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[. INTRODUCCION






Introduccidn 3

lo largo de la evolucién los organismos han adquirido un sistema de respuesta eficaz

para poder hacer frente a las situaciones adversas a las que estan constantemente

sometidos. La respuesta fisioldgica de estrés esta enfocada a cubrir las necesidades de
un organismo que debe hacer frente a un evento estresante e implica cambios en el sistema
neuroendocrino y en la conducta que permite al organismo mantener la homeostasis. Pero esta
respuesta puede suponer un coste para el organismo, particularmente cuando las demandas se
dan repetidamente, en un largo periodo de tiempo, o cuando se manejan ineficazmente
(McEwen, 1998; McEwen, 2003) y puede producir una reduccion de la capacidad de resistencia
del individuo haciéndole mds susceptible a padecer enfermedades o provocar alteraciones
emocionales como la depresion o la ansiedad. Estas alteraciones estan estrechamente
relacionadas con un desequilibrio neuroquimico y suponen importantes cambios en el sistema
neuroendocrino y en el sistema inmunitario. Desde los trabajos pioneros de Walter Cannon
(Cannon, 1915) y Hans Selye (Selye, 1936a) son muchos los trabajos que se han realizado en
torno a las implicaciones del estrés sobre el sistema neuroendocrino y sus consecuencias
negativas. Mas recientemente, se ha puesto en evidencia la interaccién bidireccional del sistema
nervioso-sistema inmunitario (Banks y Kastin, 1991; Banks y cols., 1995; Bellinger y cols., 2001;
Carr y Blalock, 1991; Maier y Watkins, 1998; Plotkin y cols., 1996; Rivest y cols., 2000; Schobitz y
cols., 1984) vy la relacidn entre el estrés y la susceptibilidad a la enfermedad, dentro del marco
de la Psiconeuroinmunologia. La importancia de los factores psicoldgicos en la modulacion de la
actividad inmunitaria quedd establecida a partir de los trabajos de condicionamiento de la
respuesta inmunitaria (Ader y Cohen, 1975) y la capacidad de modificar el impacto del estrés
sobre el sistema inmunitario mediante la manipulacién de variables de tipo conductual
(Laudenslager y cols., 1983). Sin embargo, el estrés no sélo puede comprometer la salud a través
de modificaciones de la actividad de sistemas como el inmunitario. El estrés también puede
producir alteraciones en el funcionamiento cerebral (J6els y cols.,, 2007) que dificultan una
adaptacion psicoldgica y disminuyen la capacidad de afrontamiento del individuo ante el mismo y
resulta perjudicial tanto a nivel fisico como emocional (Korte y cols., 2005; McEwen, 2000;
McEwen, 2003). A este respecto, podemos mencionar que los cambios bioquimicos, tales como
los implicados en el aumento de la actividad del eje hipotdlamo-pituitario-adrenal (Buwalda y
cols., 1999; Froger y cols., 2004; Grippo y cols., 2005; Heuser y cols., 1994; Holsboer y Barden,
1996; Nemeroff, 1996; Owens y Nemeroff, 1993) y los cambios en monoaminas cerebrales

(Buwalda y cols., 2001b; Flugge, 1995; Flugge, 1996; Korte y cols., 1995; Mckittrick y cols., 1995;
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Veenema y cols., 2003b), citocinas inflamatorias (Anisman y cols., 2008; Blandino y cols., 2006;
Blandino y cols., 2009; Dantzer y cols., 2008b; Deak y cols., 2005; Maes y cols., 1995) y factores
neurotréficos como el BDNF (Barrientos y cols., 2003; Pizarro y cols., 2004; Malberg y Duman,
2003) producidos por el estrés cronico se han equiparado a los encontrados en trastornos como
la depresidn.

Diferentes investigaciones que estudian los efectos del estrés sobre la salud han puesto
en evidencia la importancia del entorno social como generador de estrés (Blanchard y cols., 2002;
Sapolsky, 2005). En los seres humanos, la mayor fuente de estimulacion estresante aversiva es de
naturaleza social, contribuyendo en gran medida al desarrollo y expresion de diversas
enfermedades sistémicas y trastornos mentales (Cherry y cols., 2006; Kar y Bastia, 2006;
Matheson y cols., 2006; Pflanz y Ogle, 2006). Los estudios con animales también destacan la
pérdida del control social como uno de los estimulos de mayor potencia estresante (Koolhaas y
cols., 1997a). Sin embargo, no todos los individuos responden de la misma forma ante el estrésy
el estudio de las diferencias individuales en los efectos que éste produce, muestra que las
respuestas psicoldgicas y fisioldgicas varian en gran medida de unos sujetos a otros. Hoy en dia se
acepta que la variabilidad interindividual ante el estrés depende de los estilos de afrontamiento y
no tanto de las caracteristicas fisicas de los estresores. Es decir, que el impacto de los estresores
esta determinado en gran medida por la habilidad del organismo para afrontar la situacion. El
desarrollo de modelos animales de estrés social permite estudiar las consecuencias del estrés en
funcidn de cémo los sujetos afrontan esas situaciones y a su vez analizar la similitud de los signos
conductuales y fisiolégicos con los que acontecen en las patologias relacionadas con el estrés en
humanos.

Por otro lado, el tratamiento con fdrmacos antidepresivos revierte o mejora la
sintomatologia inducida por el estrés (Lerer y cols., 1999; Loépez y cols., 1998; Pittenger y Duman,
2008; Tsankova y cols., 2006), aunque la aparicion del efecto tarda varias semanas y no es eficaz
en todos los sujetos. El estudio de los efectos del estrés social en modelos animales nos da
también la posibilidad de investigar fdrmacos con nuevos mecanismos de accidon que sean mas
eficaces atendiendo a las caracteristicas individuales, y que tengan un inicio de accidon terapéutica
mas rapida que los actualmente utilizados.

El trabajo que aqui se presenta, en su conjunto, aporta una serie de datos que
consideramos de interés y que contribuyen a un mejor conocimiento del fenémeno del estrés

social y de sus efectos en funcién de la estrategia de afrontamiento utilizada por los sujetos, asi
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como de los mecanismos biolégicos implicados y de sus consecuencias sobre la salud. Este
conocimiento puede ser de utilidad para el desarrollo de tratamientos farmacolégicos cada vez
mas especificos, asi como para el estudio de aquellas estrategias conductuales y cognitivas que

sean mas eficaces para reducir el impacto de los efectos del estrés.
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“todos los organismos vitales, por variados que sean,
tienen un solo objeto: mantener la constancia de las condiciones de la vida
en el medio interno” (Haldane)

Los conceptos de estrés y de homeostasis se remontan a la antigua historia griega pero
la integracion y el estudio de ambos en relacidon a mecanismos fisioldgicos asociados ha sido mas
cercana a nuestros tiempos. Se podria decir que la fisiologia del estrés emergié como una
disciplina real de la mano del fisilogo Walter Cannon (1871-1945), cuando introdujo en la
literatura cientifica el término “homeostasis” refiriéndose a la regulacién y conservacién del
equilibrio interno. Este autor, qué nunca utilizo el término estrés, postulé que en situaciones de
adversidad el equilibrio homeostatico resulta amenazado, y en respuesta al desafio que esto
supone, se produce una reaccion de emergencia que ayuda al organismo a movilizar energia para
preparar una respuesta de lucha o huida (Cannon, 1929a; Cannon, 1929b; Cannon, 1939). Esta
reaccion de emergencia, es en realidad, una respuesta adaptativa sistematizada del organismo en
la que participan una serie de procesos fisiologicos y cuya finalidad es conservar la homeostasis.
En cuanto a la participacion de procesos fisiolégicos Cannon enfatizé la importancia del sistema
nervioso simpatico tras demostrar que ante situaciones de adversidad la médula adrenal
segregaba dos hormonas, adrenalina y noradrenalina.

El cientifico canadiense de origen eslovaco Hans Selye (1907-1982) fue el que acufid el
término estrés y popularizo la teoria del estrés como una idea cientifico-médica (Selye, 1936a;
Selye, 1950; Selye, 1974). De acuerdo con esta teoria “el estrés es una respuesta no especifica del
organismo ante cualquier demanda” e introdujo el término “sindrome general de adaptacion”
con sus tres sucesivas fases (la reaccion de alarma, el estado de resistencia y el estado de
agotamiento), refiriéndose a los cambios causados por el estrés cronico (Selye, 1946). Es decir,
ante una situacion de estrés, sea de la naturaleza que sea, los individuos generan la misma
respuesta adaptativa estereotipada. Las respuestas de estrés excesivas, repetidas o inapropiadas
se consideraban no adaptativas y se referia a ellas como “enfermedades de adaptacién”. En 1936
Selye describié los efectos de los estresores con el sobrenombre de triada patoldgica:
agrandamiento adrenal, ulceracion gastrointestinal e involucién del timo (Selye, 1936b). A
diferencia de Cannon, que se centré sobre la medula adrenal, Selye se interesé por el eje
hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) considerandolo el principal efector de la respuesta de

estrés (Selye, 1950).
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En 1971 Mason ya criticd la doctrina de la no especificidad de la respuesta de estrés
desarrollada en la teoria de Selye. Sin embargo, seria afios mas tarde cuando Chrousos y Gold
(1992) modificarian la doctrina de Selye sobre la no especificidad de la respuesta de estrés. Estos
autores propusieron que la respuesta adaptativa de estrés si muestra cierta especificidad hacia el
tipo de estresor que la genera, pero que esta especificidad se pierde cuando la severidad del
estresor aumenta. Asi, redefinieron el estrés como un estado de desarmonia o de homeostasis
amenazada que evocaria tanto respuestas especificas como no especificas. Una aportacion de
estos autores fue la inclusion de los factores genéticos, en interaccién con el ambiente y las
experiencias previas, como importantes moduladores de la respuesta individual al estrés
(Chrousos y Gold, 1992).

Mas recientemente se ha introducido un concepto clave en el campo de la investigacion
del estrés, la “alostasis” (McEwen, 1998; McEwen, 2004). La alostasis es el proceso de
adaptacion y reajuste fisioldgico del organismo en exposicion a diferentes estresores con el
objetivo de retornar a la homeostasis. Cuando los mediadores de la alostasis, el cortisol o la
adrenalina, son liberados en respuesta a los estresores, estos promueven la adaptacién y por lo
general, resultan beneficiosos. Sin embargo, cuando estos mediadores del estrés no se activan
adecuadamente durante los episodios estresantes, cuando no cesan una vez terminados o
cuando son utilizados en exceso, se produce un desajuste en el organismo del individuo que
conduce a una “carga alostatica” (McEween, 2004; McEween, 2007). De esta manera, se produce
una reduccion de la capacidad de resistencia del individuo, haciéndole mds susceptible a padecer
enfermedades. Estas enfermedades pueden ser de diferente indole e implicar alteraciones
metabdlicas, cardiovasculares, digestivas, inmunoldgicas y cerebrales, entre otras.

Hoy en dia tanto la teoria de Cannon como la de Selye han sido desarrolladas y las
actuales teorias modernas entienden el estrés como una amenaza a la homeostasis (Goldstein y
McEwen, 2002; Goncalvesova y cols., 2004; Gorbunova, 1998) cuya respuesta tiene un grado de
especificidad que depende, entre otras cosas, del desafio particular a la homeostasis, la
percepcidon que el organismo hace de la situacidon de estrés y su habilidad para afrontarlo
(Goldstein, 2001; Goldstein y McEwen, 2002). Aunque existe una gran variedad de estresores,
estudios recientes indican que es mas probable desarrollar un estado de carga alostatica cuando
el estresor es de naturaleza social y crénica (Blanchard y cols., 2002; Koolhaas y cols., 1997a). Por
ello, en los ultimos afios el estresor de tipo psicosocial ha acaparado una especial atencion no

sélo en el area cientifica sino también a nivel divulgativo, ya que ha emergido un gran interés en
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conocer los efectos que producen las experiencias vitales adversas sobre la salud mental,
particularmente en relacion a la depresién y los trastornos de ansiedad.

La respuesta neurofisiolégica de estrés estd enfocada a cubrir las necesidades de un
organismo que debe hacer frente a un evento estresante y el principal requerimiento es, desde
luego, energético. Cuando un animal ve su vida amenazada, por ejemplo, por el ataque de un
depredador, el orden de prioridades de su organismo es claro: primero la supervivencia
inmediata. Asi, una vez que el cerebro ha recibido la informacién sensorial, si ésta es evaluada
como una situacién amenazante, o estresante, se desencadena una respuesta neuroquimica,
fisiolégica y conductual que es modulada por el sistema limbico, principalmente por el
hipotdlamo. En primer lugar, y con el objetivo de mantener la homeostasis, el organismo
responde al estrés mediante la activacion del sistema nervioso auténomo y el eje HPA, facilitando
las adaptaciones conductuales, fisioldgicas y neurobiolégicas necesarias. Inicialmente la
respuesta de estrés dara lugar a un aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico. Esta
actividad simpdtica incrementard la liberaciéon de adrenalina y noradrenalina por parte de la
medula adrenal en el torrente sanguineo. Estas catecolaminas estimulan el corazén y aumentan
el flujo sanguineo en el sistema nervioso central y en los musculos en cuestién de segundos,
permitiendo al organismo responder directamente al estresor. Seguidamente la activacion del eje
HPA aumentara la secrecién de hormonas glucocorticoideas por parte de la corteza adrenal. Los
niveles maximos de estas hormonas se alcanzan habitualmente 10 6 30 minutos después del
inicio de la respuesta de estrés. La accion principal de los glucocorticoides es elevar los niveles de
glucosa en sangre. Ademas, los glucocorticoides también son muy importantes para suprimir la
respuesta de estrés, mediar en la recuperacion de la misma y prepararse para el préximo reto.
Ambos sistemas, considerados los primeros efectores de la respuesta de estrés, interactian a
diferentes niveles y su buen funcionamiento es esencial para la adaptacidon normal al estrés, sin
embargo, no son los Unicos sistemas implicados. Existe un tercer eje denominado hipotalamo-
pituitario-gonadal (HPG) cuya activacion contribuye a la conservacion energética inhibiendo los
mecanismos relacionados con la conducta sexual y la reproduccién en general. El sistema
monoaminérgico central también es crucial en la respuesta de estrés ya que facilita al cerebro la
interpretacion de los estimulos estresantes. Las situaciones de amenaza activan el sistema
noradrenérgico aumentando la atencidn, la vigilancia y la reactividad a los estimulos ambientales,
asi como el procesamiento de la informacidn sensorial y de la respuesta motora. La activacion del

sistema dopaminérgico contribuye a la planificacion de las respuestas conductuales y a la
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focalizacién de la atencion. Por ultimo, el sistema serotoninérgico se relaciona con conductas de

ansiedad anticipada, las cuales tienen una funcion adaptativa en situaciones de alarma.

1.1. El eje Hipotalamico-Pituitario-Adrenal (HPA)

El eje HPA ademas de activarse durante el estrés también es el responsable de coordinar
eventos circadianos como la ingesta de alimentos o los ciclos de suefo-vigilia. Esta actividad
diurna del eje HPA (periodo de oscuridad en el caso de roedores nocturnos) es el resultado de la
secrecion regular de hormonas glucocorticoideas al inicio del periodo de actividad. Cuando el eje
HPA es activado durante el estrés o alrededor del pico circadiano, comienza a producirse la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el ndcleo paraventricular (NPV) del hipotdlamo y
ésta a su vez estimula la secrecion de adrenocorticotropina (ACTH) en el torrente sanguineo por
parte de la pituitaria anterior. En la corteza adrenal, la ACTH se une a sus receptores y estimula la
sintesis de glucocorticoides (cortisol en humanos, corticosterona en roedores) a partir del
colesterol e incrementa la subsecuente liberacién de estos esteroides en la circulacién sistémica.
Durante muchos afios, se ha creido que estas hormonas glucocorticoideas actuaban
principalmente a nivel del sistema nervioso periférico a través de la unién con receptores
glucocorticoideos (GR) intracelulares que se encuentran en la mayoria de los érganos periféricos.
Sin embargo, esta idea cambid por completo desde que se descubrid que también existian
receptores para estas hormonas en el cerebro (McEwen y cols., 1968). Los glucocorticoides
entran facilmente en el cerebro debido a su naturaleza lipofilica pudiendo unirse también a
receptores mineralocorticoideos (MR) ademas de a los GR (De Kloet y Reul, 1987). Estos dos tipos
de receptores difieren en su distribucion a lo largo de todo el cerebro y en su afinidad a los
corticosteroides. Los MR predominan en estructuras cerebrales limbicas (hipocampo,
hipotdlamo, amigdala y septum), mientras que los GR tienen una distribucion mas amplia (Chao y
cols., 1989; Van Eekelen y cols., 1988). Los MR tienen una gran afinidad por la corticosterona,
aproximadamente 10 veces superior a la que tienen los GR (Reul y De Kloet, 1985). Como
consecuencia, cuando los niveles de corticosterona son bajos (en condiciones basales) los
receptores mayoritariamente ocupados seran los MR, mientras que los GR seran ocupados
adicionalmente cuando lo niveles de corticosterona aumenten, bien alrededor del pico circadiano
o bien durante la respuesta de estrés (Reul y De Kloet, 1985; Reul y cols., 1987). La afinidad

diferenciada de estos dos receptores por la corticosterona, ademas de la diferente distribucion
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cerebral, podria indicar que la corticosterona también tiene funciones diferenciadas después de
su unidén con uno u otro receptor. Los MR determinan la sensibilidad de la respuesta del eje HPA
y se piensa que estan involucrados en la evaluacién de los estimulos ambientales, preparando al
organismo para respuestas conductuales que eviten perturbar la homeostasis (De Kloet y cols.,
1993; De Kloet y cols., 1998). La activacion de los GR (ademds de los MR ya activados) es
necesaria para dar terminacion a la repuesta del eje HPA, para mediar en la recuperacion del
estrés, para facilitar la adaptacion conductual y para preparar al organismo ante un nuevo estrés
(De Kloet y cols., 1993; De Kloet y cols., 1998).

La mayor densidad de MRs y GRs se encuentra en el hipocampo, una estructura
implicada en funciones tan importantes como son el estado de danimo, la cognicidn y la conducta
(Isaacson, 1974), por ello se piensa que ambos receptores desarrollan un papel fundamental en
dichas funciones. De hecho, los resultados derivados de diversos trabajos confirman que la accion
de los GR y MR en el hipocampo tienen un gran impacto sobre la regulacién neuroendocrina
(Dallman vy cols., 1992; Jacobson y Sapolsky, 1991), la funcion neuronal (J6els y De Kloet, 1992;
Joels y De Kloet, 1994), la plasticidad neuronal (Magarifios y cols., 1996; McEween, 1994), la
cognicién (De Kloet y cols., 1999; Oitzl y De Kloet, 1992) y la neurogénesis del hipocampo (Gass y
cols., 2000; Gould y cols., 1997). Asi, las acciones mediadas por los MR y GR en las neuronas
hipocampales aparentemente son criticas para el correcto funcionamiento neuronal. Esta
creencia ha llevado a la hipétesis de que el equilibrio entre los MR y GR hipocampales es critico
para el mantenimiento de la homeostasis (De Kloet, 1991; De Kloet y cols., 1998).

La existencia de un feedback negativo ejercido a través de la activacion de los MRy GR a
distintos niveles del eje HPA impide su excesiva activacion. Asi, en respuesta a niveles elevados
de glucocorticoides (alrededor del pico circadiano y durante el estrés) la activacion sinérgica de
ambos receptores conduce a una supresion del eje HPA (Bradbury y cols., 1994; Ratka y cols.,
1989). La ocupacién de los GR hipotalamicos e hipofisarios conduce a la inhibicién de la actividad
del eje HPA mediante la supresion de la transcripcion de genes que codifican CRH y ACTH,
respectivamente (De Kloet y Reul, 1987; De Kloet y cols., 1998; Meaney vy cols., 1991). Por otra
parte, la activacion de los MR en el hipocampo ejerce un control inhibitorio ténico sobre el eje

HPA cuando los niveles de glucocorticoides son bajos (Dallman y cols., 1989; Ratka y cols., 1989).
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1.2. El eje Simpatico adrenomedular (SAM)

El sistema nervioso autonomo, formado por el sistema nervioso simpatico y el sistema
nervioso parasimpatico, responde inmediatamente al estrés controlando una amplia gama de
funciones vegetativas (cardiovascular, respiratoria, gastrointestinal, renal, endocrina, etc.). En
respuesta a un estresor se activa la rama simpdatica del sistema nervioso auténomo
desencadenando la respuesta del sistema adrenomedular. En la respuesta del sistema simpatico
participa el ndcleo paraventricular (NPV) del hipotalamo, bien directamente o bien a través del
nucleo del tracto solitario y del nucleo del locus coeruleus, ambos situados en el tronco cerebral.
Estos nucleos modulan, mediante sus conexiones descendentes, la actividad de las células
nerviosas de la cadena simpatica liberando noradrenalina sobre las células diana. Ademas,
cuando la rama simpatica activa la médula adrenal ésta libera adrenalina y noradrenalina al
torrente sanguineo. Estas catecolaminas se unen a receptores adrenérgicos localizados en
diversos tejidos e intensifican la accion simpdtica, facilitando asi reacciones rapidas de “lucha o
huida”. De esta manera, por ejemplo, la activacion de los receptores adrenérgicos del corazon
producird un aumento de la frecuencia cardiaca y del volumen sistélico, una vasodilatacién en los
musculos y la constriccion de vasos sanguineos epidérmicos e intestinales, garantizando un
mayor aporte sanguineo al cerebro y a los musculos y disminuyéndolo a érganos cuya funcion no
es imprescindible en la respuesta inmediata de estrés. La activacion simpatica también causa la
relajacion de la musculatura bronquial en los pulmones, asi como un incremento de la frecuencia
respiratoria permitiendo una mejor ventilacién pulmonar y, por lo tanto, un mayor aporte de
oxigeno a la sangre. Ademas, la adrenalina estimula la glicogénesis en el higado incrementando
los niveles séricos de glucosa, provocando la rdapida movilizacién de recursos energéticos
almacenados. En conjunto, estos procesos permiten una redistribucién del flujo sanguineo,
ademds de nutrientes, en dorganos que precisan mayor actividad o aporte energético en
respuesta a un esfuerzo fisico y también en el cerebro, facilitando una mayor atencion vy

capacidad de respuestas rapidas y flexibles.
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El sistema inmunitario ha sido considerado un sistema de defensa, en cierta forma
auténoma, con capacidad de autorregulacién e independiente del sistema nervioso, cuya funcion
era defender al organismo ante la invasidon de cualquier agente extrafio. Sin embargo, las
investigaciones llevadas a cabo en los ultimos 30 afios en el campo de la psiconeuroinmunologia
han puesto de manifiesto que los procesos inmunitarios estan regulados por el cerebro, y que a
su vez, las funciones neurales y endocrinas, al igual que la conducta, estdn reguladas por el
sistema inmunitario. La psiconeuroinmunologia, el area interdisciplinar de investigacién que
examina estas relaciones entre el cerebro, la conducta y el sistema inmunitario, ha desempefiado
un papel clave en la exploracidn de los mecanismos conductuales y biolégicos que relacionan
entre si los factores psicosociales, la salud y la enfermedad (Zachariae, 1996).

El primer estudio que podriamos denominar “psiconeuroinmunolégico” fue publicado en
1919 y sugeria que las emociones negativas podrian influir en el sistema inmunitario de los
pacientes con tuberculosis (Ishigami, 1919). En la década de 1920, el equipo de Pavlov (1849-
1936) llevé a cabo una serie de experimentos animales estudiando las interacciones entre el
cerebro y el sistema inmunitario que indicaron que las respuestas inmunitarias eran susceptibles
de ser condicionadas. En esta misma linea, otros estudios encontraron que la asociacion repetida
de un estimulo neutro (calor) con un antigeno estimulante del sistema inmunitario (bacteria
inactivada) resultaba en una activacion de la respuesta inmunitaria cuando el estimulo neutro era
presentado solo (Metal’nicov y Chorine, 1926). Posteriormente, en la década de 1950 y 1960,
algunos estudios sugerian que el estrés psicolégico podia incrementar la susceptibilidad a las
infecciones (Rasmussen y cols., 1957), y exacerbar enfermedades autoinmunitarias como el lupus
(Fessel y Solomon, 1960) y la artritis reumatoide (Solomon vy cols., 1964). El término
“psiconeuroinmunologia” aparecié por primera vez en 1981 cuando el psicélogo Robert Ader
publico una revisidn antolégica con el mismo nombre, donde presentaba las evidencias
disponibles hasta el momento a favor de la existencia de asociaciones entre la conducta y
procesos neurales, endocrinos e inmunitarios (Ader, 1981). El primer encuentro oficial de la
psiconeuroinmunologia tuvo lugar en el afio 1986 y se abordaron las siguientes preguntas
fundamentales: ¢hay alguna evidencia de la existencia de una interaccidn especifica entre el
cerebro y el sistema inmunitario?, ¢si es asi, estas interacciones son importantes o triviales?,
écomo son mediadas estas interacciones, humoralmente o mediante la inervacion de érganos
linfoides?, éson bidireccionales? Asi, surgieron nuevas preguntas sobre los mejores métodos a

utilizar en este nuevo campo interdisciplinario (Cohen, 1987).
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Han pasado tres décadas desde entonces y la investigacion en el campo de la
psiconeuroinmunologia ha dado respuesta a esas preguntas mostrando evidencias de una
extensa comunicacidn bidireccional entre el cerebro y el sistema inmunitario. Se sabe que tanto
el sistema nervioso simpatico como el sistema nervioso parasimpatico inervan érganos y tejidos
que estan asociados al sistema inmunitario (ganglios linfaticos, timo, bazo y médula dsea).
También se han hallado asociaciones celulares neurales e inmunitarias en tejidos cutaneos,
gastrointestinales y en la mucosa (Bellinger y cols., 2001). Finalmente, se ha reconocido que el
sistema nervioso y el inmunitario se comunican a través de un lenguaje bioquimico comun que
consiste en hormonas, neurotransmisores, citocinas y sus respectivos receptores (Carr y Blalock,
1991). Todas estas evidencias han confirmado la existencia de una red compleja bidireccional
cerebro-inmunitaria, y han proporcionado una base bioldgica para la antigua creencia de que la
mente puede jugar un papel importante en la salud y en la enfermedad.

Para entender las relaciones entre el sistema inmunitario y el sistema nervioso central y
la influencia del estrés en esta relacidn es necesario analizar los componentes de la funcién
inmunitaria. El sistema inmunitario estd compuesto por células especificas y érganos linfoides
que protegen al organismo de la invasién de cuerpos extrafios, tales como virus, bacterias,
hongos, parasitos o procesos neoplasicos, mientras que reconoce y respeta los tejidos propios
sanos.

Las células inmunocompetentes, que en su mayoria son leucocitos, estan distribuidas
por todo el organismo incluyendo fluidos (sangre y linfa), tejidos (piel, mucosa, etc.) y 6rganos
linfoides. Los leucocitos forman un grupo heterogéneo de células que se forman a partir de
células madre, que principalmente se encuentran en la médula ésea y el timo, mediante un
proceso denominado hematopoyesis. En una primera fase se produce un proceso de
diferenciacidn que da lugar a la formacién de dos lineas celulares diferentes, la mielomonocitica y
la linfocitica. Las células progenitoras mieloides se diferencian a su vez en siete lineas celulares
que tras un proceso de maduracién se convertirdn en basdéfilos y mastocitos, eosinofilos,
neutrdfilos, monocitos y macréfagos, células dendriticas mielomonociticas, eritrocitos y
plaquetas, siendo los dos ultimos no-leucocitarios. Las células progenitoras linfoides producen
linfocitos T (timo), linfocitos B (médula dsea), células asesinas naturales, conocidas como “natural
killer” o NK (timo y médula ésea) y células dendriticas linfociticas (médula dsea).

Los drganos linfoides contienen linfocitos en diferentes estados de maduracion y se

clasifican en primarios y secundarios. Entre los primarios tenemos la médula désea, zona de
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linfopoyesis y maduracion de linfocitos B, y el timo, donde maduran los linfocitos T. Una vez que
los linfocitos B y T abandonan los érganos primarios donde han madurado se dirigen al torrente
sanguineo alcanzando los drganos secundarios que son el bazo, los ganglios linfaticos y tejido
linfoide asociado a mucosas en las amigdalas, intestino y tracto urogenital. Estos drganos
secundarios proporcionan el medio idéneo en el que las células del sistema inmunitario pueden
interactuar entre si y con el antigeno, desarrollando asi la defensa del organismo.

El cuerpo también dispone de barreras naturales de defensa tales como la piel, que por
su contenido en acidos grasos dificulta la proliferacion bacteriana, o como las mucosas que
revisten superficies internas del organismo (tracto respiratorio e intestinal), que actuan
bloqueando la adherencia de sustancias extrafias para eliminarlas posteriormente mediante
diferentes mecanismos. Por otro lado, fluidos corporales como la orina, la saliva y las lagrimas

contienen sustancias bactericidas capaces de producir la lisis de numerosos microorganismos.

2.1. La respuesta inmunitaria innata y las citocinas proinflamatorias

Si algun microorganismo o sustancia susceptible de provocar dafio supera las barreras
naturales arriba mencionadas el sistema inmunitario desplegard su primera linea de defensa
mediante la intervencidn de la inmunidad innata, también denominada natural o inespecifica. Las
caracteristicas que definen la inmunidad innata son: su accion de tipo local, la celeridad de la
respuesta, la no especificidad ante los antigenos y no poseer memoria inmunoldgica. Este tipo de
respuesta inmunitaria se limita a actuar alli donde se ha producido la infeccion mediante un
proceso de inflamacion en el que intervienen varios tipos celulares. La inflamacion
fundamentalmente es impulsada por unas proteinas llamadas citocinas proinflamatorias que
ante la deteccidn de un agente invasor provocan la migracion y la infiltracidn de leucocitos, tales
como neutrofilos, eosindfilos y monocitos, en los tejidos dafiados o infectados, que eliminan de
forma fagocitaria microorganismos y células alteradas. En este tipo de respuesta también
participan las células NK.

Las citocinas son moléculas mensajeras secretadas por varios tipos celulares tanto a
nivel periférico como a nivel central. Aunque sus actividades bioldgicas son diversas, en general
se distinguen dos grandes grupos de citocinas: las proinflamatorias y las antiinflamatorias. Las
citocinas proinflamatorias estdn asociadas con la inflamacién, la activacidon inmunitaria y la

diferenciacién o muerte celular. En el proceso de inflamacién mediado por la inmunidad innata
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las citocinas que estan mas directamente involucradas son la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-
6 (IL-6), el interferon gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). También hay
otras citocinas proinflamatorias como la inteleucina-2 (IL-2) y la interleucina-5 (IL-5) que estan
asociadas a la inmunidad celular. Por otro lado, las citocinas antiinflamatorias son las
responsables de amortiguar la respuesta inmune, este ultimo grupo incluye la interleucina-4 (IL-
4), la interleucina-10 (IL-10) y la interleucina-3 (IL-3). Existen algunas citocinas, como la
interleucina-8 (IL-8), que dependiendo de su concentracién pueden ejercer ambas funciones
(Janeway y Travers, 1997; Kronfol y Remick, 2000).

A nivel periférico, la cantidad de citocinas proinflamatorias depende directamente del
estado de la activacién inmunoldgica. En condiciones de inflamacion, aguda o crénica, el sistema
inmune incrementa la actividad de los macrdfagos los cuales aumentan la produccidn y liberacion
de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a. A pesar de la existencia de la barrera
hematoencefilica y la naturaleza proteica de las citocinas, se ha demostrado que las citocinas de
origen periférico pueden llegar al cerebro uniéndose a receptores especificos y que en
consecuencia el sistema nervioso central responde con un proceso de inflamacion local
denominado neuroinflamacién. Hasta el momento se han identificado cuatro vias principales de

comunicacion mediante las cuales las citocinas pueden comunicar con el cerebro:

1. Estimulacion de las fibras nerviosas aferentes viscerales: Las citocinas proinflamatorias

producidas localmente (periféricas) pueden estimular las fibras nerviosas aferentes
viscerales que se comunican con el cerebro a través del nervio vago (Maier y Watkins,
1998).

2. Paso de las citocinas al cerebro a través de la circulacidén periférica por aquellas regiones

donde esta ausente la barrera hematoencefalica: Estas regiones permiten la difusidn pasiva

de las citocinas que estan en el torrente sanguineo dejandolas entrar en el cerebro donde
irdn a parar al liquido cefalorraquideo (Rivest y cols., 2000; Schobitz y cols., 1994).

3. Activacidén inducida por las citocinas en células endoteliales cerebrales o del plexo

coroideo: A través de este mecanismo las citocinas sin necesidad de entrar en el sistema
nervioso central pueden activar células cerebrales que inducirdn la secreciéon de un
segundo mensajero (prostaglandinas y éxido nitrico) (Rivest y cols., 2000; Schobitz y cols.,

1994).
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4. Transporte activo de las citocinas proinflamatorias a través de la barrera hematoencefalica:

a través de este mecanismo pequeias cantidades de citocinas proinflamatorias pueden
llegar a circuitos de regulacidon neuroendocrina (Banks y Kastin, 1991; Banks y cols., 1995;

Plotkin y cols., 1996).

Una vez que la sefal de citocinas proinflamatorias llega al cerebro por cualquiera de
estas cuatro vias, esta sefializacion es trasmitida y amplificada dentro de la red de citocinas que
existe en el cerebro (Benveniste, 1998; Quan y cols., 1999; Rothwell y cols., 1996). Una forma de
amplificar esta sefalizacion es la de inducir la sintesis de citocinas proinflamatorias, como IL-1, IL-
6 y TNF-a, por parte del hipotdlamo y otras regiones cerebrales (Gatti y Bartfai, 1993; Laye y cols.,
1994; Quan y cols., 1994; Spangelo y cols., 1990; Vam Dam vy cols., 1992). Asi, se ha demostrado
que existe una produccion a nivel central de citocinas proinflamatorias y receptores especificos
para éstas principalmente por parte de astrocitos y la microglia, (Breder y cols., 1988, Breder y
cols., 1993; McGeer y McGeer, 1995), aunque bajo ciertas circunstancias las neuronas también
pueden asumir este cometido (Freidin y cols., 1992). Las zonas cerebrales encargadas de la
produccion de citocinas proinflamatorias son varias: regiones circunventriculares, hipotalamo,
hipocampo, cerebelo, ganglios basales y nucleos del tronco cerebral (Anisman y Merali, 2002;
Breder y cols., 1988; Kronfol y Remick, 2000). La funcién exacta de las citocinas proinflamatorias
centrales IL-1, IL-6 y TNF-a todavia no estd muy clara pero se piensa que contribuyen al
desarrollo y plasticidad neuronal, a la sinaptogénesis y a la reparacion de tejidos (Aloisi y cols.,
1995; Beattie y cols., 2002; Mufioz-Fernandez y Fresno, 1998). Sin embargo, es sabido que las
citocinas proinflamatorias también pueden tener efectos adversos sobre la funcién neuronal
cuando son sintetizadas en altas concentraciones o el tiempo de exposicion a éstas es
prolongado (Allan y Rothwell, 2001; Anisman y Merali, 2002; Hayley y cols., 2005). Finalmente y
en relacién con esto, recientemente se ha observado que los estresores no inmunoldgicos
pueden inducir la expresion de citocinas proinflamatorias en el cerebro y esto sugiere que la
sefializacion de estas citocinas estd involucrada en las respuestas neuroendocrinas y

conductuales al estrés (Bierhaus y cols., 2003).
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2.2. La respuesta inmunitaria adquirida

La respuesta inflamatoria es importante porque responde con gran celeridad ante la
infeccidn pero no es la respuesta mas adecuada para contener la mayoria de las infecciones hasta
el punto de suprimirlas. En estos casos se requiere la intermediaciéon de la segunda linea de
defensa de la que dispone el sistema inmunitario, la inmunidad adquirida, también denominada
adaptativa o especifica. Las caracteristicas de la inmunidad adquirida son, por un lado, la
proliferacion y diferenciacion de células inmunitarias especificas para antigenos concretos, y por
otro lado, la memoria inmunoldgica. Las células inmunocompetentes que median en este tipo de
inmunidad son los linfocitos B y los linfocitos T, y cada linea linfocitica esta especializada en un
tipo de inmunidad especifica, la humoral y la celular, respectivamente.

