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Resumen

“ALTERACIONES INMUNOLOGICAS INDUCIDAS POR EL ESTRES. IMPORTANCIA EN LA
FISIOPATOLOGIA DE LA DEPRESION”

El objetivo de este trabajo fue comprender las alteraciones inmunoldgicas inducidas por estrés y su
asociacion con trastornos que cursan con cambios conductuales.

Se utilizé6 un modelo de estrés cronico moderado (CMS) que consiste en la aplicacion de factores
estresores de manera crénica, secuencial e impredecible durante varias semanas.

Se observo el desarrollo de un estado anhedénico en animales expuestos a CMS, un aumento de la
actividad locomotora y una disminucion de su capacidad de aprendizaje y memoria, compatible con
las alteraciones estructurales encontradas en el hipocampo.

La respuesta inmune en estos animales se vio alterada, encontrandose una disminucién en la
respuesta T-dependiente y un aumento de la reactividad de linfocitos B. Estas alteraciones se
correlacionaron con cambios en las sefiales intracelulares implicadas en la activacion celular.

Los niveles de hormonas del estrés (catecolaminas y corticosterona) no se hallaron aumentados en el
momento de la aparicién de la alteracion inmunolégica pero los linfocitos mostraron una alteracion en
la sensibilidad a su efecto.

Se encontraron niveles aumentados en la produccion de IL-6 evidenciandose un desbalance Th1/Th2
en animales estresados. La administracion periférica de esta interleuquina indujo cambios
conductuales y alteraciones en el hipocampo similares a los observados en los animales CMS.

El estrés cronico induciria cambios inmunologicos que participarian en los cambios conductuales y
estructurales que acompafian a patologias intimamente asociadas al estrés como es la depresion.

Palabras Claves: Psiconeuroinmunologia, Estrés cronico, Inmunidad, Sefalizacion Intracelular,
depresion.



Summary

“IMMUNOLOGICAL ALTERATIONS INDUCED BY STRESS. IMPLICATIONS IN THE PHYSIOPATHOLOGY
OF DEPRESION”

The aim of this work was to understand the immunological alterations induced by stress and how
these alterations could be associated to disorders related to behavioral changes.

A Chronic Mild Stress model (CMS) was used that consisted of the chronic, sequential and
unpredictable exposure to stresors for several weeks.

An anhedonic-like state and the lost of body weight were observed in CMS-exposed animals. CMS
animals showed an increment of the locomotor activity and an impairment of learning and memory
which was in accordance with structural changes in the hippocampus.

Immune response of T and B cells was altered in CMS animals. Chronic stress affected T-dependent
humoral response while had no effect over the T-independent response. These alterations were
correlated with the corresponding intracellular signals.

Involvement of catecholamines and corticosterone in T and B cells immune response was also
investigated. Although levels of both hormones were not augmented at the time the immune alteration
appears, immune cells showed a greater sensitivity to their effect.

TH1/TH2 imbalance was analyzed and IL-6 production was find to be increased in lymphocytes from
CMS-exposed mice. Peripheric chronic administration of this interleukine induced similar behavioural
and hippocampal structural changes the CMS-exposed animals.

These data allow us to conclude the chronic stress may induce immunological alterations that would
be involved in the behavioural and structural changes related to pathologies intimately associated to
stress like depression.

Key Words: Psychoneuroimmunology, Chronic Stress, Immunity, Intracellular Signaling, Depression.
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Ac, anticuerpo

Ach, acetil colina

AC, adenilato ciclasa

ACTH, adrenocorticotrofina

Ag, antigeno

APC, células presentadora de antigeno
AVP, arginina vasopresina

BCR, receptor de linfocitos B

Ca*" ,Calcio

cAMP, adenosin monofosfato ciclico

CMS, estrés cronico moderado

Con A, concanavalina A

CQs, citoquinas

CREF, factor liberador de corticotrofina

DAG, diacilglicerol

DNTPs, deoxi-nucleétidos tri-fosfato

EMSA, Ensayo de movilidad electroforética
ERK, quinasa extracelular regulada por sefal
GCs, glucocorticoides

GCR, receptor de glucocorticoides

GRC, glébulo rojo de carnero

GRE, elemento de respuesta a glucocorticoides
HPA, eje hipofisario-pituitario-adrenal

