardatzeko aldaketak
berresteaz gain, aurrez ikertu gabeko zitokina eta monoamina zentralen
gaineko datuak eskaini ditu. Hain zuzen ere hipokanpoko IL-10 mRNA
espresioa gutxitua eta egitura bereko aktibitate monoaminergiko erasana
aurkitu ditugu sagu emeetan, aldaketa horiek antsietate eta depresio-

motako jokabideekin batera agertu direlarik.

Anhedonia depresioaren sintoma bereizgarritzat hartzen da,
plazerarekiko interes eza adierazten du eta garuneko sari sistema
erasanarekin lotu da animalia nahiz gizakietan (Berridge eta Kringelbach,
2008). Espezie desberdinen arteko antzekotasun hori dela eta, anhedonia
endofenotipoan oinarritutako gerturatzean, sakarosa lehenespena
proposatu da animalien depresio-motako sintomatologia antzemateko
irizpide nagusitzat (Slattery eta Cryan, 2017). Lan honetan lau astez ESKE
nozitutako saguek sakarosa soluzioaren (0.8%) kontsumo murriztua
azaldu dute 24 orduko SPT proban, anhedoniaren seinale. Estres-eredu
eta iraupen berberekin beste horrenbeste aurkitu zuten Dadomo et al.
(2017); eta Herzog et al.-ek (2009) sagu eta arratoi emeetan hurrenez
hurren, ez ordea Nowacka et al.-ek (2014). Desadostasun hori, beste
faktore batzuen artean, estres protokoloan eta anhedonia ebaluatzeko

erabilitako metodoan dauden ezberdintasunen mende egon liteke.
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Bestalde, Herzog et al.-en (2009) gertatu moduan, FST proban ez
zen aldaketarik hauteman gelditasun jokabidean, eta azken hau depresio-
antzerako jokabide esanguratsutzat luze hartu izan bada ere, kontuan
edukitzekoa da azken urteotan eztabaidagai bihurtu dela gelditasunak FST
proban depresioari lotutako etsipena ala estresarekiko aurre egite
pasiboa adierazten ote duen (De Kloet eta Molendijk, 2016). Hala ere,
proba honetan estresak eskalatze jokabidean iragandako denbora totala
eta jokabide honi ekiteko maiztasuna areagotu dituela aurkitu dugu.
Eskalatzea jokabide aktibo gisara interpretatu izan da maiz, baina haren
areagotzea antsietate adierazletzat ere hartu izan da ezegonkortasun
sozial kronikoa jasandako arratoi arretan (McCormick eta Green, 2013).
lldo horretatik, ezegonkortasun sozial kronikoak karraskari emeetan
agerrarazitako antsietate-motako jokabideen berri eman dute aurreko
lanek ere. Kasurako, janari berri atsegingarriaren testean (novel palatable
food test, NPFT), eremu ezezagun batean arbendola jaten hasterako
denbora gehiago behar izan zuten ESKE jasandako saguek kontrolek baino
(Schmidt et al., 2010). Aitzitik, ikerlan horretan bertan antsietate-motako
jokabidea ebaluatzeko erabiltzen den goratutako gurutze formako
labirintoaren proban (elevated plus maze, EPM) ez zen estresatu eta
kontrolen arteko alderik aurkitu. Jarcho et al.-ek (2016) ere ez zuten ESKE-
ren araberako ezberdintasunik aurkitu EPM probako adar ireki/itxietan
pasatako denboran, ezta OFT proban erdialdean/periferian iragandako

denboran ere, baina ezberdintasunak aurkitu zituzten rearing edo zutitze
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jokabidean, zeina antsietate irizpidetzat hartzen den (Rodgers et al., 1997;

Rodgers eta Johnson, 1995).

Azpimarragarria da depresioa eta antsietate-motako jokabideak
hautemateko erabiltzen diren testetan tradizionalki deskribatu ez diren
jokabideak azaldu direla karraskari emeetan, hala nola, eskalatzea eta
buru-astintzea FST proban. Zentzu horretan kontuan izan behar da
neurozientzia ikerketetan emeak ez direla subjektu esperimental moduan
aintzat hartu denbora luzean, eta giza nahasmenduak idurikatzeko
sortutako animalia ereduek arrenganako isuria dutela, jokabide probak
barne (Beery eta Zucker, 2011; Caroline Blanchard, 1995; Zucker eta
Beery, 2010). Hortaz, aurrez finkatu gabeko jokabide aldaketak
antzematea berebizikoa izan daiteke sintomatologia interpretatzeko
garaian, baita antsietate edo depresio egoera bi sexuetan berariaz islatzen

dituzten irizpideak ezartzeko garaian ere (Kokras eta Dalla, 2017).

Elkarri usaina hartzea bezalako oinarrizko jokabideak bi sexuetan
komunak badira ere, arrekin alderatuta emeek nekez erakutsiko dute
lurralde-erasorik, kumeak babesten ari ez badira bederen (Solomon,
2017). Zenbait erregistrok sagu emeek hierarkia soziala finkatzerakoan
bestelako jokabide agonista sorta bat baliatzen dutela adierazten dute,
tartean esestea edo pertsekuzioa, azpian hartzea, grooming oldarkorra
eta barbering jokabidea direlarik (Allen, Cragg, Wood, Pfaff eta Choleris,
2010; Bartolomucci et al., 2005; Clipperton-Allen et al., 2011; Garner,

Dufour, Gregg, Weisker eta Mench, 2004). Horrela bada, ikerlan honetan
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barbering edo ilaje/bibote mozte jokabidearen whisking aldagaia aztertu
zen. Whisking-ak muturreko bibrisei eragiten die, espezie-kide bati
zuzentzen da eta sexuaren eta arrazaren arabera maizago gerta daiteke
(Garner et al.,, 2004; Kalueff et al., 2006; Reinhardt, 2005). Hierarkia
soziala ezartzearekin lotzeaz gain, estresak abiarazitako jokabide erantzun
gisara ere gerta daiteke (Kalueff et al., 2006), eta sagu batek modu
errepikatuan egindako gehiegizko barberinga nahasmendu obsesibo-
konpultsiboarekin lotu da (Garner, Dufour, et al., 2004; Garner, Weisker,
et al.,, 2004). Egunerokotasunean, saguek aktiboki erabiltzen dituzte
biboteak inguruarekin elkarreragiteko, eta harraparietatik ihes egin edo
bizirauteko baliabideak bilatzeko informazio sentsoriala jasotzen dute
haien bidez (Prchal, Albarracin eta Decima, 2004; Prigg, Goldreich, Carvell
eta Simons, 2002). Hori dela eta, saguen bibrisen asaldurak animaliari
orientazioa galarazi diezaioke, antsietate egoerara bultzatuz (Kalueff et
al., 2006). Aztergai dugun esperimentuan estresatutako saguen
gehiengoak bibrisa moztuak zituela ikusi zen, kontrol taldekoek bibrisak
osorik zeuzkaten bitartean, lehenengo taldea antsietate egoeran edota

antsietatera eraman dezakeen egoeran aurkitzen zela iradokiz.

Subjektu esperimental emeen inguruan, zenbait egilek uste du ziklo
estralak eragindako aldakortasuna dela eta emeen jokabidea eta biologia
ezegonkorrak direla, eta datu interpretagarriak lortu ahal izateko emeak
ziklo estraleko lau faseetako bakoitzean monitorizatu behar direla (Wald
eta Wu, 2010). Aitzitik, azken urteotan neurozientzien esparruan egindako

meta-analisi eta ikerketa batzuen arabera, ziklo estraleko fase
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ezberdinetan ausaz analizatutako emeek ez dutela arrek baino
aldakortasun handiagoa (Mogil, 2016; Prendergast et al., 2014), faseen
jarraipena egitea beharrezkoa ote den ezbaian jarriz. Gure ikerketaren
testuinguru zehatzean kokatuz, estresari lotutako nahasmenduak
neurtzeko erabilitako jokabide probetan emaitza kontrajarriak aurkitu
dira zikloko faseek izan dezaketen eraginaren inguruan (Kokras eta Dalla,

2014).

Aztergai dugun esperimentuan, plasmako estradiol mailak eta
hipotalamo eta hipokanpoko estrogeno hartzaileen espresioak ez dute
estresaren araberako aldaketarik azaldu. Hortaz, estrogenoek ez dute
antza eraginik izan anhedonia jokabidean, ez eta 29. egunean neurtutako
aldagai biologikoetan ere. Beste ikerketa batean ere, depresio-motako
jokabidea agertutako arratoi emeetan ez zen ziklo estraleko faseen
araberako ezberdintasunik aurkitu triptofanoaren bide metabolikoa
osatzen zuten konposatuetan (Eskelund et al., 2016). Zikloko faseen eta
beste aldagai biologiko edota jokabide aldagaien arteko balizko
elkarrekintzak alde batera utzita, ezagun da estresak ziklo estrala etetea
eragin dezakeela animalia nahiz gizakietan (Witorsch, 2016), ingurunea
mehatxagarria denean ugaltzeak dakartzan energia gastua eta
zaurgarritasuna arriskutsuak baitira organismoarentzat. Zentzu horretan,
aztergai dugun esperimentuan ESKE jasotako saguek ziklo estraleko fase
luzeagoak zituzten kontrolen aldean, ehuneko handi batek 4 egun fase

berean igaro zituelarik, estresak eragina izan duenaren seinale.
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Aktibitate monoaminergiko zentralari helduz, estresak aktibitate
serotonergikoa eta noradrenergikoa handitzea eragin du, hipokanpoko
MHPG/NA eta 5-HIAA/5-HT ratio areagotuek erakusten dutenez. Aldaketa
horiek FST probako jokabide aktiboekin loturarik badutela ikusi da aurreko
ikerlan batzuetan, zehazki eskalatze eta igeri egite jokabideekin hurrenez
hurren (Cryan et al., 2005; Detke et al., 1995; McCormick eta Green, 2013).
Esperimentu honetan eskalatze jokabidearen areagotzea aktibitate
noradrenergiko handiagoarekin bat badator ere, ez da aldaketarik aurkitu
igeri egite jokabidean, nahiz eta aurkitutako aktibitate serotonergiko
handitua kontuan izanda zilegi zitekeen. Zentzu horretan, kontuan izan
behar da estresak serotonina maila gutxitzea ere eragin duela, eta hortaz
baliteke 5-HIAA/5-HT ratio handiak eragin zezakeen igeri egite jokabidea
5-HT maila baxua medio indargabetzea. Aldaketa hauek iradokitzen dute
estres-eredu honek emeetan antsietate sintomekin erlazionatutako
aldaketa neurokimiko eta jokabidezkoak eragiten dituela, zeinak
mantenduz gero, gutxiegitasun monoaminergiko orokor batetara eraman
dezakeen eta ondorioz egoera depresibora (Ressler eta Nemeroff, 2000).
Era berean, hipokanpoko DA eta DOPAC maila baxuek -nahiz eta
DOPAC/DA ratioan ezberdintasunik ez egon- depresioan disfuntzio
kognitiboarekin lotzen den gutxiegitasun dopaminergikoa iradokitzen
dute (Backman, Nyberg, Lindenberger, Li eta Farde, 2006). Gainera,
aurrera begira, interesgarria litzake beste garun egituretako aktibitate
dopaminergikoa ere ikertzea, bereziki, estriatua eta kortex prefrontala,

sagu estresatuetan aurkitutako anhedoniak gutxiegitasun
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dopaminergikoa adieraz baitezake egitura horietan (Eisenberger et al.,

2009; Rygula et al., 2005).