La respuesta inmune humoral es mediada por los linfocitos B (células B) que reconocen
el antigeno de manera especifica a través de inmunoglobulinas de membrana (lg), que tienen la
capacidad de anteponerse al antigeno uniéndose a él. Tras la union antigeno-anticuerpo (Ag-Ac)
las inmunoglobulinas informan de la presencia del antigeno y se activan las células B que generan
y liberan una gran cantidad de anticuerpos especificos para este antigeno y no para otro. Asi, el
antigeno resulta destruido a través de diferentes mecanismos que dependen del tipo de
inmunoglobulina que participa. No obstante, en la destruccion del antigeno, ademas de los
anticuerpos, también colaboran macréfagos, células polimorfonucleares y células NK. Algunas de
las células B activadas se desarrollan para convertirse en “células memoria” que haran posible
una respuesta inmunitaria mas rapida ante ulteriores invasiones del mismo antigeno. Es decir,
este mecanismo tiene “capacidad de aprendizaje” y es especifico; no obstante, es muchisimo
mas lento que la inmunidad innata porque se estima que requiere de al menos 3 6 5 dias para
que pueda darse la unién Ag-Ac una vez el antigeno haya penetrado en el organismo (Maier y
Watkins, 1998).

Numerosos agentes patégenos que penetran en el organismo, como los virus, infectan y
viven en el interior de células para poder replicarse. En estas circunstancias los anticuerpos
liberados por los linfocitos B en plasma y otros fluidos no son eficaces porque no pueden
introducirse en las células, por lo que es necesaria otro tipo de estrategia defensiva: la inmunidad
celular. En esta respuesta participan los linfocitos T (células T), que a su vez, pueden ser linfocitos
T cooperadores (Thl y Th2), linfocitos T citotoxicos (Tc) y algunos autores también proponen los

linfocitos T supresores/reguladores (Ts). Los linfocitos T reconocen al antigeno mediante el
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receptor de célula T (TCR) y lo hacen, solo, cuando el antigeno tras haber sido degradado y
procesado en el interior de las células presentadoras de antigeno (CPA) estas lo expresan en la
superficie de su membrana junto con una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH).

Las CPA que tienen como misidn captar, procesar y presentar el antigeno a los linfocitos
T, son células dendriticas, macroéfagos y linfocitos B, que tras fagocitar los antigenos los inactivan
y los presentan en su superficie. Las moléculas CMH son una serie de glicoproteinas que se
expresan en las membranas de todas las células del organismo mediante las cuales el sistema
inmunitario es capaz de distinguir “lo propio” de “lo ajeno”. Estas moléculas pueden ser de dos
tipos, de la clase | y de la clase Il, y cada una de ellas esta especializada en la presentacién de un
tipo de antigeno. Las moléculas CHM-I se asocian a antigenos peptidicos que son sintetizados
dentro de las células y, por lo general, son derivados de virus. Las moléculas CHM-II se asocian a
antigenos peptidicos derivados de la degradacidn de bacterias y grandes proteinas que han sido
ingeridas por las CPA.

Una vez que el antigeno es reconocido mediante la intervencién del TCR los linfocitos T
se activan y comienzan a proliferar en todas sus variedades y a liberarse en la circulacion
sanguinea. Las células T cooperadoras liberan una gran cantidad de citocinas tales como la IL-2,
IL-4, IL-5 e IL-10, al espacio intracelular y estas a su vez activan y dirigen otro tipo de células
inmunitarias. Por un lado, regulan el crecimiento de los linfocitos B, con la consiguiente
liberacién de nuevas inmunoglobulinas. Por otro lado, potencian la accién de los macrdéfagos, la
expansion clonal de los linfocitos T citotdxicos y la activacion de células T supresoras. Por su
parte, los linfocitos T citotdxicos atacan directamente al antigeno uniéndose él y liberando
sustancias toxicas responsables de su eliminacién. Por ultimo, la activacion de las células T
supresoras ayuda a regular la respuesta inmune celular para que ésta no sea desmedida y no
produzca efectos nocivos contra el propio organismo. Al igual que ocurre con los linfocitos B, los

linfocitos T también desarrollan memoria inmunoldgica.

2.3. Efectos del estrés sobre el sistema inmunitario

El conocimiento de la naturaleza de la relacion entre el estrés y el sistema inmunitario
han ido cambiando con el tiempo. En un inicio, a raiz de los resultados hallados por Selye (1975)

quién observd una involucién del timo producida por la exposicion al estrés crénico, se propuso
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un modelo en el cual el estrés tenia un efecto supresor global sobre la funcién inmunitaria. Los
primeros estudios realizados en humanos obtuvieron resultados que apoyaban este modelo
inicial, ya que mostraban que el estrés crénico, en general, cursaba junto con una reduccién de la
citotoxicidad de las células NK y de la respuesta proliferativa de linfocitos (Cohen y cols., 2001;
Herbert y Cohen, 1993a; Kiecolt-Glaser y cols., 1996). Los estudios que examinaron el impacto del
estrés sobre la respuesta de las células T en humanos mostraron una reduccién de la
proliferacion de las células mononucleares sanguineas en respuesta a mitégenos como la
concavalina A (Con A) y la fitohematoglutinina (PHA) (Bartrop y cols., 1977; Schleifer y cols.,
1983). Aunque no siempre se han replicado estos mismos resultados, los estudios de meta-
analisis realizados en este area han llegado al consenso de que ocurre un decremento de la
respuesta de las células T en sujetos tanto estresados como deprimidos (Irwin y Miller, 2007;
Zorrilla y cols., 2001). La conclusién general fue que el estrés puede ser inmunosupresor y por lo
tanto, perjudicial para la salud (Cohen y Herbert, 1996; Irwin y cols., 1990a; Khansari y cols.,
1990; Kiecolt-Glaser y cols., 1996; Maier y cols., 1994; Marucha y cols., 1998; Padgett y cols.,
1998; Sheridan, 1998), facilitando la adquisicion de enfermedades infecciosas y neoplasicas que
parecen contraer con mayor facilidad las personas que sufren de estrés cronico (Andersen y cols.,
1994; Cohen y Williamson, 1991).

Aunque este modelo de inmunosupresion adquirié una gran popularidad y hoy en dia
sigue siendo muy influyente, hubo investigadores como Dhabhar y McEwen (1997, 2001) que
ponian en duda que esta inmunosupresion fuera generalizada, puesto que desde una perspectiva
evolucionista era muy poco adaptativo para la supervivencia. Estos autores realizaron una serie
de experimentos con ratones y encontraron que en situaciones de estrés agudo las células T eran
redistribuidas de forma selectiva contribuyendo asi a la mejora de la respuesta inmunitaria
(Dhabhar y McEwen, 1996; Dhabhar y McEwen, 1997; Dhabhar y McEwen, 1999). El estrés
agudo, mediante la participacion de hormonas y citocinas, aumenta la vigilancia inmunitaria
redistribuyendo la circulacidn leucocitaria hacia dérganos vasculares como la piel, el tracto
gastrointestinal y urogenital. Asi, en el caso de que el estrés venga acompafiado de un desafio
inmunoldgico, como una herida o como una infeccién, el organismo ya estd preparado para dar
una respuesta inmunitaria contundente (Dhabhar y cols., 2000). Asi, fueron apareciendo trabajos
gue versaban sobre la capacidad inmunomoduladora del estrés (Spencer y cols., 2000; Wiegers y
Reul, 1998; Wilckens y De Rijk, 1997), asi como de la activacién inmunitaria debida al estrés a

nivel celular (Wood y cols., 1993), humoral (Persoons y cols., 1995; Cocke y cols., 1993) e innato
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(Lyte y cols., 1990; Shurin y cols., 1994). A partir de estos trabajos se planted la posibilidad de que
el estrés podria equilibrar la respuesta inmunitaria activando procesos de la inmunidad innata y
disminuyendo procesos de la inmunidad adquirida. La premisa en la que se basaba esta idea era
que las respuestas inmunoldgicas innatas eran mas adecuadas porque se desarrollaban mas
rapido, estaban sujetas a menos restricciones inhibitorias y requerian un menor gasto energético
(Dopp vy cols., 2000; Sapolsky, 1998).

La existencia de datos que relacionaban el estrés cronico con enfermedades asociadas a
una inmunidad reducida (enfermedades infecciosas y neoplasicas) y por otro lado, con
enfermedades asociadas a una actividad inmunoldgica excesiva (alergias y enfermedades
autoinmunes) llevé a plantear que el estrés crénico podia provocar simultdneamente el aumento
y la supresién de la respuesta inmunitaria mediante la alteracion de los patrones de secrecidon de
citocinas (Marshall y cols., 1998). La supresion de las citocinas liberadas por las células Thi,
involucradas en la activacion de la inmunidad celular, y especializadas en resolver procesos
infecciosos y neoplasicos, haria que el organismo fuera mds vulnerable. Esta supresién a su vez
ejerceria efectos permisivos sobre la liberacion de las citocinas producidas por las células Th2,
que activan la inmunidad humoral, exacerbando procesos alergénicos y enfermedades
autoinmunes (Marshall y cols., 1998).

Asi, se abrié un nuevo camino de investigacion que tomaba en consideracion el papel de
las citocinas para explicar los vinculos entre el estrés, los cambios inmunoldgicos y las
enfermedades. En los Ultimos afios, la mayoria de los estudios se han centrado en analizar la
activacion inflamatoria producida por el estrés, incluyendo el estrés psicosocial, en individuos
sanos (Bierhaus y cols., 2003; Dickerson y cols., 2004; Pace y cols., 2006). Asi, cada vez son
mayores las evidencias de una activacion inflamatoria tanto en animales como en humanos
estresados. A nivel periférico, se ha observado que el estrés agudo aumenta la cantidad de
marcadores inflamatorios en la circulacidon sanguinea en roedores (Grippo y cols., 2005; Hale y
cols., 2003; Johnson y cols., 2005) y en humanos, en los cuales particularmente se han
encontrado niveles altos de IL-1, IL-6 y TNF-a (Steptoe y cols., 2007). A nivel central, en roedores,
también se ha observado que el estrés induce la liberacién de citocinas en varias regiones
cerebrales (Barnum y cols., 2008; Blandino y cols., 2006; Blandino y cols., 2009; Goshen y cols.,
2008; Grippo y cols., 2005; Johnson y cols., 2005; Kwon y cols., 2008; Murray y Lynch, 1998;
Nguyen y cols., 1998). Las citocinas liberadas en respuesta a una lesion, una enfermedad o una

infeccion causan un conjunto de conductas organizadas que tienen el objetivo de optimizar la
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supervivencia (Hart, 1988). Este fendmeno conductual fue definido con el término de “conducta
de enfermedad” (Kent y cols.,, 1992) y se manifiesta cuando las citocinas proinflamatorias
periféricas estimulan en el cerebro una cascada de sefializacion de citocinas cerebrales (Dantzery
cols., 2008a; Dantzer y cols., 2008b). La conducta de enfermedad es un fendmeno presente en
muchas especies que incluye la manifestacion de una serie de caracteristicas conductuales entre
las que se encuentran la reduccidn de la actividad exploratoria, psicomotora, sexual, alimenticia y
de aseo, ademds de un incremento de la sensibilidad al dolor, trastornos del suefio y respuestas
alteradas a estimulos gratificantes y afectivos (miedo, anhedonia y falta de interés por las
interacciones sociales), y en ocasiones fiebre. Se considera que estos patrones conductuales
activados por las citocinas en respuesta a un desafio inmunoldgico tiene bases adaptativas ya que
facilitan la convalecencia, aumentando las posibilidades de supervivencia. En este sentido, se
cree que estos mismos cambios conductuales también forman parte de una respuesta adaptativa
ante el estrés psicoldgico ya que la debilidad fisica conlleva a evitar una serie de peligros y
amenazas como por ejemplo, la predacién o los conflictos sociales.

El aumento de citocinas producido tanto por el estrés psicosocial (Danese y cols., 2008)
como por una serie de enfermedades médicas (Evans y cols., 2005) se asocia con una elevada
incidencia de depresion. Desde hace mucho tiempo se viene observando que las conductas de
enfermedad se superponen con los sintomas de la depresion (Smith, 1991). Esto no significa, de
ninguna manera, que las enfermedades depresivas sean adaptativas, sino que el mecanismo por
el cual las citocinas orquestan toda una serie de respuestas conductuales altamente adaptativas y
reversibles en respuesta a una infeccion en individuos sanos, pueda ser también el mecanismo
por el cual se produzcan sintomas psicolédgicos y conductuales caracteristicos de la depresién en
individuos vulnerables (Dantzer y cols., 2008a; Dantzer y cols., 2008b).

En resumen, podriamos decir, que dentro del campo de la psiconeuroinmunologia el
estudio de las relaciones entre el estrés y el sistema inmunitario ha tenido dos lineas de
investigacion predominantes. La primera de ellas ha estudiado la relacion entre el estrés y la
supresion inmunitaria, acompanada de una reducida respuesta proliferativa de células
inmunitarias y un deterioro de la inmunidad tanto innata como adquirida (Evans y cols., 2002;
Glaser y Kiecolt-Glaser, 1998; Irwin y Miller, 2007; Kiecolt-Glaser y Glaser, 2002; Leserman y cols.,
2000; Leserman y cols., 2002; Spiegel y Giese-Davis, 2003). La segunda linea de investigacién ha
examinado la relacidn entre el estrés y la activacion inmunitaria, que va acompafiada de la

proliferacion de células inmunitarias y un incremento de la produccién de citocinas
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proinflamatorias (Dantzer y cols., 1999; Evans y cols., 2005; Miller y cols., 2009; Raison y cols.,
2006). Las evidencias tanto de supresion como de activacidon inmunitaria en el estrés han llevado
a la conclusiéon de que ambas situaciones concurren en los mismos individuos de forma que
algunos aspectos inmunitarios resultan suprimidos mientras que otros son activados.

La literatura emergente sugiere que los procesos inflamatorios producidos por una
activacion inmunitaria pueden suprimir algunos aspectos de la inmunidad innata y la inmunidad
adquirida celular (Medzhitov, 2008). Se ha encontrado que la exposicidn crénica a TNF-a produce
una reduccién de la funcion y la expresién del complejo TCR/CD3, de la expresion de IL-2 (Clark y
cols., 2005), una supresién del funcionamiento y la expresidn de células NK (Eleftheriadis y cols.,
2008; Eleftheriadis y cols., 2009; Vaknin y cols., 2008) y de células T (Cope, 2003; Eleftheriadis y
cols., 2009; Vaknin y cols., 2008). Otros datos muestran que la inflamacion crénica también
puede mediar en la relacidon entre el estrés y la supresion de la inmunidad humoral (Kiecolt-
Glaser y cols., 1996; Moraska y cols., 2002). Por otro lado, también es posible que esta relacion
entre la inflamacién crénica y la supresion inmunitaria sea bidireccional. Es sabido que las células
T reguladoras tienen capacidades antiinflamatorias ya que suprimen o inhiben las respuestas
inmunitarias excesivas o inapropiadas mediante la liberacidn de citocinas antiinflamatorias como
por ejemplo la IL-10 (Bach, 2002; Rook y Lowry, 2008; Workman y cols., 2009). En condiciones
normales, cuando las células T resultan activadas estas comienzan a secretar citocinas
proinflamatorias como el INF-y y a continuacidn citocinas antiinflamatorias como la IL-10, y
siempre en presencia de niveles elevados de IL-2 (Cardone y cols., 2010). Aparentemente, una
respuesta inmune celular adecuada es un mecanismo autorregulador que reprime los procesos
inflamatorios. En este sentido, algunos autores piensan que la disfuncion de las células T
reguladoras pueden contribuir a la prolongaciéon de los procesos inflamatorios (Miller, 2010;
Roybal y Wulfing, 2010; Zanin-Zhorov y cols., 2010). Este mecanismo puede ser relevante para la
desregulaciéon inmunitaria que ocurre en los trastornos relacionados con el estrés como por
ejemplo la depresidon donde se ha encontrado una alteracidon en la proliferacidon de linfocitos
(Zorrilla y cols., 2001) asi como una produccion reducida de IL-2 en respuesta a mitégenos

(Anisman y cols., 1999).
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2.4. Relaciones entre glucocorticoides y respuesta inmunitaria

Los glucocorticoides modulan procesos fisiolégicos, metabdlicos e inmunitarios para
restaurar la homeostasis (Chorusos y Gold, 1992). Cuando ocurre una infeccion, las células
inmunitarias que resultan activadas secretan citocinas proinflamatorias y estas a su vez inciden
en el eje HPA estimulando la liberacion de glucocorticoides (Besedovsky y cols., 1986; Ruzek y
cols., 1997). El incremento de estas hormonas pone en marcha un proceso de regulacion
inhibitorio mediante su union a receptores especificos (MR y GR) expresados en células de tejidos
inmunitarios (Lowy, 1989; Spencer y cols., 1991). Asi, los glucocorticoides reducen la expresion
de citocinas proinflamatorias y otras moléculas, finalizando el proceso inflamatorio (Almawi y
cols., 1996; Cato y Wade, 1996). Una vez que cesa la inflamacion los niveles de glucocorticoides
retornaran a condiciones basales (Brattsand y Linden, 1996).

Cuando en respuesta al estrés aumentan los niveles de glucocorticoides, estas hormonas
también actudan suprimiendo la actividad inmunitaria (Raison y Miller, 2001; Schleifer y cols.,
1999; Schleifer y cols., 2002). Una vez que la respuesta de estrés acaba y los niveles de
glucocorticoides vuelven a condiciones basales, los efectos inhibitorios desaparecen. Sin
embargo, cuando la respuesta de estrés se prolonga y ocurre una hiperactividad del eje HPA, la
liberacién continua de glucocorticoides da lugar a una inmunosupresion sostenida, provocando
deficiencias funcionales en muchos parametros inmunitarios (Birmaher y cols., 1994; Maes,
1993). Se ha observado que la exposicidon crdnica a glucocorticoides, tanto en respuesta al estrés
como en ensayos en los que se han administrado glucocorticoides sintéticos, suprime la
inmunidad innata y la inmunidad adquirida, reduciendo la circulacion leucocitaria, la proliferaciéon
de linfocitos y la maduracion de células dendriticas, ademas de inducir la apoptosis de basofilos,
eosinodfilos y células T (De Bosscher y cols., 2003; Sorrells y Sapolsky, 2007).

A pesar de las propiedades antiinflamatorias de los glucocorticoides hay trabajos que
han encontrado que en situaciones de estrés crénico puede haber un aumento de la actividad
inmunitaria aunque haya niveles elevados de glucocorticoides (Bohus y cols., 1993; Klein y cols.,
1992; Lyte y cols., 1990). Esto ha llevado a sugerir que los GR expresados en las células
inmunitarias son hipofuncionales ademds de estar reducidos en niumero, y que en consecuencia
los glucocorticoides no pueden suprimir la actividad inmunitaria, es decir las células son
resistentes a los efectos de los glucocorticoides (Avitsur y cols., 2001; Pariante y Miller, 2001;

Raison y Miller, 2003; Stark y cols., 2001). La disminucion tanto en el numero como en la
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funcionalidad de los receptores GR puede ser debida al aumento continuado de los
glucocorticoides (Stark y cols., 2001; Avitsur y cols., 2001) y también el resultado de la exposicion
crénica a citocinas proinflamatorias que inciden en las sefiales de transduccién y transcripcion de
estos receptores (Hu y cols., 2009; Pace y cols., 2007; Wang y cols., 2004).

Recientemente se ha sefialado que los glucocorticoides pueden aumentar la actividad
inmunitaria en situaciones de estrés agudo. En trabajos realizados tanto en humanos como en
animales, in vivo e in vitro, se ha observado que los glucocorticoides pueden potenciar las
respuestas inflamatorias periféricas y centrales provocadas por la administraciéon de un antigeno,
cuando estas hormonas son administradas antes que el antigeno. Por el contrario, si los
glucocorticoides son administrados después del antigeno estos suprimen la respuesta
proinflamatoria (Barber y cols., 1993; Frank y cols., 2010; Johnson y cols., 2002; Smyth vy cols.,
2004). Estos trabajos han dado lugar a la hipotesis de que los glucocorticoides liberados por el
estrés agudo pueden aumentar la respuesta inmunitaria en un desafio inmunolégico posterior

(Dhabhar, 2009; Sorrells Sapolsky y cols., 2007; Sapolsky y cols., 2009).

2.5. Relaciones entre catecolaminas y respuesta inmunitaria

Junto con los glucocorticoides, las catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina)
constituyen otro grupo importante de hormonas mediadoras del estrés, ya que éste estimula las
fibras noradrenérgicas simpaticas provocando la liberacion de catecolaminas por parte de la
medula adrenal. Asi, al igual que en el caso de los glucocorticoides las catecolaminas también
regulan las respuestas inmunitarias inducidas por el estrés a través de su unidn con receptores a
y B adrenérgicos localizados en las células inmunitarias.

Muchos autores sugieren que las catecolaminas median en el aumento de la liberacion
de citocinas proinflamatorias, periféricas y centrales, inducidas por el estrés (Bierhaus y cols.,
2003; Johnson y cols., 2005; Sorrells y Sapolsky, 2007). Por ejemplo, se ha demostrado, que las
catecolaminas liberadas durante la exposicidn a un estrés fisico juegan un papel importante en el
incremento de citocinas proinflamatorias observado (Johnson y cols., 2005). También hay
evidencias de que la adrenalina liberada en respuesta a un estrés psicologico puede inducir la
liberacién de TNF-a e IL-6 (Black, 2006). Sin embargo, otros estudios también han mostrado que
las catecolaminas pueden ejercen efectos antiinflamatorios reduciendo la liberacién de citocinas,

tales como la IL-1B Y el TNF-a, en respuesta a un estrés agudo por natacién (Connor y cols.,
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2005). Hay otros trabajos que describen a la noradrenalina como la inductora de los efectos
antiinflamatorios observados en modelos animales de trastornos neurodegenerativos, tales
como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y la esclerosis multiple (Galea y cols., 2003).

Los estudios farmacoldgicos indican que las catecolaminas pueden ejercer tanto efectos
proinflamatorios como antiinflamatorias en funcién del receptor que resulte bloqueado o
estimulado. Se ha observado que el bloqueo de los receptores a-adrenérgicos, con prazosin o
labetalol, en situaciones de estrés atenua los efectos proinflamatorios de la IL-1f e IL-6
circulantes, mientras que el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos, con propranolol, previene
la liberacion de la IL-1B en el hipotdlamo, el hipocampo y la pituitaria (Garcia-Bueno y cols.,
2008). Ademas, la estimulacién de los receptores B-adrenérgicos con isoproterenol induce la
liberacidn de IL-6, IL-1B y su proteina en el hipotalamo, el hipocampo vy la pituitaria (Johnson y

cols., 2005).
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El sistema serotoninérgico es considerado el mas antiguo filogenéticamente ya que se ha
observado que existen receptores serotoninérgicos en los organismos mas primitivos. Ademas,
las neuronas serotoninérgicas son las primeras en generarse durante el desarrollo y la serotonina
es liberada antes de que se establezcan las sinapsis convencionales (Gaspar y cols., 2003). En el
cerebro es un neurotransmisor omnipresente que se sintetiza a partir de un aminoacido esencial
(L-triptofano) fundamentalmente en las neuronas serotoninérgicas que estan localizadas en los
nucleos del rafe (Dahlstrom y Fuxe, 1964). A partir de estos nucleos las neuronas
serotoninérgicas se proyectan practicamente a todas las partes del sistema nervioso central
conformando una de las redes neuroquimicas mas extensas del cerebro. Una de las regiones que
mas proyecciones recibe es el hipocampo y la mayoria de ellas proceden del nucleo medial del
rafe. La amplia distribucion de fibras serotoninérgicas a lo largo de todo el sistema nervioso
central permite controlar una gran variedad de funciones por parte de la serotonina. Asi, la
serotonina interviene en la regulacion del humor, el suefio, la vigilia, la alimentacion, la libido y
funciones cognitivas, tales como la memoria y el aprendizaje. El sistema serotoninérgico también
estd implicado en la respuesta de estrés contribuyendo a la formacion de las respuestas
conductuales que el organismo prepara en respuesta al estrés psicologico (Graeff y cols., 1996).
Recientemente, algunos autores han demostrado que ciertas subregiones del nucleo dorsal del
rafe estan particularmente involucradas en el estrés y en la ansiedad (Abrams y cols., 2004;
Abrams y cols., 2005; Lowry, 2002; Maier y Watkins, 2005; Silva y cols., 2002). En respuesta a
diferentes estresores, la actividad de las neuronas serotoninérgicas aumenta, tal y como
demuestra el rapido incremento de la expresidn génica que sucede en el nicleo dorsal del rafe
(Amat y cols., 2005; Grahn y cols., 1999; Takese y cols., 2004). Asimismo, la sintesis y la liberacidn
de serotonina incrementan en varias regiones cerebrales (Amat y cols., 2005; Bland y cols., 2003;
Clement y cols., 1993; Grahn y cols., 1999; Greenwood y cols., 2003; Inoue y cols., 1994;
Kawahara y cols., 1993; Keeney y cols., 2006; Kirby y cols. 1997; Maswood y cols., 1998; Pei y
cols., 1990; Takahashi y cols., 2000).

En las ultimas décadas se ha recopilado un gran nuimero de datos sobre los
transportadores y receptores que median en el funcionamiento del sistema serotoninérgico y
cuyas acciones son las responsables de modular las respuestas de adaptacion ante el estrés. La
serotonina que se libera en respuesta al estrés se elimina del espacio extracelular mediante un
transportador muy afin a la serotonina. Este transportador serotoninérgico (SERT 6 S5HTT)

determina la magnitud y la duracién de la actividad serotoninérgica sobre los receptores
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presindpticos y postsindpticos, ademas de regular el volumen de trasmision de serotonina a nivel
extrasinaptico (Blakely y cols., 1991; Torres y Amara, 2007). Aunque existen varios estudios que
muestran una disminucién de la expresion génica del SERT por efecto tanto del estrés agudo
como del crénico en el nucleo dorsal del rafe (McKittrick y cols., 2000; Arborelius y cols., 2004;
Vazquez y cols., 2000; Vollmayr y cols., 2000), también hay datos que indican que no hay
alteraciones en la recaptacién de serotonina mediada por el SERT en respuesta al estrés agudo
(Martin y cols., 2000).

También hay otros estudios que relacionan el SERT con la conducta de ansiedad. La
eliminacidon del gen de este transportador (S/c6a4), en ratones, produce una pérdida del
aclaramiento de serotonina y un aumento de los niveles extracelulares de serotonina (Mathews y
cols., 2004; Montafiez y cols., 2003) que se ha asociado al incremento de conductas de ansiedad
en varios test (Ansorge y cols., 2004; Carroll y cols., 2007; Fox y cols., 2007; Holmes y cols., 2002;
Holmes y cols., 2003a, Holmes y cols., 2003b; Kalueff y cols., 2007; Lira y cols., 2003; Zhao y cols.,
2006), que empeoran con la exposicidn repetida al estrés (Wellman y cols., 2007; Zhao y cols.,
2006). Por el contrario, los ratones transgénicos que sobreexpresan este gen muestran un
repertorio mas reducido de conductas de ansiedad (Jennings y cols., 2006). Los estresores que
activan el sistema serotoninérgico pueden estimular tanto vias anxiogénicas como vias
ansioliticas, dependiendo del tipo de receptor que resulte estimulado. Por ejemplo, la activacidn
de los receptores 5-HT,, en el hipocampo tiene efectos ansiogénicos mientras que la activacion
de los receptores 5-HT;, los suprime (Graeff y cols., 1993). En la actualidad se han identificado
15 receptores serotoninérgicos (Hoyer y cols., 2002) que se dividen en 7 familias con sus
respectivos subtipos: 5-HTy4 (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HTy¢, 5-HT4p, 5-HT4g, 5-HT4¢), 5-HT, (5-HTa, 5-HT,3,
5-HT,c), 5-HT3 (5-HT3p, 5-HT33s), 5-HTy4, 5-HT5 (5-HTs,a, 5-HTsg), 5-HTg y 5-HT;. Excepto el receptor 5-
HT; que es ionotrdpico el resto de receptores son metabotrdpicos. La serotonina liberada dentro
del espacio extracelular actia sobre estos receptores tanto a nivel presindptico como a nivel
postsinaptico. A continuacion se analizan los receptores serotoninérgicos que han sido objeto de

estudio en el presente trabajo de tesis.
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3.1 Receptores 5-HT;, (5-HT;4-R)

Estos receptores, a nivel periférico, se encuentran en el bazo, los rifiones, el intestino y
el pancreas, regulando funciones relacionadas con estos érganos (Kirchgessner y cols., 1993;
Raymond y cols., 1993). A nivel cerebral, estan distribuidos a lo largo de todo el sistema nervioso
central. En el nucleo dorsal del rafe los receptores 5-HT;, son somatodentriticos y actian como
autorreceptores, regulando su actividad neuronal. A nivel postsindptico, estos receptores median
en las acciones serotoninérgicas de regiones corticolimbicas, tales como la corteza prefrontal
medial (CPFm), la amigdala y el hipocampo (Riad y cols., 2000; Sotelo y cols., 1990; Verge y cols.,
1986). Estos receptores se acoplan a la proteina Gy, inhibiendo el disparo neuronal a través de la
reduccién del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Aghajanian, 1995). A pesar de estar
establecida la participacion de estos receptores en la regulacién de algunas respuestas
fisioldgicas y conductuales, todavia queda por esclarecer si estas respuestas son mediadas por
receptores presinapticos o postsinapticos.

La activacion de los autorreceptores localizados en los cuerpos celulares de las neuronas
serotoninérgicas inhibe el disparo de éstas en el nucleo dorsal del rafe (Clifford y cols., 1998;
Sprouse y Aghajanian, 1986). Este es un mecanismo mediante el cual el sistema serotoninérgico
puede autorregular su propia actividad bajo las condiciones de un estimulo estresante. Sin
embargo, en situaciones de estrés cronico parece ser que este mecanismo resulta
comprometido. En varios trabajos se ha observado que el estrés repetido desensibiliza los
autorreceptores 5-HT;, que controlan el disparo neuronal en el ndcleo dorsal del rafe (Froger y
cols., 2004; Laaris y cols., 1995; Laaris y cols., 1997; Lanfumey y cols., 1999). Otros trabajos
muestran que la pérdida de la funcién de los autorreceptores como resultado de la exposicion al
estrés, incrementa la concentracion de serotonina en el espacio extracelular del nucleo dorsal del
rafe (Amargos-Bosch y cols., 2004; Bortolozzi y cols., 2004; He y cols., 2001). Ademas, estos
receptores no sélo pueden controlar la actividad serotoninérgica en respuesta al estrés a través
de sus acciones como autorreceptores, sino que también pueden influir indirectamente en la
actividad del nucleo dorsal del rafe via receptores 5-HT;, postsinapticos localizados en la CPFm y
el nucleo subtalamico, que a su vez presentan proyecciones al nucleo dorsal del rafe (Peyrony
cols., 1998; Temel y cols., 2007). Los receptores 5-HT;, postsinapticos se expresan en abundancia
en el hipocampo (Lanfumey y Hamon, 2004), y se considera que juegan un papel fundamental en

la adaptacion al estrés y en la regulacion de funciones hipocampales, tales como la memoria y el
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aprendizaje (McEwen, 1987; Meijer y De Kloet, 1998). Hay datos que apoyan la idea de que el
hipocampo, al igual que la amigdala y la CPFm, esta involucrado en transmitir informacién sobre
las caracteristicas de los estresores. Asi, la interpretacion sobre la severidad, la duracion y el tipo
de estresor pueden promover cambios dinamicos en los receptores 5-HTi, hipocampales que
pueden conducir al organismo a responder bien con conductas adaptativas o bien con conductas

maladaptativas (Maren y Quirk, 2004; McHugh y cols., 2007).

3.2. Receptores 5-HT, (5-HT;-R)

Este receptor se expresa tanto en la periferia como en el cerebro. A nivel periférico,
estos receptores controlan funciones urinarias, cardiacas, adrenales y fundamentalmente
gastrointestinales donde se expresan tanto en células enterocromafinas como en neuronas
entéricas (Hegde y Eglen, 1996). En los nervios y musculos entéricos, la estimulacion de los
receptores 5-HT, facilitan la liberacion de acetilcolina y la relajacién del colon (Gershon, 2005;
Irving y cols., 2007). Por ello, se han utilizado farmacos agonistas de estos receptores para el
tratamiento del estrefiimiento y del sindrome del intestino irritable (Kale-Pradhan y Wilhelm,
2007; Tonini y Pace, 2006). También se han desarrollado farmacos antagonistas para el
tratamiento de las arritmias cardiacas (Murray y cols., 2007).

A nivel central, los receptores 5-HT, se expresan con mayor densidad en los bulbos
olfatorios, en la insula, los ganglios basales, en el nucleo acumbens, hipocampo y la sustancia
negra. También se encuentran en menor densidad en la amigdala, el hipotdlamo y la corteza
(Jakeman y cols., 1994; Manuel-Apolinar y cols., 2005; Waeber y cols., 1994). Estos receptores
estimulan la produccion de AMPc facilitando que las neuronas respondan a los inputs excitatorios
(Andrade y cols., 1991; Mlinar y cols., 2006). Recientemente se ha observado que los receptores
5-HT, ejercen un control de feedback negativo sobre el nucleo dorsal del rafe, por via indirecta a
traves de la CPFm (Lucas y Debonnel, 2002; Lucas y cols., 2005). Los receptores 5-HT, son
expresados en neuronas GABAérgicas estriatales y en sus proyecciones al globo palido y a la
sustancia negra (Compan y cols., 1996; Patel y cols., 1995). En la corteza, el hipocampo y
amigdala, ademas de encontrarse en neuronas glutamatérgicas es probable que también se
hallen en neuronas colinérgicas, ya que su estimulacidon provoca la liberacién de acetilcolina

(Bockaert y Dumuis, 1997; Bockaert y cols., 2004; Bonaventure y cols., 2000; Eglen y cols., 1995;
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Huang y Kandel, 2007; Matsumoto y cols., 2001; Yamaguchi y cols., 1997). Por ultimo, también
tienen efectos estimuladores sobre el sistema nigro-estriatal dopaminérgico (Lucas y cols., 2001).