Ig, Inmunoglobulinas

IFN, interferéon

1B, inhibidor de NF kappa B

IKKB, quinada del inhibidor de NF kappa B
JUNK, JUN quinasa

IL, interleuquina

IP3, inositol-trifosfato

IRSS, inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina
LB, linfocitos B

LPS, lipopolisacarido de membrana

LT, linfocitos T

MAPK, proteinas quinasas activadas por mitégeno

Mo, macrofagos



MHC, complejo mayor de histocompatibilidad
MR, receptor de mineralocorticoides
NA, noradrenalina

NF-xB, factor de transcripcion nuclear kappa B
NK, células asesinas naturales
PIP,, fosfatidil inositol 4,5-bifosfato
PKA, proteina quinasa A

PKC, proteina quinasa C

PHA, fitohemoglutinina

PLC, fosfolipasa

PMA, forbol 12-miristato 13-acetato
SE, sistema endocrino

SFB, suero fetal bovino

Sl, sistema inmune

SNA, Sistema Nervioso Auténomo
SNE, Sistema Neuroenddcrino
SNC, sistema nervioso central
SNS, Sistema Nervioso Simpatico
TCR, receptor de linfocitos T

TH, T colaborador

TLR4, receptor tipo Toll 4

TNF, factor de necrosis tumoral

TPK,proteina tirosina quinasa
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INTRODUCCION

Numerosas evidencias demuestran que el Sistema Neuroendocrino (SNE) modula la funcion
inmunoldgicay, a su vez, mediadores solubles del Sistema Inmune (SI) son capaces de influenciar
la funcion neuroendocrina. Asimismo, se ha demostrado que variables psicolégicas pueden
condicionar esta interrelacion.

En estudios con humanos el principal foco de atencién ha sido establecer si existe una asociacion
entre las caracteristicas psicoldgicas (rasgos o estados) y la inmunidad, qué circuitos de conexion
- biolégicos y conductuales - pueden explicar dicha relacion y a través de qué vias las alteraciones
inmunoldgicas pueden ser inducidas psicologicamente con la consecuente susceptibilidad a
contraer enfermedades que afecten tanto el SI como el SNE.

Tanto el sistema nervioso como el inmunoldégico mantienen la integridad en un mundo demasiadas
veces hostil. El sistema nervioso reconoce las amenazas procedentes del exterior y organiza
acciones sobre blancos especificos del organismo. El Sl tiene la funcion de reconocer sustancias
extrafias eliminandolas del organismo. Tanto el sistema nervioso como el inmune mantienen una
comunicacién a larga distancia utilizando mensajeros quimicos y preservan una memoria de

acontecimientos del pasado.

En la Gltima década el &rea de la psiconeuroinmunologia se ha desarrollado como una significativa
disciplina biomédica. Podemos hablar ahora del Sl, el SNE y el sistema nervioso central (SNC)
como parte de un sistema integrado de respuesta dado que comparten ligandos (hormonas y
neurotransmisores) y receptores formando una compleja red de informacion bioquimica.
Dependiendo del estado fisico y psicologico del organismo, esta red puede funcionar como
protectora o como un factor que interrumpe el estado de salud llevando a la aparicion de
enfermedades especificas o comportamientos anormales. Entre los factores que pueden alterar el
equilibrio del organismo se encuentra el estrés, de fundamental trascendencia en los tiempos
actuales, ya que ha dejado de ser un factor ocasional para convertirse en un malestar

permanente.

A continuacidn se describird brevemente el sistema inmune, su regulacion e interrelacion con el
SNE vy las consecuencias fisiopatolégicas que surgen de la alteracion del dialogo que mantienen

permanentemente.
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1- EL SISTEMA INMUNE

El Sistema Inmune (SI) consta de una serie de 6rganos, tejidos y células ampliamente distribuidos
por todo el organismo. Los distintos érganos linfoides estan interconectados por vasos sanguineos
y vasos linfaticos, de modo que se constituye un sistema unitario, entrelazado y bien comunicado.

Estos vasos transportan células del sistema inmune, de las cuales el tipo central es el linfocito.

Funcionalmente, los o6rganos linfoides se clasifican en primarios y secundarios. Los primeros
constituyen el sitio donde los linfocitos se diferencian a partir de las células primordiales linfoides,
proliferan y maduran hasta convertirse en células funcionales. En los mamiferos, las células T
maduran en el timo y las células B, en el higado fetal y en la médula 6sea. Los 6rganos linfoides
secundarios incluyen el bazo, los ganglios linfaticos y el tejido linfoide asociado a la mucosas,
como las amigdalas y las placas de Peyer del intestino. El tejido secundario es el lugar donde el
microorganismo o antigeno (Ag) es capturado, aportando el microambiente adecuado para que los

linfocitos interactten con él (Roitt, 2002).