Hipokanpoko hantura egoera aztertzerakoan, animali estresatuek
IL-10 zitokina antiinflamatorioaren mRNA espresio txikiagoa dutela
aurkitu dugu. Aitzitik, ez da ezberdintasunik aurkitu IL-6, TNF-a, eta IL-1
zitokina proinflamarioetan. Emaitza hori ez da esperotakoa, izan ere,
ikerketa gehienek estres kroniko sozialak hipokanpoko zitokina
proinflamatorioak areagotzea eragiten dutela adierazten dute (M. C.
Audet, Mangano eta Anisman, 2010; Bartolomucci et al., 2003; Jacobson-
Pick et al., 2013; Joana et al., 2016). Baina, kontuan izan behar da, batetik,
aurreko emaitza horiek animalia arrei porrot soziala eraginda lortutakoak
direla, eta bestetik, beste ikerketa batzuek estres erantzunean jazotzen
diren zitokinen asaldurak sexuaren arabera ezberdinak izan daitezkeela.
Esaterako, kortex prefrontaleko eta hipokanpoko IL-1B espresioaren
sentsibilizazioa aurkitu zuten arretan bigarren estresore bat jasotakoan
edo LPS bidezko erronka ostean, baina ez emeetan (Pyter, Kelly, Harrell
eta Neigh, 2013). Hipokanpoko IL-10 espresioa gutxitzea eta horrekin
batera zitokina proinflamatorioetan aurkitutako aldaketarik ezak estres
soziala jasotako emeetan zitokina erantzun espezifikoa iradokitzen du.
Voorhees et al.-ek (2013) argitaratutako datuek ideia hori indartzen dute,
murrizketa bidezko estres kronikoa jasotako emeetan hipokanpoko eta

kortexeko IL-10 espresio gutxituarekin batera depresibo-motako jokabide
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fenotipoa aurkitu baitzuten, markatzaile proinflamatorioetan aldaketarik
atzeman ez zuten bitartean. Gainera, tesi honetako emaitzek antsietate
eta depresio antzerako jokabideak zitokina proinflamatorioen
efektuagatik ez ezik, zitokina antiinflamatorioen eragin

independenteagatik ere gerta daitezkela adierazten dute.

Bibliografiaren arabera, zitokina antiinflamatorioek rol garrantzitsua
betetzen dute jokabidea modulatzen (Bluthe et al., 1999; Kenis eta Maes,
2002; Kubera et al., 2001; Pan et al., 2013). IL-10 knockout (KO) saguetan
egindako ikerketek erakusten dutenez, zenbait jokabide probetan
agertutako jokabide depresibo areagotuak IL-10 injektatuta itzulgarriak
dira (Mesquita et al., 2008; Roque et al., 2009). Gainera, IL-10 mailan
gertatutako aldaketek eragin sakonagoa erakutsi dute emeetan arretan
baino (Mesquita et al., 2008). Hala ere, IL-10ari lotutako aldaketa horien

atzean diren mekanismoak argitzeke daude.

Zitokina proinflamatorioek jokabide depresiboan duten eragina
ikusirik, autore askok IL-10aren eraginaren gakoa, zitokina
proinflamatorien ekoizpena inhibitzeko duen gaitasunean dela
hipotetizatu dute (You et al., 2011), horrela IDO-ren aktibazioa ekidingo
bailuke (Dantzer et al., 2008). IDO entzima aktibitatearen ondorioz, 5-HT
ekoizteko beharrezkoa den triptofanoa kinurenina ekoizteko erabiltzen
da. Kinurenina 3-HK eta ondoren azido kinoliniko bihurtu daiteke. Azken
produktu honi egotzi zaizkio bide kinurenikoaren aktibazioari lotutako
jokabide aldaketak, bere exzitotoxizitatea medio. Lan honetan

aurkitutako emaitzek sagu estresatuetan hipokanpoko 5-HT maila gutxitu
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dela adierazten badute ere, zitokina proinflamatorioen eta IDO-ren
espresioan ez da ezberdintasunik aurkitu, ezta TRYP, KYN eta 3-HK
mailetan ere, IL-10ak jokabide aldaketak beste bide bat medio eragin
ditzakeela iradokiz. Era berean, zitokina proinflamatorioetan areagotzerik
ez egoteak DA mailan aurkitutako beherakada ez dela BH4 sintesi

kofaktorearen eskuragarritasun faltagatik izan iradokitzen du.

Depresioan inplikatutako gainerako garun egituretan aldaketarik
izan den ez badakigu ere, lortutako datuek adierazten dute gertatutako
antsietate jokabidea eta depresio jokabide aldaketak neuroinflamazioaz
apartekoak izan daitezkeela emeetan. lldo horretatik, beste aurkikuntza
batzuek  adierazi dute LPS bidez eragindako seinalizazio
neuroinflamatorioan dauden sexu ezberdintasunak ez diruditela jokabide
afektiboan dauden ezberdintasunen arduradun (Pyter et al.,, 2013).
Bestalde, IL-10ak in vitro exzitotoxizitatearen aurrean efektu neurotrofiko
eta neurobabesle zuzena duela aurkitu da (Zhou et al., 2009) eta neuriten
hazkuntza eta sinapsia sortzea sustatu dezake zenbait seinalizazio bide
medio (Chen et al., 2016; Han et al., 2015; Sharma et al., 2011). Animalia
eredutan hipokanpoko apoptosia areagotzea eta hipokanpoaren
bolumena murriztea depresioarekin lotu izan dela ikusita (Lucassen et al.,
2001), baliteke IL-10ak jokabide depresiboak ekiditea mekanismo horien
bitartez. Are gehiago, IL-10ak M2 faktore mikrogliala normalizatu lezake

estresaldian kaltetutako ehunak bere onera itzularaziz (Han et al., 2015).
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Horretaz gain, kortikosterona mailan aurkitutako handitzea eta
hipotalamoko GR espresioan aurkitutako gutxitzeak HPA ardatzaren
hiperaktibitatea adierazi dute. Aldaketa horiek estresari lotutako
nahasmenduekin erlazionatzen dira (Raison eta Miller, 2003), eta beste
ikerlan batzuetako emaitzekin bat datoz (Herzog, Czéh, et al., 2009; Jarcho
et al., 2016; Nowacka et al., 2014; Schmidt et al., 2010). HPA ardatzaren
eta sistema immunitarioaren arteko elkarreraginean zitokinak bitartekari
izan daitezke (Capuron eta Dantzer, 2003). Kasurako, IL-10ak HPA
ardatzeko maila ezberdinetan kortikosterona ekoizpena erregulatu
dezakeela ikusi da (Tu et al., 2005), eta hortaz, IL-10ean gertatutako
aldaketek antsietate eta depresio antzerako jokabideen agerpena eragin

dezake HPA ardatzaren modulazioaren bidez.

Laburtzeko, ikerketa honetan lortutako emaitzek adierazten dute
lau asteko ESKE esposizioak hipokanpoko IL-10 espresioa gutxitu duela
sagu emeetan, baina, zitokina proinflamatorioetan eta kinureninaren
bideko metabolitoetan aldaketarik eragin gabe. Estresak HPA ardatzaren
hiperaktibitatea ere eragin du, baita aktibitate monoaminergikoko
aldaketak eta antsietate eta depresio antzerako sintomak ere. Harreman
kausal bat finkatu ezin bada ere, IL-10 gutxitzeak jokabide fenotipo
horretan eragina izan dezake bere funtzio neurobabesleen bitartez, eta
HPA ardatzean izan dezakeen eraginaren bidez. Lan honen mugetako bat
antsietateari lotutako jokabide probarik ez erabili izana da, eremu irekia,

plus maze edo interakzio sazialaren testa esaterako. Beste garun egitura
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batzuk analizatzea ere interesgarria litzake, estriatua bereziki, anhedonia

jokabidearekin duen lotura aintzat hartuta.

Lau asteko ESKE estresak antsietate eta depresio-motako sintomak
eragin dituela ikusirik, bigarren fase esperimentalerako interesgarria da

epe horretatik aurrera tratamendu antidepresibo bat probatzea.
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4.1.1 ANIMALIAK ETA ABELTEGIKO BALDINTZAK

Bigarren esperimentu honetarako, CD-1 zepa ez odolkideko sagu
emeak (Janvier, Saint-Berthevin, Frantzia) erabili ziren. Aurreko fase
esperimentalean bezala, zazpi asteko adinarekin iritsi ziren abeltegira eta
astebeteko egokitze-aldia igaro zuten. Ingurumen, kaiolatze eta elikadura
baldintzak ere lehen esperimentuko berberak izan ziren. Sagu bakoitzari
bere identifikazio zenbakia esleitu eta buztan zuztarrean errotulagailu
iraunkor batez margotu zitzaion esperimentua hasterako. Hori eta
osterantzeko prozedurak saguentzat ikusezina den argi gorri pean egin
ziren aldameneko gela batean.

Animalien gaineko prozedura guztiak helburu zientifikoekin
erabilitako animaliak babesteko Europako Zuzentarauarekin bat gauzatu
ziren (2010/63/UE), eta Euskal Herriko Unibertsitateko Animalien
Ongizaterako Batzorde Etikoak (CEBA) eta Gipuzkoako Diputazioak onetsi

eta kontrolatu zituzten.

4.1.2 DISEINU ESPERIMENTALA

Laurogeita hamasei sagu eme erabili ziren bigarren esperimentu
honetan. Egokitze aldiaren ostean, kontrol taldea (n=48) eta estres taldea

(n=48) bereizi ziren. Estres taldekoei ESKE eredua 49 egunez aplikatu
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zitzaien. Bitarte horretan, kontrol taldeko subjektuek egokitze aldiko
baldintzetan  jarraitu zuten, kaiola-kide berberekin. Hogeita
bederatzigarren egunetik aurrera, kontrol eta estres taldeko saguen
erdiari benlafaxina ematen hasi zitzaion, beste erdiari serum fisiologikoa.
Tratamendu farmakologikoak 49. egunera arte iraun zuen, guztira 21
eguneko iraupena izanik. Aurreko esperimentuan egin bezala, 49 egun
horietan hainbat parametro fisiologiko hartu zitzaizkien subjektu guztiei
(N=96). Batetik, barailpeko ziztada bidez odol laginak jaso zitzaizkien 1. eta
29. egunetan plasmako kortikosterona mailak neurtzeko. Bestetik, saguen

gorputz pisua 1. eta 50. egunetan erregistratu zen.