Actualmente se sabe que los receptores 5-HT, modulan algunos aspectos cognitivos y
conductuales. Un gran nimero de estudios ha observado que los farmacos agonistas especificos
de estos receptores pueden mejorar de manera efectiva el aprendizaje y la memoria en animales
(Bockaert y cols., 2004; Huang y Kandel, 2007; Lamirault y Simon, 2001; Lelong y cols., 2001;
Manuel-Apolinar y cols., 2005; Micale y cols., 2006; Pérez-Garcia y cols., 2006; Terry y cols.,
1998). Debido a que es un receptor todavia poco estudiado no esta claro su papel en relacion al
estrés y patologias asociadas. Existen trabajos que han observado que los ratones transgénicos
que carecen de estos receptores muestran una reduccién de las conductas de ansiedad en
respuesta al estrés, y también, que ciertos cambios intestinales y alimenticios producidos por el
estrés resultan atenuados (Compan y cols., 2004; Conductier y cols., 2006). Otros estudios que
han utilizado antagonistas de los receptores 5-HT, encuentran resultados similares (Kennett y
cols., 1997; Smriga y Torii, 2003). Por otro lado, los estudios que han utilizado agonistas de los
receptores 5-HT,, en ratas, han encontrado una reduccion de los perfiles depresivos en una serie
de pruebas conductuales, como por ejemplo la prueba de natacion forzada (Lucas y cols., 2007).
A partir de estos trabajos se ha sugerido que los receptores 5-HT, podrian tener un papel
importante en trastornos relacionados con el estrés, tales como la depresion y la ansiedad, y en

su tratamiento (Duman, 2007)

3.3. Relaciones entre el eje HPA y serotonina

Los estudios realizados en animales y en humanos han demostrado que la activacion del
eje HPA en respuesta a diferentes estresores produce cambios en el turnover de serotonina a
nivel cerebral (Amat y cols., 2005; Bland y cols., 2003; Clement y cols., 1993; Grahn y cols., 1999;
Greenwood y cols., 2003; Inoue y cols., 1994; Maswood y cols., 1998; Pei y cols., 1990). Los
procedimientos experimentales como la adrenolectomia y la administraciéon de corticosterona
endogena han demostrado que esta hormona estimula la actividad de la enzima triptéfano
hidroxilasa y el turnover serotoninérgico en el cerebro (Singh y cols., 1990). Por otro lado,
también hay evidencias de que el sistema serotoninérgico influye a su vez en la secrecién de
corticosterona (Klaassen y cols., 2002; Wetzler y cols., 1996) y que varios son los tipos de

receptores que participan en esta regulacion.
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El impacto de la desregulacion del eje HPA sobre la actividad de los receptores 5-HT;, ha
sido muy estudiado tanto en animales (Fairchild y cols., 2003; Hensler y cols., 2007; Laaris y cols.,
1999; Lanfumey y cols., 1999; Leitch y cols., 2003; McAllister-Williams y cols., 2001; Young y cols.,
1992; Young y cols., 1994a) como en humanos (McAllister-Williams y cosl., 2007; Young y cols.,
1994b). Estos estudios han demostrado que un tratamiento crénico con glucocorticoides atenua
los efectos fisioldgicos de los agonistas de los receptores 5-HT;,, sugiriendo que ocurre una
regulacidon a la baja o una desensibilizacién de los receptores somatodendriticos 5-HT;a. En
relacion a los receptores postsindpticos 5-HT;, también se ha observado que tanto el estrés
cronico como la administraciéon de corticosterona producen una desensibilizacion o una
regulacidn a la baja de estos receptores en el hipocampo (Chalmers y cols., 1994; Karten y cols.,
1999; Lopez y cols., 1998; Van Riel y cols., 2003; Van Riel y cols., 2004), la corteza frontal
(Watanabe y cols., 1993), el hipotdlamo y la amigdala (Vicentric y cols., 2006). En otros trabajos
se ha observado que la exposicion a un estrés psicosocial produce una disminucion del numero
de receptores 5-HT;x en la corteza cingulada posterior, la corteza parietal, el hipocampo vy la
corteza prefrontal en tupayas (tupaia belangeri) (Flugge, 1995; Flugge y cols., 1998). El hecho de
que estos efectos del estrés puedan ser prevenidos por la adrenolectomia (Chalmers y cols.,
1994) sugiere que la desregulacion de los receptores somatodendriticos y postsindpticos esta
relacionada con los glucocorticoides. También hay datos que indican que el incremento de
glucocorticoides por exposicion al estrés esta, en parte, inducido por la accidn de los receptores
postsinapticos 5-HT;s localizados en neuronas hipotaldmicas que producen CRH (Lesch vy
Gutknechct, 2004; Raap y Van de Kar, 1999; Schule, 2007).

Los glucocorticoides a través de la unidn con sus receptores especificos, MR y GR, en
multiples dreas limbicas (hipocampo, la amigdala, la CPFm y el hipotdlamo) pueden regular la
actividad serotoninérgica. La ocupacién de receptores MR por parte de los glucocorticoides
inhibe tonicamente la neurotransmision serotoninérgica mientras que la ocupacién de GRs inhibe
la expresion de los receptores 5-HTy, (Flugge, 1995; Lopez y cols., 1998; Ou y cols., 2001). En un
principio no se creia que los GR tuvieran capacidad de regulacion sobre los receptores 5-HT;,
somatodendriticos, sin embargo los estudios han ido mostrando niveles significativos de
inmunoreactividad y una alta densidad de GRs en el nucleo dorsal del rafe (Cintra y cols., 1991;
Harsfstrand y cols., 1986; Morimoto y cols., 1996).

Los trabajos que han examinado la relacién entre los receptores 5-HT, y la actividad del

eje HPA son muy escasos. Un trabajo realizado por Bijak y colaboradores (2001) indica que la
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administracion crénica de corticosterona incrementa la actividad de los receptores 5-HT, en las
neuronas hipocampales y que en consecuencia, disminuye el efecto inhibitorio neto de la

serotonina en el hipocampo.

3.4. Relaciones entre citocinas proinflamatorias y serotonina

Una vez que la sefial de citocinas llega al cerebro, éstas tienen la capacidad de influir en
la sintesis, en la liberacion y en la recaptacion de las monoaminas (Lacosta y cols., 2000; Linthorst
y cols., 1995; Merali y cols., 1997; Miller, 2008; Pauli y cols., 1998; Song y cols., 1999). Numerosos
trabajos en animales han demostrado que la administracién de citocinas puede afectar al
metabolismo de la serotonina, la noradrenalina y la dopamina (Anisman y cols., 2008c; Felger y
cols., 2007). En estos trabajos se ha observado que los cambios neuroquimicos varian en funcion
de la region cerebral estudiada y que son especificos a la citocina administrada (Song y cols.,
1999). Asi, por ejemplo, la administracion sistémica de IL-1 en ratas incrementa la actividad
dopaminérgica, noradrenérgica y serotoninérgica en el hipotdlamo, nucleo acumbens e
hipocampo (Anisman y Merali, 1999; Dunn y cols., 1999; Merali y cols., 1997; Song y cols., 1999),
mientras que la administraciéon intracerebroventricular de TNF-a no afecta la neurotransmisién
serototoninérgica hipocampal (Pauli y cols., 1998). Por ultimo, la administracion sistémica de IL-6
incrementa la neurotransmisién serotoninérgica en el hipocampo, nucleo acumbens y corteza
frontal (Dunn vy cols., 1999; Miiller y Ackenheil, 1998; Song y cols., 1999).

La mayoria de los trabajos que han estudiado el mecanismo a través del cual las
citocinas pueden influir en la sintesis de serotonina se han centrado en la funcién de la enzima
indolamina 2,3-oxigenasa (IDO). Mediante la estimulacion de multiples vias inflamatorias las
citocinas pueden activar esta enzima (Fujigaki y cols., 2006), que descompone el triptéfano (TRP),
el aminoacido precursor de la serotonina, en kinurenina (KYN) contribuyendo a la reduccion de la
disponibilidad de serotonina (Dantzer y cols., 2008b; Scwarcz y Pellicciari, 2002). Capuron y
colaboradores (2003) realizaron un trabajo que apoya la mediacién de la enzima IDO en los
sintomas depresivos o la conducta de enfermedad que inducen las citocinas. Estos autores
observaron que los sintomas depresivos que desarrollaban los pacientes administrados con IFN-a
se asociaban con niveles reducidos de TRP y elevados de KYN en sangre. En este mismo sentido,
otros autores también encontraron que el bloqueo de la enzima IDO en ratones, inhibia el
desarrollo de conductas de tipo depresivo inducidas por un antigeno como el LPS (O’Connor y

cols., 2008). En humanos, también se ha encontrado que la administracion de INF-a reduce la
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concentracion del metabolito de la serotonina (5HIAA) en el fluido cerebroespinal, y que ademas
esta reduccion correlacionaba con el incremento de la IL-6, la cual a su vez podria activar la
enzima IDO (Raison y cols., 2010). En cuanto a la capacidad de las citocinas para influir en la
recaptacion de las monoaminas, se ha observado que las citocinas, tales como la IL-1 y el TNF-q,
pueden aumentar la actividad del transportador serotoninérgico (SERT) y en consecuencia,
incrementar la recaptacion de serotonina (Zhu y cols., 2006). En conjunto, los datos sugieren que
las citocinas influyen tanto en la sintesis como en la recaptacion de la serotonina contribuyendo a

la reduccion de su disponibilidad.
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El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) es una proteina que pertenece a la
familia de las neurotrofinas, en la que también se incluyen el factor de crecimiento nervioso
(NGF), la neurotrofina-3 (NT-3) y la neurotrofina-4 (NT-4). Entre todas ellas, el BDNF es la
neurotrofina mas ampliamente distribuida por todo el sistema nervioso central y sus mayores
niveles se encuentran en el hipocampo y corteza prefrontal (Hofer y cols., 1990; Yan y cols.,
1997). Esta neurotrofina es producida principalmente por las neuronas, pero también puede ser
sintetizada y liberada por astrocitos que estan bajo el control de la actividad neuronal (Balkowiec
y Katz, 2000; Juric y cols., 2006). En un principio se creia que el BDNF era transportado
Unicamente de forma retrégrada desde las terminales hacia los cuerpos neuronales (Di Stefano y
cols., 1992), pero hoy dia se sabe que también es transportada de forma anterdgrada, siendo
liberada en el espacio sinaptico (Conner y cols., 1997; Fawcett y cols., 1998). Aunque todavia no
se sabe por qué se activa un tipo de transporte u otro, hay datos que indican que esto depende
de una serie de parametros, tales como la zona estimulada, el tiempo de estimulacidn, etc., y que
ademas, la clase de transporte determinard las acciones bioldgicas resultantes (Heerssen y Segal,
2002).

El BDNF no sdlo se localiza en el cerebro, sino que también se encuentra en la periferia.
Ademas, el BDNF no se sintetiza exclusivamente en el cerebro ya que también existe una
produccion a nivel periférico (Donovan y cols., 1995; Nakahashi y cols., 2000; Noga y cols., 2003)
que puede llegar al cerebro atravesando la barrera hematoencefilica, a través de un sistema de
transporte saturable (Pan vy cols., 1998). Los estudios realizados en animales indican que existe
una fuerte correlacién entre los niveles de BDNF periféricos y BDNF centrales durante la
maduracion y el envejecimiento (Karege y cols., 2002a). Se ha observado que los niveles de BDNF
en sangre y cerebro resultan alterados por igual por efecto del tratamientos con antidepresivos
(Chen y cols., 2001; Shimizu y cols., 2003), en la esquizofrenia (Durany y cols., 2001; Toyooka y
cols., 2002) y en la enfermedad de Alzheimer (Connor y cols., 1997; Laske y cols., 2007), entre
otros.

En un principio se pensé que el BDNF era una proteina secretora cuya funcion era
estimular la supervivencia de neuronas periféricas. En la actualidad se sabe que es un factor
importante implicado en multiples funciones centrales entre las que se incluyen la supervivencia
y migracion neuronal, la diferenciacidon fenotipica, el crecimiento axdnico y dendritico, y la
formacién de sinapsis (Huang y Reichardt, 2001; Lewin y Barde, 1996), y también en la regulacién

de la plasticidad sindptica y la conducta (McAllister y cols., 1999; Poo, 2001; Lu, 2003). Ademas,
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estudios recientes sugieren que el BDNF participa de forma notable en el desarrollo de funciones
cognitivas, particularmente en la adquisiciéon y consolidacién de la memoria (Lu y Woo, 2006;
Pang y cols., 2004; Tyler y cols., 2002). Estudios con ratones deficientes en BDNF han mostrado
que esta neurotrofina también esta involucrada en el aprendizaje (Linnarsson y cols., 1997), en la
obesidad (Lyons y cols., 1999), y en el desarrollo de la ansiedad (Rios y cols., 2001) y la depresion
(Chany cols., 2006). Los efectos del BDNF en la periferia no han sido muy estudiados pero parece
ser que contribuye a la regeneracidn de nervios dafiados (Novilova y cols., 1997) y a la regulacién
del sistema inmunitario (Schuhmann y cols. 2005; Schenone y cols., 1996).

El BDNF ejerce estos efectos neurotréficos a través de su unidn con dos receptores
especificos, la tropomiosina quinasa B (TrkB) de alta afinidad y el receptor de neurotrofinas
p75NTR de baja afinidad. La mayoria de las funciones ejercidas por el BDNF son atribuidas a su
unién con el receptor TrkB (Chao, 2003; Huang y Reichardt, 2003; Kaplan y Miller, 2000). Por otro
lado, el precursor de esta neurotrofina, el pro-BDNF, se une preferentemente con el receptor
p75NTR (Gentry y cols., 2004; Teng y cols., 2005).

La expresion de BDNF en el cerebro es regulada por una serie de factores entre los que
se incluyen el ejercicio (Berchtold y cols., 2005), el ambiente enriquecido (Rossi y cols., 2006),
accidentes cerebrovasculares como las isquemias (Lee y cols., 2004) y el estrés (Jacobsen y Mgrk,
2006; Nair y cols., 2007). Fueron Smith y colaboradores (1995a) los que observaron por primera
vez que el estrés agudo reducia la expresién de ARNm-BDNF en el hipocampo. Desde entonces
varios son los trabajos en animales que indican que no sélo el estrés agudo sino que también el
estrés cronico produce una reduccion de la expresion de ARNm-BDNF hipocampal (Duman,
2004b; Duman y Monteggia, 2006; Nair y cols., 2007; Nibuya y cols., 1999; Roceri y cols., 2002;
Smith y cols., 1995b; Vollmayr y cols., 2001). A nivel periférico también se han encontrado niveles
reducidos de BDNF en sangre en pacientes con trastornos del animo y expuestos a situaciones de
estrés severas (Karege y cols., 2005a; Licinio y Wong, 2002; Shimizu y cols., 2003). Aunque la
mayoria de los trabajos coinciden en que existe una reduccién del BDNF en el hipocampo por
efecto del estrés crénico, hay autores que no han encontrado cambios (Kuroda y McEwen, 1998).
Hay que tener en cuenta, también, que los estresores no afectan por igual la expresion de BDNF
en todas las areas cerebrales. Al contrario que en el hipocampo, en otras estructuras cerebrales
como el hipotdlamo (Rage y cols., 2002; Smith y cols., 1995c) o la pituitaria (Smith y cols., 1995c)

se observa un aumento de esta misma neurotrofina por efecto del estrés.
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Por otra parte, existen trabajos que han encontrado que el estrés agudo puede
aumentar transitoriamente los niveles de ARNm-BDNF en la corteza prefrontal y cingulada en
ratas (Molteni y cols., 2001), en el I6bulo frontal en ratones (Molteni y cols., 2009) y también en
el hipocampo en ratas (Marmigere y cols., 2003). En este sentido, se ha propuesto que este
rapido incremento de la expresion de BDNF tras un estrés agudo representa un mecanismo
protector a corto plazo que facilita la preservacién de la homeostasis neuronal (McEwen, 2008).
Por el contrario, una exposicion mas prolongada reduciria la expresidon de ésta neurotrofina en
esas mismas regiones cerebrales, perjudicando la plasticidad neuronal, tal y como han mostrado
diferentes paradigmas de estrés cronico, incluyendo el psicosocial (Fumagalli y cols., 2003;
Fumagalli y cols. 2004; Rasmusson y cols., 2002; Roceri y cols., 2004). No obstante, los efectos del
estrés cronico no estan claros, ya que recientemente se ha encontrado que un estrés crdonico de
21 dias también puede incrementar de manera intensa los niveles de BDNF en el hipocampo, el
hipotdlamo y la pituitaria (Naert y cols.,, 2011). Realmente, todavia se desconocen los
mecanismos exactos mediante los cuales el estrés crénico puede modular la expresién de BDNF,
por lo que se ha comenzado a considerar y estudiar la mediacién de sistemas involucrados en la

respuesta de estrés.

4.1. Relaciones entre el eje HPA y el BDNF

Es sabido que los glucocorticoides tienen efectos sobre las funciones neuronales. Por un
lado, a dosis bajas o agudamente elevadas, los glucocorticoides ejercen efectos troficos vy
protectores sobre las neuronas (Gould y cols., 1990). Por ejemplo, en ratas se ha observado que
para un funcionamiento cognitivo correcto son necesarios niveles moderados de glucocorticoides
(Mizoguchi y cols., 2004). Asi mismo, se ha observado que el tratamiento con glucocorticoides
incrementa la generacion de espinas dendriticas, pudiendo asi, incrementar la plasticidad
sindptica (Komatsuzaki y cols., 2005). También se ha propuesto que la mejora observada en la
excitabilidad del sistema hipocampal-amigdalino por efecto de los glucocorticoides es muy
importante para la consolidacion de la memoria de eventos adversos y su posterior
rememoracion en situaciones similares (De Kloet y cols., 2005). Por otro lado, cuando por efecto
de un estrés prolongado ocurre una desregulacidén del eje HPA, paralelamente se observa un
dafio sobre el sistema nervioso central (McEwen, 2005; Watanabe y cols., 1992), especialmente

en el hipocampo (Gould y cols., 1992; Duman, 2004b; Duman y Monteggia, 2006; Magarifios y
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cols., 1996; McEwen, 1999; Sapolsky, 2001). Estos efectos de los glucocorticoides sobre el SNC
podrian estar mediados en parte, por los cambios que producen estas mismas hormonas en los
niveles de BDNF. Existen evidencias de que la administracién de cantidades de corticosterona,
similares a las producidas por el estrés, ocasiona una disminucion de la expresion de BDNF en el
hipocampo (Barbany y Persson, 1992; Jacobsen y Mgrk, 2006; Schaaf y cols., 1998; Smith y cols.,
1995a), mientras que la adrenolectomia incrementa la expresion de esta neurotrofina (Barbanyy
Persson, 1992; Chao y cols., 1998; Smith y cols., 1995a). Sin embargo, la corticosterona no es la
Unica variable que influye en la reduccidon del BDNF, ya que la adrenolectomia no suprime del
todo los efectos del estrés sobre el BDNF (Smith y cols., 1995a). Por otra parte, la reduccién en la
disponibilidad de BDNF podria representar un mecanismo mediante el cual los glucocorticoides o
la exposicion al estrés producen efectos deletéreos en diversas estructuras cerebrales (Duman y
Monteggia, 2006; Thoenen, 1995). Sin embargo, la reduccién de BDNF por si misma no parece ser
suficiente como para dafiar o destruir las neuronas hipocampales, sino que haria que las
neuronas fueran mas vulnerables a los efectos del estrés o los glucocorticoides (Smith y cols.,
1995a; Sofroniew y cols., 1993).

Los mecanismos que median en esta relacidon entre el BDNF y los glucocorticoides
todavia no estan claros. Hay autores que proponen que la activacidn de los receptores MR seria
responsable de la reduccion de la expresion del BDNF hipocampal observada en situaciones de
estrés (Chao y cols., 1998; Jacobsen y Mgrk, 2006). Sin embargo, es sabido que los MR pueden
estar completamente ocupados en ausencia de estrés y que la sefalizacion de los MR no esta
asociada o los efectos perjudiciales producidos por los glucocorticoides (De kloet y cols., 2005).
Los resultados hallados en otro estudio mostraron que la activacion de los receptores GR produjo
a su vez una activacion de los receptors TrkB, pero no provoco variaciones en los niveles de
diferentes neurotrofinas, incluyendo el BDNF (Jeanneateau y cols., 2008). A la vista de estos
resultados, no esta clara la participacion de los GR y MR en la reduccion de BDNF producida por
el estrés.

Por otra parte, se ha observado que el rdpido incremento de la expresion de BDNF en
respuesta a un estrés agudo precede a la activacion de las neuronas que expresan arginina-
vasopresina y CRH (Givalois y cols., 2004). También se ha observado que la administracion central
de BDNF modifica la actividad del eje HPA (Givalois y cols., 2004; Naert y cols., 2006). Estos datos

indicarian que el BDNF regula la actividad de eje HPA, participando en procesos fisioldgicos
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adaptativos, necesarios para las neuronas, a la hora de hacer frente a los cambios homeostaticos

producidos por el estrés.

4.2. Relaciones entre citocinas proinflamatorias y el BDNF

En condiciones normales, las citocinas IL-1, IL-6 y TNFa abastecen tréficamente las
neuronas y aumentan la neurogénesis contribuyendo al correcto funcionamiento de importantes
funciones cognitivas (Bernardino y cols., 2008; Goshen vy cols., 2007). Por el contrario, cuando
sucede una activacion crénica o excesiva de citocinas en el SNC, debida al estrés, agudo o
cronico, o a un desafio inmunoldégico, se observan una serie de cambios perjudiciales como la
disminucion del aporte neurotrofico, reduccion de la neurogénesis, incremento de la activacion
glutamatérgica y del estrés oxidativo, induccion de apoptosis en células relevantes
(oligodendrocitos y astrocitos) y desregulacidn de interacciones neuronales y de funciones tanto
cognitivas como conductuales (Barrientos y cols., 2003; Ben Menachem-Zidon y cols., 2008;
Buntinx y cols., 2004; Dantzer y cols., 2008b; Gavillet y cols., 2008; Goshen y cols., 2007; Ida y
cols., 2008; Koo y Duman, 2008; Li y cols., 2008; McTigue y Tripathi, 2008; Pav y cols., 2008;
Rajkowska y Miguel-Hidalgo, 2007; Tilleux y Hermans, 2007; Volterra y Meldolesi, 2005; Wu y
cols., 2007). También se ha observado que el bloqueo de los receptores IL-1 en roedores y su
eliminacién en ratones transgénicos previene estos efectos nocivos producidos por el estrés
(Barrientos y cols., 2003; Ben Menachem-Zidon y cols., 2008; Goshen y cols., 2008; Koo y Duman,
2008).

A pesar del interés creciente en el estudio de los efectos neurotroficos de las citocinas,
existen pocos trabajos que hayan examinado la relacion entre las citocinas y el BDNF en concreto.
En un estudio la administracidn tanto de IL-13 como de TNF-a redujo la expresidn de BDNF en la
amigdala, sugiriendo que los efectos ansiogenos producidos por las citocinas podrian ser debidas
a las acciones de estas moléculas sobre el BDNF (Churchill y cols., 2006). En un estudio posterior
se observo que la administracion de IL-1B redujo la funcion protectora de esta neurotrofina sobre
la apoptosis neuronal interfiriendo en la unidn entre el BDNF y su receptor TrkB (Tong vy cols.,
2007). Estos resultados sugieren que el estrés y las citocinas producen cambios similares en la
expresién de BDNF. Sin embargo, Barrientos y colaboradores (2004) observaron que el miedo
condicionado en ratas se asocia al incremento de la produccién de BDNF en algunas areas

hipocampales que podia ser bloqueado por la administracion de IL-1B. El aumento de BDNF
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observado podria estar relacionado con el aprendizaje de la respuesta de miedo caracteristico de
este modelo de estrés, y que otro tipo de estresor bien sea impredecible, incontrolable o incluso
crénico produjera diferentes resultados (Anisman, 2009). Por otro lado, también se ha sugerido
que las acciones de las citocinas sobre el BDNF difieren en funcion de la estructura cerebral

implicada (Rage y cols., 2006).

4.3. Relaciones entre serotonina y el BDNF

La contribucién del BDNF en la supervivencia y diferenciacion morfoldgica de las
neuronas serotoninérgicas se ha estudiado tanto in vitro como in vivo. Asi, por ejemplo, en los
cultivos celulares de neuronas embrionarias derivadas del rafe que han sido tratadas con BDNF se
observa que esta neurotrofina induce un aumento del nimero de células que expresan
marcadores serotoninérgicos y estimula la complejidad morfoldgica de las mismas (Djalali y cols.,
2005; Eaton y Whittemore, 1996; Rumajogee y cols., 2002; Zhou y cols., 2000). La infusion
intraventricular de BDNF, in vivo, estimula el brote de axones serotoninérgicos lo que conduce a
un aumento de la inervacion en el lugar de la infusidn (Mamounas y cols., 1995; Mamounas y
cols., 2000). Ademas, se ha observado que la infusién de BDNF en el cerebro también aumenta la
expresion de la enzima triptofano hidroxilasa (enzima limitante de la velocidad de la sintesis de
serotonina), regula al alza la captacion y liberacién de serotonina dependiendo de la actividad
neuronal, y por ultimo, modifica los patrones de disparo de las neuronas serotoninérgicas del
rafe (Celada y cols., 1996; Goggi y cols., 2002; Siuciak y cols., 1996; Siuciak y cols., 1998; Zhou y
cols., 2000). En ratones transgénicos que tienen reducidos los niveles de BDNF se ha observado
que los niveles serotoninérgicos, la tasa de aclaramiento de serotonina y las funciones de
algunos receptores serotoninérgicos estan significativamente alterados en diversas regiones
cerebrales, (Daws y cols., 2007; Hensler y cols., 2007; Lyons y cols., 1999; Rios y cols., 2006;
Szapacs y cols., 2004) asi como algunos aspectos conductuales relacionados con el estrés (Ren-
Patterson y cols., 2005). El papel del BDNF en la funcidn serotoninérgica esta respaldado por la
observacion de que tanto el BDNF como su receptor especifico TrkB son co-expresados en
neuronas serotoninérgicas situadas en los nucleos dorsal y medial del rafe (Madhav y cols., 2001;
Merlio y cols., 1992), y el BDNF es transportado de forma retrograda desde neuronas
serotoninérgicas del estriado e hipocampo hacia los cuerpos celulares de los nucleos del rafe

(Anderson y cols., 1995).
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Por otro lado, también existen datos que indican que la transmisidn serotoninérgica
puede controlar la expresion de BDNF. Los datos parecen indicar que el incremento de
serotonina extracelular puede provocar un aumento de los niveles de BDNF a través de los
receptores 5-HT,, 5-HTg y 5-HT; que al unirse a enzimas de membrana aumentan la actividad de
la proteina CREB (elemento modulador de la respuesta a AMPc) regulando positivamente la
transcripcion del BDNF.

Dado que el sistema serotoninérgico también resulta afectado por el estrés se piensa
que la reduccion de la expresion de esta neurotrofina por efecto del estrés estad parcialmente
influenciada por alteraciones ocurridas en el sistema serotoninérgico. Asi, se observd que la
regulacion a la baja de BDNF inducida por el estrés pudo ser prevenida, en parte, con un pre-
tratamiento con agonistas de los receptores 5-HT,, (Vaidya y cols., 1997; Vaidya y cols., 1999).
Ademas, los tratamientos con inhibidores de la recaptacidn de la serotonina que incrementan los
niveles de serotonina también pueden revertir los efectos que tiene el estrés sobre la expresién
de BDNF (Aydemir y cols., 2005; Gervasoni y cols., 2005; Gonul y cols., 2005). Sin embargo, no
todos los trabajos apoyan esta idea, ya que ratones transgénicos que carecen del SERT, muestran
niveles elevados de serotonina extracelular, pero no muestran un aumento de BDNF (Szapacs y
cols., 2004).

En conjunto, los datos parecen indicar la existencia de una relacién bidireccional entre el
BDNF y la funcidn serotoninérgica, establecida a través de un circuito de retroalimentacion. Asi,
se ha observado que la serotonina administrada de manera exdgena regula al alza el ARNm del
BDNF, a través de la activacidon de los receptores 5-HTq,, y seguidamente, el BDNF se une a su
receptor especifico TrkB localizados en neuronas serotoninérgicas promoviendo el desarrollo

fenotipico de estas neuronas (Galter y Unsicker, 2000a; Galter y Unsicker, 2000b).
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5.1. Estrés social y depresién

Sabemos que cuando la respuesta de estrés permanece activada de manera crénica,
esto supone una carga alostdtica, o un desgaste para el organismo, que en ocasiones resulta
traumatica y perjudicial para la salud de los individuos, tanto a nivel fisico como emocional (Korte
y cols., 2005; McEwen, 2000; McEwen, 2003; McEwen y Wingfield, 2003). Sin embargo, no solo
la duracién del estresor sino que el tipo de evento estresante también influye en el desarrollo de
la carga alostatica y se considera que los individuos son mas susceptibles a padecer dicha carga
cuando el estresor ademds de crdnico es también impredecible y de naturaleza social (Bjorkqvist,
2001; Blanchard y cols., 2002; De Kloet y cols., 1998; Koolhaas y cols., 1997a). Se ha observado
que ademas de las situaciones traumaticas, como los desastres naturales o las guerras, o las
vivencias estresantes como el divorcio o la muerte de un familiar cercano, las situaciones de la
vida cotidiana pueden generar altos niveles de estrés. En este sentido, varios estudios han
demostrado que la incapacidad del organismo humano para controlar los estresores sociales y
psicoldgicos puede llevar al desarrollo de alteraciones fisicas y psicoldgicas (Blanchard y cols.,
2001; Korte y cols., 2005; McEween, 2008) e incluso, precipitar la aparicion de trastornos
mentales e influir en la incidencia, en la severidad y en el curso de la enfermedad (Cherry y cols.,
2006; Frank y cols., 1990; Holmes y Rahe, 1967; Kar y Bastia, 2006; Kessler y cols., 1994; Lazarus y
Cohen, 1977; Matheson y cols., 2006; Pflanz y Ogle, 2006; Sandin y cols., 2004).

La utilizacion de modelos de estrés psicosocial en animales dentro del campo de
investigacion de la neurociencia conductual ha permitido estudiar la relacion entre el estrés
social y la emergencia de patologias asociadas (Henry y cols., 1993; Koolhaas y cols., 1999;
Wiepkema y Schouten, 1992). Muchas especies animales se enfrentan con frecuencia a
diferentes niveles de estrés en conflicto social con sus congéneres. El abordaje del estudio de las
consecuencias de estas interacciones ha llevado al desarrollo de modelos animales basados en la
derrota social (Koolhaas y cols., 1990; Meerlo y cols., 1996; Meerlo y cols., 1997; Ruis y cols.,
1999; Scholtens y Van de Poll, 1987) que permiten observar un conjunto de sintomas fisicos y
conductuales que emulan la sintomatologia de la depresidn, y otros trastornos relacionados, en
humanos (Agustinovich y cols., 2005; Martinez y cols., 1998). Los resultados derivados de los
estudios que han utilizado diferentes paradigmas de derrota social, incluyendo el paradigma de
residente/intruso o el modelo de contacto sensorial, en animales territoriales, tales como los

roedores, han demostrado claramente que estos modelos engloban una metodologia y una
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validez etoldgica adecuada que permiten examinar como el estrés social crénico afecta al
organismo tanto a nivel fisiolégico como conductual, asi como el estudio de psicopatologias
asociadas (Bartolomucci y cols., 2005; Koolhaas y cols., 1990; Koolhaas y cols., 1997b;
Kudryavtseva y cols., 1991).

La respuesta de estrés y la depresion mayor comparten muchas caracteristicas en
comun debido a que los circuitos cerebrales y mediadores que participan en ambas situaciones
son similares (Gold y cols., 1988a; Gold y cols., 1988b; Gold y Chrousos; 1999). En este sentido, el
estudio de biomarcadores que reflejan los procesos fisioldgicos subyacentes ha sido de gran
ayuda para la propuesta de diferentes teorias que implican la activacién de diferentes vias por las
cuales el estrés puede inducir depresién.

Una de las primeras teorias propuesta en la patogénesis de la depresidn en relacion al
estrés fue la que se basaba en la disfuncién del eje HPA (Dinan, 1994) y ciertamente es uno de
los resultados mds consistentes hallado, tanto en el estudio del estrés crénico por derrota como
en la depresion mayor. La mayoria de los pacientes que sufren de depresién mayor muestran
concentraciones elevadas de cortisol en plasma, en orina y liquido cefalorraquideo, y
agrandamiento de las glandulas adrenales y pituitarias (Gold y cols., 1988c; Holsboer y Barden,
1996; Nemeroff, 1996; Owens y Nemeroff, 1993). En estos pacientes también es habitual
encontrar un aumento de CRH en el liquido cefalorraquideo, asi como de la expresidon génica de
CRH en el NPV postmorten, y una respuesta reducida de la ACTH a la administracion exégena de
CRH (Arato y cols., 1989; Arborelius y cols., 1999; Banki y cols., 1992; Gold y cols., 1988c; Heuser
y cols., 1998; Nemeroff y cols., 1984; Nemeroff, 1996; Wong y cols., 2000). Se considera que el
aumento de CRH es el responsable de los sintomas conductuales tipicos hallados en los pacientes
depresivos entre los que se incluyen un aumento de la ansiedad, perdida de la capacidad de
respuesta a los estimulos ambientales, alteraciones del suefio y psicomotoras, pérdida del
apetito y la libido, y deterioro cognitivo (Gold y Chrousos, 1985; Gold y Chrousos, 2002; Holsboer,
1999). De manera similar, los animales expuestos a situaciones de estrés crénico por derrota
también reflejan una disfuncién del eje HPA mostrando niveles elevados de ACTH (Heinrichs y
cols., 1992; Huhman y cols., 1991; Pich y cols., 1993; Saltzman y cols., 2004; Skutella y cols., 1994)
y glucocorticoides (Blanchard y cols., 1995; Cacho y cols., 2003; Dijkstra y cols., 1992; Fano y cols.,
2001; Huhman y cols., 1990; Huhman y cols., 1991; Pich y cols., 1993; Raab y cols., 1986; Sachser

y Lick, 1991; Stark y cols., 2001), ademas de un agrandamiento de las glandulas adrenales
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(Blanchard y cols., 1995; Brain, 1972; Hukelbridge y cols., 1981; Krugers y cols., 1996; Rygula y
cols., 2005).

Tanto en animales estresados como en pacientes deprimidos, se observa una
desregulacion del feedback negativo del eje HPA, evidenciado por una falta de respuesta en el
test de supresion de la dexametasona (Buwalda y cols., 1999; Heuser y cols., 1994; Holsboer y
Barden, 1996; Nemeroff, 1996; Owens y Nemeroff, 1993) y se piensa que este fendmeno esta
mediado por la disminucién de la funcién de los GR y los MR en el cerebro (De Kloet y cols., 1998;
Holsboer, 2000; Reul y cols., 2000). En humanos, los estudios postmortem muestran que las
victimas de suicidio tienen niveles reducidos de MR en el hipocampo (Lépez y cols., 1998). En
animales derrotados también se observa una disminucion de la ratio MR/GR hipocampal
(Buwalda y cols., 2001a; Veenema y cols., 2003a; Veenema y cols., 2003b). En este sentido, se ha
sugerido que un desequilibrio en el ratio MR/GR puede incrementar la vulnerabilidad a
desarrollar trastornos psiquiatricos relacionados con el estrés en individuos susceptibles (De
Kloet y cols., 2007).

Los tratamientos antidepresivos se asocian con una normalizacion de la actividad del eje
HPA en pacientes deprimidos (Deuschle y cols., 1997; Heuser y cols., 1996; Linkowski y cols.,
1987; Wodarz y cols., 1992) probablemente debido a que estos tratamientos aumentan la
funcionalidad de los GR y los MR, tal y como se ha observado en estudios animales (Brady y cols.,
1992; Peeters y cols., 1994; Pepin y cols., 1992a; Przegalinski y Budziszewska, 1993; Reul y cols.,
1993; Rossby y cols., 1995; Seckl y Fink, 1992). Concretamente, se ha observado que el
tratamiento crénico con antidepresivos atenda las alteraciones endocrinas, como los niveles
elevados de corticosterona y ACTH, y conductuales como el deterioro cognitivo, en ratones
transgénicos con una reduccién de la expresion de GR (Montkowski y cols., 1995; Pepin y cols.,
1992b). Otros estudios también han mostrado que los antidepresivos regulan al alza los
receptores MR (Reul y cols., 1993; Reul y cols., 1994; Seckl y Fink, 1992; Yau y cols., 1995) y que la
disminucion de la expresiéon de los MR debida al estrés crdnico, en ratas, puede ser evitada
utilizando antidepresivos (Lopez y cols., 1998).