1-1 LA RESPUESTA INMUNE. TIPOS Y CELULAS EFECTORAS.

La respuesta inmune es la respuesta realizada por el Sl ante un agente no reconocido como
propio y agrupa todos los eventos de accién frente a la misma. La respuesta inmune puede ser:
inespecifica (innata) o especifica (adquirida/adaptativa). La respuesta inmune inespecifica
representa el primer sistema defensivo del organismo y no requiere sensibilizacion previa. Este
tipo de respuesta es mediada por células con capacidad fagocitica y células asesinas naturales
(NK). La respuesta especifica se desarrolla sélo frente al agente que indujo su iniciacion y en ella
participan prioritariamente los linfocitos y los elementos solubles liberados por los mismos,

anticuerpos (Ac) e interleuquinas (IL) (Roitt, 2002).

Durante las primeras horas de la agresion intervienen las barreras naturales de defensa y los
primeros mecanismos innatos. A continuacion (hasta el cuarto dia) se produce la respuesta
temprana inducida, que pertenece aun a la inmunidad innata, pero que sirve para mantener "a
raya" la infeccion mientras se van activando los mecanismos especificos de la respuesta
adaptativa. A partir de entonces entra en accion la inmunidad especifica-adaptativa, dependiente
de los linfocitos T (LT) y B (LB) especificos que previamente se han activado y proliferado
clonalmente. Si el Ag entra por segunda vez la respuesta adaptativa tarda menos en montarse,
debido a que este tipo de respuesta guarda memoria inmunoldgica especifica (Roitt, 2002)
(Figura 1).
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La célula T activada migra hacia el sitio de infeccion
donde ayuda a eliminar al agente invasor

Remanente del ;
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El Ag atraviesalas La célulafagocitica madura y La APC activacélulas T
primeras barreras de migra hacia un 6rgano
defensayes secundario donde se convertira
fagocitado en una célula presentadora de
Ag (APC)
REPUESTA INMUNE INNATA REPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

Figura 1. Respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa. Células fagociticas del sistema inmune
innato (macréfagos, células dendriticas) fagocitan al agente invasor (Ag) en el sitio de la infeccion. Esta
célula madura y migra a través de vasos linfaticos al 6rgano secundario mas cercano donde actia como
célula presentadora del Ag (APC). Los LT se activan y responden contra los Ag presentados en la superficie
de las APC. Algunos LT activados migran al sitio de infeccion donde pueden ayudar a activar macréfagos o
bien eliminar células infectadas (Alberts, 2002).

La respuesta inmune especifica puede ser de dos tipos: humoral y celular. Aunque la separacion
de ambos tipos de respuesta es mas bien didactica que real, en general se considera que cuando
el elemento efector final son los Ac formados por los linfocitos B se trata de una respuesta tipo
humoral, mientras que cuando el efector final es el linfocito T se trata de una respuesta celular.

Para que se inicie una u otra respuesta inmune se requiere el reconocimiento del antigeno a
través de receptores especificos que se encuentran en la superficie de los linfocitos que llevan a la
activacion de los mismos. Los LB reconocen el antigeno mediante inmunoglobulinas (lg) de
membrana mientras que los LT lo reconocen mediante una estructura especializada denominada

receptor de linfocitos T (TCR).

La respuesta inmune humoral es mediada por los linfocitos B que son las Unicas células capaces
de producir anticuerpos. Los LB responden a dos tipos distintos de Ag: los Ag timo-independientes
(T-independientes), como las estructuras poliméricas presentes en la pared de las bacterias

Gram-negativas (lipopolisacarido de membrana, LPS), que inducen una respuesta de Ac sin
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necesidad de la colaboracion de los LT y los Ag timo-dependientes (T-dependientes), como los
glébulos rojos de carnero (GRC) usados en forma experimental, que necesitan de las células T
para producir una Optima produccién de Ac (Roitt, 2002). La interaccion de los Ag con sus
receptores inicia la secuencia de activacion de la célula B (estimula la proliferacion vy
diferenciacion), que finaliza en las células efectoras que secretan activamente Ac especificos
contra el Ag que las activo (Figura 2A). Las Ig son de cinco clases o isotipos: inmunoglobulina M
(IgM), inmunoglobulina A (lgA), inmunoglobulina G (lgG), inmunoglobulina D (IgD) e
inmunoglobulina E (IgE) (Roitt, 2002).