Berrogeita hamargarren egunean, hamabina subjektu sakrifikatu ziren
dislokazio zerbikal bidez azpitalde bakoitzetik (kontrol-benlafaxina,
kontrol-serum, estres-benlafaxina eta estres-serum taldeetatik), lagin
biologikoak jasotzeko. Sakrifikatu eta berehala, bihotz-ziztada bidez odola
jaso zen plasmako kortikosterona mailak zehazteko. Garuna erauzi
zitzaien kortex prefrontala, hipotalamoa, hipokanpoa eta estriatua
bakanduz, hurrengo ataletan zehaztuko diren determinazio biologikoak

gauzatzeko. Sakrifizio ostean, barbering zeinuak ere aztertu ziren

Azpitalde bakoitzeko saguen beste erdiak (n=48) jokabide probak egin
zituen; berrogeita hamargarren egunean, aurreko esperimentuko
prozedura berdina erabiliz, SPT proba osatu eta subjektuen janari
kontsumoa aztertu zen. Berrogeita hamaikagarren egunean OFT proba eta
53. egunean FST proba. Ondoren, dislokazio zerbikal bidez sakrifikatu

ziren (8. irudia).
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Sakrifizioa
Seruma n=12K/12E
n= 24K/24E
SPT, OF, FST= n=12K/12E
Kontrolak (K) n=48
—p mmcmcccccaaa-
N=96  Estresatuak (E) n=48 Sakrifizioa <
Sagu eme Benlafaxina | n=12K/12E
. i n=24K/24€ SPT, OF, FST = n=12K/12E
Pisatu Pisatu Pisat Pisat pi
Odol lagina Odol lagina saty saty \satui i i
! ! ' viio
Eguna |F1] e e SRRy 29| " |32| - 36] ......... 43] ....... |49 50{51|52|53
0 ASTEA| 1.ASTEA 2. ASTEA | 3. ASTEA | 4. ASTEA 5. ASTEA | 6. ASTEA | 7. ASTEA
JOKABIDE
Kontrolak | . o 3 sagu kutxako e
Estresatuak | KULako 4 sagu kutxako. Hiru egunetik behin egun bat isolatuta

8. irudia. Bigarren esperimentuko diseinua.

4.1.3 ESTRES PROZEDURA

Aurreko fase esperimentalean erabilitako ESKE eredu bera erabili zen

bigarren esperimentuan ere, baina oraingoan, estresa zazpi astez (49

egunez) aplikatu zen. Laburki, saguek egun bateko isolatze fasearen

ostean hiru eguneko taldekatzea (lau sagu kaiolako) jasaten zuten modu

errepikatu eta jarraian. Era horretan, sagu emeek ezin zuten sare sozial

egonkor bat osatu. Taldekatze faseetan kaiola-kide bera birritan ez

egokitzeko, aurreko esperimentuko konbinazio sistema bera erabili zen.
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4.1.4 JOKABIDEAREN EBALUAZIOA

Depresio-motako jokabideen agerpena behatzeko aurreko kapituluko
3.1.4 puntuan azaldutako, SPT eta FST probak erabili ziren. Aurreko
esperimentuan egin bezala, SPT proba gauzatzearekin batera jan
kontsumoa ere neurtu zen. Horretaz gain, antsietate-motako jokabidea
ebaluatzeko, OFT proba erabili zen hurrengo atalean zehaztutako
moduan. Amaitzeko, bigarren esperimentu honetan ere whisking jokabide
zeinuak behatu ziren aurreko ataleko 3.1.4 puntuan adierazitakoa

jarraituz.

4.1.4.1 OFT proba

Eremu irekiko proba (Hall eta Ballachey, 1932), laborategiko
karraskarietan jarduera lokomotoreari lotutako antsietate-motako
jokabideak neurtzeko probarik erabilienetarikoa da. Proposatu zenetik
gaurdaino eraldaketa ugari jasan ditu, eta bigarren esperimentu honetan
Zomkowski eta kideek (2010) deskribatu bezala gauzatu zen. Plexiglasez
eginiko kaxa beltz batek (40 cm x 40 cm) osatu zuen eremu irekia. Proba
hasteko, sagua kaxaren erdian uzten zen, eta sei minutuz kaxa nahieran
arakatzen zuen. Jokabidea kamara finkoen bidez grabatu zen, ostera ANY-
maze© softwarearen 4.96 bertsioarekin ebaluatzeko (Stoelting Europe,
Dublin, Irlanda). Software horrekin, kaxa birtualki bi eremutan bereizi zen:

periferian eta erdialdean. Saguak eremu bakoitzean pasatako denbora (s),

141



BIGARREN ESPERIMENTUA
Metodologia

eremu bakoitzera egindako sarrera kopurua, ibilitako distantzia osoa (m)
eta geldirik pasatako denbora (s) hartu ziren kontuan. Saio batetik
bestera, kaxa %0,5eko azido azetiko disoluzioarekin garbitu zen, jarraian

proba egin behar zuen saguak aurrekoaren hondakinen usaia har ez zezan.

4.1.5 ZEHAZTAPEN FISIOLOGIKOAK

Odol lagina jaso eta plasmako kortikosterona kontzentrazioa
zehazteko teknikak aurreko atalean azaldutakoak izan ziren (1.5.2 eta

1.5.3 puntuak).

4.1.5.1 Garun egiturak erauztea

Garunetik, kortex prefrontala, hipotalamoa, estriatua eta hipokanpoa
bereizi eta -80°C-ra gorde ziren. Kortex prefrontalean izan ezik,
gainontzeko garun egituretan hainbat interleukina eta hartzaileren mRNA
espresioa neurtu zen RT-PCR teknikaren bidez, aurreko ataleko 3.1.5.6
puntuan azaldu bezala. Bigarren esperimentu honetan neurtutako
erreferentziazko geneak eta xede geneak 3. taulan daude ikusgai.
Bestetik, HPLC teknika erabiliz (ikus aurreko kapituluko 3.1.5.7 puntua)

garun egitura guztietako aktibitate monoaminergikoa neurtu zen.
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3. taula. PCR primerren zehaztasunak

Aztertutako GenBank

Genea Funtzioa Primer sekuentzia (5’2 3’) ) .
egitura sarbide zk.
F:
Zitokina GATGATAACCTGCTGGTGTGTGA Hipokanpoa
IL-1B o _ NM_008361.3
proinflamatorioa R: Estriatua

GTTGTTCATCTCGGAGCCTGTAG

F: AGCCAGAGTCCTTCAGAGA Hipokanpoa

Zitokina
IL-6 : _ NM_031168.1
proinflamatorioa R: TCCTTAGCCACTCCTTCTGT Estriatua
10 i oina F: GCCAAGCCTTATCGGAAATG  Hipokanpoa
S . NM_010548
antiinflamatorioa R: CCGCATCCTGAGGGTCTTC Estriatua
Zitokina F: GACGTGGAACTGGCAGAAGAG Hipokanpoa
TNF-a o . NM_013693.2
prointlamatorioa R: TGCCACAAGCAGGAATGAGA  Estriatua
F: AAGGCGGCATACGGAAAGA  Hipokanpoa
t
ERo °TOBENO NM_007956

hartzailea R: CATTTCGGCCTTCCAAGTCA  Hipotalamoa

F: CCAGACTGCAAGCCCAAATGT Hipokanpoa
ERB B estrogeno hartzailea NM_207707
R: AGAAGCGATGATTGGCAGTGG Hipotalamoa

Hartzaile F: CCCATGGAGGTAGCGATTGT Hipokanpoa

GR ukoKortikoid X66367.1
glukokortikoldea R: TGTAAAGGCTGCCCAATGTGT  Hipotalamoa
F: ACCTGCAGAGAGGACCAATGA Hipokanpoa
Hartzail
MR artzale R: AJ311855.1
mineralokortikoidea :

GGAGTAATTCGTGTTTTTCTTTGCT |Potalamoa
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) ) Hipokanpoa
Glizeraldehido-6- F: CGGCCGCATCTTCTTGTG
GAPDH fosfato Hipotalamoa NM_008084.2
deshidrogenasa R: GTGACCAGGCGCCCAATAC
Estriatua
Hipokanpoa

Hipoxantina-guanina . .- -\ GGCCATCACATTGT

Hprt fosforibosiltransferasa Hipotalamoa NM_013556.2
R: TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAC
Estriatua

4.1.6 TRATAMENDU FARMAKOLOGIKOA

Serotonina eta noradrenalinaren birkaptazioaren inhibitzailea den
farmako bat aukeratu zen 2. esperimenturako, benlafaxina hain zuzen
((RS)-1-[2-dimetilamino-1-(4-metoxifenil)-etil]ziklohexanola) (Sygma
Aldrich, Madril, Espainia). Serum fisiologikoa (NaCl %0,9) erabili zen
farmakoa disolbatzeko, baita plazebo modura ere. Eguneroko dosia
peritoneo barnean xiringatu zen 1ml/gorputz-pisu kg-ko bolumenean,
goizeko 9:00 eta 10:00ak artean. Administratutako dosia 20mg/kg-koa
izan zen, literaturan oinarrituta (Venzala et al., 2012). Hiru astez eman
zitzaien saguei tratamendua, estresaldiaren 29. egunetik hasi eta 49.
egunera. Ez zen efektu toxikoen zeinurik antzeman farmakoa

ematerakoan edota ondorenean.
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4.1.7 ANALISI ESTATISTIKOAK

Analisi estatistiko oro Windowserako SPSS 22 erabiliz osatu zen (SPSS
Inc., Chicago, Ill., USA), eta esangura-muga p<0.05-ean finkatu zen.
Normaltasun eta homogeneotasun irizpideak errespetatu ziren eta
outlier-ak boxplot outlier labeling rule jarraituta ezabatu ziren. Aldagai
fisiologiko eta jokabidezkoetan estresa eta farmakoaren eragina
aztertzeko faktore biko ANOVA erabili zen. Kortikosterona eta gorputz
pisua aldagaien kasuan, neurketa errepikatuetarako faktore biko ANOVA
baliatu zen. Analisiek estres eta farmako faktoreen arteko elkarrekintza
adierazi zutenean, Post hoc testa erabili zen azpitaldeen arteko
ezberdintasunak finkatzeko, Bonferroniren irizpideari jarraiki. Whisking

jokabidea Fisher-en test zehatza erabiliz aztertu zen.
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4.2.1 ZAZPI ASTEKO ESKE-REN ETA BENLAFAXINA
TRATAMENDU KRONIKOAREN ERAGINA SAGU EMEEN
JOKABIDEAN

4.2.1.1 SPT proba eta jan kontsumoa

Faktore biko analisiaren arabera, sagu estresatuek kontrolek
baina gutxiago lehenetsi zuten sakarosa soluzioa (Fji,45= 6.41; p=0.015)
(7a grafikoa) eta kontsumitu ere, gutxiago kontsumitu zuten (F1,45= 7.58;
p=0.009). Bestalde, benlafaxina emandako saguek seruma emandakoek
baino lehenespen eta kontsumo txikiagoak azaldu zituzten (F1,45= 8.44;
p=0.006 eta F1,451= 19.54; p<0.001) hurrenez hurren (7b grafikoa). Jan
kontsumoan berriz, ez zen estresagatiko ezberdintasunik aurkitu, bai
ordea farmakoagatikoa. Zehazki, benlafaxina jasotako taldeak janari
gutxiago kontsumitu zuen (Fi1,45= 11.28; p=0.002) (8. grafikoa). Ez zen
elkarrekintza estatistikorik aurkitu farmakoa eta estresaren artean
sakarosa lehenespen ala kontsumoari (7c grafikoa) zein jan kontsumoari
zegokionean. Ur kontsumoaren inguruan ere ez zen ezberdintasunik

aurkitu.
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Sakarosa kontsumoa eta sakarosarekiko lehentasuna