Otro posible mecanismo a través del cual el estrés puede inducir depresién implica a los
diferentes sistemas de neurotransmision monoaminérgica (Charney, 1998; Hirschfeld, 2000). En
este sentido, una de las primeras hipotesis fue que la deficiencia de actividad serotoninérgica a
nivel central incrementa la vulnerabilidad a padecer depresion mayor (Asberg y cols., 1986). El

sistema serotoninérgico facilita la adaptacion al estrés y por lo general los estresores producen
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una activacion de este sistema (Avgustinovich y cols., 1999; Berton y cols., 1998; Blanchard y
cols., 1991; Deutch y Roth, 1990; Devoino y cols., 2003; Watanabe y cols., 1995). Sin embargo, tal
y como sugiere la hipdtesis monoaminérgica de la depresion, la exposicion repetida a un estrés
puede finalmente dar lugar a una disminucién de la actividad serotoninérgica (Van Praag, 2004).
Aunque son varios los receptores serotoninérgicos que participan en las alteraciones descritas en
los trastornos relacionados con el estrés, se ha demostrado que el receptor 5-HT;, estd
especialmente involucrado en los trastornos depresivos (Lanfumey y Hamon, 2004). Los estudios
farmacoldgicos apoyan esta idea indicando, por un lado, que los farmacos ISRS e IMAO
desensibilizan los autorreceptores 5-HT;, del rafe de tal modo que aumentan la trasmisidn
serotoninérgica a nivel postsinaptico (Blier y cols., 1987; Chaput y cols., 1991; Giovacchini y cols.,
2005; Invernizzi y cols., 1994; Kreiss y Lucki, 1995; Lerer y cols., 1999; Pineyro y Blier, 1999;
Rausch y cols., 2006; Riad y cols., 2004; Stahl, 1994). Por otro lado, también se ha observado que
los agonistas selectivos de los receptores 5-HT,,, tales como la buspirona y la gepirona, resultan
efectivos en el tratamiento de la ansiedad y la depresién en humanos (Den Boer y cols., 2000;
Fabre, 1990; Rickels y Schweizer, 1990; Robinson y cols., 1990).

La mayoria de los trabajos coinciden en que los receptores 5-HT;, presinapticos estan
elevados al alza en la depresidn, sin embargo, los datos existentes sobre la regulacién de los
receptores 5-HT;, postindpticos son contradictorios. Muchos estudios postmortem han
encontrado una reduccién del nimero, de la expresion y del ligamiento de los receptores 5-HT;,
postsinapticos en varias regiones cerebrales en personas deprimidas victimas de suicidio
(Anisman y cols., 2008a; Arango y cols., 2001; Boldrini y cols., 2008; Bowen y cols., 1989; Lopez y
cols., 1998; Lopez-Figueroa y cols., 2004; Szewczyk y cols., 2008). Sin embargo, hay trabajos en
los que no se han observado cambios en la regulacion de estos receptores (Arranz y cols., 1994;
Matsubara y cols., 1991; Lowther y cols., 1997) y también en los que se ha observado una
regulacion al alza de estos receptores en este mismo tipo de pacientes (Arango y cols., 1995;
Sharp y cols., 2007). Los datos derivados de los modelos animales de depresidon también son
dispares. Algunos estudios muestran una reduccion del ligamiento de los receptores 5-HT;,
hipocampales tanto en tupayas como en ratas expuestas a estrés social crénico (Flugge, 1995;
McKittrick y cols., 1995), asi como en ratas derrotadas (Buwalda y cols., 2001b; Korte y cols.,
1995), aunque no siempre se han observado cambios en estos receptores tras la derrota en el
modelo de contacto sensorial (Veenema y cols., 2003b). Otra serie de estudios indican un

incremento de los receptores 5-HT;, hipocampales en modelos de depresién en monos (Shively y
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cols., 2007) y ratones (Naudon y cols., 2002) y un aumento de la sensibilidad de los receptores 5-
HT,, hipocampales en modelos de depresion en ratas (Overstreet y cols., 1994). Ademas, los
ratones “knockout” 5-HT;,, modificados genéticamente que no sintetizan el receptor 5-HTy,,
muestran un incremento de conductas relacionadas con la ansiedad y la depresion (Heisler y
cols., 1998; Parks y cols., 1998).

Recientemente, los estudios realizados en humanos con diagnéstico de depresidn han
mostrado un aumento del ligamiento de los recepores 5-HT;x postsinapticos (Miller y cols.,
2009a; Parsey y cols., 2006; Parsey y cols., 2010). Estos datos, estarian de acuerdo con la
hipdtesis monoaminérgica de la depresidn ya que es sabido que la eliminacidén o el déficit de
serotonina durante un periodo prolongado puede inducir un aumento de la regulacion al alza de
estos receptores (Miquel y cols., 1992; Parsey y cols., 2010; Pranzatelli y cols., 1994; Sijbesma y
cols., 1991). Finalmente, muchos estudios farmacoldgicos indican que los tratamientos
antidepresivos regulan a la baja los receptores 5-HT,, postsindpticos que previamente estaban
aumentados tanto en pacientes deprimidos como en modelos animales de depresidn (Gunther y
cols., 2008; Naudon y cols., 2002; Parsey y cols., 2006).

En comparacién con los receptores 5-HT;, y otros receptores serotoninérgicos, el
conocimiento de la implicacion de los receptores 5-HT, en la depresion es limitado. Un estudio
reciente ha indicado que existe un aumento del ligamiento de estos receptores en la corteza
prefrontal y nicleo caudado en pacientes deprimidos victimas de suicidio, mientras que en otras
zonas como el hipocampo o la amigdala no observaron cambios (Rosel y cols., 2004). En estudios
farmacoldgicos realizados en modelos animales se ha observado que la activacion de los
receptores 5-HT, estimula la actividad serotoninérgica, sugiriendo la implicacion de estos
receptores en la depresidn y en los tratamientos antidepresivos (Lucas y cols., 2007)

Ademas del eje HPA y el sistema serotoninérgico, otro de los sistemas que en la
actualidad ha cobrado un gran interés en el estudio de la etiologia de la depresidn es el sistema
inmunitario, ya que los datos apuntan a que existe un empeoramiento general de la funcién
inmunitaria en este trastorno (Biondi y Picardi, 1996; Constantino y cols., 2000; Herbert y Cohen,
1993b; Irwin y cols., 1990b; Kronfol y House, 1984; Krueger y cols., 1984; Maes y cols., 1992;
Miller y cols., 1999; Stein y cols., 1985; Zisook y cols., 1994). Se ha propuesto que los estresores
de tipo psicosocial, entre otros, pueden activar vias y procesos inflamatorios que provocan
alteraciones neuroendocrinas y neuroquimicas tipicas de la depresién (Maes, 2009). Asi, la

activacion inflamatoria observada en la depresidn se relaciona con la hiperactividad del eje HPA
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(Maes y cols., 1993a; Maes y cols., 1993b), mientras que la activacidon inmunitaria mediada por
las células T se relaciona con alteraciones serotoninérgicas (Maes y cols., 1993c; Maes y cols.,
1994). En este sentido, también se ha sugerido que la activacién prolongada del sistema
inmunitario, ademas de exacerbar la conducta de enfermedad, también da lugar al desarrollo de
sintomas depresivos en individuos vulnerables (Dantzer y cols., 2008b). Recientemente se han
publicado una serie de trabajos de meta-analisis que muestran que las citocinas proinflamatorias
IL-1, IL-6 y TNF-a se asocian con la depresion (Dowlati y cols., 2010; Howren y cols., 2009) siendo
los niveles elevados de IL-6 el dato mas consistente en todos los trabajos (Mdssner y cols., 2007;
Zorrilla y cols., 2001). Ademds, se ha demostrado que la administracién terapéutica de citocinas
como el IFN-a para el tratamiento de la Hepatitis-C provoca sintomas depresivos que pueden ser
revertidos con antidepresivos (Bull y cols., 2009; Capuron y Miller, 2004; Lotrich y cols., 2007;
Maddock y cols., 2005; Raison y cols., 2005).

Los estudios en animales también han mostrado evidencias de que los estresores
aumentan los niveles de citocinas tanto en plasma como en el cerebro (Blandino y cols., 2006;
Blandino y cols., 2009; Deak y cols., 2005; Maes, 1995), y que la administracion de citocinas
proinflamatorias provoca conductas similares a las depresivas de la misma forma que lo hace el
estrés, y que desaparecen cuando cesa la administracion de las citocinas (Anisman y cols., 2008b;
Dantzer y cols., 2008b). También hay datos que muestran que la aplicacion de un estrés
psicosocial en ratones da lugar a concentraciones elevadas de IL-6 en plasma (Cryan y
Mombereau, 2004). Por otra parte, estudios con ratones transgénicos deficientes en IL-6 han
mostrado que esta interleucina esta implicada en las conductas anxiogénicas que manifiestan
estos animales (Armario y cols., 1998; Butterweck y cols., 2003).

En los uUltimos afios ha aumentado el interés por el estudio de los efectos del estrés
sobre la neuroplasticidad y la implicaciéon de factores neurotrdficos, tales como el BDNF, dando
lugar a la hipdtesis neurotréfica de la depresidn. Segin este planteamiento, la depresidn se
caracteriza por una reduccion de la plasticidad neuronal y del soporte neurotrofico producida por
la exposicidn al estrés. Los estudios en humanos muestran que los paciente deprimidos tienen
niveles reducidos de BDNF en suero (Karege y cols., 2002b; Shimizu y cols., 2003) y otros estudios
indican que los tratamientos antidepresivos y las terapias electroconvulsivas pueden revertir
estos efectos (Aydemir y cols., 2005; Bocchio-Chiavetto y cols., 2006; Gervasoni y cols., 2005;
Gonul y cols., 2005; Sen vy cols., 2008). Por otro lado, existen estudios que sugieren que las

grandes cantidades de glucocorticoides liberadas por el estrés contribuyen a la atrofia y a la
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reduccién hipocampal observada en pacientes deprimidos (Duman, 2004a; Duman, 2004b;
McEwen, 2005; Sapolsky, 2000; Sheline y cols., 2003), por lo que esta estructura cerebral ha sido
muy estudiada a este respecto. Asi, los analisis postmorten realizados en pacientes deprimidos
victimas de suicidio muestran una expresién reducida de BDNF en el hipocampo, en comparacion
con aquellos pacientes que estaban siguiendo un tratamiento antidepresivo en el momento de la
defuncién (Cheny cols., 2001; Dwivedi y cols., 2003; Karege y cols., 2005b).

Los estudios que han utilizado modelos animales de depresion, incluyendo la derrota
social crénica, indican que el estrés es una de las variables que mas efectos negativos tiene sobre
la regulacién de la neurogénesis y también sobre el BDNF (Barrientos y cols., 2003; Pizarro y cols.,
2004). Ademads, en ocasiones, la regulacidon a la baja de ésta neurotrofina correlaciona con
alteraciones conductuales de tipo depresivo observadas en varios test (Malberg y Duman, 2003).
En este tipo de estudios, la administracidn crénica de varias clases de antidepresivos, a diferencia
de la administracién aguda, aumenta la expresion del BDNF en diferentes zonas hipocampales
(Calabrese y cols., 2007; Castren y cols., 2007; Coppell y cols., 2003; Dias y cols., 2003; Holoubek y
cols., 2004; Nibuya y cols., 1995; Nibuya y cols., 1996; Russo-Neustadt y cols., 2004; Russo-
Neustadt y Chen, 2005; Vinet y cols.,, 2004; Xu y cols., 2004), ademas de revertir dichas
alteraciones conductuales (Tsankova y cols., 2006). A la vista de estos resultados se ha sugerido
que la causa del retardo de las acciones terapéuticas de los farmacos antidepresivos podria ser
debida a que el organismo requiere de un periodo de tiempo para poner en marcha mecanismos
neuroadaptativos que aumenten la plasticidad neuronal (Castren, 2005; Kozisek y cols., 2008;
Pittenger y Duman, 2008). De hecho, varios estudios han mostrado que el BDNF puede mediar en
las acciones terapéuticas de los antidepresivos ya que son necesarios unos niveles determinados
de esta neurotrofina para que estos farmacos sean efectivos (Berton y Nestler, 2006; Groves,
2007; Martinowich y cols., 2007). Ademds, también se ha observado que la administracién de
BDNF produce cambios similares a los de los antidepresivos, y que la administracion conjunta

aumenta estos efectos (Deltheil y cols., 2009)
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5.2. Diferencias individuales y vulnerabilidad a la depresién

A pesar de la evidente relacion que existe entre el estrés y la emergencia de trastornos
mentales, la exposicién a un estrés social crénico no predice automaticamente el desarrollo o el
padecimiento de psicopatologias, es decir, no todos los individuos expuestos son susceptibles de
enfermar. A este respecto, la mayoria de los investigadores coinciden en que los eventos
estresantes vitales pueden provocar o precipitar la aparicion de trastornos, particularmente en
presencia de factores genéticos de vulnerabilidad (Caspi y cols., 2003) y de diversos factores
psicolégicos que pueden moderar o exacerbar los efectos de los estresores (Anisman y
Matheson, 2005). Asi, en la actualidad se reconoce que el afrontamiento del estrés es un factor
de suma importancia para la calidad de vida en numerosas especies (Cavigelli y McClintock, 2003;
Janczak y cols., 2003, Korte y cols., 2005) incluyendo a los humanos (Susman y cols., 1999). Sin
embargo, hasta ahora, la mayoria de los estudios se han centrado en entender los mecanismos
mediante los cuales los eventos estresantes vitales pueden provocar o precipitar la aparicién de
trastornos como la depresidn, la ansiedad o el estrés postraumatico, sin tener en consideracion
las diferencias individuales en el afrontamiento del estrés (Yehuda y cols., 2006). No obstante, en
la actualidad, el estudio y entendimiento de las diferencias individuales en la capacidad de
afrontamiento ha adquirido un interés primordial dentro del campo de investigacion del estrés y
la psiquiatria bioldgica (Bartolomucci y cols., 2005; Korte y cols., 2005), asi como, el conocimiento
de las bases y mecanismos biolégicos que median en la dicotomia de resistencia-vulnerabilidad a
los efectos deletéreos del estrés. El estudio de los cambios de las variaciones bioldgicas en
individuos susceptibles también puede ser abordado mediante la utilizacién de los modelos
animales que ademas de emular la sintomatologia de la depresién a la vez permiten observar las
diferencias individuales en respuesta al estrés (Rutter, 2006).

Los estudios en los que se utiliza el modelo de derrota social han evidenciado que los
individuos pueden diferir considerablemente en la forma en que responden al estrés, mostrando
una alta variabilidad conductual (Koolhaas y cols., 1999). A partir de los trabajos realizados por
Henry y Stephens (1977) numerosas investigaciones han demostrado que al menos existen dos
alternativas conductuales, que pueden ser denominadas activa y pasiva, para afrontar los
estimulos ambientales, que han sido observadas en varias especias incluyendo ratones, ratas,
aves, peces, cerdos, monos y humanos (Benus y cols., 1991; Crusio y cols., 1991; Hinton y cols.,

1991; Koolhaas y cols., 1999; Marchetti y Drent, 2000; @verli y cols., 2007; Ursin y cols. 1993;



Introduccion 63

Verbeek y cols., 1994). La primera de ellas, la respuesta activa, fue descrita originalmente por
Cannon (1915) como una respuesta de “lucha-huida” que conductualmente se caracteriza por
mostrar altos niveles de agresién y del control territorial. El segundo tipo de respuesta, la pasiva,
fue originalmente descrita por Engel y Schmale (1972) con el nombre de conservacion-retirada,
caracterizada por una excesiva inmovilidad conductual y bajos niveles de agresion. Basandose en
estas ideas, Benus y colaboradores (1991) propusieron que los niveles de agresién de cada uno
de los individuos estaban relacionados con la manera en la que cada uno de ellos reaccionaba a
los desafios ambientales en general. Asi, Koolhaas y colaboradores (1999) promovieron la
utilizacion del término estrategia o estilo de afrontamiento, “coping style” en inglés, definiéndolo
de la siguiente manera: “un conjunto coherente de respuestas conductuales y fisiolégicas al
estrés, el cual es consistente a través del tiempo y en diferentes situaciones, y caracteristico de
un determinado grupo de individuos”. Tal y como se observa en la definicién, estas estrategias
conductuales van acompafiadas de diferentes respuestas fisioldgicas. Asi, el afrontamiento activo
se asocia a una mayor actividad del sistema simpatico y una menor actividad del eje HPA,
mientras que el afrontamiento pasivo se caracteriza por una activacion del sistema parasimpatico
y una mayor reactividad del eje HPA (Bohus y cols., 1987; Bohus y Koolhaas, 1993; Koolhaas,
1994; Korte y cols., 1997; Korte y cols., 1999; Sgoifo y cols., 1996). Actualmente se piensa que
estas diferencias neuroendocrinas son una consecuencia de la estrategia de afrontamiento mas
que una causa. Asi, puede ser que la principal diferencia entre estas dos estrategias lo marque el
grado de plasticidad o flexibilidad conductual del individuo (Koolhaas y cols., 2001) con su
consiguiente implicacion en la susceptibilidad individual a las enfermedades relacionadas con el
estrés.

El uso del concepto de estrategia de afrontamiento ha creado cierto debate (Jensen y
cols., 1995) debido a que originalmente se sugeria que su empleo se restringiera a aquellas
situaciones en las que los individuos podian elegir libremente la manera de dominar la situacién y
exhibir su tendencia a mostrar siempre la misma alternativa conductual por variada que fuera la
situacion. Sin embargo, hay autores que piensan que los individuos pueden variar en el empleo
de las estrategias de afrontamiento dependiendo de la situacidn y la valoracion que se realice de
ésta (Carver y cols., 1989; Folkman y Lazarus, 1985; Tennen y cols., 2000). Asi, por ejemplo, en el
caso del test de ansiedad denominado “defensive burying test”, se ha observado que los estilos
de afrontamiento no son una caracteristica tan rigida, ya que los individuos al no poder emplear

el tipo de afrontamiento preferido optan por manifestar conductas alternativas (Koolhaas y cols.,
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2010). En este sentido, hay autores que sugieren que los individuos pueden intentar el uso de
diferentes estrategias de afrontamiento de manera secuencial o consecutiva con el fin de testar
la mas adecuada (Matheson y Anisman, 2003). Se ha sugerido que aquellos individuos que
tengan una gama relativamente amplia de estrategias de afrontamiento y sean flexibles y tengan
la capacidad de cambiar de una a otra, tendran la ventaja de adoptar el estilo de afrontamiento
mas adecuado ante cualquier estresor. Por el contrario, aquellos individuos que carezcan de
cierto repertorio estratégico o adopten de manera persistente estrategias inefectivas tendran un
éxito mas reducido a la hora de enfrentarse a la situacidon estresante, siendo mas vulnerables a
los efectos negativos del estrés (Anisman y Matheson, 2005). De acuerdo con esto, en una
situacion de estrés cronico es de esperar que las estrategias de afrontamiento a utilizar puedan
variar en el tiempo, a medida que la situacidn se prolongue. A pesar de la controversia, parece
existir un consenso en cuanto a que la reactividad individual al estrés es el principal factor que
determina la vulnerabilidad a desarrollar enfermedades relacionadas con el estrés (Cohen y
Hamrick, 2003; Kavelaars y Heijnen, 2006; Marsland y cols., 2002).

En general, los datos sugieren que una elevada sensibilidad al estrés puede ser un factor
de vulnerabilidad a la hora de desarrollar caracteristicas depresivas. Sin embargo, todavia existen
pocos trabajos que han examinado la relacién entre las diferentes estrategias de afrontamiento
al estrés y otros sistemas implicados en la respuesta de estrés ademas del eje HPA, como por el
ejemplo el sistema inmunitario, el serotoninérgico y neurotrofinas como el BDNF. Tal y como se
ha apuntado previamente, existen muchos datos en relacion a la disfuncién a nivel del eje HPA
tanto en pacientes depresivos como en modelos animales de estrés y depresion. Sin embargo, los
individuos pueden diferir entre si en la reactividad al estrés y no siempre se encuentra que el
estrés aumente los niveles de ACTH (De Goeij y cols., 1992) o que los niveles de glucocorticoides
estén elevados de manera crdnica (Veenema y cols., 2005) o que se reduzca la expresidn de los
GRy MR (Lopez y cols., 1998). En general, aquellos sujetos que reaccionan al estrés con un tipo
de estrategia mds pasiva o reactiva son los que muestran una mayor y mas prolongada respuesta
de glucocorticoides, de manera similar a los pacientes deprimidos. Asi, por ejemplo, en el caso
del estrés social se ha observado que los animales que responden con altos niveles de agresién
liberan menores cantidades de glucocorticoides en comparacién con aquellos que responden de
una manera menos agresiva (Azpiroz y cols., 2008; Korte y cols., 1996; Veenema y cols., 20033;
Veenema y cols., 2003b). Un reciente estudio realizado por Walker y colaboradores (2009) ha

mostrado que los animales derrotados también difieren entre si en la reactividad del eje HPA en
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funcién del estilo conductual adoptado durante el conflicto social. En este trabajo, los ratones
derrotados que exhibian altos niveles de conductas de proteccién para evitar la aproximacion del
oponente durante el conflicto (sujetos activos) manifestaron una menor respuesta adrenocortical
en comparacion con los sujetos derrotados que apenas exhibian estas conductas de proteccion
(sujetos pasivos).

En relacion a las diferencias individuales y la actividad serotoninérgica, la mayoria de los
estudios, realizados en diferentes especies, se han centrado en investigar la participacién de este
sistema en el control de la agresion y las conductas impulsivas dentro de los conflictos sociales
(Higley y cols., 1992; Ison y cols., 1996; Kravitz y cols., 2003; Lesch y Merschdorf, 2000; Miczek y
cols., 2002; @verli y cols., 1999; Summers y cols., 2005). Hay trabajos que sefialan que los sujetos
dominantes y subordinados, o los sujetos que muestran altos niveles de agresion frente a los que
muestran bajos niveles, difieren entre si en el control del feeback negativo ejercido por los
autoreceptores 5-HT4 Y 5-HT,5 sobre las propias neuronas serotoninérgicas (De Boer y Koolhaas,
2005). A la hora de estudiar estos aspectos en relacidon a enfermedades como la depresion, hay
trabajos que han utilizado ratones que han sido seleccionados en funcién de su alta (LAL) o baja
(SAL) latencia de ataque ante un oponente no agresivo. Los resultados indican que los sujetos
pasivos (LAL) en comparacion con los sujetos activos (SAL) muestran menores niveles de
transcripcion y ligamiento de receptores 5-HT, hipocampales (Korte y cols., 1996). Estudios mas
recientes han observado que el estrés por contacto sensorial durante 5 dias induce una
regulacion a la baja de la transcripcion de los receptores 5-HT;4 en el hipocampo en los sujetos
LAL o pasivos. Sin embargo, este efecto parece ser transitorio ya que un estrés de 25 dias no
produce tales cambios (Veenema y cols., 2003b). Por ultimo, se puede afiadir, que los ratones LAL
muestran una mayor reactividad del eje HPA que los SAL, ya que muestran mayores niveles de
corticosterona en plasma (Korte y cols., 1996; Veenema y cols., 2005).

Por otro lado, en relacion a las diferencias individuales, actividad serotoninérgica y
vulnerabilidad existen trabajos realizados con ratas genéticamente seleccionadas que son
consideradas un buen modelo animal de depresion (Overstreet y cols., 2005). Estas ratas
denominadas “Flinders Sensitive Line” (FSL) en comparacion con las “Flinders Resistant Line”
(FRL), tienen la caracteristica de mostrar conductas de tipo depresivo, como por ejemplo altos
niveles de inmovilidad en la prueba de natacion forzada, asi como varios sintomas relacionados
con la depresion clinica, tales como la falta de apetito, la pérdida de peso y una reducida

actividad psicomotora (Overstreet y cols., 2005), y también son mas susceptibles a desarrollar
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anhedonia por efecto del estrés (Pucilowski y cols., 1993). Ademas, se ha observado que la
conducta de inmovilidad en la prueba de natacién forzada correlaciona con el incremento de
sensibilidad de los receptores 5-HTy,, sugiriendo que el fenotipo depresivo de estas ratas estd
asociado a cambios en el sistema serotoninérgico (Overstreet y cols., 1994).

Actualmente el afrontamiento del estrés y la personalidad se consideran factores
importantes a la hora de explicar la diferente vulnerabilidad a desarrollar alteraciones
inmunoldgicas en humanos (Buske-Kirschbaoum y cols., 2001; Kiecolt-Glaser y cols., 2002;
Segerstrom, 2003). Asi, vista la diferente reactividad de los diferentes sistemas implicados en la
respuesta de estrés, es de esperar que también existan diferencias individuales en la activacién o
supresidn del sistema inmunitario. Sin embargo, todavia existen pocos trabajos que apoyen la
idea de que las estrategias de afrontamiento del estrés sean un factor importante a la hora de
explicar la diferente reactividad inmunitaria (Koolhaas, 2008). Los resultados derivados de
trabajos realizados en ratas muestran que una estrategia pasiva, a diferencia de la activa, se
relaciona con una menor actividad de las células NK y una menor proliferacién de los
esplenocitos en respuesta a mitdgenos (Sandi y cols., 1991). Otros trabajos realizados en cerdos
muestran que aquellos que tienen una estrategia pasiva tienen una menor inmunidad celular y
una mayor inmunidad humoral, y que estos parametros estaban en concordancia con una mayor
reactividad neuroendocrina y conductual (Bolhuis y cols., 2003; Hessing y cols., 1995; Schrama y
cols., 1997). Recientemente, también se ha observado que existen diferentes perfiles de citocinas
que se asocian a diferencias individuales en la reactividad del eje HPA (Kunz-Ebrecht y cols.,
2003). Sin embargo, todavia son necesarios mas trabajos para reafirmar la idea de que las
diferentes estrategias de afrontamiento estan relacionadas con diferentes patrones de actividad
inmunitaria y consecuentemente con una diferente vulnerabilidad a enfermar (Koolhaas y cols.,
2008).

Aunque hay autores que piensan que las alteraciones en los factores neurotréficos, a
casusa del estrés, podrian ser las responsables de la vulnerabilidad individual a desarrollar
trastornos de tipo psiquiatrico (Alleva y cols., 2009), casi no existen trabajos que hayan abordado
este aspecto. Existe un trabajo relevante realizado por Knapman y colaboradores (2010) que han
utilizado dos grupos de ratones consanguineos, criados y seleccionados en funcién de su alta o
baja reactividad al estrés. Por un lado, los ratones con alta reactividad al estrés (HR) han sido
caracterizados por una hiperreactividad del eje HPA, un ritmo circadiano plano, un incremento

del suefio REM y pérdida de peso corporal, por lo que se han propuesto como modelo de
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depresion melancélica. Por otro lado, los ratones con baja reactividad al estrés (LR) se
caracterizan por una hiporreactividad del eje HPA, un incremento de las conductas agresivas y un
aumento del peso corporal, de manera que estos animales representan un modelo de depresion
atipica (Toumay cols., 2008; Touma y cols., 2009). En este estudio, por una parte, los autores han
encontrado que los ratones HR muestran una disminucion del BDNF hipocampal en comparacién
con los LR, asociado a una serie de déficits cognitivos, debida a la exposicidon crénica de
glucocorticoides en el hipocampo. Por otra parte, los ratones LR muestran un incremento del
BDNF hipocampal, asociado a una mayor capacidad de memoria en varios test. De acuerdo con lo
que proponen estos autores, el estudio de la relacidn entre las respuestas de estrés alteradas, las
capacidades cognitivas, las estrategias de afrontamiento y los niveles hipocampales de BDNF
puede ser una nueva linea de investigacién a seguir en el estudio y conocimiento de los

mecanismos implicados en la depresion, asi como contribuir al avance de su tratamiento.
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Una vez que los receptores 5-HT, fueron identificados, en la década de 1990,
comenzaron a sintetizarse una serie de compuestos agonistas y antagonistas de estos receptores
(Bockaert y cols., 1997; Bockaert y cols., 2004). El uso terapéutico de los agonistas de los
receptores 5-HT, ha ido variando a medida que ha ido conociéndose la funcidn y la distribucion
de estos receptores, tanto en la periferia como en regiones cerebrales implicadas en importantes
funciones cognitivas. Las dos primeras clases de agonistas que se sintetizaron, triptamina
sustituida y derivados de benzamida, fueron utilizados para el tratamiento del sindrome de colon
irritable y de otros trastornos gastrointestinales, respectivamente. Posteriormente, se sintetizo
un tercer tipo de agonista derivado de los anteriores, el SL65.0155, que resultd tener efectos
positivos sobre la memoria y el aprendizaje, y que en la actualidad se sigue investigando para su
posible utilizacién en la enfermedad de Alzheimer (Moser y cols., 2002).

El RS 67333 que pertenece a la cuarta generacion de estos agonistas, fue caracterizado
farmacoldgicamente en 1995 como un agonista parcial de los receptores 5-HT,. Estos estudios
determinaron que el farmaco RS 67333, se encontraba entre los agonistas parciales mas
potentes, mas selectivos y mas afines identificados hasta el momento para los receptores 5-HT,
(Eglen y cols., 1995b). Ademas, lo que hacia particularmente interesante a este nuevo farmaco
era que tenia unas propiedades moleculares diferentes al resto de los agonistas conocidos hasta
el momento que le permitian atravesar facilmente la barrera hematoencefalica (Eglen y cols.,
1995b). Asi, este farmaco comenzé a utilizarse en modelos animales que se centraban en el
estudio de alteraciones cognitivas, tales como la memoria y el aprendizaje. En un estudio
preliminar en ratas se observé que la administracion de RS 67333 mejoraba el rendimiento en el
test de la piscina de Morris revirtiendo el déficit cognitivo inducido por la atropina (Fontana y
cols., 1997). Posteriormente, han aparecido numerosos trabajos que, utilizando diferentes
paradigmas, apoyan la idea de los efectos pro-cognitivos ejercidos por este farmaco (Lamirault y
Simon, 2001; Lelong y cols., 2003; Marchetti y cols., 2000). Ademas, hay datos recientes que
indican que este farmaco inhibe la produccion del péptido B-amiloide en neuronas corticales
primarias, por lo que se ha sugerido que podria estar indicado para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (Cho y Hu, 2007).

Al igual que otros receptores serotoninérgicos, los receptores 5-HT, han sido objeto de
estudio en relacién a psicopatologias, y los estudios conductuales y neuroquimicos indican que
estos receptores estan implicados en los trastornos afectivos (Duman, 2007). En la actualidad,

los inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (ISRS) son la clase de antidepresivo
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mas prescrita pero al igual que muchos otros antidepresivos, presentan el inconveniente de que
sus efectos terapéuticos se observan tras varias semanas de tratamiento. Ademds, se estima que
Unicamente resultan efectivos en el 50% de los casos (Nestler y cols., 2002). Se cree que el
retraso en los efectos antidepresivos de estos farmacos corresponde al periodo de tiempo que
necesitan para desensibilizar los autorreceptores 5-HT;, somatodendriticos localizados en el
nucleo del rafe (Artigas y cols., 2002; Blier y Montgny, 1994; Blier y De Montigny, 1999) y
producir una desinhibicién de las neuronas serotoninérgicas que en consecuencia aumenta la
liberacién de serotonina en la terminal axdnica, dando lugar asi al efecto antidepresivo. En este
sentido, recientemente se ha demostrado que los receptores 5-HT, ejercen un control excitatorio
sobre la actividad y el disparo de las neuronas serotoninérgicas localizadas en el nucleo dorsal del
rafe que desencadenaria la misma secuencia de reacciones (Lucas y Debonnel, 2002). Aunque
este nucleo carece de receptores 5-HT, (Vilaro y cols., 1996; Waeber y cols., 1994), en un estudio
posterior se determind que ese control sobre el rafe era ejercido de forma indirecta a través de
los receptores 5-HT, localizados en neuronas de la CPFm que a su vez, podrian proyectar al
nucleo dorsal del rafe. Asi, los efectos tonicos sobre el disparo de las neuronas serotoninérgicas
observados tras el tratamiento con RS 67333 podrian estar mediados por la estimulacién de
receptores 5-HT, en la CPFm (Lucas y cols., 2005). Ademas, se observo que estos efectos llegaban
a su nivel maximo en tan sdélo 3 dias de tratamiento y mantenian la misma amplitud a lo largo de
un tratamiento crénico de 21 dias (Lucas y cols., 2005). En vista a estos resultados, este grupo de
investigacion consideré que la estimulacion de los receptores 5-HT, podria representar un nuevo
mecanismo antidepresivo de rapida accion.

Asi, Lucas y colaboradores (2007) procedieron a realizar un nuevo estudio cuyo objetivo
era averiguar si el tratamiento agudo de 3 dias con RS 67333 producia los mismos cambios
funcionales, morfoldgicos y moleculares que los producidos por antidepresivos convencionales
en un periodo mas largo de tratamiento. El farmaco seleccionado fue el citalopran por
considerarlo uno de los ISRS mas selectivos (Sanchez y Hyttel, 1999). Los resultados hallados en la
prueba de natacién forzada mostraron que la administracion subaguda de RS 67333 disminuia el
tiempo de inmovilidad de los animales en un 50%, mientras que la reduccién observada en el
caso del citalopran tras el mismo periodo de tratamiento, era de un 23%. Por otra parte, el
tratamiento de 3 dias con RS 67333 fue suficiente para conseguir una desensibilizaciéon de los
autorreceptores 5-HT,, del nucleo dorsal del rafe. Asi mismo, se observé un incremento de la

liberacién de serotonina en neuronas CA3 hipocampales, una mejora de la actividad de los
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receptores 5-HT;, postsindpticos, de la fosforilacion de la proteina CREB y la neurogénesis en el
hipocampo. Todos ellos cambios indicativos de un efecto antidepresivo. Por el contrario, el
tratamiento de 3 dias de citalopran no produjo tales efectos. En un estudio mas reciente, Licht y
colaboradores (2010) observaron que la administraciéon de RS 67333 durante 3 dias aumentaba
los niveles extracelulares de serotonina, apoyando la idea de que los agonistas de los receptores
5-HT, pueden representar un nuevo y rapido mecanismo de accidn antidepresiva.

En una segunda fase, Lucas y colaboradores (2007) estudiaron los efectos del
tratamiento agudo (3 dias) y crénico (14 dias) con el RS 67333 y el citalopran en modelos
conductuales de depresion, tales como la bulbectomia olfatoria y el estrés medio crénico. En
animales bulbectomizados, el efecto del citalopran sobre la hiperlocomocion inducida en estos
animales se observé Unicamente después de 14 dias de administracién mientras que el RS 67333
fue efectivo a los tres dias de ser administrado y revirtid totalmente dicha conducta tras la
administracion cronica. En el caso del estrés medio crénico, el citalopran necesitd entre 2 y 3
semanas para revertir totalmente la anhedonia inducida por este modelo de estrés. Sin embargo,
3 dias de administracion de RS 67333 mostrd cierta capacidad antidepresiva y en tan sélo 1
semana de tratamiento la reversion de la anhedonia fue total.

Los datos en conjunto indican que el RS 67333 tiene propiedades antidepresivas, tanto a
nivel neuroquimico como conductual, al igual que los tratamientos actuales con la diferencia de
que éstas son observables en un menor periodo de tiempo. Esta idea se ha visto reforzada en
experimentos recientes que han estudiado los efectos del tratamiento combinado de RS 67333 y
diferentes ISRS, tales como el citalopran, la fluvoxamina, la fluoxetina y la paroxetina. Los
resultados indican que la administracion conjunta produce un incremento de la transmisidn
serotoninérgica de una forma rapida y que los ISRS aumentan las propiedades antidepresivas del
RS 67333 (Licht y cols., 2010; Lucas y cols., 2010). Aunque todavia son necesarios mas estudios y
los efectos secundarios del RS 67333 no hayan sido descritos ampliamente, los datos parecen
indicar que éstos son menores a los observados con los tratamientos clasicos, lo que podria

implicar una mejora en la calidad de vida de los pacientes.