Los receptores para los Ag T-dependientes en los LB son Ig de tipo IgD e IgM unidas a la
membrana (BCR). El procesamiento y presentacion de Ags T-dependientes a células T efectoras
estimula la produccion de citoquinas (CQs) (e.j., IL-4) y la expresion en superficie de CD40, que
actia sobre las células B para inducir la progresion y diferenciacion del ciclo celular. Los Ag T-
independientes se clasifican generalmente en dos tipos: los Ag Tl-1no estimulan las células B a
través del BCR si no a través de receptores del tipo Toll (TLRs). Los Ags TI-2 tienen la habilidad
de reaccionar de forma cruzada con BCR. Las respuestas a Ags TI, especialmente las TI-2, estan
generalmente aumentadas por la colaboracion de LT. Un correlato in vitro de la respuesta T-
independiente tipo 2 es la estimulacion de células esplénicas de raton con anti-CD40 mas IL-4. El
LPS, que a altas concentraciones estimula la activacién policlonal de LB a través de TLR4
(Medzhitov, 2001), es utilizado como modelo de Ag T-independiente-1. Ambas condiciones gatillan
fuertemente la proliferacion y diferenciacién de LB. La estimulacidon con un Ac anti-lgM estimula
una respuesta TI-2 e induce una proliferacion policlonal moderada de LB que es acompafiada de

una alta tasa de apoptosis (Anderson y col., 1996; Frumany col., 1999).

Todas las células del sistema inmune tienen moléculas de superficie, algunas de las cuales son
marcadoras de una dada poblacion linfocitaria. En el caso de los linfocitos T, todos expresan el
marcador CD3. Estos LT se subdividen en poblaciones funcionalmente distintas, siendo las
células T colaboradoras (TH), positivas para el marcador de superficie CD4, y las células T
citotoxicas (Tc), positivas para el marcador CD8.

La respuesta inmune de tipo celular cumple una importante funcién como mecanismo
inmunoldgico de defensa, actuando principalmente frente a bacterias y virus, asi como evitando la
aparicion y desarrollo de células tumorales. Tal como se ha dicho anteriormente, los linfocitos
reconocen el Ag mediante el TCR. Los TH lo hacen solo cuando el Ag es degradado y procesado

en el interior de las células presentadoras de antigeno (APC) y sus determinantes antigénicos son
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expuestos en la superficie de estas células en el contexto de una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il (Figura 2B).
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Figura 2. Activacion de células B (A). Cuando las células B nativas o de memoria son activadas por el Ag,
proliferan y se diferencian en células efectoras productoras de Ac. Activacion de células T (B). Existen
diferentes tipos de proteinas de superficie involucradas en la activacion de LT quien reconoce al Ag
mediante un receptor asociado a distintas moléculas co-estimulatorias (Alberts, 2002).

Las APC tienen como mision captar, procesar y presentar el Ag a los LT. El reconocimiento del Ag
por las células T exige que previamente sea procesado proteoliticamente en el interior de las APC.
Por otra parte, los linfocitos citotoxicos CD8+ reconocen a los Ag que han sido procesados
enddgenamente en el citosol de la célula infectada y presentados en superficie por moléculas
MHC de clase I.

Finalmente, debe distinguirse la respuesta inmune primaria de la secundaria. La respuesta
inmune primaria se produce cuando el organismo se pone en contacto con un antigeno por
primera vez. Es lenta, alcanza los niveles maximos de Ig tras un largo periodo de latencia (fase
lag o de retardo) que es el tiempo requerido para la seleccion de un clon especifico de células B y
en la produccién de células plasmaticas secretoras de Ac y de células B de memoria. Luego se
produce un aumento exponencial (hasta alcanzar un pico maximo) seguido de una meseta y un
posterior declive. En total la respuesta puede durar desde unos dias a varias semanas,
dependiendo de la persistencia del antigeno. Para Ags T-dependientes, se produce primero IgM, y

luego IgG, siendo la contribucion global de la IgM mas importante en el primer contacto con el Ag
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(Figura 3 A). Para este tipo de Ag, la respuesta secundaria posee diferencias importantes respecto
a la respuesta primaria. Estas diferencias son cualitativas, se inicia mas rapidamente (menor fase
lag), alcanza mas intensidad (100 a 1000 veces mayor), dura mas tiempo y cuantitativas, se
produce preferentemente IgG, aunque también IgA e IgE, en lugar de IgM (Figura 3 A).