69,74% T 565,24%

#
a 68,99% 57,55% b S0y ., (x 4.06)
(£ 3,07) L, [+ 4,08)
0,15 - T
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0,1 - M Estres ’ =
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c 71,58% 67,91%
i 3,57 [+ 4,72]
T 66, 18% 46,31%
015 1 = i+ 4,89) (+ 5,07)
01 4 fro L
0,05 A
0
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7. grafikoa. Sakarosa lehenespena. (a) Gorputz pisuarekiko sakarosa kontsumo
erlatiboa (sakarosa g/ gorputz pisu g) kontrol taldean (n=24) eta estres taldean
(n=24). (b) Gorputz pisuarekiko sakarosa kontsumo erlatiboa (sakarosa g/
gorputz pisu g) serum taldean (n=24) eta benlafaxina taldean (n=24). (c) Gorputz
pisuarekiko sakarosa kontsumo erlatiboa (sakarosa g/ gorputz pisu g) kontrol-
serum taldean (n=12), kontrol-benlafaxina taldean (n=12), estres-serum taldean
(n=12) eta estres-benlafaxina taldean (n=12). Zutabeen gaineko zenbakiek
sakarosarekiko lehentasun portzentajea adierazten dute (sakarosa g/bolumen
total g)x100. Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+batezbestekoaren
errore estandarra, BEE). **p<0.01 eta ***p<0.001. Lehenespen portzentajeen
arteko ezberdintasunak: p<0.05;"p<0.01.
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8. grdfikoa. Jan kontsumoa. Gorputz pisuarekiko jan kontsumo erlatiboa
(janari g/ gorputz pisu g) serum taldean (n=24) eta benlafaxina taldean (n=24).
Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+batezbestekoaren errore
estandarra, BEE). **p<0.01.

4.2.1.2 OFT proba

Estresak ez zuen eraginik izan OFT proban saguek ibilitako
distantzian edo geldirik pasatako denboran, ez eta eremuko irekiko
erdialde edo kanpoaldean emandako denboran edota eremu batetik
bestera egindako sarrera kopuruan ere. Era berean, benlafaxinak ez zuen

eraginik izan aldagai horietan.

4.2.1.3 FST proba

FST proban ez zen estresaren araberako aldaketarik aurkitu

igeriketa, eskalatze eta gelditasun jokabideetan iragandako denboran,
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ezta jokabide horiek hasi arteko latentzian ere. Halaber, benlafaxinak ez

zuen eraginik izan proba honetan.

4.2.1.4 Whisking jokabidea

Fisherren test zehatzak erakutsi zuenez, estresak eragina izan
zuen whisking jokabidearen adierazpenean. Talde estresatuan
subjektuen %64ak zituen bibrisa motzak, kontroletan bibrisa motzen
banaketa %36ra mugatu zen bitartean (p=0,044) (9. grafikoa).

Benlafaxinak ez zuen aldagai honen distribuzioan efekturik izan.

a Bibrisa luzeak b Bibrisa motzak

EB KS KS
18% . 5%

ES
18%

KB
39%

9. grafikoa. Whisking jokabidea. (a) Bibrisa luzeen banaketa eta (b) bibrisa
motzen banaketa lagineko azpitaldeetan, kontrol-serum taldean (n=12),
kontrol-benlafaxina taldean (n=12), estres-serum taldean (n=12) eta estres-
benlafaxina taldean. Datuak ehuneko moduan espresatu dira.
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4.2.2 ZAZPI ASTEKO ESKE-REN ETA BENLAFAXINA
TRATAMENDU KRONIKOAREN ERAGINA SAGU EMEEN
FISIOLOGIAN

4.2.2.1 Gorputz pisua

Faktore biko analisiaren arabera, sagu estresatuen 50. eguneko
gorputz pisua txikiagoa da kontrolen aldean (Fj1,04)= 45.5; p<0.001) (10b
grafikoa). Norabide berean, neurketa errepikatuen ANOVAk adierazi
zuenez, estres eta denbora faktoreek elkarrekintza izan zuten gorputz
pisu basaletik estresa amaitu zeneko gorputz pisura (Fi1,94= 43.05;
p<0.001) (10a grafikoa), estresak saguen pisu irabazia eskasagoa izatea
eragin zuelarik (Fj1,94)= 19.94; p<0.001). Benlafaxinak ez zuen efektu edo

elkarrekintzarik erakutsi lagin errepikatuen analisian.
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10. grafikoa. Gorputz pisua. (a) Subjektuen gorputz pisu irabazia esperimentuko
lehen egunetik azken egunera (N=96). (b) Estresaldiko azken egunean kontrol
taldearen (n=48) eta estres taldearen (n=48) gorputz pisuaren arteko
konparaketa. Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+batezbestekoaren
errore estandarra, BEE). #p<0.001, 1. Equnetik 50. Egunerako aldea estresaren
arabera.***p<0.001.
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4.2.2.2 Plasmako kortikosterona maila eta hipotalamo eta
hipokanpoko hartzaile glukokortikoideen mRNA espresioa

Plasmako kortikosterona mailari dagokionean, neurketa
errepikatuen hiru faktoreko (denbora, estresa eta farmakoa) ANOVAk
adierazi zuenez, denbora faktoreak (Fji,43= 62.85; p<0.001) eta estres
faktoreak (F[1,433= 10.85; p=0.002) eragina izan zuten, eta bi faktoreek
elkarrekintza erakutsi zuten gainera (denbora * estresa) (Fj1,43= 14.15;
p<0.001. Denbora faktoreari dagokionean, 29. egunetik 50. egunerako
kortikosterona igoera adierazi zuen analisiak aztertutako talde guztietan
(Fr1,24= 41.14; p<0.001). Estres faktorearen kasuan, 29. eguneko
kortikosterona maila handiagoa zen talde estresatuan (Fii46= 18.93;
p<0.001), eta beste horrenbeste 50. eguneko aldagai anitzeko analisiaren
arabera (F45= 4.47; p=0.04). Bi faktoreen arteko elkarrekintza
aztertzerakoan ikusi zenez, zehazki, 1. egunetik 29. egunera igo zen talde
estresatuaren kortikosterona maila kontrolena baino gehiago (Fi144=
9.87; p=0.003). Benlafaxinak ez zuen inolako efektu edo elkarrekintzarik

azaldu (11. grafikoa).
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11. grafikoa. Kortikosterona. Plasmako kortikosterona kontzentrazioaren (ng/ml)
bilakaera 1., 29. eta 50. egunetan (n=48). Datuak batezbesteko moduan adierazi
dira (+batezbestekoaren errore estandarra, BEE). # p<0.01, 1. eta 29. equnen arteko
bilakaera kontrol (n=24) eta estres taldea (n=24) konparatuta. * p<0.001, 29. eta
50. egunen arteko bilakaera kontrol (n=24) eta estres taldea (n=24) konparatuta.

Hipotalamoko hartzaile glukokortikoideen mRNA espresio mailari
dagokionez, faktore biko ANOVAren arabera, kontrol taldeak baino GR
MRNA espresio maila handiagoa zuen estres taldeak (Fii,46)= 5,030;
p=0.030). Bestetik, benlafaxina emandako saguetan MR espresioak
beheranzko joera erakutsi zuen seruma emandakoen aldean (Fi1,45)= 4.04;
p=0.051). Ez zen tratamendua eta estresaren arteko elkarrekintzarik

topatu, ezta bi hartzaileen ratioaren gaineko ezberdintasunik ere.
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12. grdfikoa. Hartzaile glukokortikoideak hipotalamoan. (a) GR mRNA
espresioa kontrol taldea (n=24) eta estres taldearentzat (n=24). (b) MR mRNA
espresioa serum taldea (n=24) eta benlafaxina (n=24) taldearentzat. (c) MR/GR
ratioa kontrol-serum taldean (n=12), kontrol-benlafaxina taldean (n=12), estres-
serum taldean (n=12) eta estres-benlafaxina taldean (n=12). Datuak
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batezbesteko moduan adierazi dira (+batezbestekoaren errore estandarra, BEE).
*p<0.05 eta ¥p<0.07.

Hipokanpoan berriz, benlafaxina jasotako subjektuek, seruma
jasotakoen aldean, GR mRNA espresio handiagoa zutela erakutsi zuen
faktore biko analisiak (F[1,46)= 6.55; p=0.014) (13a grafikoa). Horrekin
batera, MR/GR ratioa txikiagotu zuen benlafaxinak (Fj1,46)= 6.289;
p=0.016) (13c grafikoa). Estresak ez zuen eragin ez eta tratamendua eta

estresaren arteko elkarrekintzarik topatu.
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13. grafikoa. Hartzaile glukokortikoideak hipokanpoan. (a) GR mRNA espresioa
serum taldea (n=24) eta benlafaxina taldearentzat (n=24). (b) MR mRNA
espresioa kontrol-serum taldean (n=12), kontrol-benlafaxina taldean (n=12),
estres-serum taldean (n=12) eta estres-benlafaxina taldean (n=12). (c) MR/GR
ratioa serum taldea (n=24) eta benlafaxina (n=24) taldearentzat. Datuak
batezbesteko moduan adierazi dira (*batezbestekoaren errore estandarra,
BEE).*p<0.05

4.2.2.3 Hipotalamo eta hipokanpoko ERa eta ERf mRNA
espresio mailak

Hipotalamoko estrogeno hartzaileen mRNA espresioan ez zen
estresa edo farmakoagatiko aldaketarik aurkitu, ezta bi faktoreen arteko
elkarrekintzarik ere. Hipokanpoan berriz, talde estresatuak ERa espresio
handiagoa erakutsi zuen kontrol taldearekin konparatuta (F1,46= 7,08;
p=0.011) (14a grafikoa). Benlafaxinak ez =zuen aldaketa edo
elkarrekintzarik eragin, eta ez zen ERB mRNA espresioan edo ERa/ERPB

ratioan ezberdintasunik aurkitu (14b, c grafikoak).
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14. grdfikoa. Estrogeno hartzaileak hipokanpoan. (a) ERa mRNA espresio maila
kontrol taldean (n=24) eta estres taldean (n=24), (b) ERB mRNA espresio maila
eta (c) ERa/ ERB ratioa kontrol-serum taldean (n=12), kontrol-benlafaxina
taldean (n=12), estres-serum taldean (n=12) eta estres-benlafaxina taldean
(n=12). Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+batezbestekoaren errore
estandarra, BEE). *p<0.05.
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4.2.2.4 Hipokanpo eta estriatuko zitokinen mRNA
espresioa

Hipokanpoan estresak ez zuen inolako eraginik izan zitokinetan
faktore biko ANOVAren arabera (15 b,c eta d). Benlafaxinak berriz, IL-1B
espresio mailak areagotzea eragin zuen (Fji46= 5.19; p=0.027) (15a
grafikoa). Ez zen bi faktoreen arteko elkarrekintzarik aurkitu, ez eta

zitokina pro- eta antinflamatorioaren arteko ratio ezberdintasunik (15e
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15. grafikoa. Hipokanpoko zitokinen mRNA espresio mailak. (a) IL-18 espresio
maila serum taldean (n=24) eta benlafaxina taldean (n=24). (b) IL-6, (c) TNFa eta
(d) IL-10ren espresio maila eta (e) zitokina pro-inflammatorio eta anti-
inflammatorioaren arteko ratioak serum taldean (n=12), kontrol-benlafaxina
taldean (n=12), estres-serum taldean (n=12) eta estres-benlafaxina taldean
(n=12). Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+batezbestekoaren errore
estandarra, BEE). *p<0.05.