I1. OBJETIVOS E HIPOTESIS






Objetivos e Hipotesis 77

La investigacion acerca de los efectos del estrés social sobre la salud ha aportado
numerosas evidencias de que produce un aumento de la vulnerabilidad a padecer enfermedades
sistémicas y trastornos mentales (Cherry y cols., 2006; Korte y cols., 2005; Matheson y cols.,
2006; McEween, 2008). Especificamente los datos procedentes de estudios animales muestran
que los cambios conductuales producidos por el estrés cronico se asocian con sintomas
relacionados con la depresidn (Blanchard y cols., 2001; Buwalda y cols., 2005). Sin embargo, no
todos los individuos responden de la misma manera al estrés y el estudio de las diferencias
individuales y las consecuencias en términos de vulnerabilidad individual a la enfermedad es uno
de los retos de la investigacion actual. Para el estudio de las diferencias individuales en la
vulnerabilidad a los efectos negativos del estrés, el modelo de conflicto social (Bartolomucci y
cols., 2005; Koolhaas y cols., 1990; Koolhaas y cols., 1997b; Kudryavtseva y cols., 1991) adquiere
especial relevancia ya que la mayoria de los estimulos estresantes que producen alteraciones
psicopatoldgicas en humanos son de naturaleza social, crénica e inevitable (De Kloet y cols.,
1998). Concretamente, el modelo de derrota social ha evidenciado que los individuos pueden
diferir en la conducta que manifiestan durante los episodios de derrota (Bartolumucci y cols.,
2005; Stefanski, 1998), de manera que la susceptibilidad al estrés puede ser determinada
analizando la manera en la que el organismo responde biolégicamente ante el estrés. Los
factores bioldgicos que pueden servir como marcadores de susceptibilidad al estrés incluyen la
actividad del eje HPA, factores neurotroficos, sistema inmunitario y actividad serotoninérgica,
cuyas alteraciones se han asociado con trastornos psiquiatricos (Anisman y Merali, 2002; Duman
y Monteggia, 2006; Miller y cols., 2010; Sapolsky, 1992; Van Praag, 1994).

La variabilidad individual en la respuesta del eje HPA en el estrés ha sido observada
tanto en animales como en humanos (Bartomucci y cols., 2005; Koolhaas y cols., 1999; Kudielka
y cols., 2009; Veenema y cols., 2003a; Walker y cols., 2009). Asi, los individuos pueden diferir
mostrando tanto un exceso como un déficit de la actividad del eje HPA (Touma y cols., 2008) que
puede afectar a todo el organismo, incluyendo la funcién inmune, el balance neurotréfico y la
actividad serotoninérgica y explicar la aparicién de diferentes trastornos inducidos por el estrés
incluyendo la depresién (Antonijevic, 2006; De Kloet y cols., 2005; Gould y Chrousos, 2002;
Yehuda 2001).

También se han encontrado diferencias individuales en respuesta al estrés en la

actividad inmunitaria, pero existen pocos datos en relacién a la actividad serotoninérgica y a los
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factores neurotréficos como el BDNF (Bartolomucci y cols. 2005; Gasparotto y cols., 2002;
Krishnan y cols., 2007; Stefanski, 1998; Veenema y cols., 2003b).

Es sabido que las citocinas liberadas durante el estrés pueden comunicar con el cerebro
a trdves de diferentes rutas neurales y tener un mayor efecto sobre el metabolismo de
neurotransmisores, funciones neuroendocrinas, plasticidad sinaptica y la conducta (Dantzer y
cols., 2008b; Hayley y cols., 2005; Raison y cols., 2006). Ademas, el incremento de la produccion
de citocinas proinflamatorias ha sido asociado con los trastornos depresivos (Anisman, 2009;
Raison y cols., 2006). También existen datos de que la funcionalidad de las células T resulta
alterada en la depresion (Irwin y Miller, 2007; Zorrilla y cols., 2001). Mas recientemente se ha
evidenciado que el BDNF juega un papel importante en los cambios conductuales inducidos por
el estrés, los cuales también estan presentes en los trastornos depresivos (Duman y Monteggia,
2006). Estudios animales han indicado que la exposicidn al estrés produce una disminucion de
los niveles de BDNF en el hipocampo (Rasmussen y cols., 2002) y que la administracion de
antidepresivos revierte estos efectos (Nibuya y cols., 1995). Por otra parte, las situaciones de
estrés pueden dar lugar a una disminucién de la actividad serotoninérgica que se manifiesta
también a través de cambios en receptores que han sido relacionados con el estado de
depresidn. Las evidencias que implican a la serotonina en la depresién proceden también de
estudios donde se observa que la manipulacion farmacoldgica que aumenta la serotonina,
mejora la depresion (Blier y cols., 1987; Rausch y cols., 2006).

En la actualidad, los antidepresivos presentan el inconveniente de que sus efectos
terapéuticos se observan tras varias semanas de tratamiento. Se cree que el retraso en los
efectos antidepresivos de estos farmacos se debe a que es necesario desensibilzar los
autorreceptores 5-HT;, somatodendriticos localizados en los nucleos del rafe (Artigas y cols.,
2002; Blier y Montgny, 1994; Blier y De Montigny, 1999) para producir posteriormente una
activacion serotoninérgica que de lugar al efecto terapéutico. Recientemente, se ha demostrado
que los receptores 5-HT, ejercen un control excitatorio sobre la actividad y el disparo de las
neuronas serotoninérgicas localizadas en el nucleo dorsal del rafe que desencadenaria la misma
secuencia de reacciones, pero de una forma mas rapida (Lucas y Debonnel, 2002; Lucas y cols.,
2005). A la vista de estos resultados, se ha propuesto que la utilizacion de farmacos que
estimulen los receptores 5-HT, podria representar un nuevo mecanismo antidepresivo de accion

rapida.
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Considerando estas evidencias, esperamos que los diferentes perfiles conductuales
manifestados ante la derrota, activo y pasivo, se asocien a diferentes caracteristicas fisioldgicas y
conductuales, que reflejen una diferente vulnerabilidad a padecer trastornos afectivos. Ademas,
proponemos que los ratones con un perfil conductual pasivo serdn mas susceptibles a desarrollar
alteraciones de la actividad del eje HPA, alteraciones inmunitarias, neurotroficas,
serotoninérgicas y conductuales que previamente han sido relacionadas con trastornos de tipo
depresivo. Por otra parte, esperamos que la administracidn de un agonista parcial de los
receptores 5-HT, (RS 67333), descrito como un antidepresivo potencial con inicio de accion mas
rapido que los antidepresivos clasicos, revierta los efectos conductuales y fisiolégicos producidos

por el estrés, en un corto periodo de tiempo.

Para comprobar estas hipdtesis se plantean los siguientes objetivos:

1.- Establecer diferentes perfiles conductuales en los sujetos derrotados crénicamente, en

funcidn de las respuestas conductuales que adoptan durante la confrontacion social.

2.- Estudiar los efectos del estrés social crénico en funcién de la estrategia de afrontamiento
adoptada por el sujeto derrotado en situaciones de confrontacién social, sobre diferentes

variables bioldgicas:

e Activacion del eje HPA: se mediran los niveles de corticosterona en sangre 40 minutos
después de 21 dias de derrota y los niveles de corticosterona 3 dias después de la
ultima derrota. También se medirdn los receptores de glucocorticoides (MR y GR)
hipotaldmicos e hipocampales.

e Actividad inmunitaria: se mediran niveles de citocinas proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) y
la capacidad proliferativa de linfocitos By T en el bazo.

e Niveles de BDNF en el hipocampo.

e  Expresidn génica de receptores serotoninérgicos hipocampales: 5-HT; y 5-HT,

3.- Estudiar si las diferentes estrategias de afrontamiento se relaciona con diferentes niveles de

corticosterona a lo largo de la aplicacion del estrés social (dias 3, 11y 21).
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4.- Evaluar los efectos del estrés social cronico en funcion de la estrategia de afrontamiento
adoptado por el sujeto derrotado en situaciones de confrontacion social, sobre la conducta

manifestada en el test de natacion forzada.

5.- Estudiar si el fdrmaco agonista serotoninérgico selectivo de los receptores 5-HT, (RS 67333),
tras un periodo corto de tratamiento de 3 y 5 dias, revierte los efectos del estrés cronico. Para

ello, se estudiaran los cambios en las variables fisioldgicas y conductuales ya descritas.



[1I. MATERIAL Y METODOS
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1. ANIMALES Y ALOJAMIENTO

Los experimentos que se describen a continuacidn fueron realizados en el Laboratorio
de Psicobiologia de la Facultad de Psicologia de la Universidad del Pais Vasco / Euskal Herriko
Unibertsitatea (San Sebastian). Para ello, se emplearon ratones macho de la cepa OF1 (Charles
River, Oncins, Francia), una linea no consanguinea cuya caracteristica principal consiste en poseer
una conducta altamente agresiva. A su llegada al animalario los ratones contaban con 6 semanas
de edad (30 — 32 gr), momento en el que comienzan a manifestar esa conducta agresiva.

Desde su llegada a las instalaciones del animalario hasta el fin de los experimentos, el
lugar de alojamiento de los animales se mantuvo en unas condiciones estables, que consistieron
en una temperatura constante de 20 + 1 2C, una humedad relativa del 55% y un ciclo artificial de
iluminacién revertido para asegurar que los ensayos conductuales se realizaban en la fase activa
del animal, correspondiente al ciclo de oscuridad (12 horas de oscuridad 08: 00 — 20:00, y 12
horas de luz, 20:00 — 08:00). Asi mismo, todos los animales tuvieron en todo momento libre
acceso a agua y comida.

A su llegada, los ratones fueron alojados individualmente en cajas de plastico
transparente de 24,5 x 24,5 x 15 cm de medida durante un periodo de 7 dias para facilitar su
aclimatacion. Tras este periodo de aislamiento se dio comienzo a los ensayos experimentales,
cuyos procedimientos se llevaron a cabo también en condiciones estables en una sala adyacente
al animalario.

Todos los procedimientos de manipulacion animal se realizaron respetando los
reglamentos europeos para la atencion y el tratamiento de los animales de experimentacion,
siendo todos los procedimientos controlados y aprobados por la Diputacién Foral de Guipuzcoa,

Espafia, de acuerdo con el Consejo Directivo de las Comunidades Europeas (86/609/EEC).
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2. PROCEDIMIENTO GENERAL

Se realizaron dos experimentos diferentes utilizando el modelo de contacto sensorial
basado en una situacién de experiencia de derrota repetida (Kudryavtseva y cols., 1991). Aunque
durante las interacciones con el oponente agresivo los sujetos derrotados recibieron algunas
mordeduras, la mayoria de ellos no mostré heridas evidentes. En el caso de heridas visibles, los

animales fueron retirados de los experimentos.

2.1. EXPERIMENTO 1: Estrategias de afrontamiento en respuesta al estrés social
crénico por derrota y cambios en los niveles de corticosterona, BDNF y sistema

inmunitario

Después de un periodo de adaptacion de 7 dias se dio comienzo al experimento y se
establecieron dos grupos iniciales. Un grupo experimental formado por sujetos sometidos a
estrés social crénico por derrota y un grupo control que denominamos grupo control
manipulado. Para la formacién del grupo experimental y con el objetivo de obtener un grupo
homogéneo de animales con experiencia repetida de derrota social, se utilizé el modelo de

contacto sensorial (Kudryavtseva y cols., 1991) y se procedio de la siguiente manera (Figura M1):

e Sujetos derrotados: El primer dia del experimento se formaron 78 parejas de ratones, de
acuerdo con su peso corporal, y un miembro de la pareja elegido al azar (sujeto intruso) fue
introducido en la caja (24.5 x 24.5 x 15 cm) del otro (sujeto residente). A continuacidn, se les dejo
interactuar libremente por un periodo de 10 minutos y una vez transcurrido este tiempo las
parejas fueron separadas por un separador trasparente y perforado que fue colocado en la
misma caja. Asi, los animales fueron alojados en cohabitacidn sin poder interactuar de una
manera fisica directa, pero si mantener un contacto sensorial que les permitia verse, oirse y
olerse. Este procedimiento se repitié cada 24 horas durante 3 dias consecutivos, y a partir de
entonces Unicamente siguieron en el experimento aquellas parejas que ya habian establecido de
forma clara una relacion de dominancia-subordinacién. Es decir, Unicamente fueron
seleccionadas aquellas parejas formadas por un dominante agresivo y un subordinado no
agresivo que mostraba claramente conductas de sumisidn, asi el nimero total de ratones
derrotados fue de 56. A partir del cuarto dia hasta el ultimo dia de estrés social, dia 21, los

ratones subordinados fueron sometidos a interacciones agonisticas diarias durante 5 minutos
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con un dominante residente diferente cada dia. Cuarenta minutos después de las derrotas de los
dias 3, 11 y 21, a todos los animales derrotados se les extrajo sangre por puncion submandibular.
Los enfrentamientos agonisticos de los dias 11 y 21 fueron grabados para evaluar posteriormente
la conducta manifestada por los sujetos derrotados durante el conflicto social y establecer asi
diferentes estrategias de afrontamiento del estrés cronico por derrota (ver el punto 3). Después
del periodo experimental de 21 dias, todos los animales realizaron la prueba de natacién forzada
durante 2 dias consecutivos. El segundo dia fue grabado y evaluado. Veinticuatro horas después
de la udltima sesion de la prueba de natacidn forzada, todos los animales fueron sacrificados por
dislocacidn cervical e inmediatamente se procedidé a extraer muestras de sangre por puncion
cardiaca, se extrajo el bazo y los hipocampos, tal y como se detalla en su apartado

correspondiente (ver 2.3. Extraccién de muestras bioldgicas).

e Controles manipulados: Este grupo (n = 11) fue tratado forma idéntica al grupo de
sujetos derrotados, pero no fue expuesto a las interacciones agonisticas y al contacto sensorial
con un sujeto agresivo. Estos ratones fueron alojados individualmente en cajas (24.5 x 24.5 x 15
cm) en las que se coloco un separador trasparente y perforado con el fin de que habitaran en el
mismo espacio restringido que los ratones experimentales. Los controles manipulados fueron
llevados diariamente a la sala de experimentacion durante los 21 dias. Alli, se les retiraba el
separador de manera que deambulaban libremente por la caja durante el mismo periodo de
tiempo que duraban las interacciones para los sujetos derrotados. Al igual que los sujetos
experimentales, estos también realizaron la prueba de natacidn forzada durante dos dias.
Igualmente, se evalud la conducta del segundo dia. Los dias 3, 11y 21, cuarenta minutos después
de la manipulacion se les extrajo sangre por puncidén submadibular. Asi mismo, 24 horas después
de la prueba de natacion forzada, todos los animales fueron sacrificados por dislocaciéon cervical

e inmediatamente después se les extrajo sangre por puncién cardiaca, el bazo y los hipocampos.
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2.2. EXPERIMENTO 2: Estrategias de afrontamiento en respuesta al estrés crénico por
derrota y cambios en los receptores de glucocorticoides (MR y GR) y en los receptores
serotoninérgicos postsinapticos (5-HT,, y 5-HT,). Efectos del tratamiento a corto plazo

con el RS 67333.

En este segundo experimento se aplicd el mismo protocolo de estrés durante el mismo
periodo de tiempo, el nUmero total de animales derrotados al finalizar el experimento fue de 68.
En esta ocasion, sin embargo, las estrategias de afrontamiento fueron establecidas el dia 18 de
estrés, tal y como se detalla en el apartado 2.1. de resultados. Para ellos se grabaron los
enfrentamientos e inmediatamente después se evalud la conducta manifestada por los sujetos
derrotados. Una vez establecidas las estrategias de afrontamiento, la mitad de los sujetos de
cada grupo fue asignada al grupo de tratamiento farmacoldgico y la otra mitad al grupo que
recibia vehiculo. La administracion tanto del farmaco como del vehiculo comenzé el dia 19 de
estrés social y tuvo una duracién de 5 dias en total. El enfrentamiento del dia 21 también fue
grabado para su posterior evaluacidon conductual (3 dias de tratamiento farmacoldgico). Tras la
aplicacién del estrés social se realizd la prueba de natacion forzada durante dos dias
consecutivos. El segundo dia de la prueba fue grabado y evaluado coincidiendo con el quinto dia
de tratamiento farmacoldgico. Trascurridas 24 horas, los animales fueron sacrificados por
dislocacidn cervical y se les extrajo sangre por puncion cardiaca, el bazo, el hipotdlamo y los
hipocampos. Ademas, también se extrajeron muestras de sangre por puncidn submandibular tres
dias antes de comenzar la aplicacidon del estrés, 40 minutos después de la ultima derrota y tres
dias después de ésta (Figura M2).

El grupo de controles manipulados (n= 20) fue tratado igual que en el primer
experimento. La Unica variedad consistié en que a partir del dia 19 de experimento a la mitad (n=
10) de ellos se les administré un tratamiento farmacoldgico y a la otra mitad (n = 10) vehiculo.
También realizaron la prueba de natacién forzada y por ultimo, se les extrajeron las mismas

muestras que a los sujetos derrotados y de forma idéntica.
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2.3. Extraccion de muestras bioldgicas

e La extraccion de sangre para el posterior andlisis de los niveles de corticosterona en
plasma se hizo mediante puncidon submandibular durante el periodo de estrés y mediante
puncidn cardiaca inmediatamente después del sacrificio. En ambos casos, la sangre fue
recolectada en tubos revestidos con heparina. Las muestras extraidas se mantuvieron 1 hora a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 1800 xg durante 15 minutos a 4°C. El plasma
resultante fue transferido a un microvial que fue almacenado a -702C. La extracciéon de muestras
sanguineas in vivo mediante la puncion submandibular en ratones, consiste en una nuevo
procedimiento que ha sido propuesto por Golde y colaboradores (2005) como una alternativa a
otras técnicas mas agresiva que a menudo resultan complicadas, e incluso, incompatibles con los
objetivos de la investigacién. Esta técnica permite obtener volumen suficiente de sangre (200-
500ul), de una manera muy rapida, realizando una puncién sobre la vena submandibular (Figura
M3) con una lanceta de 5mm (Lancetas 5mm Goldenrod, Medipoint International Inc., EE.UU).
Para ello Unicamente es necesario inmovilizar al animal, cogiéndolo con la mano, sin necesidad

de utilizar anestesia.

Figura M3. Ilustracion de la
vena submandibular en
ratén. La mejilla es drenada
por las venas retro-orbital
(arriba) y submandibular
(abajo) procedentes de la
vena yugular.

e  Extraccion del bazo: tras la extraccién de sangre se extrajeron los bazos en condiciones
de esterilidad en una campana de flujo laminar (Cultair BC 100. Cultair S.L., Madrid, Espaiia). Los
bazos fueron procesados para realizar ensayos de proliferacion celular y para la determinaciéon de
niveles de citocinas.

e  Extraccion de los hipocampos e hipotdlamo: en una plataforma de aluminio colocada
sobre hielo en escamas a 42°C, los animales fueron decapitados para la extracciéon de los
hipocampos y el hipotdlamo. Los dos hipocampos de cada sujeto fueron guardados en viales
separados que primeramente fueron congelados en nitrégeno liquido y posteriormente

almacenados a -702C, para posteriores analisis.
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3. EVALUACION CONDUCTUAL Y ESTABLECIMIENTO DE LAS ESTRATEGIAS DE
AFRONTAMIENTO.

3.1. Experimento 1

Las conductas manifestadas por los sujetos derrotados los dias 11 y 21 fueron grabadas
con una camara de video digital (JVC, GZ-MG77E). Las grabaciones de cada sujeto se evaluaron
posteriormente utilizando un programa informatico THE OBSERVER 3.0 (Noldus, IT, Wageningen,
Holanda). Este programa permite cuantificar el tiempo que ha invertido cada sujeto en cada una
de las categorias conductuales establecidas. La evaluacion se realizd en base al etograma del
raton elaborado por el profesor P.F. Brain y detalladamente descrito por M. Martinez y
colaboradores (1998). Dicho etograma contempla 52 pautas conductuales agrupadas en 11
categorias. En el presente trabajo se evaluaron 7 de esas categorias (Para la descripcion detallada

de cada una de las pautas de conducta evaluada ver ANEXO I):

Autoaseo-Escarbar
Defensa-Sumision
Evitacion-Huida
Exploracién a Distancia
Exploracién No Social

Exploracién Social

N o ok w N oe

Inmovilidad

Una vez realizada la evaluacién conductual, se obtuvo el porcentaje de tiempo dedicado
a cada una de las categorias conductuales evaluadas y se exportaron a la aplicacién de
tratamientos estadisticos SPSS para Windows (SPSS Inc. Chicago, Illinois, EE.UU). Asi, utilizando el
porcentaje medio de tiempo dedicado por cada uno de los sujetos a cada una de las conductas
analizadas el dia 21 de estrés social, se realizé un andlisis cluster jerarquico. El andlisis de cluster
jerdrquico es una técnica de agrupamiento que partiendo de elementos muestrales individuales,
va creando grupos hasta llegar a la formacién de un Gnico grupo (o cluster) constituido por todos
los individuos de la muestra. El analisis se basa en el calculo de la matriz de distancias entre los

elementos individuales de la muestra organizando los elementos (o casos) en grupos o clusters,
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de modo que los individuos dentro de un grupo son mas similares entre si que los individuos
pertenecientes a grupos diferentes. Cuando se consigue agrupar a todos los casos en un unico
cluster el siguiente paso sera encontrar grupos homogéneos “naturales” que puedan existir en el
archivo de datos valorando distintas soluciones con el fin de elegir la mas consistente. Es decir, a
la hora de decidir el nimero de clusters 6ptimos debera comprobarse la validez estadistica de
éstos y para ello, en ocasiones, resulta valioso el uso de otras técnicas estadisticas. En el presente
trabajo, se realizd un analisis discriminante utilizando el método de Lambda de Wilks de inclusion
por pasos, para investigar la integridad de los grupos derivados del analisis cluster y determinar
las variables conductuales que mas eficientemente discriminaban los dos grupos, ayudandonos a

interpretar estas diferencias (ver apartado 1.1. de los resultados).

3.2. Experimento 2

En este segundo experimento se grabaron y evaluaron las conductas manifestadas por
los sujetos derrotados los dias 18 y 21. Para ese fin, se evaluaron las mismas categorias
conductuales del primer experimento, tal y como se ha descrito en el apartado anterior. Con el
porcentaje medio de tiempo obtenido el dia 18 se realizd un andlisis discriminante para asignar a
los sujetos a los diferentes grupos en base a los clusters obtenidos en el experimento 1 (ver

apartado 2.1. de los resultados).
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4. PRUEBA DE NATACION FORZADA (PNF)

La prueba de natacion forzada (en inglés, Forced Swim Test, FST) es probablemente el
modelo de depresion mas empleado a la hora de estudiar la efectividad de los tratamientos
antidepresivos sobre los cambios conductuales inducidos por el estrés (Duman y Monteggia,
2006). En este paradigma, cuanto mas tiempo pasa el animal en un estado inmévil en
decremento de conductas activas, ese estado inactivo es interpretado como un estado de
depresion (Porsolt y cols., 1977). Ademas, este modelo también puede predecir de forma fiable la
eficacia antidepresiva de un farmaco, ya que el tiempo de inmovilidad del animal tratado con un
antidepresivo se reduce en comparacidn con un animal tratado con vehiculo (Dalviy Lucki, 1999).

Considerando estos aspectos, la PNF se realizd de la siguiente manera en ambos
experimentos. Los ratones fueron introducidos individualmente en un recipiente cilindrico (18.5
cm de altura y 12.5 cm de didmetro) que contenia 13.5 cm de agua a 25 + 12C (Duarte y cols.,
2006). La prueba se realizé dos dias consecutivos a las 09:00 horas. Una primera sesion de pre-
test, 24 horas después de la ultima derrota, durante 15 minutos. La sesion del segundo dia fue
realizada 48 horas después de la ultima derrota y tuvo una duracién de 5 minutos, los cuales
fueron grabados (JVC, GZ-MG77E) para su posterior evaluacion. Tras cada sesion los animales
eran depositados en cajas que se mantenian calientes con el fin de secarlos de una forma rapida
antes de volver a estabularlos.

La evaluacion conductual se realizdé mediante un programa informatico, THE OBSERVER
3.0 (Noldus, IT, Wageningen, Holanda). Las conductas evaluadas fueron la inmovilidad, la
conducta de escalada y la natacidn. A la hora de realizar los analisis estadisticos se consideraron
el tiempo total dedicado a cada conducta asi como la latencia en segundos de cada una de ellas.
En cuanto al criterio de evaluacion, se considerd que los animales estaban inmoviles cuando
cesaban de patalear y se mantenian flotando en el agua, los movimientos minimos realizados con
el objetivo de mantener la cabeza fuera del agua también fueron considerados un estado de
inmovilidad. La conducta de escalada es representada por una serie de movimientos enérgicos en
el intento de escalar el recipiente. La conducta de natacién implica movimientos activos de las

patas delanteras, bien en direccion horizontal cruzando el recipiente o bien girando en circulo.
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5. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Se empled un farmaco agonista parcial de los receptores 5-HT,, el RS 67333 Hidroclorida
(1-(4-amino-5-cloro-2-metoxifenil)-3-(1-n-butil-4-piperidinil)-1-propano) (Tocris Cookson Ltd.,
Bristol, Reino Unido). El farmaco fue disuelto en solucién salina (Grifols, Barcelona, Espafia), la
cual también fue utilizada como sustancia vehiculo. Todas las inyecciones se administraron
intraperitonealmente en un volumen de 5mi/kg de peso corporal entre las 08:30-09:00 horas. La
dosis administrada del farmaco fue de 1.5mg/kg por dia, en base a la literatura disponible (Lucas

y cols., 2007).
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6. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CORTICOSTERONA EN PLASMA

La determinacion de los niveles de corticosterona en plasma se realizé utilizando el kit
comercial de ensayo inmunoenzimatico competitivo Assay Desings’ Correlate-EIA™ (Ann Arbor,
Michigan, EE.UU), de tipo “sandwich” (ELISA). Cada kit contiene una placa de 96 pocillos pre-
tratada con un anticuerpo policlonal anti-corticosterona murina. El ensayo fue llevado a cabo de
acuerdo con las instrucciones recomendadas por el kit y uUnicamente fueron utilizados los
reactivos que proporciona el kit, y todos ellos fueron equilibrados a la temperatura ambiente 15

minutos antes de ser utilizados.

e Preparacion y adicion de la curva estdndar y las muestras: para la preparacion de la
curva estandar el kit suministra un vial con una concentracién de corticosterona de 200.000
pg/ml. Utilizando el diluyente suministrado se prepard el siguiente rango de concentraciones
para la fabricacién de la curva estandar: 20.000 pg/ml, 4.000 pg/ml, 800 pg/ml, 160 pg/mly 32
pg/ml. Las muestras fueron diluidas en una concentracién de 1:300 y para ello, se afiadio 1pl de
plasma en 299 ul de diluyente (Tampdn Tris Salino con proteinas y azida sédica). Finalmente, se
afiadieron por duplicado 100 ul de cada uno de los estandares y de las muestras en sus pocillos
correspondientes. Asi mismo, se prepard un control para la determinacién del nivel de unién no

especifica (UNE) afiadiendo por duplicado 150 ul de diluyente en sus pocillos correspondientes.

e Incubacion con el conjugado y el anticuerpo de corticosterona: una vez anadidas las
muestras, los estdndares y el control, se afadieron 50 ul del conjugado (fosfatasa alcalina
conjugada con corticosterona) en todos los pocillo. Finalmente, se afiadieron 50 pul del anticuerpo
policlonal de corticosterona en todos los pocillos excepto en los de control. La placa fue sellada e
incubada durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador de placas a ~500 rpm
(Minishaker, IKA). Durante este periodo de incubacion, se produce el llamado “sandwich”

anticuerpo-antigeno-anticuerpo.

e Adicion del sustrato: tras el periodo de incubacidn, todos los pocillos fueron lavados con
el tampdn de lavado (Tampdn Tris Salino con detergente) tres veces. Tras el Ultimo lavado, la
placa fue escurrida y se afiadieron 200 ul del sustrato p-Npp (fosfato p-nitrofenol) en todos los
pocillos y la placa se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Antes de la adicion de las

muestras, éstas fueron mantenidas a 42C.
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e Detencion y revelado de la reaccion enzimadtica: tras este ultimo periodo de incubacion
se afiadieron a todos los pocillo 50 ul de fosfato trisodio para detener la reaccion enzimatica.
Seguidamente se obtuvo la densidad 6ptica (DO) de cada pocillo con un lector de placas ELx 800
(Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VE., EE.UU) con un filtro de absorbancia de 405 nm de

longitud de onda.

e Valoracion de los resultados: en primer lugar, se calcularon las medias de la DO de cada
uno de los estandares y las muestras y se les sustrajo el valor de la media del control (UNE). Las
DO de los estandares se utilizaron para la construccion de la curva patrdn, a partir de la cual se
calcularon las concentraciones de corticosterona de las muestras mediante un analisis de curva
logistica, con la aplicacién informatica GraphPad Prism 3.0 (San Diego, California, EE.UU).
Finalmente, los valores obtenidos fueron ajustados teniendo en consideracion la concentracion
(1:300) en la que habiamos afiadido las muestras en el ensayo. Asi, se obtuvieron los niveles de

corticosterona en ng/ml.
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7. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE CELULAS MONONUCLEARES DE
BAZO

Para estudiar la capacidad del sistema inmunitario de responder a un antigeno tanto a
nivel celular como humoral, se estudid la respuesta proliferativa, in vitro, de células
mononucleares de bazo ante dos mitogenos, Concavalina A (Con A) y Liposacarido E.coli (LPS),
respectivamente. Durante todo el proceso de manipulacién celular descrito a continuacidn, se

trabajo en condiciones de esterilidad y las células se mantuvieron a 429C.

e Aislamiento de células mononucleares de bazo: |os bazos se extrajeron en una campana
de flujo laminar (Cultair BC 100. Cultair S.L., Madrid, Espafa) en completa esterilidad. El bazo se
disgregd en 10 ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia),
realizando sucesivos pases a través de un tamiz estéril de acero inoxidable provisto de una malla
de acero de grado 50. La suspensién celular resultante fue centrifugada a 400 xg durante 5
minutos a 42C (Jouan, CR412). Tras la centrifugacion se descarté el sobrenadante y el sedimento
celular fue resuspendido en 3 ml de medio RPMI-1640. Para aislar las células mononucleares de
la suspension celular esplénica, se afadieron cuidadosamente 2 ml de FicoII-PaqueT'VI PLUS (GE
Healthcare Bio Sciences, Uppsala, Suecia) y se centrifugd a 400 xg durante 30 minutos a 219C
(Jouan, CR412). El gradiente de densidad establecido con el Ficoll-Paque (1,077 g/ml) permite que
por debajo de éste, sedimenten eritrocitos, granulocitos y células muertas, y que las células
mononucleares (linfocitos y monocitos) se distingan como una interfase entre el Ficoll-Paque y el
medio RPMI-1640. Se recoge la interfase y se diluye en 3 ml de medio RMPI-1640. Se resuspende
cuidadosamente y se centrifuga a 400 xg durante 5 minutos a 42C (Jouan, CR412). A
continuacion, se elimina el sobrenadante y se afiaden de nuevo 3 ml de medio RPMI-1640, se
resuspende el sedimento cuidadosamente y se realiza un segundo lavado recentrifugando la
suspension celular a 400 xg durante 5 minutos a 42C (Jouan, CR412). Este proceso de lavado, se
repite una vez mas. Tras el Ultimo lavado, se elimina el sobrenadante y el sustrato obtenido que
contiene las células se resuspende en 1 ml de medio RPMI-1640. Se recoge una muestra de 50 pl
de cada uno de los sujetos y se procede al recuento celular y al estudio de viabilidad de las

células.

e Recuento celular y estudio de viabilidad: estos analisis se realizaron mediante una

camara cuentagldébulos Birker (Brand, Wertheim/Main, Alemania), con un drea cuadriculada de
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dimensiones conocidas y un microscopio invertido (Olympus CK2, Tokio, Japdn). La muestra de 50
pl se diluyé en tincion de azul tripdn (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia), y se situd en la
camara de recuento. El azul tripan es una molécula coloreada de gran peso molecular que sélo es
capaz de entrar en las células que tienen la membrana alterada. Asi, se contaron tanto las células
vivas (incoloras) como las células muertas (azules), y mediante una sencilla formula se determind
el numero total de células vivas y muertas de la muestra. Todos los cultivos celulares que se
llevaron a cabo contaron con un indice de células vivas, viables o incoloras, superior al 95% del
total de células de la muestra. Conocido el nimero de células en la muestra, se ajustan las

. 6 .
concentraciones a 2,5 x 10° células/ml.

e  Preparacion de los cultivos de proliferacion celular: en una placa Falcon de 96 pocillos y
de fondo plano (Becton-Dickinson, Meylan, Francia), se sembraron 15 pocillos por sujeto, con 100
pl de la suspension celular ajustada. Cinco pocillos, sin estimulacion, se sembraron sobre 100 pl
de medio RPMI-1640 suplementado con un 20% de suero bovino fetal (SBF, Gibco, Life-
Technologies Inc., Gaithersburg, MD., EE.UU.). Otros cinco pocillos, estimulados con Con A
(Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia), se sembraron sobre 100 pl de medio RPMI-1640
suplementado con un 20% de SBF y 5 ug/ml de Con A. Los cinco pocillos restantes, estimulados
con LPS (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia), se sembraron sobre 100 ul de medio RPMI-
1640 suplementado con un 20% de SBF y 1 mg/ml de LPS. Una vez sembradas todas la muestras,
las placas se mantuvieron en incubacion durante 72 horas en una estufa de cultivo (Jouan, Saint

Herblain, Francia), a 372Cy con un 5% de CO,.

e Determinacion de la capacidad proliferativa: la determinacion de la capacidad
proliferativa de las células mononucleares de bazo, se realizé con el Kit de Proliferacion Celular I,
XTT (Roche, Mannheim, Alemania). Este kit permite la cuantificacion de la proliferacién celular
mediante un ensayo colorimétrico, no radioactivo, que se basa en la conversidén colorimétrica
que tiene lugar sélo en células activas metabdlicamente, con la degradacion de las sales de
tetrazolio del XTT (acido sulfénico de sodio 3’-[1-fenilaminocarbonil)-3, 4 tetrazolio]-bis (4-
metoxi-6-nitro) a sales de formazan. El compuesto de formazan expresa un color naranja que es
directamente cuantificable utilizando un lector electrofotométrico. Tras el periodo de incubacion
de 72 horas, se afadieron 100 pl de la solucién preparada de XTT a cada pocillo. Las placas fueron
incubadas de nuevo en la estufa de cultivo y en las mismas condiciones anteriores durante 6

horas. Concluido este periodo, se midid en un lector de placas colorimétrico ELx 800 (Bio-Tek
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Instruments, Inc., Winooski, VE., EE.UU) con un filtro de absorbancia de 490 nm de longitud de
onda. Los datos se expresan como indice de proliferacion (IP), aplicando la siguiente formula para
cada uno de los mitégenos: Densidad dptica media de los pocillos estimulados/Densidad dptica

de los pocillos sin estimular.
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8. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE IL-6 Y TNF-a EN BAZO

Tras aislar las células mononucleares del bazo y ajustar su concentracién a 2,5 x 10°
células/ml, tal y como se explica en el apartado anterior, paralelamente a la preparacién de los
cultivos para la capacidad proliferativa, también se prepararon los cultivos para la posterior
determinacién IL-6 y TNF-a. Estos cultivos también se realizaron en placas Falcon de 96 pocillos y
de fondo plano, y se sembraron 6 pocillos por sujeto, con 100 pl de la suspensién celular
ajustada. Tres de estos pocillos, se sembraron sobre 100 pl de medio RPMI-1640 suplementado
con un 20% de SBF y 5 pg/ml de Con A para la secrecidon de IL-6. Los tres pocillos restantes, se
sembraron sobre 100 pl de medio RPMI-1640 suplementado con un 20% de SBF y 1 mg/ml de LPS
para la secrecion de TNF-a. Una vez sembradas todas la muestras, las placas se mantuvieron en
incubacion durante 48 horas en la estufa de cultivo a 372C y con un 5% de CO,. Transcurrido este
periodo, las placas fueron centrifugadas a 400 xg durante 15 minutos a 42C (Jouan, CR412). Se
recogio el sobrenadante y se trasvasé a microviales que primeramente fueron congelados en

nitrogeno liquido y posteriormente se almacenaron a -702C.