Para Ags T-independientes, tanto en la respuesta primaria como en la secundaria, el Ac producido

es de tipo IgM (Figura 3B).

lgG
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Figura 3: Respuesta primaria y secundaria. (A) La respuesta secundaria inducida por la re-exposicion a un
Ag T-dependiente es mayor y méas rapida que la primaria y es especifica indicando que el sistema inmune
adaptativo ha recordado especificamente el encuentro anterior con el Ag que la indujo. (B) La respuesta a
un Ag T-independiente es similar tanto frente a la primera exposicién como la re-exposicion al mismo Ag.

1-2 SENALIZACION INTRACELULAREN LT Y LB

La activacion del LT ya sea por presentacion antigénica o por mitbgenos especificos desencadena
una compleja serie de eventos intracelulares que lleva a la activacion, proliferacion vy
diferenciacion celular (Gelfand y col., 1987; Szamel y col., 1998). La via de transduccion de la
sefial se inicia por la interaccion del TCR que provoca la activacion obligatoria de las proteinas
tirosinas quinasas (PTKs) que activan la fosfolipasa C-y (PLC-y) lo que conduce a la generacion
de inositol-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) en la membrana plasméatica (Berridge, 1993) a
partir de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,). IP; da lugar a la liberacién de calcio (Ca**) de los
depdsitos intracelulares lo que produce un aumento transitorio de su concentracion citosdlica.
Estos segundos mensajeros activan la proteina quinasa C (PKC) (Szamel y col., 1998). Hasta la
fecha se han descrito 11 isoenzimas de la PKC y se han clasificado en tres subfamilias, basadas

en la estructura de su dominio y la habilidad de responder a Ca®* y DAG (Newton y col., 1998).

Respuesta primeria Respuesta secundaria
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Estudios recientes demostraron que la isoforma 6 de la PKC (PKC 6), una isoforma “novel"
expresada selectivamente en LT y en muasculo esquelético (Baier y col., 1993), juega un papel
critico en la activacion de LT. Tras la estimulacion de LT, PKC 6 transloca al centro de la sinapsis
inmunoldgica donde co-localiza con el TCR y este evento es esencial para la activacion de
factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-xB) y la proteina activadora 1 (AP-1)
(Altman y col., 2000) que son requeridos para la proliferacion celular y la produccion de CQs.
Recientemente se ha demostrado que PKC o actla rio arriba de PKC 6 para activar la quinasa del
inhibidor de NF-xB (IKKB) y NF-xB en linfocitos T (Trushin y col., 2003). La estructura de NF-xB
estd compuesta por un heterodimero formado por las subunidades p65 (RelA) y p50 o p52 (Seny
col., 1995). Este heterodimero esta anclado a un grupo de proteinas inhibidoras (IxB) cuya funcion
es retener a NF-kB en el citosol impidiendo su translocacion al ndcleo. Luego de la activacion de
ciertas vias de sefializacion se produce la hiperfosforilacidn sitio-especifica de 1xB lo que lo hace
susceptible a ser ubiquitinizado y subsecuentemente degradado por la via del proteasoma
(Woronicz y col., 1997). Esto libera a NF-xB, permitiendo su translocacion hacia el nucleo donde
activa distintos genes blanco. Es importante sefalar que la activacion de TCR también involucra la
participacion de otras quinasas como las activadas por mitégenos (MAPKSs), la quinasa
extracelular regulada por sefial (ERK), la quinasa NH2-terminal c-JUN (JNK) y p38 MAPK, vy
otros factores de transcripcion como el factor nuclear de células T activadas (NFAT) (Graves y
col., 1995). Por otro lado, la via inhibitoria AMP ciclico/proteina quinasa A (CAMP/PKA) es la sefial
temprana mejor caracterizada implicada en la red de activacion/inhibicién de procesos que siguen
la activacion linfocitaria (Skalhegg y col., 1998; Aandahl y col., 2002) (Figura 4).
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FIGURA 4: ESQUEMA SIMPLIFICADO DE SENALIZACION VIA TCR