Estriatuko zitokinei dagokienez, estresak IL-6 mRNA espresioa
(Fp1,48= 4,64; p=0.037) (16a grafikoa) eta IL-6/IL-10 ratioa (F[1,45= 4,04;
p=0.050) areagotzea eragin zuela adierazi zuen faktore biko analisiak.
Benlafaxinak berriz, IL-6/IL-10 ratioa (Fj1,481= 10,32; p=0.002) gutxitu zuen.
Azkenik, IL-6/1L-10 ratioan bi faktoreen arteko elkarrekintza ere gertatu
zen (Fpa,48)= 5,26; p=0.026). Zehazaki, ES taldeak ratio handiagoa erakutsi
zuen KS taldearekiko (p=0.029), KB taldearekiko (p=0.002) eta EB
taldearekiko (p=0.003) (16b grafikoa).
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16. grafikoa. Estriatuko zitokinen mRNA espresio mailak. (a) IL-18, IL-6, TNF-o
eta IL-10 mRNA espresio maila erlatiboak, eta (b) zitokina pro-inflammatorio eta
anti-inflammatorioen arteko ratioak. Datuak batezbesteko moduan adierazi
dira (tbatezbestekoaren errore estandarra, BEE).*p<0.05. Estres-serum
taldearekin alderatuta: *p<0.05 eta "'p<0.01.

4.2.2.5 Hipokanpoko monoamina, metabolito eta amino
azido mailak

Faktore biko analisiaren arabera, sagu estresatuek kontrolek baino 5-
HT Fr146=6.869; p=0.012) eta 5-HIAA maila (Fi146=4.386; p=0.042)

baxuagoak zituzten hipokanpoan (17a grafikoa). Beste horrenbeste NA
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mailaren kasuan ere (Fi1,46)=11.097; p=0.002) (17b grafikoa). KYN/TRYP
ratioari dagokionean, talde estresatuak ratio altuagoa erakutsi zuen
kontrol taldearen aldean (Fj1,46=7.621; p=0.008) (17c grafikoa).
Hipokanpoan HPLC bidez neurtutako gainerako aldagaietan ez zen

aldaketarik aurkitu. Ez zen bi faktoreen arteko elkarrekintzarik ikusi.
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17. grdfikoa. Hipokanpoko aktibitate serotonergiko eta noradrenergikoa.
Monoamina eta metabolito mailak (ehun heze pg/mg) eta TRYP/KYN ratioa
kontrol taldean (n=24) eta estres taldean (n=24): (a) 5-HT eta 5-HIAA mailak, (b)
NA eta MHPG mailak, (c) TRYP/KYN ratioa. Datuak batezbesteko moduan
adierazi dira (+BEE). *p<0.05, **p<0.01 eta **p<0.01.

4.2.2.6 Estriatuko monoamina, metabolito eta amino azido
mailak

Aldagai anitzeko analisiak ez zuen estresaren edo farmakoaren
eraginik aurkitu estriatuko monoamina, metabolito edo amino azidoetan,

ezta haien arteko ratioetan ere.

4.2.2.7 Kortex prefrontaleko monoamina, metabolito eta
amino azido mailak

Aldagai anitzeko analisiaren arabera, estresak kortex prefrontaleko
5-HIAA maila handiarazi zuen (Fi1,46)=14.881; p<0.001) (18a grafikoa), eta
era berean, 5-HIAA/5-HT ratioa ere areagotu zuen (Fi1,46=8.367;

p=0.006). Bestetik, farmakoak bere aldetik ere 5-HIAA maila areagotzea
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eragin zuen (F3,46=6.18; p=0.017) (18b grafikoa), baina ez zen bi

faktoreen arteko elkarrekintzarik eman (18c grafikoa).
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18. grafikoa. Kortex prefrontaleko 5-HIAA maila (ehun heze pg/mg) eta 5-
HIAA/5-HT ratioa. (a) 5-HIAA maila, kontrol taldean (n=24) eta estres taldean
(n=24). (b) 5-HIAA maila serum taldean (n=24) eta benlafaxina taldean (n=24).
(c) 5-HIAA maila kontrol-serum taldean (n=12), kontrol-benlafaxina taldean
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(n=12), estres-serum taldean (n=12) eta estres-benlafaxina taldean (n=12). (d)
5-HIAA/5-HT ratioa kontrol taldean (n=24) eta estres taldean (n=24). Datuak
batezbesteko moduan adierazi dira (+BEE).*p<0.05, **p<0.01 eta ***p<0.001.

Bestetik, kortex prefrontalean estres taldeak DOPAC maila
handiagoa erakutsi zuen kontrolekin konparatuta (F1,46;=9.079; p=0.004)
(19a grafikoa), eta estres eta farmakoa faktoreen arteko elkarrekintza
egon zen (Fi1,46=4.842; p=0.033) (19b grafikoa). Post hoc analisiaren
arabera, estr es-benlafaxina taldeak bi azpitalde kontrolek baino DOPAC
maila handiagoa zuen (p=0.048 KS taldearekiko eta p=0.003 KB
taldearekiko) (19c grafikoa). Neurtutako gainerako aldagaietan ez da

aldaketarik aurkitu.
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19. grafikoa. Kortex prefrontaleko DOPAC maila (ehun heze pg/mg) (a) kontrol
taldean (n=24) eta estres taldean (n=24); (b) serum taldean (n=24) eta
benlafaxina taldean (n=24); eta (c) kontrol-serum taldean (n=12), kontrol-
benlafaxina taldean (n=12), estres-serum taldean (n=12) eta estres-benlafaxina
taldean (n=12). Datuak batezbesteko moduan adierazi dira (+BEE).*p<0.05,
**p<0.01. Estres-benlafaxina taldearekin alderatuta: #p<0.05 eta 'p<0.01.

167






4.3 EZTABAIDA



BIGARREN ESPERIMENTUA
Eztabaida

Bigarren esperimentuan jasotako emaitzek adierazten dutenez,
ESKE eredua zazpi astez aplikatzeak ere, oro har, depresio-motako zeinu
fisiologiko eta jokabide aldaketak eragin ditu sagu eme estresatuetan.
Bestalde, benlafaxina tratamenduak ez du jokabide aldaketak arintzerik
lortu, baina hantura prozesua eta HPA ardatza barne-hartzen dituzten

zenbait aldagai fisiologikori eragin die.

Hasteko, SPT proban bildutako datuek depresio-motako jokabidea
iradokitzen dute, estresatutako saguek sakarosa kontsumo eta
lehenespen txikiagoak agertu baitituzte kontrolen aldean. Lehen
esperimentuan topatutako anhedonia jokabideak jarraipena izan du
beraz. Aurrez esan bezala, anhedonia depresioaren sintoma nagusitzat
hartzen da, eta depresio-motako endofenotipoarekin lotzen da. FST
proban berriz, saguek gelditasunean iragandako denboran ez da 7 asteko
ESKE-ren mendeko alderik aurkitu, estres prozedura eta iraupen berberak
erabilitako beste lan batekin ados (Saavedra-Rodriguez eta Feig, 2013),
eta 4 asteko ESKE erabilita Herzog et al.-ek (2009) eta gure aurreko
esperimentuak adierazitakoarekin bat. Osotasunean, lan horiek
iradokitzen dute iraupen ezberdina erabilita ere, ESKE ereduak ez duela

karraskari emeen FST probako gelditasunean aldaketarik eragiten.

Bestalde, aurreko esperimentuan estresak FST proban eragindako
antsietate-motako aldaketak ez du segidarik izan estresa 7 astera
luzatzean, igeriketa proban aurrez jazotako eskalada jokabide areagotua

desagertu egin baita. Gainera, OFT proban aztertutako aldagaiek ez dute
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estresaren araberako ezberdintasunik adierazi. Era berean, Schmidt et al.
(2010) eta Jarcho et al.-ek (2016), hurrenez hurren zazpi eta hamar asteko
ESKE eredua aplikatu ondoren ez zuten kontrolekiko alderik aurkitu sagu
emeek eremu irekiko erdialdean edo kanpoaldean emandako denboran.
Aldiz, Saavedra-Rodriguez eta Feig-ek (2013), zazpi asteko ESKE jasandako
saguetan lokomozio-jarduera areagotua aurkitu zuten OFT proban, eta
antsietate-motako sintoma moduan interpretatu zuten. Halabaina, azken
lan horri heltzerakoan kontuan izan behar da estresaldia hasterakoan
saguek, lau asteko adina zutela eta beraz pubertaro betean zirels,
estresarekiko sasoi bereziki kalteberan (Holder eta Blaustein, 2014;
McCormick eta Green, 2013). Gurean aldiz, saguak helduaro goiztiarrean
zirela hasi zen esperimentua. Bestetik, whisking jokabide areagotua
erakutsi du talde estresatuak, aurreko esperimentuan gertatu bezalaxe.
Emaitza horren ildotik, aintzat hartu behar da, estres sozial kronikoaren
zioz antsietate-motako jokabideak agertzeko prozesuak berekin dakarren
konplexutasuna. Saguek berezko dute hierarkia soziala finkatzeko
prozesuan elkarri bibrisak moztuz jokatzea, baina lehen fase
esperimentaleko eztabaidan azaldu dugun gisan, antsietate-motako zeinu
modura ere interpretatu izan da (Haridas, Ganapathi, Kumar eta Manda,
2018; Kalueff et al., 2006). Beraz, saguen lokomozioan antsietate-motako
aldaketarik azaleratu ez badu ere, taldea egonkortzea eragozten duen
estres-eredu honek sare soziala finkatzeko domeinuan antsietate-motako
jokabide eragin ditzakeela iradokitzen du whisking areagotuak. Kontuan