8.1.Determinacion de los niveles de IL-6 en el bazo

La determinacion de los niveles de IL-6 (pg/ml) en el bazo se realizé utilizando un kit
comercial de ensayo inmunoenzimatico de tipo “sandwich” (ELISA), suministrado por BD
OptEIAT'VI (Pharmigen, SanDiego, EE.UU). El ensayo contiene dos placas de 96 pocillos pre-
tratadas con un anticuerpo monoclonal anti-IL-6 murina. El ensayo fue llevado a cabo de acuerdo
con las instrucciones recomendadas por el kit y Unicamente se utilizaron los reactivos
proporcionados por éste. Antes de usar cada uno de los reactivos estos fueron equilibrados a
temperatura ambiente 15 minutos antes de ser utilizados. Ademas, antes de la adicion de las

muestras éstas fueron mantenidas a 42°C.

e Preparacion de la curva estdndar: para la preparacion de la curva estandar el kit
suministra un vial liofilizado que contiene IL-6 que debe ser reconstituido afiadiendo un diluyente
especifico (suero animal). Después, se prepara la curva estdndar siguiendo un rango de
concentraciones: 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.3 pg/ml, 15.6

pg/mly 0 pg/ml. Esta Ultima concentracidn Unicamente contiene diluyente.
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e Adicion de la curva estdndar y las muestras: en primer lugar se anaden 50 pl de otro
diluyente (tampdn de proteinas) en cada pocillo. En segundo lugar, se afiaden 50 pl de cada uno
de los estandares y de las muestras por duplicado. Por ultimo, se sella la placa y se pone a

incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

e Adicion e incubacion con el anticuerpo-detector: tras el periodo de incubacién la placa
es lavada 5 veces con el tampdn de lavado que contiene detergente y tras el ultimo lavado la
placa se escurre. Una vez eliminado el material no ligado se anadieron 100 ul del anticuerpo-
detector en cada pocillo. El anticuerpo-detector se preparé mezclando 48 pul de la enzima
estreptavidina peroxidasa de rdbano en 12 ml del anticuerpo monoclonal biotinilado anti-IL6
murina. Se sellé la placa y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Durante este

periodo de incubacion, se produce el llamado “sandwich” anticuerpo-antigeno-anticuerpo.

e Adicion del sustrato: tras la incubacién se lavo la placa 7 veces con el tampdn de lavados
y tras el ultimo se escurrid bien la placa. Una vez eliminado el exceso de anticuerpo ligado a la
enzima, se afiadieron 100 pl de la solucidn sustrato TMB (3’,3’,5’,5’-tetrametilbenzidina). La placa

fue incubada en total oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.

e Detencion y revelado de la reaccion enzimdtica: tras este Ultimo periodo de incubacidn
se afiadieron a todos los pocillo 50 pl de acido fosférico 1M para detener la reaccion enzimatica.
Seguidamente se obtuvo la densidad 6ptica (DO) de cada pocillo con un lector de placas ELx 800
(Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VE., EE.UU) con un filtro de absorbancia de 450 nm de

longitud de onda.

e Valoracion de los resultados: las DO de los estandares se utilizaron para la construccion
de la curva patron, a partir de la cual se calcularon las concentraciones de IL-6 de las muestras
mediante un analisis de regresion, con la aplicacion informatica GraphPad Prism 3.0 (San Diego,

California, EE.UU). Asi, se obtuvieron los niveles de IL-6 en pg/ml.
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8.2.Determinacion de los niveles de TNF-a en el bazo

La determinacidn de los niveles de TNF-a (pg/ml) en el bazo se realizé utilizando un kit
comercial de ensayo inmunoenzimatico de tipo “sandwich” (ELISA), suministrado por BD
OptEIA™ (Pharmigen, SanDiego, EE.UU). El ensayo contiene dos placas de 96 pocillos pre-
tratadas con un anticuerpo policlonal anti-TNF-a murina. El ensayo fue llevado a cabo de acuerdo
con las instrucciones recomendadas por el kit y Unicamente se utilizaron los reactivos
proporcionados por éste. Antes de usar cada uno de los reactivos estos fueron equilibrados a
temperatura ambiente 15 minutos antes de ser utilizados. Ademas, antes de la adicion de las

muestras, éstas fueron mantenidas a 42C.

e Preparacion de la curva estdndar: para la preparacidon de la curva estandar el kit
suministra un vial liofilizado que contiene TNF-a que debe ser reconstituido afiadiendo un
diluyente especifico (suero animal). Después, se prepara la curva estandar siguiendo un rango de
concentraciones: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.3

pg/mly 0 pg/ml. Esta dltima concentracién Unicamente contiene diluyente.

e Adicién de la curva estdandar y las muestras: en primer lugar se afnaden 50 pl de otro
diluyente (tampdn de proteinas) en cada pocillo. En segundo lugar, se afiaden 50 pl de cada uno
de los estandares y de las muestras por duplicado. Por ultimo, se sella la placa y se pone a

incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

e Adicidn e incubacion con el anticuerpo-detector: tras el periodo de incubacidn, la placa
es lavada 5 veces con el tampdn de lavado que contiene detergente y tras el dltimo lavado la
placa se escurre. Una vez eliminado el material no ligado se afiadieron, en cada pocillo, 100 pl del
anticuerpo-detector, anticuerpo policlonal biotinilado anti-TNF-a murina. Se selld la placa y se

incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.

e Adicién e incubacion del conjugado enzimadtico: tras el periodo de incubacién, la placa
es lavada 5 veces con el tampdn de lavado y tras el Gltimo lavado la placa se escurre. Se afiaden
100 pl del conjugado enzimético en cada pocillo. Este se preparé mezclando 48 pl de la enzima
estreptavidina peroxidasa de rdbano en 12 ml de suero animal. Se sellé la placa y se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Durante este periodo de incubacién, se produce el

llamado “sandwich” anticuerpo-antigeno-anticuerpo.
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e Adicion del sustrato: tras la incubacién se lavo la placa 7 veces con el tampdn de lavados
y tras el Ultimo se escurrié bien la placa. Una vez eliminado el exceso de anticuerpo ligado a la
enzima, se afiadieron 100 pl de la solucidn sustrato TMB (3’,3’,5’,5’-tetrametilbenzidina). La placa

fue incubada en total oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.

e Detencion y revelado de la reaccion enzimdtica: tras este Ultimo periodo de incubacion
se afiadieron a todos los pocillo 50 pl de acido fosférico 1M para detener la reaccion enzimatica.
Seguidamente se obtuvo la densidad dptica (DO) de cada pocillo con un lector de placas ELx 800
(Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VE., EE.UU) con un filtro de absorbancia de 450 nm de

longitud de onda.

e Valoracion de los resultados: las DO de los estandares se utilizaron para la construccion
de la curva patron, a partir de la cual se calcularon las concentraciones de TNF-a de las muestras
mediante un analisis de regresion, con la aplicacién informatica GraphPad Prism 3.0 (San Diego,

California, EE.UU). Asi, se obtuvieron los niveles de TNF-a en pg/ml.



Material y Métodos 103

9. CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE BDNF EN EL HIPOCAMPO

Antes de la cuantificaciéon de los niveles de proteina BDNF en el hipocampo, fue
necesario un proceso de homogenizacion de la muestras para realizar la extraccion de BDNF. Las
muestras fueron homogenizadas en un tampodn de lisis que contenia los siguientes compuestos
que fueron disueltos en agua ultrapura (Direct-Q 3 Ultrapure Water Systems, Millipore, Madrid,
Espaiia):

= 100 mM Tris-HCL ph7 (Tris hidroclorido ph7, Sigma-Aldrich Quimica SA)
= 2% BSA (seroalbumina bovina, Sigma-Aldrich Quimica SA)

= NaCl 1M (sodio cloruro, Sigma-Aldrich Quimica SA)

= 4mM EDTA (4cido etilendiaminotetraacético, Sigma-Aldrich Quimica SA)
= 2% Triton X-100 ([Cy4H,,0(C,H40),], Sigma-Aldrich Quimica SA)

= un coctel de inhibidores de proteasas (una pastilla/50ml de tampdn de lisis)

Una vez preparado el tampdn de lisis, se procedio a sacar los hipocampos del congelador
y se mantuvieron en hielo. Cada muestra fue introducida en 1.5 ml de tampdn de lisis y sonicada
durante 30 segundos, en pulsos, con un intervalo de 5 segundos a una intensidad de 70 Hz
(LABSONIC P, Braun Biothec International). Las muestras fueron centrifugadas durante 30
minutos a 14000 xg a 4 2C (Avanti J-E Centrifuge, Beckman Coulter). Transcurrido el periodo de
centrifugacion se desechd el pellet y se extrajo el sobrenadante que fue trasvasado a dos
microviales diferentes, uno para la cuantificacion de los niveles de BDNF y el otro para la
determinacién de la cantidad de proteina.

Este método de extraccion fue propuesto por Pang y colaboradores (2006) y presenta
unas ligeras modificaciones con respecto al método sugerido por la casa comercial, permitiendo

extraer mayores cantidades de BDNF.

9.1. Determinacion de los niveles de BDNF

Con el propdsito de medir la cantidad de BDNF hipocampal se utilizd un kit comercial de
ensayo inmunoenzimatico de tipo “sandwich” (ELISA), BDNF E,.® ImmunoAssay System,

comercializado por la casa Promega (Promega CO., Madison, WI, EE.UU).

e Revestimiento de la placa: por requerimiento del kit comercial, antes de comenzar con

el ensayo es necesario revestir las placas con el anticuerpo monoclonal Anti-BDNF (mAb) que
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suministra el kit. Para ello, se utilizaron placas Falcon de 96 pocillos y de fondo plano (Becton-
Dickinson, Meylan, Francia), y en cada uno de los pocillos se afiadié 100 pl de un tampon de
recubrimiento de carbonato pH 9.7 (25 mM sodio bicarbonato, 25 mM carbonato de sodio,
Sigma-Aldrich Quimica SA) al que se le afiadid el Anti-BNF mAb. Se sell6 la placa y se incubd a 42C

durante 12 horas en el frigorifico.

e Bloqueo de las uniones no especificas: una vez transcurrido el periodo de incubacidn se
saca la placa del frigorifico y se lava una vez con TBST (20mM Tris-HCI (pH 7.6), 150mM Nacl,
0.05% (v/v) Tween®, Sigma-Aldrich Quimica SA). Asi, se desecha el Anti-BDNF mAb sobrante que
no ha sido absorbido. Tras el lavado, se afladen 200 pl de un tampdn suministrado por el kit, y la

placa se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.

e Preparacion de la curva estdndar: para la preparacion de la curva estandar el kit
suministra un vial con BDNF a una concentracién de 1 ug/ml y utilizando el diluyente, se prepara
la curva estéandar siguiendo un rango de concentraciones: 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5
pg/ml, 31.3 pg/ml, 15.6 pg/ml, 7.8 pg/ml y 0 pg/ml. Esta Gltima concentraciéon Unicamente

contiene diluyente.

e Adicién de la curva estdndar y las muestras: una vez transcurrido el periodo de la
incubacion, se lava la placa una vez con TBST. Tras el lavado se afiaden 100 pl de cada uno de los
estandares por duplicado. En los pocillos restantes se afiaden 75 ul de diluyente y a continuacion
se afiaden 25 pl de nuestras muestras sobre el diluyente depositado, también por duplicado. Asi,
obtuvimos una dilucién de 1:4 para nuestras muestras. Una vez finalizado este proceso, la placa
se selld e incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitaplacas a 400 + 100 rpm.
Durante esta incubacién el BDNF de nuestras muestras sera capturado por el anticuerpo que

reviste la placa.

e Adicion del anticuerpo-detector: tras la incubacién, la placa se lavé 5 veces con TBST y
se afiadieron 100 pl del anticuerpo policlonal Anti-Human BDNF pAb a cada pocillo. Se selld la
placa y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitaplacas a 400 + 100 rpm
(Minishaker, IKA). Durante esta incubacion el BDNF que previamente ha sido capturado se unird a

este otro anticuerpo policlonal.
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e Adicion del conjugado enzimdtico: tras la incubacion, la placa se lavd 5 veces con TBST.
Seguidamente se afiadieron 100 pl del anticuerpo anti-lIgY conjugado con peroxidasa. Se incuba la
placa durante 1 hora a temperatura ambiente en el agitaplacas a 400 + 100 rpm. Durante este

periodo de incubacion, se produce el llamado “sandwich” anticuerpo-antigeno-anticuerpo.

e Adicion del sustrato: tras la incubacién se lavd la placa 5 veces con TBST. Una vez
eliminado el exceso de anticuerpo, se afiadieron 100 pl de la soluciéon sustrato TMB (3’,3’,5’,5’-
tetrametilbenzidina). La placa fue incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente en el

agitaplacas a 400 £ 100 rpm (Minishaker, IKA).

e Detencion y revelado de la reaccion enzimadtica: tras este ultimo periodo de incubacion,
se afiadieron a todos los pocillo 100 pl de acido clorhidrico 1N para detener la reaccion
enzimatica. Seguidamente se obtuvo la densidad optica (DO) de cada pocillo con un lector de
placas ELx 800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VE., EE.UU) con un filtro de absorbancia de

450 nm de longitud de onda.

e Valoracion de los resultados: la DO obtenida de los estdndares se utilizd para la
construccién de la curva patrén a partir de la cual se calcularon las concentraciones de BDNF de
nuestras muestras, mediante un analisis de regresidon con la aplicaciéon informatica GraphPad
Prism 3.0 (San Diego, California, EE.UU). Finalmente, los niveles de BDNF obtenidos en pg/ml
fueron corregidos en funcidn de la dilucién 1:4 en la que habiamos sembrado nuestras muestras.
No obstante, para terminar con la valoracién de los resultados se midié la concentracion de
proteina total presente en cada una de las muestras. Tal y como se describe en el siguiente

apartado.

9.2. Determinacion de los niveles de proteina (mg/ml)

La determinacidn de la cantidad de proteina se realizé mediante la técnica de Bradford.
Este procedimiento se basa en el complejo que se forma tras la unidn entre el reactivo Bradford
(un colorante azul brillante, Sigma-Aldrich Quimica SA) y las proteinas en solucion. Este complejo
causa un cambio en la absorcion maxima del colorante desde 465 a 595 nm. La cantidad de
absorcién se mide por espectrofotometria y es proporcional a la cantidad de proteina presente

en la muestra.
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En primer lugar es necesario preparar una curva estandar y para ello se utiliz6 BSA
(Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia) y como diluyente el mismo tampdn de lisis en el que
habian sido homogenizadas las muestras. Las concentraciones de la curva estandar fueron las
siguientes: 1.4 mg/ml, 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml y 0 mg/ml. Esta ultima concentracién
Unicamente contiene diluyente. A continuacion, se midid la absorbancia de los estandares y las
muestras a una longitud de onda de 595 nm en el espectrofotémetro (Biomate 3. Thermo Fisher
Scientific., Alcobendas, Espafia). Para ello, se mezclaron 1.5 ml del reactivo Bradford con 0.05 ml
de muestra o estandar.

Los valores de absorbancia de los estandares fueron utilizados para calcular la cantidad
de proteina presente en las muestras mediante un andlisis de regresién con la aplicacion
informatica GraphPad Prism 3.0 (San Diego, California, EE.UU). Finalmente, los niveles de BDNF
obtenidos en pg/ml fueron divididos por los mg/ml de proteina, de manera que los resultados de

los niveles de BDNF fueron expresados en relacidn a los niveles totales de proteina.
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10. DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA DE RECEPTORES GLUCOCORTICOIDEOS
(GR Y MR) HIPOTALAMICOS E HIPOCAMPALES Y DE RECEPTORES SEROTONINERGICOS
EN EL HIPOCAMPO (5-HT;, Y 5-HT,)

En todos los procedimientos que se describen a continuacién se tomaron todas las
medidas de esterilidad pertinentes con el fin de evitar la contaminaciéon de las muestras. Asi

mismo, todo el material plastico utilizado esta fabricado libre de ARNasa y ADNasa.

e Extraccion de dcido ribonucleico (ARN) en tejido hipocampal e hipotaldmico: cada
muestra de tejido cerebral fue homogenizada (Homogenizador T10 Basic Dispenser, IKA
Crushing) utilizando 1 ml de Trizol (Invitrogen, Barcelona, Espafia) en un tubo con capacidad para
2 ml. A continuacidn las muestras fueron incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente
y trascurrido este periodo fueron centrifugadas a 11900 xg durante 15 minutos a 42C (Mirofuge
22R Centrifuge, Beckman Coulter). El sobrenadante obtenido fue transferido a un nuevo tubo con
capacidad para 1.5 ml y se afiadieron 200 ul de cloroformo (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid,
Espafia). Esta mezcla fue agitada vigorosamente en posicién vertical durante 2 minutos, y para
ello, se utilizé un agitador (Vortex Genie-2, Scientific Industries). Tras la agitacidn, se dejo reposar
las muestras durante 3 minutos a temperatura ambiente y posteriormente fueron centrifugadas
a 11900 xg durante 15 minutos a 42C. Tras la centrifugacidén se obtuvo un precipitado con tres
fases. En la superficie se observa una fase acuosa que contiene el ARN de las muestras. En
segundo lugar, una interfase de color blanco que contiene el ADN, y finalmente, en el fondo, una
fase organica de color rosa compuesta fundamentalmente por proteinas. La fase acuosa de la
superficie fue transferida a un nuevo tubo con capacidad para 1.5 ml y se le afiadieron 200 ul de
isopropanol (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia). El resto de las fases fueron desechadas.
La fase acuosa con el isopropanol fue agitada vigorosamente en el vortex (Vortex Genie-2,
Scientific Industries) se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugé a
11900 xg durante 10 minutos a 49c. Tras la centrifugacién, se desechd el sobrenadante y se
reserva el pellet al que se le afiade, en el mismo tubo, 1 ml de Etanol (Merck, Darmstadt,
Alemania), que previamente habia sido diluido al 75% con agua libre de ARNasa y ADNasa
(Ambion Inc.). Tras comprobar que el tubo estd cerrado correctamente, se invierte para que el
pellet se suelte de la pared del tubo. Seguidamente, las muestras se centrifugaron por ultima vez

a 7500 xg durante 5 minutos a 42C. Tras la centrifugacidn, se desechod el sobrenadante y se dejé
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secar el pellet. Finalmente, se afiadieron 10 pl de agua libre de ARNasa y ADNasa y las muestras

fueron almacenadas a -702C.

e Valoracion de la calidad y la cantidad de ARN de las muestras procesadas por
espectrofotometria: resulta recomendable conocer tanto la calidad como la cantidad del ARN
obtenido antes de realizar el anadlisis de los acidos nucleicos. Para ello, en la cubeta del
espectrofotdmetro (Biomate 3. Thermo Fisher Scientific., Alcobendas, Espafia), se afiadieron 99
pl de Tris EDTA (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espaiia) y 1 pl de la muestra y se midi6 la

absorbancia a dos longitudes de onda: 260 nm y de 280 nm. Asi, se obtuvieron dos datos:

-La calidad de las muestras: mediante la division entre los valores de absorbancia obtenidos a las

diferentes longitudes de onda (A260/A280) se obtuvo un indice que nos indicé la calidad de
nuestras muestras. Las muestras mostraron valores comprendidos entre 1,8 y 2. indices menores

indicarian la presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes.

-La cantidad de ARN en las muestras: ésta fue calculada teniendo en cuenta que una unidad de

absorbancia a 260 nm equivale aproximadamente a 40 mg/ml de ARN, por lo que se aplicé la

siguiente formula para cada muestra: (A260 x 100 x 40)/1000= cantidad de ARN en pg/ml.

Por ultimo, considerando que lo adecuado es que todas las muestras partan de la misma
cantidad de ARN en el proceso de amplificacion, todas ellas fueron ajustadas a la misma
concentracion en un volumen de 8 pl utilizando la cantidad de agua libre de ARNasa y ADNasa
necesaria para cada caso, en tubos térmicos para PCR. La concentracion elegida la determiné la
muestra que presentaba menor cantidad de ARN. Asi mismo, necesariamente esta concentracion
debe situarse en un rango comprendido entre 0.5 ng/ul y 5 pg/ul. Finalmente, las muestras

fueron almacenadas a -702C hasta el siguiente procedimiento.

e Tratamiento con ADNasa I: a la hora de extraer el ARN, también se pueden extraer
trazas de ADN que pueden dar lugar a falsos positivos en el proceso de trascripcidn reversa,
debido a la amplificacién del ADN gendmico o incluso a la de pseudogenes. Por ello, las muestras
fueron tratadas con un kit de ADNasa | (DNase I, Amplification Grade, Invitrogen, Barcelona,
Espafia), para purificar el ARN de las muestras, y se procedid tal y como se describe a
continuacion. Las muestras fueron sacadas del congelador y se mantuvieron en hielo durante el

proceso. A los 8 pl de muestra se le afadieron 2 pl de una mezcla compuesta por 1 ul de la
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enzima ADNasa y 1 ul de un tampdn diluyente especifico. Posteriormente, las muestras (10 pl)
fueron incubadas durante 30 minutos a 372C en la PCR. Tras la incubacién a las muestras se les
afiadié 1 pl de EDTA 50mM (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia) y se volvieron a incubar
durante 10 minutos a 372C. Completado el proceso, las muestras (11 pl) fueron almacenadas a -

70°C.

e Reaccion de la cadena de polimerasa en transcripcion Reversa: El analisis por RT-PCR se
realizé en dos etapas, primeramente se realizd la retrotranscripcion del ARN y posteriormente se
realizé el proceso de amplificacion, tal y como se explica a continuacion. Sin embargo, antes de
determinar la expresion génica es necesario seleccionar, disefiar y fabricar los cebadores directos
e inversos de cada gen a analizar. Para obtener la secuencia gendmica de los genes a analizar se
utilizd la base de datos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Una vez obtenida la
secuencia, se procedid a la seleccion y al disefio de los cebadores utilizando el programa
informatico Primer Express 3.0 de Applied Biosystems. La fabricacién de los cebadores se le
encargd a Applied Biosystems. Los cebadores son entregados por la casa comercial en estado
liofilizado en una concentracidon de 10 nM, por lo que es necesario reconstituirlos afiadiendo

agua libre de ARNasa y ADNasa consiguiendo una concentracion final de 13 pM.

-Retrotranscripcion del ARN: En este proceso todo el ARN de las muestras se transcribié a ADNc

(ADN complementario). En primer lugar a los 11 pl de las muestras se les afiadié 2 ul de una
mezcla compuesta por 1 pl de cebadores hexaméricos aleatorios (Random Primers, Invitrogen,
Barcelona, Espafia) y 1 ul de nucleésidos 5'-trifosfato 200mM (dATP-dCTP-dGTP-dUTP,
Invitrogen, Barcelona, Espafia). Posteriormente, las muestras (13 ul) fueron incubadas durante 5
minutos a 652C en la PCR. Seguidamente las muestras se metieron durante 1 minuto en el
congelador a -202C. Tras sacar las muestras del congelador a éstas se les afadio 6 ul de otra
mezcla compuesta por 2 pl de DTT 20mM (ditiotreitol, Invitrogen, Barcelona, Espafia) y 4 ul de
un tampdn especifico (Invitrogen, Barcelona, Espafia). En este caso la incubacién sera de 2
minutos a 652C. Finalmente, a cada muestra (19 ul) se le afiade 1 pl de la enzima transcriptasa
inversa (SuperScript Il, Invitrogen, Barcelona, Espaiia). A continuacidn, las muestras se introducen
en la PCR y se pone en marcha la reaccion de retrotranscripcién en la siguientes condiciones:
259C durante 10 minutos, 422C durante 50 minutos, 702C durante 15 minutos y finalmente la

muestra alcanza 4 2C, en ese momento las muestras fueron almacenadas a -20°C.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
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-Amplificacion del ADNc: Una vez obtenido el ADNc mediante transcripcidn reversa, se determiné

la expresion génica de los parametros elegidos mediante PCR a tiempo real (PCR 7500 Real time
PCR System, Applied Biosystems, Madrid, Espafia). Para ello, se emplearon microplacas de 96
pocillos especificas para PCR y en cada pocillo se afiadieron 25 pl de la siguiente reaccién: 10 pul
de agua libre de ARNasa y ADNasa, 13 pl de QuantiTect® SYBER® Green PCR como fluorocromo
(Qiagen lberia S.L., Madrid, Espafia), 1 pl del cebador directo y 1 ul del cebador inverso, ambos
especificos de cada gen analizado (Tabla M1). Una vez completada la placa, se afiadié 1 pl del
ADNc de las muestras por triplicado. La placa fue sellada y centrifugada a 400 xg durante 3
minutos a 202C. Tras la centrifugacidn, la placa se introdujo en la PCR y se dio comienzo al
proceso de amplificacion. Las condiciones de tiempo y temperatura utilizados fueron las mismas
para todos los genes, excepto la temperatura de fusion (Tf) que es especifica para cada gen ((a) en
Tabla M1). Asi, las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un primer ciclo de 15
minutos a 952C y a continuacion 40 ciclos de amplificacién (25 segundos a 949C, 30 segundos a
Tf, 30 segundos a 729C).

Mediante este Ultimo proceso se determind la expresion génica de los MR, GR, 5-HT4-R, 5-
HT, —R y GAPDH en el hipocampo y la de los MR, GR y GAPDH en el hipotdlamo (Tabla M1). El

GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) se utilizé como gen enddégeno de control.

e Valoracion de los resultados: 1a medida de la expresidn génica del ARNm por medio de
RT-PCR es una cuantificacién relativa que se sustenta en la comparacion entre el nivel de
expresion del gen a estudiar y el gen enddégeno de control. Para ello se utilizan los valores Ct que
corresponden al nimero de ciclos que han sido necesarios para que se produzca un incremento
significativo de la fluorescencia durante la reaccion. La cantidad de fluorescencia es proporcional
a la cantidad de ADNc de partida. Asi, teniendo en cuenta los valores Ct se aplicé la siguiente
formula matematica descrita por Pfaffl (2001): Expresion génica (ARNm) del Gen X = 2 T Gen

X/ 2% T Gen GAPDH.
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11. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los andlisis que se presentan a continuacidn se realizaron con el programa de
analisis estadistico SPSS 15.0, para el entorno operativo Windows XP (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
EE.UU). En todos los casos se considerd estadisticamente significativo un valor p < 0.05 y los
valores representan la media + el error estandar de la media (E.E.M). Para las comparaciones
multiples o pos hoc se utilizd la prueba de Tukey HSD para muestras desiguales y para las

correlaciones bivariadas el coeficiente de correlacion de Pearson.

e EXPERIMENTO 1: Para el establecimiento y caracterizacion de las estrategias de
afrontamiento del estrés social crénico en el primer experimento se realizd una combinacién de
andlisis cluster y analisis discriminante. Para el andlisis cluster se aplic6 el Método de
conglomeracién de Ward. Con el objetivo de estudiar y confirmar la bondad de los cluster
obtenidos se realizaron un anélisis de la varianza (ANOVA) de un factor y un analisis discriminante
utilizando el método de inclusion por pasos Lambda de Wilks. El efecto del estrés social crénico
sobre la prueba de natacion forzada y sobre las variables fisioldgicas se analizé mediante un
ANOVA de un factor. Para el andlisis de los niveles de corticosterona a lo largo del estrés social se

realizé un ANOVA de dos factores con medidas repetidas.

e EXPERIMENTO 2: Para el establecimiento y caracterizacién de las diferentes estrategias
de afrontamiento se realizé un andlisis discriminante, utilizando la funcién discriminante
obtenida en el primer experimento. La comparacion entre las diferentes estrategias de
afrontamiento en funcidon del tiempo se realiz6 mediante un ANOVA de tres factores con
medidas repetidas. El efecto del estrés social y el tratamiento con RS 67333 sobre las conductas
manifestadas en la prueba de natacidn forzada y las diferentes variables fisioldgicas se analizé
mediante un ANOVA de dos factores. En el caso de la corticosterona, se realizé un ANOVA de tres

factores con medidas repetidas.
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1.1. Analisis de las diferencias individuales en el afrontamiento conductual al estrés

social cronico por derrota

Teniendo en cuenta que sélo el grupo de sujetos estresados es susceptible de ser
evaluado y analizado conductualmente, se procedié a agrupar a los sujetos en funcion de las
caracteristicas conductuales manifestadas durante el conflicto social del dia 21. Para ello, se
realizé un andlisis de cluster utilizando el porcentaje medio de tiempo dedicado a cada una de las
conductas evaluadas y se obtuvieron dos grupos o conglomerados de sujetos derrotados, cluster
1 y cluster 2, con diferentes caracteristicas conductuales. Para conocer las diferencias que
presentan las variables conductuales en cada uno de los clusters obtenidos, se realizé un analisis
de la varianza (Tabla R1). Ambos grupos mostraron diferencias significativas en las conductas de:
Defensa-Sumision (Fj1ssy = 36.082; p < 0.02), Autoaseo-Escarbar (F;s55 = 6.083; p < 0.02),
Evitacion-Huida (Fjss) = 6.795; p < 0.02), Exploracion a distancia (Fjss) = 11.153; p < 0.01),
Exploracion no social (Fjy s5;= 27.972; p <0.0001), Inmovilidad (F(3 55;= 58.982; p < 0.0001).

Tabla R1. Porcentaje medio de tiempo (+ E.E.M.) dedicado a cada una de las conductas analizadas
en funcién del Cluster de pertenencia.

Conducta Social (Dia 21) Cluster 1 ACTIVO (n = 34) Vs. Cluster 1 PASIVO (n=22)
Autoaseo-Escarbar 2.425 + 0.753 >* 0.185 + 0.095
Defensa-Sumision 6.745 + 1.505 <* 10.694 + 1.505
Evitacion-Huida 5.855 + 0.287 < 7.208 + 0.465
Exploracién a Distancia 33.515 + 1.882 S 24.414 + 1.831
Exploracién No Social 20.898 + 1.527 S 9.883 + 1.184
Exploracién Social 1.782 + 1.156 > 0
Inmobilidad 28.777 + 1.654 <Hx 47.593 + 1.723

*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

Para confirmar la validez estadistica de los dos grupos obtenidos y determinar las
variables conductuales mas eficientes a la hora de discriminar entre ambos grupos, se aplicd un
analisis discriminante utilizando el método de Lambda de Wilks de inclusién por pasos. La
conducta de inmovilidad resulté ser la variable conductual que mejor discriminé entre los dos
grupos, ya que fue la primera en ser seleccionada para su inclusién en el modelo discriminante.
En una segunda fase del procedimiento por pasos, el modelo explicativo fue incluyendo
sucesivamente las conductas de defensa-sumision, exploracion social y exploracion no social,

incrementando asi la discriminacidon entre los dos grupos. El resto de conductas no fueron
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incluidas dentro del modelo explicativo debido a que no contribuyeron significativamente en esa

discriminacion, en funcion de los valores Lambda de Wilks (Tabla R2).

Tabla R2. Resumen del Analisis Discriminante

Variables incluidas valor® F
en el andlisis Etapa Lambda para entrar Significacion Funcién®
Inmovilidad 1 0.46 63.342 0.000 1.287
Defensa-Sumision 2 0.374 44.419 0.000 0.734
Exploracién Social 3 0.281 44.445 0.000 -0.819
Exploracién No Social 4 0.258 36.658 0.000 -0.346

En casa etapa se introduce la variable que minimiza la Lambda de Wilks Global (F minima para
entrar: 3.84; F maxima para salir: 2.71)

@ La Lambda de Wilks es un estadistico que expresa el poder de discriminacién del modelo.
Su valor estd comprendido entre 0y 1. Un valor de Lambda cercano a cero significa poder
perfecto de discriminacion. En esta columna se expresa su valor en el proceso iterativo,
depués de que la respectiva variable conductual ha entrado en el modelo.

®) Coeficiente estandarizado de la funcién discriminante.

El andlisis discriminante también mostré una funciéon discriminante, altamente
significativa (p < 0.0001) que contribuye a la descripcién y clasificaciéon de los grupos. Los
coeficientes estandarizados de esta funcion discriminante revelan que el cluster 1 lo caracterizan
las conductas de Exploracion social y Exploracion no social, mientras que al cluster 2 lo describen
las conductas de Defensa-Sumision e Inmovilidad. Esta funcion discriminante también fue
utilizada para confirmar la validez de los clusters obtenidos. Asi, las estimaciones del modelo
discriminante aplicado coinciden en el 97,6 % de los casos con la clasificacion realizada por el

andlisis de conglomerados jerarquicos (Tabla R3).

Tabla R3. Matriz de clasificacion para el andlisis discriminante de dos grupos.
Grupo de pertenencia pronosticado

n real Grupo 1 Grupo 2 % Correctos
Cluster 1 34 32 2 94.1%
Cluster 2 22 1 21 95.5 %
n predicha 33 22 94.6 %

Finalmente, una vez confirmada la descripcion de los grupos mediante el analisis de la
varianza y la funcidn discriminante, procedimos a caracterizar los dos grupos de la siguiente

manera (Figura R1):

Cluster 1 (n= 34): Este grupo esta formado por los sujetos que exhiben bajos niveles de

inmovilidad y altos niveles de conductas exploratorias, especialmente de la conducta de
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Exploracion no social. Ademas, todos aquellos sujetos que mostraron la conducta de Exploracion
social fueron clasificados en este grupo. Teniendo en cuenta estas caracteristicas conductuales,
este cluster agrupa a los sujetos que responde ante el estrés crénico por derrota con una

estrategia de afrontamiento activa.

Cluster 2 (n= 22): Este otro grupo lo componen aquellos sujetos que frente a un
oponente agresivo responden fundamentalmente con conductas de Defensa-Sumision, ademas
de permanecer la mayoria del tiempo inmévil. Asi, este segundo cluster agrupa a los sujetos que

responden ante el estrés crénico por derrota con una estrategia de afrontamiento pasiva.

Cluster 1 Cluster 2
ACTIVO (N = 34) PASIVO (N = 22)

bl 1nmovilidad B Autoaseo-Escarbar
I Defensa-Sumision B Exploracion a Distancia
i Exploracion Social u Evitacion-Huida

B Exploracién No Social

Figura R1. Clasificacidn de los sujetos en funciéon del porcentaje de tiempo
dedicada a cada una de la variables conductuales analizadas el dia 21 de
estrés social crénico en el experimento 1.

1.2. Estudio de la estabilidad de las estrategias de afrontamiento

Con el objetivo de determinar la estabilidad conductual de los grupos, activo y pasivo,
obtenidos al final del periodo de estrés crénico, se volvié a aplicar un analisis discriminante con la
conducta social correspondiente al dia 11 de estrés. El resultado fue que el 67,9% de los casos

estaban correctamente clasificados, siendo la Inmovilidad |la conducta que mas contribuia a la



Resultados experimento 1 120

discriminacion entre los dos grupos. Concretamente, el 68,2% de los pasivos y el 67,6% de los
activos ya estaban correctamente clasificados.

1.3. Efecto de las estrategias de afrontamiento del estrés social cronico por derrota
sobre el sistema neuroendocrino

1.3.1. Niveles de corticosterona en plasma 40 minutos después de la derrota de los dias 3,11y 21

Cuando se analizaron los datos de los niveles de corticosterona después de la derrota
(dias 3, 11 y 21), el ANOVA de dos factores (tiempo de estrés y grupo) con medidas repetidas,
Unicamente mostré un efecto significativo para el factor grupo (Fj,61 = 37.085; p < 0.0001). Asi,
se observd que tanto los sujetos pasivos como los sujetos activos tenian mayores niveles de
corticosterona en plasma que los sujetos control manipulados los dias 3, 11 y 21 (p < 0.0001; en
todos los casos), y que no hubo diferencias entre los sujetos pasivos y activos los dias 3 y 11. Sin
embargo, el Ultimo dia de estrés social (dia 21), los sujetos pasivos mostraron una mayor

concentracién de corticosterona que los sujetos activos (p < 0.02; Figura R2).
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Figura R2. Niveles medios (+ E.E.M.) de corticosterona en plasma
(ng/ml) obtenidos por puncién submandibular 40 minutos después de
las derrotas de los dias 3, 11 y 21, de los sujetos activos ( H), sujetos
pasivos ( @) y controles manipulados ( ‘

# respecto a los controles manipulados p < 0.001

* respecto a los sujetos activos p < 0.05
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1.3.2. Niveles de corticosterona en plasma 3 dias después de la ultima derrota

Cuando se analizaron los niveles de corticosterona el ANOVA de un factor mostré
diferencias significativas entre los grupos (Fp,6s5; = 5.486; p < 0.01). Concretamente, los analisis
pos hoc revelaron que los sujetos pasivos tenian una menor concentracién de corticosterona que
los controles manipulados (p < 0.01). Los sujetos activos no mostraron diferencias en

comparacion con los sujetos pasivos y los controles manipulados (Figura R3).