izan behar da jokabide paradigma ezberdinek jokabide emozionalen
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domeinu ezberdinak neurtzen dituztela, eta probek animaliaren egoera
emozionala atzemateko duten gaitasuna subjektuaren sexu eta arrazaren,
eta erabilitako testak jokabidea hautemateko duen doitasunaren
araberakoa izan daitekeela (Schmidt et al., 2010). Beraz, nahiz eta goian
OFT-ren inguruan aipatutako datuek ESKE-k proba horretan antsietate-
motako jokabiderik eragiten ez dutela iradokitzen duten, interpretazioa
tentuz egin behar da. Beste aukera bat litzake, tradizionalki sagu arrekin
erabilitako proba hau emeetan aldaketak antzemateko egokia ez izatea.
Ilzan ere, sagu emeen oinarrizko lokomozio jarduera arrena baino
handiagoa da, eta sexuaren araberako berezko jokabide ezberdintasunek
eta erabilitako prozedura metodologikoen zehaztasun ezak emaitzen
interpretazioa kolokan jar dezakete (Simpson eta Kelly, 2012). Hots,
baliteke emeetan interpretazio zehatza lortzeko OFT proba eremu
handiagoan edota denbora luzeagoan egin behar izatea. Baina,
nahasmendu psikiatrikoak eta tratamenduak ebaluatzeari dagokionean,
oraingoz ez da irizpideak sexuaren arabera doitzeko animalia-proba
berriak garatzeko edota tradizionalak egokitzeko saiakerarik egin (Kokras
eta Dalla, 2014). lldo beretik, saguak ezegonkortasun sozial kronikoa
jasotzen ari direnean euren arteko interakzio soziala ebaluatzea
lagungarri gerta liteke estresaren efektuaren nondik norakoa argitzeko.
Halabaina, sagu emeek sare sozialak eratzeko eta elkarrekintza
sozialerako erabiltzen dituzten jokabideen inguruan egindako behaketak
urriak dira, arren elkarrekintza sozialaren gaineko xehetasunak

etogrametan sailkatu diren bitartean (Brain, 1972).
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Benlafaxinari dagokionez, estresak aldaketarik eragin ez duen
parametroetan farmakoak ere ez du efekturik izan, hots, FST eta OFT
probetan neurtutako jokabide aldagaietan. Aitzitik, estresak eragina
izandako jokabide aldagaietan, SPTn eta whisking jokabidean alegia,
farmakoak ez du efektu lehengoratzailerik izan, esperotakoaren aurka.
Gainera, SPT proban farmakoak sakarosa kontsumoa, lehenespena eta jan
kontsumoa murriztu ditu. Norabide berean, benlafaxinak eta serotonina
eta noradrenalinaren birkaptazioaren beste inhibitzaile batzuek arratoi
arren jan kontsumoa murriztu zutela aurkitu zen (Jackson, Needham,
Hutchins, Mazurkiewicz eta Heal, 1997). Honen harira, azpimarratzekoa
da benlafaxina hartzen duten pertsonen %11-k apetitu-galera pairatzen
duela (Thomson, 2004). Bestetik, aipatu behar da jan kontsumoa
murriztea eragin dezaketen albo-ondorioak izan ditzakeela benlafaxinak,
goragalea esaterako (Bet, Hugtenburg, Penninx eta Hoogendijk, 2013).
Hala ere, zaila da benlafaxinak SPT proban duen eragina finkatzea,
subjektuak, dosiak, administrazio bideak eta emaitzak ezberdinak baitira
lan batetik bestera (Mendez-David et al., 2017; Xing et al., 2013). Whisking
jokabideari dagokionez, farmakoak eraginik izan ez duela ikusirik, baliteke
benlafaxinaren ekintza mekanismoa berau murrizteko aproposena ez
izatea, whisking jokabidearen atzean dauden oinarri biologikoak

ezezagunak baitira oraino.
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Gorputz pisuari dagokionean, lau asteko estresak eraginik izan ez
bazuen ere, 7 asteko ESKE-k estresatuen pisu irabazia kontrolena baino
txikiagoa izatea eragin du, eta ezberdintasun hori 50. eguenean taldeen
arteko gorputz pisua alderatzean ere islatu da. Emaitza horiek bat datoz
emeetan ezegonkortasun soziala aplikatutako beste zenbait lanekin
(Baranyi et al., 2005; Dadomo et al., 2017), baina ez guztiekin (Jarcho et
al., 2016; Schmidt et al., 2010). Nahasmendu afektiboak ikertzeko luze
erabilitako porrot sozialaren estresak ere emaitza ezberdinak jaso izan
ditu gorputz aldagai honen inguruan, eta nolanahi ere, gorputz pisuaren
goranzko zein beheranzko bilakaerak estresa eraginkorra izan dela
adierazten duela kontsideratzen da, bilakaera kontrol taldearekiko
ezberdina bada behintzat (Kubota, Goto, Hagiya, Chohnan eta Toyoda,
2016; Takahashi et al., 2017). Hala ere, benlafaxinak ez zuen inolako
eraginik izan saguen pisu irabazian, porrot-sozial bidezko estres kronikoa
jasandako sagu arretan benlafaxina dosi berbera 30 egunez eman eta gero
aurkitutakoarekin ados (Venzala, Garcia-Garcia, Elizalde, Delagrange eta
Tordera, 2012). Gure laginean ikusitakoaren arabera, farmakoak 50.
egunean neurtutako jan kontsumoa txikiagoa izatea eragin zuen. Hala ere,

tratamendu farmakologikoak ez zuen eraginik izan saguen gorputz pisuan.

Kortikosterona mailen bilakaerari erreparatuz, estres zein kontrol
taldeetan igo da 29. egunetik 50.era, eta aldaketa hori karraskarietan
adinean aurrera egin ahala nabarmentzen den kortikosterona igoera
fisiologikoarekin bateragarria da (Barrientos et al., 2015; Garrido, de Blas,

del Arco, Segovia eta Mora, 2012; Kolbe, Palme, Tichy eta Riilicke, 2015).
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Hala ere, lehen egunetik esperimentua amaitu arteko kortikosterona
igoera handiago izan da talde estresatuan, eta gainera 29. eta 50.
egunetako kortikosterona kontzentrazioak handiagoak izan ziren
estresatuetan, lehen esperimentuan topatutako estres egoera mantendu
denaren adierazgarri, eta beste autoreek aurkitutakoarekin bat (Schmidt

et al,, 2010).

Hipokanpoko hartzaile glukokortikoideei dagokienean, estresak ez
du aldaketarik eragin. Hipotalamoan berriz, zazpi asteko estresak GR
mMRNA espresioa handitu du, lau asteko estresak jaitsi egin zuen bitartean.
Gure bi esperimentuetan kortikosterona mailak areagotuta daudela
ikusirik, GR espresioaren sekuentzia horrek estresaldiaren iraupenaren
araberako dinamika ezberdina adieraz dezake HPA ardatzean. Lehenik, lau
asteko estresaren ondoriozko kortikosterona maila handiei erantzunez,
neurtutako GR espresioaren gutxitzeak hartzaile hauen beheranzko
erregulazioa adierazi zuen. Egoera horrek, lehenengo esperimentuan
adierazi dugun bezala, depresioan gertatu ohi den HPA ardatzaren
hiperaktibitatea islatzen du (Raison eta Miller, 2003). Etengabeko estresa
zazpi astera luzatutakoan aurkitutako GR espresioa areagotua HPA
ardatzaren hiperaktibitatea doitzearen seinale izan daiteke. Zenbait lanek
GR maila handituak kortikosterona kontzentrazioa jaistea eragiten duela
adierazi baitute (Reichardt et al., 2000; Ridder, 2005; Zhang et al., 2009;
Zimmer eta Spencer, 2014). Gure laginean, analisien unean neurtutako GR

espresio areagotuak ez du kortikosterona maila jaisterik lortu, estresaren
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eraginez GR-en funtzioa desdoitu denaren seinale. Zehazki, estresarekiko
erantzun neuroendokrinoa amaitzeko, beste gene batzuekin batera, CRH
genearen transkripzioa inhibitu behar da, GR-en zitosoletik nukleorako
translokazioa dela medio. Baina, HPA ardatzeko sexu ezberdintasun
biologikoak izaki, estres kronikoak translokazioa galarazi dezake espresuki
subjektu emeetan (Bourke et al., 2013). Hortaz, GR maila altuen aurrean
kortikosteronak behera ez egitea gerta daiteke, CRH transkripzioak
martxan jarraitzen duelako estresarekiko erantzun neuroendokrinoa
etetea galaraziz (Bangasser, 2013). Datu hauen harira, interesgarria litzake
aurrerantzean CRH mailak neurtzea subjektu emeak erabilitako estres-

ereduetan.

Bestalde, benlafaxinak bere aldetik ez du inolako eraginik izan
kortikosterona mailan. Emaitza kontrajarriak jaso dira aldagai honen
inguruan; batetik, 24 egunez 10 mg/kg-ko benlafaxina dosiak ez zuen
kortikosteronarengan eraginik izan estresatutako arratoi arretan (Connor
et al., 2000). Xing et al.-ek (2013) ordea, 21 egunez dosi berbera emanda,
benlafaxinak estres kronikoa nozitutako arratoi ar eta emeen
kortikosterona maila altuak jaistea lortu zuen, baina efektua sexuaren
arabera ezberdindu zen, emeetan eraginkortasun txikiagoa izanik.
Azpimarratzekoa da bi lan horietan, gure lanean ez bezala, estresa
aplikatu aurretik hasi zela benlafaxinaren administrazioa, eta ez depresio
antzerako egoera sortu eta gero. Metodologia ezberdintasun hori ikerketa
batetik bestera jasotako emaitzen desadostasunaren erantzule izan

daiteke. Zalantzarik gabe, beste hainbat aldagaiek ere izan dezakete
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eragina benlafaxinak kortikosterona maila lehengoratzeko duen
gaitasunean, hala nola, estres prozeduraren ezaugarriek, farmakoaren
dosiak eta administrazio bideak. Hipokanpoko hartzaile glukokortikoideei
dagokienean berriz, benlafaxinak GR espresioa igo du, goranzko
erregulazio hori farmakoek ekintza antidepresiboa lortzeko mekanismoen
artean proposatuetako bat delarik (Pariante, 2004, 2006; Yau et al., 2007),
eta aldaketa monoaminergikoez aparteko mekanismoen bidez gerta
daitekeena (Lai et al.,, 2003; Okugawa et al., 1999). Bestetik,
hipotalamoan, benlafaxinak ez zuen aldaketa esanguratsurik eragin.
Zentzu horretan, aintzat hartu behar da hartzaile glukokortikoideen
distribuzioa eta farmakoaren banatzea egituraren araberakoa denez,
estresaren eta farmakoaren eragina ezberdina izan daitekeela egitura
batetik bestera (Eskelund et al., 2017; ter Heegde, De Rijk eta Vinkers,
2015).