* %

Niveles de corticosterona en plasma (ng/ml)

ACTIVO PASIVO Control
Manipulado

Figura R3. Niveles medios (+ E.E.M.) de corticosterona en plasma
(ng/ml) obtenidos por puncién cardiaca 3 dias después de la ultima
derrota. Las barras representan a los tres grupos analizados: sujetos
activos, sujetos pasivos y controles manipulados. ** p <0.01.

1.4. Efecto de las estrategias de afrontamiento del estrés social créonico por derrota

sobre el sistema inmunitario

1.4.1. Capacidad proliferativa de las células mononucleares del bazo

El estudio de la capacidad proliferativa revelé un efecto significativo del factor grupo
tanto en el caso de los linfocitos T Fjy65 = 3.213; p < 0.05) como en el caso de los linfocitos B
Fr2,66)= 3.883; p <0.03). En cuanto a los linfocitos T, la comparacion entre los grupos mediante el
analisis pos hoc mostrd, que los sujetos pasivos tenian un menor indice de proliferacion (IP) que
los sujetos activos (p < 0.05), y que los sujetos pasivos y activos no eran diferentes a los controles

manipulados. Con respecto a los linfocitos B, el analisis pos hoc mostré que los sujetos pasivos
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tenian un menor indice de proliferacién (IP) que los controles manipulados (p < 0.05). Los sujetos
activos no mostraron diferencias con respecto a los sujetos pasivos y controles manipulados en

esta media (Figura R4).
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Figura R4. indices medios (+ E.E.M.) de proliferacién de los linfocitos T
[A] y los linfocitos B [B] 3 dias después de la ultima derrota. Las barras
representan a los tres grupos analizados: sujetos activos, sujetos
pasivos y controles manipulados. * p < 0.05.

1.4.2. Niveles de IL-6 y TNF-a en el bazo

El analisis de los datos mostré un efecto significativo del factor grupo en el caso de las
dos citocinas: IL-6 (Fz,62)=8.239; p <0.001) y TNF-a (F[2 63 = 15.272; p <0.001). Cuando se realizd
el analisis pos hoc para conocer las diferencias en los niveles de IL-6 entre los tres grupos, se
observd que los sujetos pasivos tenian mayores niveles que los sujetos activos (p < 0.03) y los
controles manipulados (p < 0.001). No se encontraron diferencias entre los sujetos activos y
controles manipulados en los niveles de esta citocina. En el caso del TNF-a, el analisis pos hoc
reveld que los sujetos pasivos tenian mayores niveles que los sujetos activos (p < 0.04) y los
controles manipulados (p < 0.0001). Ademas, los sujetos activos también mostraron mayores

niveles de esta citocina con respecto a los controles manipulados (p < 0.001; Figura R5).
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Figura R5. Niveles medios (+ E.E.M.) de IL-6 [A] y TNF-a [B] 3 dias
después de la Gltima derrota. Las barras representan a los tres grupos
analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles manipulados.
#p <0.0001; *** p <0.001; * p <0.05.

1.5.Efecto de las estrategias de afrontamiento del estrés cronico por derrota sobre los
niveles de proteina BDNF hipocampales

El andlisis de los datos mostré un efecto significativo para el factor grupo (Fjp62 = 5.239; p <
0.01). La comparacién entre los tres grupo mediante un analisis pos hoc revelé que los sujetos
pasivos tenian menores niveles de proteina BDNF en el hipocampo que los sujetos activos (p <

0.01) y los controles manipulados (p < 0.05). No se encontraron diferencias entre los sujetos

activos y los controles manipulados (Figura R6).

Niveles de BDNF en el hipocampo
(pg/mg de proteina)

ACTIVO PASIVO Control
Manipulado

Figura R6. Niveles medios (+ E.E.M.) de proteina BDNF hipocampal 3
dias después de la Ultima derrota. Las barras representan a los tres
grupos analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles
manipulados. ** P <0.01; * p <0.05.
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1.6.Efecto de las estrategias de afrontamiento sobre la conducta en la prueba de
natacion forzada

El andlisis de la varianza de los datos obtenidos el segundo dia de la prueba de natacién
forzada mostré un efecto significativo en la latencia de inmovilidad (Fp65 = 3.815; p < 0.03). El
analisis pos hoc reveld que los sujetos pasivos tuvieron una menor latencia de inmovilidad que
los controles manipulados (p < 0.03), y no mostré diferencias en el caso de los sujetos activos
(Figura R7). En el resto de las variables conductuales analizadas no se encontraron diferencias

significativas entre los tres grupos (tiempo total dedicado a la inmovilidad, la natacién y la

conducta de escalada).

Latencia de inmovilidad (seg.)

ACTIVO PASIVO CONTROL
MANIPULADO

Figura R7. Niveles medios (+ E.E.M.) de la latencia de
inmovilidad en la prueba de natacién forzada 3 dias después de
la ultima derrota. Las barras representan a los tres grupos
analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles
manipulados. * p < 0.05.
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1.7.Relaciones entre las variables conductuales y fisioldgicas

El estudio de las correlaciones entre las variables conductuales y fisioldgicas mostré que
los niveles de corticosterona en plasma del dia 21 correlacionaban positivamente con la conducta
de inmovilidad (r = 0.332, p = 0.014) y negativamente con la conducta de exploracién no social (r
=-0.416, p = 0.002) del mismo dia. También se encontrd una relacion positiva entre los niveles de
corticosterona obtenidos 3 dias después de la ultima derrota y la latencia de inmovilidad en la
prueba de natacién forzada (r = 0.470, p < 0.0001). Cuando se estudiaron las variables
conductuales e inmunitarias, los niveles de ambas citocinas correlacionaron positivamente con la
conducta de inmovilidad del dia 21 (IL-6: r = 0.327, p = 0.018; TNF-a: r = 0.4, p = 0.003). Los
niveles de TNF-a también correlacionaron negativamente con las conductas de exploracion social
(r=-0.304, p =0.027) y exploracién no social (r =-0.389, p = 0.004), ambas del dia 21. Finalmente,
se encontrd una correlacién negativa entre los niveles de BDNF hipocampales y la conducta de
inmovilidad del dia 21 (r=-0.316, p = 0.021) (Tabla R4).

El estudio de las relaciones entre las diferentes medidas fisiolégicas mostré una
correlacion positiva entre las concentraciones de corticosterona (CORT) obtenidas en diferentes
momentos: los dias 3, 11 y 21 tras la derrota (CORT Dia 3-CORT Dia 11: r = 0.618, p < 0.0001;
CORT Dia 3-CORT Dia 21: r = 0.524, p < 0.0001; CORT Dia 11-CORT Dia 21: r = 0.520, p < 0.0001).
Ademas, también se observd que la concentracion de corticosterona del dia 21 correlacionaba
positivamente con los niveles esplénicos de TNF-a (r = 0.515, p < 0.0001) e IL-6 (r = 0.316, p =
0.006). También se encontré una relacidon negativa entre los niveles de IL-6 y los indices de
proliferacién de ambas lineas linfociticas: linfocitos T (r = -0.406, p = < 0.0001) y linfocitos B (r = -
0.462, p = £ 0.0001). Finalmente, no se encontrd ninguna relacién significativa entre los niveles

de BDNF hipocampales y otras variables fisiolégicas (Tabla R5).
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RESULTADOS EXPERIMENTO 2:

Estrategias de afrontamiento

en respuesta al estrés social cronico por derrota y cambios
en los receptores de glucocorticoides (MR y GR) y en los
receptores serotoninérgicos postsinapticos (5-HT oy 5-HT}).
Efectos del tratamiento a corto plazo con el RS 67333
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2.1. Analisis de las diferencias individuales en el afrontamiento conductual del estrés
social crénico por derrota y el efecto de la administracion del RS 67333

En este segundo experimento se aplicé nuevamente un analisis discriminante con el
objetivo de clasificar a los sujetos en funcidn de su estrategia de afrontamiento, activa o pasiva,
al estrés crénico por derrota asignandolos a grupos preexistentes. Para ello, se realiz6 el analisis
discriminante empleando la funcion discriminante obtenida en el primer experimento y teniendo
en cuenta el porcentaje de tiempo dedicado a cada una de las conductas analizadas durante la
confrontacion social del dia 18. Una vez que los animales fueron asignados a los diferentes
grupos se procedié a la caracterizacion conductual de los mismos (Figura R8). El andlisis
discriminante revelé que la conducta de Exploracion no social fue la variable conductual que
mejor discrimind entre los dos grupos, seguida por las conducta de Autoaseo-Escarbar. Cuando
se realizd un anélisis de la varianza de tres factores (tiempo, grupo y tratamiento) con medidas
repetidas mostré diferencias significativas para el factor grupo (Fjps7= 9.818; p < 0.0001) y para
la interaccién tiempo x grupo (Fj1,s7) = 4.565; p < 0.0001). No se hallé un efecto significativo del

tratamiento farmacoldgico.

ACTIVO (N =28) PASIVO (N = 40)

il Inmovilidad B Autoaseo-Escarbar
- Defensa-Sumision - Exploracién a Distancia
- Exploracion Social L_I Evitacion-Huida

B Exploracién No Social

Figura R8. Clasificacion de los sujetos en funcion del porcentaje de
tiempo dedicada a cada una de la variables conductuales analizadas el
dia 18 de estrés social crénico en el experimento 2.



Resultados experimento 2 130

En cuanto al factor grupo, por un lado, el andlisis de la varianza sefialé que el dia 18 de
estrés social los sujetos pasivos, en relacion a los activos, mostraron mayores niveles de
inmovilidad (F 67 = 56.477; p < 0.0001) y de evitacion-huida (Fj167 = 18.321; p < 0.0001) y
menores niveles de conductas de autoaseo-escarbar (Fj1,677= 6.728; p < 0.02), de exploracién no
social (F1,67= 107.107; p < 0.0001) y exploracion social (F1,677=7.252; p < 0.01). Por otro lado, el
dia 21 de estrés social los sujetos pasivos en comparacion con los activos mostraron mayores
niveles de inmovilidad (Fj; 67 = 4.566; p <0.0001) y menos niveles de exploracion no social (Fj1 ez,
=10.274; p <0.0001) y exploracion social (Fj; 7= 4.441; p <0.0001).

El andlisis de la interaccidn (tiempo x grupo), por un lado, mostré que los sujetos activos
aumentaron la conducta de exploracién no social (Fj127 = 4.195; p < 0.05) del dia 18 al 21 de
estrés social. Por otro lado, los pasivos aumentaron la conducta de inmovilidad (Fj; 35 = 27.547; p
< 0.0001) mientras que disminuyeron la conducta de exploracién no social (Fj135 = 17.990; p <

0.0001), del dia 18 al 21 de estrés social (Tabla R6).

Tabla R6. Porcentaje medio de tiempo (+ E.E.M.) dedicado a cada una de las conductas analizadas
en funcién del grupo de pertenencia los dias 18 y 21 de estrés social crénico.

Dia 18 Dia 21 Dia 18 Vs. Dia 21

Conducta Social (Dia 21) ACTIVO Vs. PASIVO ACTIVO Vs. PASIVO |ACTIVO | PASIVO
Autoaseo-Escarbar 264 + 1.04 L 0.30 + 0.15 0.80 + 0.29 = 0.80 + 0.29 = =
Defensa-Sumisién 4.06 + 0.92 = 5.56 + 0.60 | 3.38 + 0.67 = 5.13 + 0.57 = =
Evitacién-Huida 2.65 + 0.28 <*¥*¥* 737 +041 | 426 + 058 = 6.38 + 0.42 = =
Exploracion a Distancia 13.46 + 1.44 = 1331 + 149 | 1451 + 1.36 = 15.16 + 1.36 = =
Exploracién No Social 38.30 + 2.82 >**¥* 1877 +1.51 | 44.76 £1.49 > 12.85 £1.22 >e <
Exploracion Social 3.74 + 1.30 > 1.06+0.55 | 4.75 + 1.75 S 0.57+0.39 = =
Inmobilidad 3523 +2.32  <*** 5395+ 251 | 28.02 +349 < 60014223 = <M

La siguientes signos representan las diferencias entre los dos grupos el dia 18 de estrés social: * p <0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001
El siguiente signo representa las diferencias entre los dos grupos el dia 21 de estrés social: # p < 0.001

El siguiente signo representa las diferencias del grupo ACTIVO entre los dias 18 y 21 de estrés social : * p < 0.001

El siguiente signo representa las diferencias del grupo PASIVO entre los dias 18 y 21 de estrés social: + p <0.05; ++ p 0.001

2.2. Efecto de la estrategia de afrontamiento del estrés crénico por derrota y del

tratamiento con RS 67333 sobre el sistema neuroendocrino

2.2.1. Niveles de corticosterona en plasma 40 minutos después de la ultima derrota (dia 21)

El analisis de la varianza de dos factores (grupo y tratamiento) GUnicamente mostré un
efecto significativo para el factor grupo (F(;75 = 6.944; p < 0.01). Concretamente, el analisis pos
hoc revelé que los sujetos pasivos tenian mayores niveles de corticosterona en plasma que los

sujetos activos (p < 0.02) y controles manipulados (p < 0.01). No se hallaron diferencias
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significativas en estos niveles de corticosterona entre los sujetos activos y los controles

manipulados. No se encontré un efecto de interaccion entre los factores (Figura R9).

2.2.2. Medidas repetidas de los niveles de corticosterona previos y tres dias posteriores a la

terminacién del estrés

El ANOVA de tres factores (tiempo, grupo y tratamiento) con medidas repetidas mostré
un efecto del factor tiempo (Fjy,80;= 12.901; p <0.001) y del factor grupo (Fpps0 = 5.366; p <0.01),
pero no del tratamiento. En el caso del factor tiempo el analisis revelé un aumento de los niveles
de corticosterona en todos los grupos analizados y el analisis pos hoc revel6 que el aumento fue
el mismo en todos los grupos. El analisis del factor grupo reveld que tres dias después de la
ultima derrota los sujetos pasivos tenian menores niveles de corticosterona que los sujetos
activos (p < 0.05) y los controles manipulados (p < 0.04). No se observaron diferencias entre estos
Ultimos. El andlisis no indicéd diferencias entre los grupos en los niveles de corticosterona
obtenidos tres dias antes de la aplicacion del estrés crénico. No se encontré un efecto de

interaccion entre los factores (Figura R10).
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Figura R9. Niveles medios (+ E.E.M.) de  Figura R10. Niveles medios (+ E.E.M.) de

corticosterona en plasma (ng/ml) obtenidos 3
dias antes y tres dias después de la aplicacion del

corticosterona en plasma (ng/ml) obtenidos por
puncién submandibular 40 minutos después de

la ultima derrota. Las barras representan a los
tres grupos analizados: sujetos activos, sujetos
pasivos y controles manipulados. * p < 0.05.

estrés cronico, de los sujetos activos (), sujetos
pasivos ( @) y controles manipulados ( ’

# respecto a los controles manipulados p < 0.05;
* respecto a los sujetos activos p < 0.05.
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2.2.3. Expresién de ARNm de GRs y MRs y balance MR/GR en el hipotdlamo

Por un lado, el analisis de la varianza de dos factores (grupo y tratamiento) mostré
diferencias significativas en los niveles ARNm-GR en funcién del factor grupo (Fjys4; = 5.035; p <
0.01) y del tratamiento farmacoldgico (F[, 54 = 6.420; p < 0.02). El andlisis pos hoc indicé que los
sujetos pasivos tenian mayores niveles de ARNm-GR que los sujetos activos (p < 0.03) y controles
manipulados (p < 0.03). En el caso del tratamiento, la administracion de RS 67333 aumento los

niveles de GR (p < 0.001) (Figura R11). No se encontré un efecto de interaccion entre los

factores.
* *
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Figura R11. Niveles medios ( + E.M.M.) de la expresion génica de GR en el hipotalamo.

a) Serepresenta el efecto del estrés crénico por derrota sobre la expresion génica de los GR
hipotalamicos en los diferentes grupos analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles
manipulados. * < 0.05.

b) Serepresenta el efecto del tratamiento farmacolégico con el RS 67333 sobre la expresiéon
génica de los GR hipotaldmicos. *** p < 0.001.

Por otro lado, se encontraron diferencias significativas en los niveles de ARNm-MR en
funcién del tratamiento farmacolégico (Fpsq = 80.882; p < 0.001), indicando que la
administracion de RS 67333 redujo los niveles de ARNm-MR en comparacion con la
administracion del vehiculo (p < 0.05). También se observé una interaccion entre los dos factores
analizados (grupo x tratamiento) (Fjys4 = 4.251; p < 0.02). En concreto, el analisis revel6 que los

sujetos activos con tratamiento tenian menores niveles de ARNm-MR que los sujetos activos sin

tratamiento (p < 0.05), que lo sujetos pasivos sin tratamiento (p < 0.001) y que los controles
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menores niveles de ARNm-MR que los sujetos activos sin tratamiento (p < 0.04), que los sujetos
pasivos sin tratamiento (p < 0.001) y que los controles manipulados sin tratamiento (p < 0.04).
Finalmente, los sujetos pasivos sin tratamiento mostraron mayores niveles de ARNm-MR que los

controles manipulados con tratamiento (p < 0.001) (Figura R12).
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Figura R12. Niveles medios (* E.M.M.) de la expresidn génica de MR en el hipotalamo.

a) Serepresenta el efecto del tratamiento farmacoldgico con el RS 67333 sobre la expresion génica
de los MR hipotaldmicos. * p < 0.05.

b) Se representa el efecto de la interaccion entre el estrés crénico y el tratamiento farmacolégico
(F=RS 67333; V = Vehiculo) sobre los tres grupos analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y
controles manipulados. * <0.05 (se destaca el resultado de que el farmaco actla Unicamente en
los sujetos estresados tanto activos como pasivos).

Respecto a la ratio MR/GR el analisis mostrd un efecto del factor grupo (Fjs4= 3.251; p
< 0.05) que indicd que los sujetos pasivos tenian la ratio disminuida en comparacién con los
controles manipulados (p < 0.05). No se hallaron diferencias en la ratio entre los sujetos activos y
los controles manipulados. También se encontré un efecto del tratamiento sobre la ratio MR/GR
(Fr2,541= 72.275; p < 0.001). Concretamente, la administracién del RS 67333 redujo la ratio MR/GR
(p < 0.05) (Figura R13).
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Figura R13. Niveles medios (+ E.M.M.) del bance MR/GR en el hipotalamo.
a) Serepresenta el efecto del estrés cronico por derrota sobre el balance MR/GR en el hipotalamo en
los diferentes grupos analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles manipulados.
* <0.05.
b) Serepresenta el efecto del tratamiento farmacoldgico con el RS 67333 sobre el balance MR/GR en
el hipotalamo * p < 0.05.

2.2.4. Expresién ARNm de GRs y MRs y balance MR/GR en el hipocampo

En el caso del ARNm-GR el analisis de la varianza de dos factores (grupo y tratamiento)
Unicamente mostré un efecto significativo del factor grupo (Fj;75= 3.288; p < 0.05) y los analisis
pos hoc revelaron que los sujetos pasivos tenian mayores niveles de ARNm-GR que los sujetos
activos (p < 0.04). Este analisis no mostro diferencias de los sujetos activos y pasivos con respecto
a los controles manipulados (Figura R14).

En el caso del ARNm-MR sélo se observé un efecto del factor grupo (Fpp,75 = 3.413; p <
0.04) y el analisis pos hoc reveld que los sujetos pasivos tenian menores niveles de ARNm-MR que
los sujetos activos (p < 0.04). No se encontraron diferencias de los sujetos activos y pasivos con
respecto a los controles manipulados (Figura R15).

Finalmente, se observé un efecto del factor grupo respecto a la ratio MR/GR (Fp75) =
3.632; p < 0.04). Concretamente, los sujetos pasivos mostraron una disminucion de la ratio en
comparacion con los sujetos activos (p < 0.03). En este caso tampoco se observaron diferencias

de los sujetos activos y pasivos en comparacion con los controles manipulados (Figura R16).
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En ninguno de los casos se observé un efecto del tratamiento con el RS 67333 ni una

interaccion entre los dos factores analizados.

Expresion génica de GR en el hipocampo

ACTIVO

Control
Manipulado

PASIVO

Figura R14. Niveles medios (* E.M.M.) de la
expresion génica de GR en el hipocampo. Se
representa el efecto del estrés crénico por
derrota sobre la expresion génica de los GR
hipocampales en los diferentes grupos
analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y
controles manipulados. * <0.05.
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Balance MR/GR en el hipocampo

ACTIVO

Expresion génica de MR en el hipocampo

ACTIVO

Control
Manipulado

PASIVO

Figura R15. Niveles medios (* E.M.M.) de la
expresion génica de MR en el hipocampo. Se
representa el efecto del estrés crénico por
derrota sobre la expresién génica de los MR
hipocampales en los diferentes grupos
analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y
controles manipulados. * <0.05.

Control
Manipulado

PASIVO

Figura R16. Niveles medios (+ E.M.M.) del bance MR/GR en el hipocampo. Se
representa el efecto del estrés crénico por derrota sobre el balance MR/GR
en el hipocampo en los diferentes grupos analizados: sujetos activos, sujetos
pasivos y controles manipulados. * < 0.05.
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2.3. Efecto de la estrategia de afrontamiento del estrés crénico por derrota y del

tratamiento con RS 67333 sobre los niveles de IL-6 y TNF-a en bazo

El analisis de los datos mostré un efecto significativo del factor grupo en el caso de las
dos citocinas: IL-6 (Fj;g0; = 17.052; p < 0.0001) y TNF-o (F580 = 18.013; p < 0.0001). Cuando se
realizé el analisis pos hoc para conocer las diferencias en los niveles de IL-6 entre los tres grupos,
se observd que los sujetos pasivos tenian mayores niveles que los sujetos activos (p < 0.02) y los
controles manipulados (p < 0.0001). Los sujetos activos también mostraron mayores niveles de
esta citocina con respecto a los controles manipulados (p < 0.01). En el caso del TNF-q, el analisis
pos hoc reveld que los sujetos pasivos tenian mayores niveles que los sujetos activos (p < 0.04) y
los controles manipulados (p < 0.0001). Los sujetos activos también mostraron mayores niveles
de esta citocina con respecto a los controles manipulados (p < 0.01) (Figura R17).

En ninguno de los casos se observé un efecto del tratamiento con el RS 67333 ni una

interaccién entre los dos factores analizados.
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Figura R17. Niveles medios (+ E.E.M.) de IL-6 [A] y TNF-a [B] 3 dias
después de la Gltima derrota. Las barras representan a los tres grupos
analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles manipulados.
*** p <0.001; * p <0.05.



Resultados experimento 2 137

2.4. Efecto de la estrategia de afrontamiento del estrés crénico por derrota y del

tratamiento con RS 67333 sobre los niveles de BDNF hipocampales

El andlisis de la varianza de dos factores (grupo y tratamiento) Gnicamente mostré un
efecto significativo del factor grupo (Fpps1; = 4.381; p < 0.02). El andlisis pos hoc indicé que los
sujetos activos tenian mayores niveles de BDNF que los sujetos pasivos (p < 0.03) y los controles
manipulados (p < 0.04). No se hallaron diferencias entre los sujetos pasivos y los controles
manipulados (Figura R18).

No se observd un efecto del tratamiento con el RS 67333, ni una interaccidn entre los

dos factores analizados.

Niveles de BDNF en el hipocampo
(pg/mg de proteina)

ACTIVO PASIVO Control
Manipulado

Figura R18. Niveles medios (+ E.E.M.) de proteina BDNF hipocampal 3
dias después de la ultima derrota. Las barras representan a los tres
grupos analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles
manipulados. * p <0.05.

2.5. Efecto de la estrategia de afrontamiento del estrés crénico por derrota y del
tratamiento con RS 67333 sobre la expresion de receptores serotoninérgicos

hipocampales: 5-HT;, y 5-HT,

El andlisis de la varianza de dos factores (grupo y tratamiento) mostré un efecto
significativo del factor grupo (Fp,79)= 3.378; p < 0.04) sobre la expresion de los receptores 5-HTya.
El analisis pos hoc indicd que los sujetos pasivos tenian un mayor ARNm-5-HT;4-R que los

controles manipulados (p < 0.05) (Figura R19). Este analisis no mostré diferencias significativas de
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los sujetos pasivos y controles manipulados con respecto a los sujetos activos. No se observé un
efecto del tratamiento con el RS 67333, ni una interaccion entre los dos factores analizados.

El andlisis de la varianza con dos factores (grupo x tratamiento), no mostré ningun efecto
sobre la expresidn génica de los receptores 5-HT,. Tampoco se hallé una interaccion significativa

entre los dos factores analizados.

Expresi6n génica de los receptores 5-HT,,
en el hipocampo

ACTIVO PASIVO Control
Manipulado

Figura R19. Niveles medios ( £ E.M.M.) de la expresion génica de
receptores 5-HT;, en el hipocampo. Se representa el efecto del
estrés crénico por derrota sobre la expresion génica de los
receptores 5-HTi, hipocampales en los diferentes grupos
analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles
manipulados. * < 0.05.

2.6. Efecto de la estrategia de afrontamiento del estrés crénico por derrota y del

tratamiento con RS 67333 en la prueba de natacidn forzada

Por un lado, el analisis mostrd un efecto significativo del factor grupo en la conducta de
escalada (Fpps1) = 13.432; p < 0.0001). El analisis pos hoc indicé que los sujetos activos y pasivos
invirtieron significativamente menos tiempo en esta conducta respecto a los controles
manipulados (p < 0.0001, en ambos cosas) (Figura R20). No se hallaron diferencias entre los tres

grupos en el resto de las conductas analizadas (inmovilidad y natacién).
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100+

Tiempo dedicado a la escalada (seg.)

ACTIVO PASIVO Control
Manipulado

Figura R20. Tiempo medio ( + E.M.M.) , en segundos, dedicado a
la conducta de escalada en la prueba de natacion forzada. Se
representa el efecto del estrés crénico por derrota sobre esta
conducta en los diferentes grupos analizados: sujetos activos,
sujetos pasivos y controles manipulados. # < 0.0001.

Por otro lado, aunque no se observé un efecto del tratamiento, el analisis si mostré una
interaccion significativa entre los dos factores (grupo x tratamiento) para la conducta de
inmovilidad (Fp2 81 = 3.131; p < 0.05) y la conducta de natacién (Fj, 51 = 4.895; p < 0.02). En el
caso de la inmovilidad, el analisis pos hoc indicé que los sujetos activos y pasivos sin tratamiento
permanecieron mas tiempo inmévil que los controles manipulados sin tratamiento (p < 0.04, en
ambos casos). El tratamiento disminuyd el tiempo de inmovilidad de los sujetos pasivos en
comparacion con los pasivos sin tratamiento (p < 0.02). Finalmente, no se observaron diferencias
entre los sujetos activos con tratamiento y los sujetos controles. En el caso de la conducta de
natacion, el analisis pos hoc reveld que los sujetos pasivos con tratamiento permanecieron mas
tiempo realizando la conducta de natacién que los pasivos sin tratamiento (p < 0.02) y que los
controles manipulados con tratamiento (p < 0.01). Por ultimo, también se observd que los
controles manipulados con tratamiento permanecieron menos tiempo nadando que los controles

manipulados sin tratamiento (p < 0.04) (Figura R21).
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Figura R21. Tiempo medio (+ E.M.M.) dedicado a las conductas de inmovilidad y natacién en la prueba de
natacion forzada, efecto del tratamiento con RS 67333.
a) Serepresenta el efecto de la interaccion entre el estrés cronico y el tratamiento farmacoldégico
(F=RS 67333; V = Vehiculo) sobre la inmovilidad en la prueba de natacién forzada en los tres
grupos analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles manipulados. * < 0.05
b) Serepresenta el efecto de la interaccion entre el estrés crénico y el tratamiento farmacolégico
(F=RS 67333; V = Vehiculo) sobre la natacién en la prueba de natacion forzada en los tres grupos
analizados: sujetos activos, sujetos pasivos y controles manipulados. * < 0.05; ** p < 0.01

2.7. Correlaciones entre las variables conductuales y fisiolégicas

El estudio de las correlaciones entre las variables conductuales y fisiolégicas mostré que
los niveles de corticosterona en plasma del dia 21 correlacionaban negativamente con la
conducta de exploracion no social (r = -0.385, p = 0.001) y exploracion social (r = -0.335, p =
0.006), del mismo dia, y positivamente con la latencia de inmovilidad en la prueba de natacion
forzada (r = 0.409, p < 0.0001). También se encontré una relacién positiva entre los niveles de
corticosterona obtenidos 3 dias después de la ultima derrota y la conducta de exploracion no
social del dia 21 (r = 0.248, p = 0.043). La ratio MR/GR hipocampal correlaciond negativamente
con la conducta de inmovilidad del dia 21 (r = -0.273, p = 0.029) y positivamente con la
exploracion no social del dia 21 (r = 0.264, p = 0.035). En cuanto a los receptores
glucocorticoideos hipotalamicos, los GR correlacionaron negativamente con la conducta de
exploracion no social del dia 21 (r = -0.409, p = 0.008). Los niveles de IL-6 también
correlacionaron negativamente con la conducta de exploracion no social del dia 21 (r=-0.335,p =

0.006) y la conducta de escalada de la prueba de natacion forzada (r = -0.219, p = 0.043).
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Finalmente, los receptores 5-HT, hipocampales correlacionaron positivamente con la conducta
de escalada en la prueba de natacién forzada (r = 0.247, p = 0.024). No se hallé ninguna
correlacion para los receptores 5-HT;, (Tabla R7).

El estudio de las relaciones entre las diferentes medidas fisioldgicas mostré que las
concentraciones de corticosterona obtenidas el dia 21 correlacionaban positivamente con los
niveles de IL-6 (r = 0.263, p = 0.018) y los GR hipotaldmicos (r = 0.290, p = 0.025), y
negativamente con los MR hipocampales (r = -0.229, p = 0.041). Asi mismo, también se observd
que los niveles de corticosterona hallados tres dias después de la ultima derrota correlacionaron
negativamente con la IL-6 (r =-0.361, p =0.001) y el TNF-a (r =-0.261, p = 0.015). Por ultimo, los
receptores 5-HT, hipocampales correlacionaron positivamente con los GR hipotaldmicos (r =
0.256, p = 0.048) y negativamente con los GR hipocampales (r = -0.219, p = 0.045). No se
encontré ninguna relacion significativa para los niveles de BDNF y los receptores 5-HTi,

hipocampales (Tabla R8).
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DISCUSION EXPERIMENTO 1:
Estrategias de afrontamiento en respuesta
al estrés social cronico por derrota y
cambios en los niveles de corticosterona,
BDNEF vy sistema inmunitario
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En este primer estudio los resultados derivados del andlisis conductual revelan que los
sujetos sometidos a estrés social crénico por derrota pueden ser divididos en dos grupos
diferentes, activo y pasivo, en funcidn de las respuestas conductuales que adoptan durante la
ultima confrontacién social. Las conductas que claramente discriminan entre ambos grupos son
la inmovilidad, la defensa-sumision, la exploracion social y |la exploracion no social. A diferencia
de los sujetos activos, los sujetos con un perfil pasivo se caracterizan, principalmente, por
responder ante un oponente agresivo con conductas de inmovilidad y bajos niveles de
exploracion no social, ademas de no manifestar conductas de exploracidon social. Estas
caracteristicas conductuales ya han sido previamente descritas por otros autores como parte de
un estilo de afrontamiento pasivo que representan un patron alternativo de respuestas a los
estresores (Koolhaas y cols., 1999). Asi, en este estudio, se han identificado dos estilos diferentes
de afrontar la situacién de derrota crénica mediante el empleo de diferentes respuestas
conductuales, que a su vez permiten estudiar las caracteristicas bioldgicas asociadas a estos
perfiles.

Aunque es sabido que los diferentes estilos de afrontamiento van acompafiados por una
serie de caracteristicas neuroendocrinas, el conocimiento sobre sus relaciones causales es
escaso. Recientemente se ha propuesto que las diferencias neuroendocrinas probablemente son
mas una consecuencia que la causa de las diferencias conductuales (Koolhaas y cols., 2010). En
este primer experimento, todos los sujetos estresados muestran una activacién del eje HPA en
los diferentes momentos analizados tras la derrota (dias 3, 11 y 21), indicando que el estrés social
no resulta en una habituacion, tal y como también indican otros autores (Pardon y cols., 2004;
Tidey y Miczek, 1997; Tornatzky y Miczek, 1993). Los dias 3 y 11 los animales activos y pasivos no
difieren en su respuesta de corticosterona. Sin embargo, la prolongacion del estrés hasta 21 dias,
puso de manifiesto en los sujetos pasivos un incremento de los niveles de corticosterona con
respecto a los dias anteriores, que dio lugar a diferencias significativas con respecto a los sujetos
activos. Por lo tanto, estos datos indican que es necesario un periodo de estrés prolongado para
que estas diferencias se manifiesten, aunque factores como la heterogeneidad genética
(Veenema y cols., 2003a) y los eventos tempranos de la vida (Meaney, 2001) pueden contribuir a
estas diferencias. Asi, a pesar de que los datos muestran que ambas estrategias conductuales ya
estaban establecidas el dia 11 en un 67,9 % de los sujetos, fue necesario un periodo de estrés
mas prolongado para que se manifestaran las diferencias en corticosterona, apoyando la idea de

que las diferencias conductuales, en interaccion con el estrés, podrian ser las promotoras de las
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diferencias neuroendocrinas. La correlacidn significativa entre los altos niveles de corticosterona
del dia 21y la alta inmovilidad y la baja exploracién no social, ambas caracteristicas de los sujetos
pasivos, indica que las caracteristicas conductuales que mas discriminan ambos grupos, activo y
pasivo, estan asociadas a una diferente respuesta fisiolégica ante la derrota. Esto también
muestra una mayor reactividad al estrés de los sujetos pasivos y que un perfil activo modera la
respuesta aguda de glucocorticoides inducida por el estrés cronico por derrota (Walker y cols.,
2009), tal y como también se ha observado en otros parametros bioldgicos, tales como la funcion
inmunitaria (Stefanski, 1998), los biorritmos (Meerlo y cols., 1999) y las respuestas de miedo
condicionadas (Walker y cols., 2008).

Cuando los niveles de corticosterona fueron medidos 3 dias después de la ultima
derrota, los sujetos pasivos presentaron niveles significativamente menores que los controles,
indicando una posible alteracién en el funcionamiento del eje HPA en los sujetos pasivos
producida por el estrés. En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio también se
observaron menores niveles de corticosterona 24 horas después de la ultima derrota en sujetos
sometidos al mismo protocolo de estrés crénico (Beitia y cols., 2005), por lo que podemos inferir
que son los sujetos con un perfil pasivo los que contribuyen principalmente a esa menor
concentracion de corticosterona en los sujetos derrotados. A la vista de estos resultados,
podemos concluir que el perfil pasivo se caracteriza por una exagerada respuesta de
corticosterona, cuando el estrés por derrota se prolonga, y también por bajos niveles de
corticosterona al cesar el estrés. En humanos, también se ha encontrado una hipocortisolemia
después de un prolongado periodo de estrés que cursa con una hiperactividad de eje HPA y una
excesiva liberacion de glucocorticoides (Fries y cols., 2005; Hellhammer y Wade, 1993). La
hipocortisolemia también ha sido descrita como una caracteristica propia de la depresién atipica
que la diferencia de otros subtipos de depresién (Antonijevic, 2006; Gold y Chrousos, 2002). Es
posible que en el caso de los sujetos pasivos la capacidad de autorregulacidon del eje HPA esté
alterada a consecuencia de una repetida y excesiva liberacion de corticosterona en respuesta a la
derrota social. Se cree que este tipo de alteraciones son debidas a un aumento del feedback
negativo del eje HPA pero el mecanismo responsable de esta disfuncion todavia se desconoce. Es
posible que el aumento de la inhibicidn de la actividad del eje HPA sea debido a cambios en los
receptores glucocorticoideos tanto a nivel del nucleo paraventricular del hipotalamo como a nivel
del hipocampo (De Kloet y cols., 1998; Gupta y cols., 2007). Alternativamente, también se ha

propuesto que un déficit en la actividad del CRH podria reducir la liberacion adrenocortical
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(Stenberg y cols., 1989) o también que una alteracién de la sefial simpatica podria disminuir la
sensibilidad de las adrenales a la ACTH (Kalsbeek y cols., 1996).

A la vista de la diferente reactividad del eje HPA de los dos perfiles, y teniendo en cuenta
que los glucocorticoides son potentes reguladores de la actividad inmunitaria, es de esperar que
también se observen diferencias entre la funcidon inmunitaria de los sujetos activos y pasivos. Asi,
los datos muestran mayores cambios en la actividad inmunitaria de los sujetos pasivos, ya que
presentan mayores niveles de IL-6 y TNF-a en el bazo, en comparacién con los sujetos activos y
control. Este incremento de interleucinas observado tras la estimulacién in vitro de las células del
bazo puede ser el reflejo de un aumento de la capacidad de produccidn de estas mismas citocinas
in vivo, de manera que sus efectos a nivel cerebral podrian contribuir al patréon conductual
exhibido por los sujetos pasivos, que se caracteriza por mayores niveles de inmovilidad y
menores niveles de exploracidon no social. Dichos cambios conductuales forman parte de un
repertorio conductual conocido como “conducta de enfermedad” que es inducido por las
citocinas y que son similares a aquellas conductas que se observan en algunos trastornos como
por ejemplo la depresidon severa (Anisman y Merali, 2002; Dantzer y cols., 2008b). De acuerdo
con esto, se encontré una correlaciéon negativa entre los niveles de interleucinas del bazo y las
conductas de exploracion social y exploracidn no social. Las diferencias observadas en los niveles
de interleucinas entre los sujetos activos y pasivos pueden ser explicadas en parte por la
diferente reactividad del eje HPA que muestran ambos perfiles. Existen numerosos trabajos que
han descrito la relacién que existe entre los glucocorticoides y las interleucinas, aunque todavia
no se entiende completamente el mecanismo implicado en esta relacién. Se ha propuesto que
una baja sefalizacion de glucocorticoides, bien debida a una resistencia a los efectos de estas
hormonas en las células inmunitarias o bien por una disminucién de sus niveles, puede ser la
responsable del aumento de citocinas proinflamatorias (Avitsur y cols., 2001; Raison y Miller,
2003; Sorrells y Sapolsky, 2007; Stark y cols., 2001). Por otro lado, también hay autores que
proponen que los niveles bajos de estas hormonas pueden ejercer efectos permisivos sobre la
activacion inmunitaria durante el estrés (Sorrells y Sapolsky, 2010). Nuestros datos parecen
indicar la existencia de una baja sefalizacion de glucocorticoides, tal y como sugiere la relacién
positiva encontrada entre los niveles de TNF-a y los niveles de corticosterona medidos tras la
ultima derrota. Sin embargo, no hemos encontrado una relacién significativa entre los altos
niveles de ambas interleucinas y los bajos niveles de corticosterona hallados tres dias después de

la ultima derrota, por lo que es posible que haya otros factores que estén modulando la
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respuesta inmunitaria ademas de los glucocorticoides. En cuanto a la capacidad proliferativa de
las células mononucleares del bazo, los sujetos pasivos muestran una menor respuesta
proliferativa de los linfocitos T en comparacion con los sujetos activos, indicando que cada perfil
conductual estad asociado a una diferente respuesta inmunitaria. En el caso de los linfocitos B, no
se encontraron diferencias entre los dos perfiles conductuales, aunque si se observé una menor
capacidad proliferativa de los sujetos pasivos en relacidn a los controles. Aunque existen muchos
trabajos que han encontrado un efecto inmunosupresor, atribuido a los glucocorticoides, en
sujetos derrotados (Bartolomucci y cols., 2001; Beitia y cols., 2005; Raab y cols., 1986; Stefanski,
1998), en nuestro caso este efecto no es claro, ya que la Unica diferencia encontrada con
respecto a los sujetos controles fue en el caso de los sujetos pasivos y sélo en la capacidad
proliferativa de los linfocitos B.

Debido al creciente interés en la relacién entre el estrés y los factores neurotréficos
como el BDNF, nos propusimos estudiar el efecto de las diferentes estrategias de afrontamiento
del estrés social sobre esta neurotrofina. Los resultados muestran que los sujetos derrotados con
un perfil pasivo tienen menores niveles de BDNF hipocampal en comparacién con los sujetos
control y los sujetos con un perfil conductual activo. Estos datos estan de acuerdo con los
resultados de un trabajo reciente en el que se ha observado que los ratones que muestran una
mayor reactividad al estrés tienen los niveles de BDNF disminuidos en comparacion con aquellos
sujetos menos reactivos (Knapman y cols.,, 2010). Algunos datos indican que las citocinas
(Dantzer y cols., 2008b) y los glucocorticoides (Barbany y Persson, 1992; Schaaf y cols., 1998;
Jacobsen y Mgrk, 2006) pueden mediar en los efectos que tiene el estrés sobre los niveles de
BDNF. En el presente trabajo, los altos niveles de interleucinas como de corticosterona presentes
en los sujetos pasivos en respuesta a la derrota, podrian ser los responsables de la reduccién
observada de los niveles de BDNF hipocampales. Sin embargo, no hemos encontrado una
relacion significativa, entre estas dos variables fisioldgicas y los niveles de BDNF, que apoye esta
idea. Por lo tanto, podemos pensar que hay otros factores implicados, ya que hay datos que
indican que la adrenolectomia no evita del todo los efectos que tiene el estrés sobre esta
neurotrofina (Smith y cols., 1995a) y que otras hormonas como las catecolaminas también
pueden afectar a los niveles de BDNF (Chen y cols., 2007). En el caso de los sujetos activos, los
niveles de BDNF en el hipocampo no difieren de los niveles de los controles, indicando que una
estrategia activa en el afrontamiento del estrés social, a través de la activacion de diferentes

sistemas neurales, pueda contrarrestar los efectos de una regulacion a la baja del BDNF
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producida por el estrés. En este sentido, existen evidencias que indican que un estrés cronico
por inmovilizacién durante 7 semanas incrementa los niveles ARNm-CREB (Butterweck y cols.,
2001), una proteina fundamental para la regulacién de la expresién de BDNF (Katoh-Semba y
cols., 2001). Asi, es posible que en el caso de aquellos sujetos cuya conducta sea mas activa en
respuesta al estrés social, y que presentan niveles de BDNF similares a los controles, estos
mecanismos compensatorios sean particularmente relevantes.

Con el objetivo de determinar si los sujetos con diferente estrategia de afrontamiento en
el estrés social también presentaban diferentes caracteristicas conductuales que podrian ser
indicativas de un estado de depresidn se realizd la prueba de nataciéon forzada (Bielajew y cols.,
2003; Koolhaas y cols., 2010; Rygula y cols., 2005; Veenema y cols., 2005). Los sujetos pasivos no
fueron diferentes a los activos en la latencia de inmovilidad, pero si mostraron una disminucion
de este parametro en comparaciéon con los sujetos control, que ademas correlacionaba
positivamente con los niveles de corticosterona medidos tres dias después de la ultima derrota.
Sin embargo, no podemos concluir que los sujetos pasivos presenten una clara alteracion
conductual debido a que otros parametros analizados, como por ejemplo el tiempo de
inmovilidad, no han sido significativamente diferentes. Por otro lado, los datos existentes sobre
los efectos de la derrota social en la conducta de los ratones en la prueba de natacién forzada no
son consistentes, ya que se ha observado que después de una serie de encuentros agresivos la
inmovilidad puede tanto aumentar como no variar (Kinsey y cols., 2008). Probablemente estos
datos contradictorios sean debidos a los diferentes procedimientos utilizados en distintos
laboratorios por lo que se requieren mas estudios para conocer las consecuencias de la derrota
social en la prueba de natacidon forzada.

En conclusién, los datos muestran que cuando los sujetos son expuestos a derrota
cronica, las conductas que manifiestan pueden ser divididas en dos perfiles diferentes, activo y
pasivo, que a su vez estan asociados a diferentes perfiles fisioldgicos. Los sujetos pasivos, en
comparacidn con los activos, muestran una mayor alteracion de los niveles de corticosterona en
plasma, mayores niveles de citocinas proinflamatorias, una menor capacidad de respuesta
proliferativa de los linfocitos T, y menores niveles de BDNF en el hipocampo. Los sujetos con un
perfil activo en comparacidon con los controles no difieren en la mayoria de las variables
fisioldgicas estudiadas. Asi, los resultados indican que un perfil conductual pasivo, a diferencia del
activo, presenta unas caracteristicas fisioldgicas que han sido previamente asociadas a trastornos

depresivos.






2

DISCUSION EXPERIMENTO 2:

Estrategias de afrontamiento

en respuesta al estrés social cronico por derrota y cambios
en los receptores de glucocorticoides (MR y GR) y en los
receptores serotoninérgicos postsinapticos (5-HT oy 5-HT}).
Efectos del tratamiento a corto plazo con el RS 67333
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Los resultados de este segundo estudio corroboran la existencia de dos perfiles
conductuales diferentes en respuesta al estrés social crénico por derrota que estan asociados a
diferentes caracteristicas bioldgicas. Después de 18 dias de derrota, los sujetos con un perfil
conductual pasivo se diferencian del activo, principalmente, por responder ante la situacién de
conflicto social con altos niveles de inmovilidad y bajos niveles tanto de exploracién no social
como de exploracién social. Tres dias después, el dia 21, los resultados muestran que estas
diferencias conductuales ademas de mantenerse se hacen mas pronunciadas. Asi, encontramos
que estos dos perfiles conductuales alternativos en respuesta al estrés crénico son similares a los
descritos en el estudio previo ya que estdn constituidos por las mismas caracteristicas
conductuales, e indican la existencia de unos patrones de conducta estables.

En este segundo experimento al igual que en el anterior, los sujetos pasivos, a diferencia
de los activos y controles, muestran mayores niveles de corticosterona tras la ultima derrota (dia
21), indicando una mayor reactividad de los sujetos pasivos en respuesta al estrés social cronico.
El hecho de que los niveles de corticosterona de los sujetos activos en respuesta al estrés no sean
diferentes a los niveles mostrados por los sujetos controles manipulados podria indicar una
habituacién al estrés por parte de los sujetos activos, sin embargo creemos que esta posibilidad
es poco probable. Los datos obtenidos previamente en el primer experimento no muestran una
habituacién de los sujetos activos en respuesta a la derrota repetida ya que sus niveles de
corticosterona se mantuvieron estables en respuesta al estrés a lo largo de los 21 dias,
coincidiendo con otros datos que indican que el estrés social no produce una habituacion
(Pardon y cols., 2004; Tidey y Miczek, 1997; Tornatzky y Miczek, 1993). Hay que tener en cuenta
que en este segundo experimento, a diferencia del primero, se ha administrado un tratamiento
farmacoldgico y que en respuesta a la inyeccién haya podido aumentar los niveles de
corticosterona de los sujetos controles. Por otra parte, los sujetos pasivos mostraron menores
niveles de corticosterona que los sujetos activos y controles tres dias después de la ultima
derrota, corroborando los resultados encontrados en el primer experimento. Los datos de los
niveles de corticosterona previos a la aplicacién del estrés social revelan que los tres grupos no
diferian en sus niveles iniciales de corticosterona, por lo que es razonable atribuir a los efectos de
la derrota repetida las diferencias observadas en los sujetos pasivos.

Con el objetivo de estudiar el posible mecanismo implicado en la alteracién del eje HPA
observada en los sujetos con una estrategia de afrontamiento pasiva, se midié la expresion de los

receptores glucocorticoideos, MR y GR, tanto en el hipotdlamo como en el hipocampo. A nivel
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hipotaldamico, los resultados mostraron que los sujetos pasivos tenian mayores niveles de ARNm-
GR que los sujetos activos y controles. Estos datos pueden ser interpretados de acuerdo con el
modelo explicativo de la regulacidon del eje HPA que ha sido propuesto recientemente por Gupta
y colaboradores (2007). Segun este modelo, el incremento de corticosterona tras un periodo
corto de estrés produce un ligero aumento de la concentracién de GRs que contrarrestan el
aumento de glucocorticoides y sus posibles efectos deletéreos. Seguidamente, la concentracion
de GRs retorna a sus niveles normales de una manera rapida. Por el contrario, los niveles
elevados de corticosterona, tras prolongados y repetidos periodos de estrés, producirian una alta
y persistente concentracion de GRs que no retornarian a su linea basal, forzando asi al eje HPA a
un estado de niveles bajos de glucocorticoides. Asi, podemos pensar que en los sujetos pasivos,
expuestos a altos niveles de glucocorticoides durante las repetidas experiencias de derrota, se
produce un incremento de la expresién de GR hipotalamicos que da lugar a un aumento del
feedback negativo del eje HPA, responsable de los bajos niveles de corticosterona. La relacion
negativa encontrada entre el ARNm-GR en el hipotdlamo y la conducta de exploracion no social
sugiere una asociacién entre estos receptores y la conducta que mds discrimina entre los dos
perfiles conductuales. Por otro lado, la ausencia de diferencias en la expresidon de los MR
hipotaldmicos entre los diferentes grupos, probablemente es debida a que en situaciones de
estrés los receptores principalmente involucrados en la regulacion del eje HPA son los GR (De
Kloet y cols., 1998). Los sujetos pasivos presentaron un menor ratio MR/GR hipotaldmico que los
sujetos control, indicando una alteracién del equilibrio entre los receptores que ha sido
relacionada con una mayor vulnerabilidad individual a padecer enfermedades relacionadas con el
estrés (De Kloet y cols., 2005; Oitzl y cols., 1994; Oitzl y cols., 2010). A nivel del hipocampo, los
sujetos pasivos, respecto a los activos, presentaron mayores niveles de ARNm-GR y menores
niveles de ARNm-MR, y también mostraron una disminucion de la ratio MR/GR. La inexistencia
de diferencias con respecto a los controles indica que el estrés crénico no ha causado una
alteracién de estos receptores en el hipocampo. No obstante, podemos destacar que el estrés ha
afectado de manera diferente a los sujetos activos y pasivos, siendo estos ultimos los que
presentan cambios que se han asociado a una mayor vulnerabilidad al estrés (De Kloet y cols.,
1998).

En este segundo experimento tanto los sujetos pasivos como los activos mostraron una
mayor actividad del sistema inmunitario que los controles presentando niveles mas elevados de

IL-6 y TNF-a.. Asi mismo, dentro del grupo de los derrotados, los sujetos pasivos, en comparacion
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con los activos, tuvieron mayores niveles de éstas mismas interleucinas. Asi, una vez mas,
encontramos que un estilo de afrontamiento pasivo en respuesta a la derrota cronica se asocia a
una mayor respuesta inflamatoria. La relacién negativa entre los niveles de IL-6 y la conducta de
exploracion no social tras 21 dias de estrés, apoya la idea de que esta citocina esta implicada en
la manifestacion de caracteristicas conductuales propias de la conducta de enfermedad. El
aumento de las interleucinas en los sujetos pasivos podria ser explicado mediante los cambios
observados en los receptores de glucocorticoides. Nuestros datos muestran un aumento en la
expresion de los GR hipotalamicos en estos sujetos, lo cual indica que no existe una resistencia al
efecto de los glucocorticoides. Sin embargo, no podemos descartar la existencia de la misma en
las células inmunitarias del bazo ya que es sabido que la resistencia a estas hormonas es
dependiente del tejido. Por otro parte, tal y como proponiamos previamente, puede haber otros
factores implicados ya que los sujetos activos y controles no difieren en sus niveles de
corticosterona el dia 21 después de la derrota y tampoco en los niveles medidos tres dias
después, pero sin embargo presentan una diferente actividad inmunitaria.

El estudio de los niveles de BDNF hipocampales mostrd que los sujetos con un perfil
activo, tienen mayores niveles de esta neurotrofina en comparacién con los sujetos pasivos y
controles, mientras que los niveles de estos ultimos no difieren entre si. Aunque la mayoria de los
trabajos muestran una reduccion de los niveles de BDNF hipocampales producidos por el estrés
cronico (Duman, 2004; Duman y Monteggia, 2006), también hay trabajos que indican un
aumento tras un estrés crénico (Li y cols., 2007; Naert y cols., 2011; Pardon y cols., 2005). Se ha
sugerido que el incremento del BDNF inducido por el estrés constituye un mecanismo de
aumento de la plasticidad a la hora de afrontar el reto que suponen las situaciones ambientales
(Marmigiere, 2003). Esto apoyaria la idea sugerida en el experimento anterior, de que este
mecanismo adaptativo estd particularmente presente en aquellos sujetos que muestran un
repertorio conductual y una estrategia de afrontamiento mas activa.

Dada la importancia de los efectos del estrés sobre la serotonina y su implicacidn en los
diferentes trastornos relacionados con el estrés, nos propusimos estudiar los efectos del estrés
social por derrota sobre diferentes receptores serotoninérgicos. El analisis de los datos revela
que los sujetos pasivos, a diferencia de los activos, tienen mayores niveles de ARNmM-5-HT,
hipocampales que los controles. Asi, podemos decir que el estrés crénico por derrota ha causado
una regulacién al alza de estos receptores postsindpticos, Unicamente en aquellos sujetos con

una estrategia de afrontamiento pasiva. Otros trabajos también han encontrado un aumento de
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estos receptores tanto en modelos animales de depresion (Overstreet y cols., 1994; Shively y
cols., 2007) como en pacientes deprimidos (Parsey y cols.,, 2006). La implicaciéon de los
glucocorticoides ha sido uno de los mecanismos mas estudiados a la hora de explicar las
alteraciones de los receptores 5-HT;, en el estrés (De Kloet y cols., 1986; J6els y cols., 1991;
Lépez y cols., 1998). Asi, en la mayoria de los estudios la reduccién de los receptores 5-HT;,
hipocampales se ha asociado a una hiperactividad del eje HPA (Savitz, 2009). En nuestro caso,
podemos pensar que los niveles bajos de corticosterona hallados tres dias después de la ultima
derrota han podido facilitar la regulacion al alza de los receptores 5-HT;, hipocampales. En este
sentido, se ha observado que el ARNm-5-HT;, hipocampal incrementa 24 horas después de la
eliminacidn de corticosterona por adrenolectomia (Biegon y cols., 1985; Chalmers y cols., 1993;
Meijer y De Kloet, 1994). El aumento de citocinas observado en los sujetos pasivos podria haber
contribuido a la reduccién de la disponibilidad de serotonina tal y como han encontrado otros
trabajos (Raison y cols., 2010; Zhu y cols., 2006). A su vez, el déficit de serotonina, que ha sido
asociado a la depresién, se ha relacionado con el aumento de los receptores 5-HTia
postsinapticos (Franklin y cols., 1999; Miquel y cols., 1992; Parsey y cols., 2010; Pranzatelli y cols.,
1994; Sijbesma y cols., 1991). En definitiva, el aumento de la expresion de los receptores 5-HT;a
hipocampales en los sujetos con una estrategia de afrontamiento pasiva ante el estrés, podria
reflejar alteraciones en diferentes sistemas que harian a estos sujetos mas susceptibles a padecer
trastornos como la depresion (Antilla y cols., 2007; Kraus y cols., 2007).

Cuando se midieron los receptores 5-HT, en el hipocampo, nuestros resultados no
mostraron diferencias entre los tres grupos analizados. En la actualidad existen pocos trabajos
que hayan estudiado el efecto del estrés sobre estos receptores. La mayoria de los trabajos
disponibles se han realizado utilizando diferentes modelos animales de depresién en ratas y
ratones. Los datos en general indican que no todos estos modelos tienen capacidad de alterar
estos receptores y que dichas alteraciones son dependientes de las diferentes zonas
hipocampales (Licth y cols., 2009; Licth y cols., 2010). Todavia son necesarios mas estudios para
dilucidar la implicacion de estos receptores en los efectos del estrés y trastornos asociados.

La administracion de un tratamiento farmacoldgico durante 5 dias con un agonista
parcial de los receptores 5-HT, (RS 67333) Unicamente produjo efectos a nivel fisioldgico sobre
los receptores glucocorticoideos hipotaldmicos. Concretamente, se observé un aumento de la
expresidn génica de los GR y una disminucidon tanto de los MR como de la ratio MR/GR

independientemente del grupo. Por lo que parece ser que éste es un efecto caracteristico del
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farmaco. En la actualidad no existen trabajos que hayan analizado el efecto de este farmaco
sobre la actividad del eje HPA. Otros trabajos que han utilizado antidepresivos indican que éstos
aumentan los GR hipotalamicos restableciendo el déficit de estos receptores y el balance MR/GR
asociado a la depresién melancélica (Okugawa y cols., 1999; Peiffer y cols., 1991; Pepin y cols.,
1989). En nuestro caso, el farmaco también produjo un aumento de estos receptores, pero dado
que el estrés también incrementd los GR, ésta podria ser la causa por la que el farmaco no
revierte los efectos producidos por el estrés, por lo que en este caso el bloqueo de estos
receptores podria ser un mecanismo mas apropiado. Existen evidencias de que la administracion
de farmacos antagonistas de los receptores GR revierten algunos sintomas depresivos (DeBattista
y cols., 2006; Flores y cols., 2006; Papolos y cols., 1993). En cualquier caso, son necesarios mas
estudios para conocer la mediacidon de los receptores glucocorticoideos en los efectos que
producen los antidepresivos. El tratamiento no produjo cambios en los receptores 5-HTj,
hipocampales, por lo que el aumento de la actividad serotoninérgica que produce este farmaco a
corto plazo, tal y como describen otros trabajos (Lucas y cols., 2007), no ha sido suficiente para
producir cambios en el nimero de receptores. Asi mismo, ésta también puede ser la causa de la
ausencia de efectos del tratamiento sobre el resto de variables fisiolégicas analizadas.

A nivel conductual, 3 dias de tratamiento con el RS 67333 no produjo cambios en la
conducta social manifestada durante la derrota el dia 21. Otros trabajos que han utilizado
modelos animales de depresion, como el estrés medio crénico y la bulbectomia olfatoria, indican
que la administracion de este farmaco durante 3 dias produce efectos sobre algunas variables
conductuales alteradas por estos modelos. Sin embargo, también indican que es necesario un
tratamiento mas prolongado para revertir completamente estas alteraciones. Por lo tanto, es
posible que en nuestro caso, también sea necesario un tratamiento mas largo para observar un
efecto antidepresivo sobre los cambios inducidos por la derrota crénica.

Los datos obtenidos en la prueba de natacién forzada indicaron que el estrés produjo
una reduccidn de la conducta de escalada tanto en los sujetos activos como en los pasivos. Los
resultados también revelaron un aumento de la inmovilidad producida por el estrés en aquellos
grupos que no recibieron tratamiento farmacoldgico, indicando una alteracion conductual que ha
sido relacionada con el estado depresivo (Becker y cols., 2008; Keeney y cols., 2006). Estos datos,
junto con los obtenidos en el primer experimento, apoyan la idea de que los efectos del estrés en
esta prueba son independientes de la estrategia de afrontamiento adoptada en la derrota. Por

otro lado, el tratamiento farmacolédgico durante 5 dias con el RS 67333 tuvo un efecto positivo
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sobre las conductas de inmovilidad y natacién, lo cual, de acuerdo con otros autores, predeciria
cierto potencial terapéutico de este compuesto (Cryan y cols., 2002). Los resultados indican que
el fdrmaco redujo el tiempo de inmovilidad en los sujetos pasivos en comparaciéon con los sujetos
pasivos que no recibieron tratamiento, sefialando un efecto antidepresivo en aquel grupo que
resulté mas afectado por el estrés. Ademads, también se observé un efecto de éste farmaco sobre
la inmovilidad de los sujetos activos, ya que tras la aplicacién del tratamiento desaparecen las
diferencias entre los sujetos activos y los controles en esta conducta. Recientemente se ha
propuesto que en la prueba de natacién forzada las conductas activas como la natacidn son una
variable importante a la hora de analizar los efectos antidepresivos de los farmacos agonistas de
los receptores serotoninérgicos (Cryan y Mombereau, 2005). En este sentido, observamos que los
sujetos pasivos con tratamiento invirtieron significativamente mas tiempo en la conducta de
natacion que los pasivos sin tratamiento. Este aumento de la natacion inducido por el farmaco
podria ser debido a una activacion de la neurotransmisidn serotoninérgica (Tamburella y cols.,
2009), la cual, tal y como hemos discutido anteriormente, podria estar disminuida en estos
sujetos. Por otra parte, es sabido que los efectos de los farmacos agonistas parciales varian en
funcidn de los niveles de serotonina, y considerando que estos pueden ser diferentes en los tres
grupos analizados, podriamos explicar el diferente efecto del farmaco encontrado en estos
grupos.

En conclusion, este segundo experimento apoya los resultados obtenidos en el primer
experimento indicando la existencia de dos estrategias de afrontamiento diferentes ante el
estrés cronico por derrota que van acompafadas también por un perfil fisioldgico diferente en las
mismas variables analizadas. También hemos encontrado que el aumento de los GR
hipotaldmicos producido por el estrés se asocia a la estrategia de afrontamiento pasiva, lo que
explicaria los bajos niveles de corticosterona hallados en estos sujetos mediante un aumento del
feedback negativo. Todos los cambios, junto con el aumento de la expresidn de los receptores 5-
HT;4 que también presentan los sujetos pasivos, reflejan una mayor vulnerabilidad a los efectos
del estrés. El aumento de la inmovilidad producido por el estrés en la prueba de natacién forzada
en los sujetos derrotados indica una alteracién conductual que ha sido asociada con el estado
depresivo, y que fue independiente de la estrategia de afrontamiento adoptada. El farmaco
revirtié este efecto producido por el estrés indicando un potencial antidepresivo de este
compuesto. Sin embargo, teniendo en cuenta las alteraciones producidas por este modelo de

estrés, como por ejemplo el aumento de GRs, y que este farmaco actlo incrementando estos
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receptores, no parece que su mecanismo sea el mas adecuado para revertir los efectos del estrés
en este modelo. Esta también podria ser la causa de la ausencia de efectos sobre otras variables
biolégicas. Aunque no se puede descartar que un tratamiento mas prolongado fuera mas

efectivo.






VI. CONCLUSIONES
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De los resultados obtenidos en nuestra investigacion podemos extraer las siguientes

conclusiones:

1.

Los sujetos expuestos a derrota cronica manifiestan dos estrategias de afrontamiento
diferentes, activa y pasiva. La estrategia activa se caracteriza por bajos niveles de
inmovilidad y altos niveles de conductas exploratorias, especialmente de la conducta de
exploracion no social. La estrategia pasiva se caracteriza por bajos niveles de conductas

exploratorias y altos niveles de inmovilidad.

La activacion del eje HPA producida por el estrés social crénico en los sujetos derrotados

induce una respuesta de corticosterona que no se habitua.

El estrés cronico por derrota durante 21 dias produce una mayor alteracion de la
actividad del eje HPA en los sujetos con una estrategia de afrontamiento pasiva,
evidenciada por mayores niveles de corticosterona tras la ultima derrota y menores
niveles tres dias después de ésta. Esta disminucion se asocia a un aumento de la

expresion de GRs hipotaldmicos en estos mismos sujetos.

Los sujetos pasivos muestran una mayor actividad inmunitaria presentando mayores
niveles de IL-6 y TNF-a en respuesta al estrés social crénico, que podrian ser
responsables del patron conductual caracteristico de estos sujetos y que es similar al

descrito como sindrome de conducta de enfermedad.

El aumento de BDNF observado en los sujetos con una estrategia de afrontamiento
activa podria ser un mecanismo adaptativo de neuroplasticidad que no se ha

manifestado en los sujetos con un afrontamiento pasivo.

La regulacion al alza de los receptores 5-HT;, hipocampales en los sujetos con una
estrategia de afrontamiento pasiva podria ser el reflejo de un déficit serotoninérgico que

ha sido asociado a la depresién.

El tratamiento durante 5 dias con el RS 67333 produce un aumento de la expresién de

GRs hipotalamicos al igual que varios farmacos antidepresivos.
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10.

11.

12.

13.

El tratamiento farmacoldgico a corto plazo no tuvo efectos en el resto de variables

fisioldgicas analizadas.

El tratamiento durante 3 dias con el RS 67333 no produjo cambios en la conducta social.

El aumento de inmovilidad producido por el estrés en la prueba de natacion forzada en
los sujetos derrotados indica una alteracion conductual que ha sido asociada con el

estado depresivo, y que fue independiente de la estrategia de afrontamiento adoptada.

La reduccién del tiempo de inmovilidad en la prueba de natacién forzada en los sujetos
derrotados que recibieron tratamiento farmacolégico predice cierto potencial

terapéutico de este compuesto.

En conjunto podemos concluir que las diferentes estrategias conductuales en respuesta
a la derrota crdnica estan asociadas con diferentes perfiles fisioldgicos y que un perfil
pasivo presenta caracteristicas fisioldgicas que han sido previamente asociadas con la

depresion.

La ausencia de efectos del tratamiento farmacolégico en la mayoria de las variables
evaluadas podria ser debida a que el aumento de GRs hipotalamicos que produce el
farmaco no revierte los efectos producidos por el estrés en este modelo, o bien que sea

necesario un tratamiento mds prolongado.
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ANEXO I. CATEGORIAS CONDUCTUALES

A continuacion de especifican las caracteristicas que definen a cada una de las pautas
conductuales del raton (Martinez y cols., 1986).

1. CUIDADO CORPORAL:

a) Aseo abreviado. El animal pasa las patas delanteras desde la parte posterior de la
cabeza a la nariz.

b) Autoaseo. El animal se lame la piel de los flancos, del abdomen y el rabo.

c) Lavado. El animal se lame las patas delanteras y a continuacion las pasa desde las
orejas a la nariz.

d) Sacudida. Un breve y ligero estremecimiento de todo el cuerpo.

e) Rascarse. El animal se rasca con las patas traseras los flancos y la cabeza.

2. ESCARBAR:
a) Escarbar. El animal remueve el serrin utilizando las patas delanteras.
b) Escarbar hacia atrds. El animal tira el serrin hacia atras utilizando para ello las patas

c)

traseras.
Escarbar hacia adelante. El animal tira el serrin hacia adelante utilizando para ello
las patas delanteras.

3. EXPLORACION NO SOCIAL:

a)
b)
c)

d)

e)

Exploracion. El animal deambula dirigiendo su atencién, aparentemente, hacia el
ambiente fisico.

Salto. El animal salta con las cuatro patas.

Erguido. El animal explora el ambiente en postura bipeda.

Erguido apoydndose en la pared. Postura similar a la anterior, excepto en que las
patas delanteras las apoya en la pared de la jaula.

Ojear. El animal en posicion cuadripeda, mueve la cabeza de un lado a otro,
dirigiendo su atencién al ambiente y no hacia el oponente.

4. EXPLORACION DESDE UNA DISTANCIA:

a)
b)
c)

d)

e)

Aproximacion. El animal anda hacia el oponente dirigiendo su atencidn hacia éste.
Atencion. El animal dirige su atencidn hacia el oponente desde una distancia.
Circulo. El animal hace un recorrido, acercdndose y alejandose del oponente sin
detenerse.

Atencion extrema. Postura similar a la atencion, excepto en que el animal se inclina
hacia delante estirando la cabeza y el cuello.

Cabeza orientada. El animal gira la cabeza hacia el oponente.

5. INVESTIGACION SOCIAL:

a)
b)

c)

Andando encima. El animal pasa por encima del oponente, apoyando las patas
delanteras sobre su lomo.

Andando debajo. El animal mete la cabeza y parte anterior del cuerpo debajo del
oponente.

Andando alrededor. El animal se mueve alrededor del oponente con la cabeza
dirigida hacia éste.
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d) Seguimiento. El animal camina detras del oponente que se aleja.

e) Empujando. Los dos animales, en un momento del recorrido, llegan a contactar
lateralmente.

f) Aseo corporal. El animal, usando la boca, asea al oponente en alguna regién del
cuerpo, excepto la cabeza.

g) Aseo de la cabeza. El animal asea la cabeza del oponente.

h) Olfateo corporal. El animal olfatea alguna region del cuerpo del oponente, excepto
la cabeza.

i)  Olfateo de la nariz. El animal olfatea la cabeza o la nariz del oponente.

j)  Olfateo ano-genital. El animal olfatea la regién ano-genital del oponente.

AMENAZA:

a) Aseo agresivo. El animal asea rigurosamente al oponente, desde una posicidn
lateral, con los dientes y patas delanteras.

b) Ofensa vertical. El animal junto al oponente, en una postura bipeda y con el lomo
encorvado e inclinado hacia éste, presenta los ojos entreabiertos y las orejas
gachas, y a menudo el pelo erizado.

c) Ofensa lateral. El animal amenaza al oponente, en un apostura tripedal, desde una
posicidn lateral, con los ojos entreabiertos y las orejas agachadas, presenta a
menudo el pelo erizado

d) Golpeteo con el rabo. El animal realiza rapidos movimientos con el rabo.

ATAQUE:

a) Ataque mordaz. El animal muerde al oponente.

b) Persecucién. El animal corre detras del oponente que huye.

c) Carga. El animal corre hacia el oponente.

d) Embestida. El animal se abalanza sobre el oponente, como si fuera a morderle, pero

llegando solo a contacto lateral.

EVITACION-HUIDA:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)

i)

Alejamiento. El animal deambula lejos del oponente.

Retirada. El animal se aleja corriendo al aproximarse el oponente.

Salto. El animal salta al acercarse el oponente

Rebote. El animal salta apoyandose en las paredes de la jaula.

Sobresalto. El animal realiza un subito movimiento al acercarse el oponente.
Apretado contra la pared. El animal en posicién bipeda, se aprieta contra la pared
de la jaula, con la superficie ventral de su cuerpo extendiendo los miembros
delanteros.

Retroceso. El animal retira rdpidamente la cabeza ante el oponente.

Escape. El animal mueve lentamente la parte anterior del cuerpo y/o cabeza, para
evitar al oponente.

Girar. El animal se vuelve de espaldas al acercarse el oponente.

DEFENSA-SUMISION:

a)

b)

Defensa lateral. El animal ante la cercania del oponente, adopta una posicién
tripedal lateral a éste, con lo ojos abiertos y las orejas extendidas.

Defensa vertical. El animal ante la cercania del oponente, adopta una posicién
bipeda, con los ojos abiertos y las orejas extendidas.
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10.

11.

c) Sumision vertical. Es una forma extrema de “defensa vertical”, en la que el animal
retira la cabeza hacia atrds.

CONDUCTA SEXUAL:

a) Intento de monta. El animal intenta montar dorsalmente al oponente, pero de
forma incompleta.

b) Monta. El animal, situado encima del oponente y agarrado a los flancos de éste,
realiza movimientos pélvicos.

INMOVILIDAD:

a) Agachado. El animal permanece en completa inmovilidad, con las cuatro patas
apoyadas en el suelo.

b) Arrastrarse. Postura similar a la anterior, excepto en que el animal se apoya en las
paredes de la jaula y se arrastra lejos del oponente.