Aurreko  esperimentuan  bezalaxe, hipokanpoko zitokina
proinflamatorioen mRNA espresioak ez du estresagatiko aldakuntzarik
erakutsi. Zitokina antiinflamatorioari dagokionean berriz, lau asteko ESKE-
rekin murriztutako IL-10 espresioa kontrolen espresioaren pareko azaldu
da estresaldi luzeagoa igarotakoan. Bestalde, estresak estriatu egituran
soilik, IL-6 zitokina proinflamatorioaren espresio maila handitu du, baita
IL-6/IL-10 ratioa ere. Estres kronikoak piztu dezakeen hantura erreakzioa

egitura batera edo batzuetara mugatu daitekeela ezagun da (Audet,
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Jacobson-Pick, Wann eta Anisman, 2011). Bestalde, jokabide depresiboen
azpian dauden zitokina bidezko mekanismoetan dimorfismo sexualak
behatu dira, zitokina pro- nahiz anti-inflamatorioak sexuaren araberako
fenotipo zehatzekin lot daitezkeelarik. Horrela bada, IL-6ak
depresioarekin duen lotura eme zein arretan aurkitu bada ere (Hodes et
al.,, 2016), baliteke korrelazioa emeetan sendoagoa izatea. lzan ere,
gizakietan egindako lan batean, LPS jaso ondorengo aldarte deprimituaren
eta odoleko IL-6ren arteko harreman esanguratsua aurkitu zuten
emakumezkoetan baina ez gizonezkoetan (Eisenberger, Inagaki,
Rameson, Mashal eta Irwin, 2009). Emeek zitokinekiko duten
sentsibilitatea handiagoa da jokabidearen aspektu askotan, aktibitate
sexualean eta sakarosarekiko sari-erantzunean esaterako (Avitsur, Cohen
eta Yirmiya, 1997; Avitsur, Donchin, Barak, Cohen eta Yirmiya, 1995;
Merali, Brennan, Brau eta Anisman, 2003). Era beran, lehen
esperimentuan esan dugun moduan, IL-10 maila txikiak jokabide
depresiboarekin lotu dira bereziki emeetan (Mesquita et al., 2008).
Bigarren esperimentu honetan IL-10 espresioan aldaketarik aurkitu ez
izanak, zitokinen ekoizpen patroia estresa-aldiko erronka eta eskaeraren
arabera aldatzen dela adieraz dezake. Gainera, baliteke aldaketa hauek
eragin sotilak sortzea beste sistemetan, eta subjektuak hurrengo
estresekiko urrakorragoak izateko bidea ematea. Testuinguru honetan,
interesgarria da adieraztea zitokinen ekoizpen zinetika ezberdina dela bi

sexuetan (Kim et al., 2007), eta ondorioz, zitokinek une batean eragindako
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jokabide erantzunak modu ezberdinean espresatu daitezke ar eta

emeetan.

lldo horretatik, estriatuan aurkitutako IL-6 espresioaren gorakada
SPTn aurkitutako anhedoniarekin lotuta egon daiteke, eta baliteke lehen
esperimentuan aurkitutako anhedonia jokabidea ere parametro
fisiologiko horrekin lotuta egotea, nahiz eta estriatua neurtu ez genuenez
ezin dugun baieztatu. Estriatua sari sisteman inplikatutako egitura da
(Der-Avakian eta Markou, 2012), eta estres akutuaren ondorioz plasman
IL-6 maila handiak zituzten emakumeetan, bigarren estresore baten
aurrean sariaren aurresate-errore seinalizazio murritza aurkitu zuten
(Treadway et al., 2017). Era berean, IL-6 areagotzea accumbens nukleoko
dopamina gutxitzearekin erlazionatu izan da (Song et al., 1999). Gure
laginean ordea, ez dugu estriatuko dopamina mailetan alderik aurkitu,
baina kontuan izan behar da egitura osoa aztertu dugula, eta ez

accumbens nukleoa modu isolatuan.

Gure lagineko hantura aldagaiei dagokienean, egitura ezberdinetan
efektu ezberdina erakutsi du benlafaxinak. Batetik, estresak estriatuan
areagotutako IL-6/IL-10 ratioa lehengoratu du, oreka inflamatorioaren
egoeran efektu bat izan duela iradokiz. IL-6/IL-10 ratioa leheneratzea
antidepresiboek, oro har, hantura gutxitzeko duten joerarekin bat dator
(De Berardis et al., 2010; Kenis eta Maes, 2002; Vollmar et al., 2009). Ez

du ordea IL-6 espresioa bera leheneratzea lortu, eta baliteke sakarosa
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kontsumoa ez leheneratzeak horrekin zerikusia izatea. Hala ere, zitokinak
areagotzea ere eragin dezakete antidepresiboek (Kubera et al., 2004;
Munzer et al., 2013), eta efektu hori aztertutako egituraren arabera eta
antidepresibo motaren arabera alda daiteke (Eskelund et al., 2017;
Leonard, 2001). lldo horretatik, gure emaitzek benlafaxinak hipokanpoko
IL-1B areagotzea eragin duela adierazten dute, Suzuki et al.-ek (1996)
beste zenbait antidepresibo kronikoki eman ostean aurkitutakoarekin bat.
Hala ere, aipatutako lanean, IL-13 maila areagotuaz gain, IL-1
hartzailearen antagonista (IL-1Ra) maila ere igo zen. Emaitza horren
harira, gure laginean IL-1Ra neurtu ez dugunez, ez dakigu benlafaxinak
azken honen bitartez IL-1B-ren hantura erreakzio kaltegarria ekiditen ote

duen.

Lau asteko estresarekin gertatu moduan, zazpi asteko ESKE-k ez du
eraginik izan hipotalamoko ERa eta ERpB, eta hipokanpoko ERB-ren mRNA
espresioan. Aldiz, hipokanpoko ERa espresioa areagotu du hipokanpoan.
Aurreko lanek ere estresaren ondoriozko aldaketa hau aurkitu dute.
Esaterako, era goiztiarren ezegonkortasun soziala pairatutako akuri
emeen hipokanpoan ERa maila areagotua aurkitu zuten (Kaiser, Kruijver,
Swaab eta Sachser, 2003), baita kumeengandik bereiziz estresatutako
arratoi emeetan ere (Stamatakis et al., 2015). Azken lan horretan ERB-ren
areagotzea ere aurkitu zuten, baina hipokanpo mailan CA2 eremura soilik
mugatzen zen. Sharma eta Thakur-ek (2015) ere, estres kronikoaren
ondoren hipokanpoko ERa espresio handitua aurkitu zuten, ERB espresioa

txikiagotu zen bitartean. ERa-k jokabide sexualarekin ez ezik, gaitasun
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kognitiboarekin ere badu lotura. Izan ere, hartzaile honen hipokanpoko
goranzko erregulazioa oroimena finkatzeko gaitasun erasanarekin
erlazionatu da (Frick, 2013). Ezagutza-sozialaren proban ere eragina du
hartzaile honek saguak elkar ikuskatzeko garaian (Sdnchez-Andrade eta
Kendrick, 2011). ERa maila handiak zenbait jokabide agonistarekin ere
lotu da sagu emeetan, hala nola, lurralde-oldarkortasuna eta gehiegizko
grooming-arekin (Ervin et al.,, 2015). Esperimetu honetan proba
kognitiborik erabili ez direnez, ezin da zehaztu estresak ERa-ri lotutako
aldaketa kognitiborik eragin ote duen, baina hartzaileak ezagutza
sozialean, lurralde-oldarkortasunean eta  gehiegiko  grooming
jokabideetan eragin dezakeela kontuan izanda, baliteke whisking
jokabidearekin lotura izatea. Benlafaxina tratamenduak aldiz, ez du

inolako aldaketarik eragin estrogeno hartzaileetan.

Garuneko  aktibitate  monoaminergikoaren  harira, lehen
esperimentuan MHPG/NA eta 5-HIAA/5-HT ratio areagotuek aktibitate
serotonergiko eta noradrenergiko handitua adierazi zuten hipokanpoan.
Aktibitate handitu horrek, luzaroan iraunez gero, gutxiegitasun
monoaminergikoranzko bilakaera izan zezakeela iradoki genuen. Hain
zuzen ere, zazpi asteko estresak hipokanpoan 5-HT eta 5-HIAA eta NA
mailak murriztea eragin du, sagu emeen hipokanpoan depresioarekin
lotutako 5-HT eta NA maila baxuak topatutako beste lan batekin (Avraham
et al., 2017) eta depresioaren hipotesi monoaminergikoarekin (Hirschfeld,

2000) ados. Glynn et al.-ek (2010) ere hipokanpoko NA eta 5-HIAA maila
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baxuak gaitasun kognitibo erasanarekin lotu zituzten. Bestetik, gure lehen
esperimentuan FST proban estresatuetan topatutako eskalatze jokabidea
aktibitate monoaminergiko areagotuarekin lotu bazen, aktibazio
monoaminergikoa desagertzean ez da jokabide honetan emandako
denboraren igoerarik gertatu, itxarotekoa zen modura. Datu hauek,
estresa luzatutzerakoan fenotipo antsiosoaren gainetik fenotipo
depresiboa larriagotu dela iradokitzen dute. Horretaz gain, sagu
estresatuek 5-HT maila txikiagoatuarekin batera, KYN/TRYP ratio
handiagoa dutela aurkitu dugu hipokanpoan. Ratio horren areagotzea
zitokinek eragindako IDO aktibazioarengatik, edo glukokortikoideek
induzitutako TDO aktibazioagatik gerta daiteke maila zentralean (Green
eta Curzon, 1975; Guillemin et al., 2007; Miller et al., 2004; O’Farrell eta
Harkin, 2017). Beraz, gure lanean hipokanpoko zitokinen espresioan
estresak aldaketarik eragin ez duela ikusita, baliteke KYN/TRYP ratioaren
areagotzean TDO entzimak parte hartu izana. Beste alde batetik, 3-HK
mailen areagotzerik aurkitu ez denez, ez dirudi kinureninaren bidetik
metabolito neurotoxikoak modu esanguratsuan ekoitzi direnik, analisiak
egin diren unean behintzat. Kontuan izan behar da hala ere, ikerketa hau
monoamina mailetara eta haien erabilerara mugatu zela, eta beste

aldaketa batzuk egon daitezkeela mekanismo-kateko maila ezberdinetan.

Kortex prefrontalari dagokionean, estresak 5-HIAA areagotu du,

baita 5-HIAA/5-HT ratioa ere, baina igoera hau ez zen antsietate-motako
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jokabideetan islatu. Era berean, estres sozial errepikatua jasandako sagu
emeetan 5-HIAA maila areagotua aurkitu zuten egitura berberean eta ez
hipokanpoan, ezta amigdalan ere (Jacobson-Pick et al., 2013). Baliteke
areagotze hori aurkitutako kortikosterona maila altuak direla medio
gertatu izana, dexametasona kronikoki jasotako arratoietan MAO-A
aktibitate areagotuarekin erlazionatutako 5-HIAA/5-HT ratioa handiagoa
aurkitu baitzuten kortex prefrontalean, ez ordea hipokanpoan (Raitsin et
al., 2017). Kortex prefrontaleko aktibazioa egokitzailea izan daiteke
hasiera batean ezegonkortasun sozialaren aurrean alerta egoera
mantentzeko (Dolcos, Miller, Kragel, Jha eta McCarthy, 2007), baina,
etengabeko aktibazioak kalte neuronalak eragingo dituen mekanismoak
martxan jarri ditzakete (Andrews et al.,, 2015) edota 5-HTren
gutxiegitasuna eragin epe luzera, depresioarekiko zaurgarritasuna
handituz. Badirudi beraz, hipokanpoan epe laburragoan agertutako defizit
serotonergikoa, kortex prefrontalean agertzeko epe luzeagoa behar
duela. Izan ere, depresioan inplikatutako funtzio metabolikoek aldaketa
dinamika ezberdina aurkezten dute egituraren arabera (Bai et al., 2017;
Bagot et al., 2016). Ratio serotonergiko areagotuaz gain, DOPAC maila
areagotua aurkitu dugu estresaren ostean. Antzera, autore batzuek
DOPAC/DA ratioa areagotua aurkitu zuten arratoi arren kortex
prefrontalean CRH administrazioaren ostean (lzzo, Sanna eta Koob, 2005).
Aipatzekoa da, whisking jokabidea neurotransmisio dopaminergiko

zentralarekin erlazionatu dela (Hill et al., 2007), eta beraz, interesgarria
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litzake kortex prefrontaleko sistema dopaminergikoak whisking-aren

agerpenean izan dezakeen eragina aztertzea.

Benlafaxina serotonina eta noradrenalina birxurgatzearen
inhibitzailea izanik, hipokanpoan estresaren ondorioz gutxitutako 5-HT
eta NA mailak leheneratzea espero zen, baina ez da eraginik ikusi aldagai
horietan. Era berean, estriatuko monoaminetan ere ez du eraginik izan,
eta bi egitura horien neurotransmisioan eraginik ez izatea bat dator
jokabide probetan ere farmakoaren mendeko aldaketarik agertu ez
izanarekin. Antidepresiboen eragina egituraren araberakoa izan daiteke
baina (Muneoka, Shirayama, Takigawa eta Shioda, 2009), eta kortex
prefrontalean benlafaxinak 5-HT eta DA-ren metabolito mailak aldatu
ditu. Aldaketak horiek ez dira ordea jokabide probetan farmakoaren
eraginik hauteman ahal izateko bezain sendoak izan. Hainbat ikerlanen
arabera, antidepresiboek 5-HIAA mailak txikitu ohi dituzte (Abbas et al.,
2012; De Oliveira et al.,, 2004). Hala ere, kontuan izan behar da lan
gehienek 5-HIAA maila extrazelularrak neurtzen dituztela eta gure
laginean egitura osoa prozesatu dela. Fenli et al.-ek (2013) ere, arratoietan
5-HIAA areagotua aurkitu zuten benlafaxina eman ostean garun osoa
prozesatuta. Benlafaxinak dosi altuetan aktibitate dopaminergikoan
zuzenean eragin badezake ere, 20mg/kg-ko dosiarekin, ez da zilegi
mekanismo hori DOPAC igoeraren erantzule izatea. Baina ezagun da

aktibitate serotonergikoak dopaminergikoan eragina izan dezakeela
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zenbait serotonina-hartzaile medio (Bétry et al., 2011; Dremencov,
Weizmann, Kinor, Gispan-Herman eta Yadid, 2006), eta baliteke subjektu
estresatuetan benlafaxinak eragindako DOPAC mailaren igoera estresak
eta farmakoak 5-HIAA maila areagotzen izandako eraginaren ondorio

izatea.

Laburbilduz, bigarren esperimentu honetan 7 asteko ESKE ereduak
depresio-motako zeinuak eragin ditu, anhedonia jokabideak,
hipokanpoko serotonina eta noradrenalina mailen beherakadak eta
kortikosterona maila altuek adierazi dutenez. Lau asteko estresak
eskalatze jokabidearen bidez azaleratutako arousal areagotuak ez du
antsietate-motako jokabideranzko bilakaera izan estresa luzatu denean,
FST eta OFT-probetan ez baita estresaren araberako ezberdintasunik
aurkitu. Zentzu horretan, batetik, emeen berezko lokomozio jarduera
handia izaki, baliteke erabilitako jokabide testak portaera aldaketak
antzemateko egokiak ez izatea, animalia arrekin eta arrentzako
diseinatuak baitira. Bestetik, baliteke egoera kaltegarri iraunkorren
aurrean saguen jokabidea eta fisiologia estresarekiko erantzun
dinamikaren fase espezifiko batean aurkitzea, hipotalamoko GR
espresioan eta hipokanpoko IL-1B eta ERa espresioan nahiz
monoaminetan nabarmendu bezala. Egokitze mekanismoek etengabe
jasotako presioak sistema erregulatzailea erasan dutela iradokitzen dute
aldaketa horiek (McEwen, 2004), desoreka bat eraginez eta subjektuek

hurrengo estres egoera baten aurrean izan dezaketen zaurgarritasuna
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handituz. Benlafaxinak berriz, estresak areagotutako IL-6/IL-10 ratioa
lehengoratu badu, eta hipokanpoko GR espresioa igo badu ere, oro har,
ez ditu esperotako efektuak eragin, eta estresak eragindako aldaketa
fisiologikoak ikusita, baliteke bere ekintza mekanismoa aproposena ez

izatea aurkitutako aldaketak lehengoratzeko.

Hala ere, kontuan izan behar da, benlafaxinaren inguruan
argitaratutako emaitza prekliniko gehienak farmakoa modu prebentiboan
emanda jasotakoak direla. Gurean berriz, antidepresiboaren
administrazioa sintomak agertu ostean hasi da. Metodologia
ezberdintasun hori, ikerketen arteko desadostasunen erantzule izan liteke
hein handi batean. Zentzu horretan, kontuan izan behar da errealitate
klinikoan antidepresiboak sintomak agertutakoan preskribatzen direla,
eta ez lehenago. Farmakoa estresak efektua egin aurretik administratuz
gero, nahasmenduaren sintomak tratatu ez, eta jokabide aldaketa antzuak
eragiteko arriskua dago (Czéh, Fuchs, Wiborg eta Simon, 2016). Esate
baterako, arratoi arrekin egindako ikerketa baten arabera, ikasketa
afektiboa gertatu aurretik benlafaxina administratzeak joera positibo bat
eragin zuen, aurrez ikasitako joera negatiboa leheneratzeko garaian

eraginik izan ez zuen bitartean (Stuart et al., 2015).

Etorkizuneko ikerketei begira, ESKE ereduak sagu emeetan
depresio-motako aldaketa fisiologikoak eta jokabide aldaketak eragiten
dituela ikusirik, interesgarria litzake estres-eredu hau beste ekintza

mekanismo bat duten antidepresiboak probatzeko erabiltzea. Bestetik,

186



BIGARREN ESPERIMENTUA
Eztabaida

estresari lotutako nahasmendu ereduak ebaluatzeko sortutako jokabide
probak animalia arretan oinarrituta daudenez, emeen jarduera aldaketak
hauteman ahal izateko proben egokitzapena lantzea zilegi litzake.
Animalia ereduetan jokabide irizpideak sexu berezitasunak errespetatuz
doitu ezean ez dira errealitatea islatzen duten emaitzak jasoko, gizakietan
sexuaren araberako ezberdintasunak aurkitu baitira depresioaren
sintomatologian, emakumeetan depresio zeinuak antsietate zeinuekin
batera sarri agertzen direlarik (Keers eta Aitchison, 2010; Marcus et al.,
2008). Azkenik, emeen jokabide eta interakzio soziala balioesteko
gidalerro espezifiko bat garatzeak subjektuen aurre egiteko estrategiak
identifikatzen lagunduko luke, baita urrakortasun handiago ala
txikiagoarekin lotutako jokabide profilak eta beraiekin lotutako aldaketa

biologikoak identifikatzen ere.
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Tesi honetako bi esperimentuetan jasotako emaitzak kontuan izanda, honakoa
ondorioztatu daiteke:

1. Lauasteko ESKE ereduak HPA ardatzaren desregulazioa sortzen du, zehazki,
kortikosterona maila altua eta hipotalamoko GR espresio areagotua eragin
ditu, depresioarekin lotzen den HPA ardatzaren hiperaktibitatearen
adierazle.

2. Lau asteko ESKE ereduak hipokanpoko IL-10 zitokina antiinflamatorioaren
espresioa murrizten du, zitokina proinflamatorioen eta IDO entzimaren
espresioa aldatu gabe; aldaketa hauek emeen zitokina erantzun espezifiko
bat iradokitzen dutelarik.

3. Lau asteko ESKE ereduak hipokanpoko hiperaktibitate serotonergiko eta
noradrenergikoa eragiten du, eta aktibitate serotoninergikoaren kasuan, 5-
HT maila gutxituak estresak epe luzera gutxiegitasun monoaminergikoa
eragin dezakeela iradokitzen du.

4. Lau asteko ESKE ereduak, aurrez aipatutako aldaketekin batera, antsietate
eta depresio-motako jokabideak eragiten ditu.

5. Zazpi asteko ESKE ereduak ere HPA ardatzaren desregulazioa sortzen du,
zehazki, hipotalamoko GR espresioa areagotzen du, antidepresiboek egin
ohi duten modura, eta kortikosterona maila igotzen du, lau asteko estresak
eragindako desregulazioarekiko patroi ezberdina adieraziz.

6. Zazpi asteko ESKE ereduak hipokanpoko 5-HT, 5-HIAA eta NA maila
baxuekin azaltzen den gutxiegitasun monoaminergikoa eragiten du, baita
estriatuko IL-6 espresio eta IL-6/IL-10 ratio areagotua ere, zeinak sakarosa
lehenespen proban aurkitutako depresio-motako jokabidearen erantzule
izan daitezkeen.

7. Aurrez aipatutako aldaketekin batera, kortex prefrontaleko monoaminen

aldaketek eta hipokanpoko ER-a espresio eta KYN/TRYP maila areagotuek
adierazten dute, estresaren luzapenak ezegonkortasuna eragiten duela
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10.

11.

estresaren aurrean homeostasia mantentzeaz arduratzen diren sistemetan,
etorkizuneko mehatxuen aurrean subjektuen zaurgarritasuna handituz.

Lau nahiz zazpi asteko estresa pairatutako subjektuetan behatutako
whisking jokabidearen gehitzeak emeetan manifestatutako jokabidearen
dimentsio emozianalean asaldura iradokitzen du, eta honek, estres
sozialaren efektua emeetan ebaluatzeko ohikoak ez diren jokabideak
aintzat hartzeko beharra azpimarratzen du.

Oro har, ESKE eredua sagu emeetan fenotipo depresiboarekin loturiko
jokabide aldaketak eta aldaketa fisiologikoak eragiteko gai dela esan
daiteke.

Benlafaxina tratamenduak hipokanpoko GR espresioa areagotu zuen eta
estriatuko IL-6/IL-10 ratioa gutxitu zuen, biak ere tratamendu
antidepresiboaren ondorioz espero daitezkeen efektuak direlarik.

Benlafaxinak beste aldagai fisiologiko eta jokabide aldagaietan eragin ez

izanak, adieraz dezake bere ekintza mekanismoa ez dela estres eredu honek
sortzen dituen efektuak lehengoratzeko aproposena.
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SAGU KAIOLA-KIDEAK BIRRITAN EZ EGOKITZEKO KONBINAZIO SISTEMA

Taularen goiko lerroan eta ezkerreko zutabean koloreztatutako
zenbakiek subjektuak irudikatzen dituzte. Taula barruko zenbakiek berriz,
zazpi taldekatze egoeretako bakoitza, eta subjektu baten lerroari so
eginez gero, egoera bakoitzean zein kaiola-kide egokitu zitzaizkion ikus
daiteke. Adibidez: Ezkerreko zutabean kolore orlegiz dagoen 26 izeneko
subjektuaren lerroan, hirutan aurkitzen da 1 egoera. Hiru 1 horietako
bakoitzaren zutabea jarraituz gero, dagokion subjektua topatzen da goiko
koloredun lerroan. Beraz, 26 subjektua 1. konbinazio egoeran 4, 31 eta 21

subjektuekin zegoen taldekatuta (ikus 9. irudia).
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Egilea: Joxeba Lizeaga Arostegi.
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