La activacion de LT requiere la estimulacion del receptor T (TCR) y de sefiales co-estimulatorias. Las
diferentes cascadas de sefiales inducen el aumento de Ca*" que permite la activacién de distintos factores

transcripcion involucrados en varias funciones celulares.
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En LB, tras la union del Ag al receptor B (BCR) se activan tres proteinas tirosina quinasas
principales (PTKs): la quinasa de la familia SRC LYN, SYK y la quinasa de la familia TEC Btk. La
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y la fosfolipasa C2 (PLC2) son importantes efectores de la
sefalizacién rio abajo del BCR. Existen proteinas adaptadoras en LB, B-cell linker (BLNK) y
BAM32 (B-lymphocyte adaptor molecule) que regulan finamente las sefiales conectando
eficientemente las proteinas quinasas con las efectoras. Un producto de PI3K, el IP3, recluta
algunos componentes de la sefalizacidén y activa ademas quinasas rio abajo como la AKT. La
activacion de PLC2 induce la liberacion de Ca* intracelular y la activacién de la proteina quinasa
C (PKC) B siendo ambas cruciales para activacion de MAPKs, ERKs, JNK, p38 y factores de
transcripcion como NF-kB y NFATs. Los perfiles de estos caminos intracelulares determinan el
destino (proliferacion, diferenciacion, sobrevida, muerte) de la célula B (Niiro y Clark, 2002) (Figura
5).

Para el caso de Ag T-independientes, tanto anti-lgM como LPS han demostrado inducir la
activacion de PI3K minutos después de la estimulacion de LB (Gold y Aebersold, 1994; Bone y
Williams, 2001). En el caso de la sefializacion via BCR, la PI3K juega un rol critico en la
generacion de un flujo sostenido de Ca®*. Ademas, la sefializacion via PI3K induce la activacion
de varias serin/treonin quinasas, incluyendo la quinasa AKT y la S6 (Fruman y Cantley, 2002). EI
LPS no induce el influjo de Ca®* (Bijsterbosch y col., 1985) pero si gatilla la activacion de NF-kB
dependiente de PI3K (Bone y Williams, 2001) a través de la activacion de PKC (Procyk y col.,
2000; Hara y col., 2003 )
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FIGURA 5: ESQUEMA DE SENALIZACION VIA BCR Y TLR4

Dos proteinas efectoras, fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y fosfolipasa C2 (PLC,), tienen papeles clave en
la muerte, sobrevida y proliferacién inducida por BCR y TLR4. Distintas vias que involucran diferentes
proteinas estan involucradas en estos procesos.
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1-3 FACTORES SOLUBLES. RESPUESTAS TIPO TH1 Y TH2.

1-3-a CITOQUINAS

Dentro de los factores solubles que participan en la respuesta inmune ocupan un lugar destacado
las citoquinas (CQs). Las CQs son un grupo de proteinas de bajo peso molecular que actlan
mediando interacciones complejas entre células linfoides, células inflamatorias y células
hematopoyeéticas.

Las CQs son producidas por células en respuesta a una gran variedad de estimulos y son
capaces de regular el funcionamiento de otras células. La naturaleza de las células sobre las que
ejercen su efecto esta determinado por la presencia de receptores especificos. Estas proteinas
pueden ser de diversos tipos entre los que se encuentran los denominados factores de
crecimiento, polipéptidos que estimulan la proliferacion de diferentes tipos celulares; los
Interferones (IFN), que cumplen un papel muy importante en limitar la diseminacion de ciertas
infecciones virales y las interleuquinas (ILs), producidas principalmente por los linfocitos y de gran
importancia en la regulacion del Sl (Roitt, 2002).

Aungue existen muchos tipos de células productoras de CQs, los mas importantes son los
linfocitos TH y los macréfagos, ya que sus CQs son esenciales para que se produzca la respuesta
inmune una vez que se activan las células T y B por el contacto con las correspondientes APC.

La produccién de las CQs suele ser breve (transitoria) y limitada al lapso de tiempo que dura el
estimulo. En muchos casos ello se debe a que los correspondientes ARNm tienen una vida media
corta. Considerando las diversas CQs, éstas pueden exhibir una o varias de las siguientes
cualidades:

- pleiotropia (multiples efectos al actuar sobre diferentes células).

- redundancia (varias CQs pueden ejercer el mismo efecto).

- sinergismo (dos o més CQs producen un efecto que se potencia mutuamente). Por ejemplo, en
células B la accion conjunta de IL-4 e IL-5 induce el cambio de clase para que produzcan IgE.

- antagonismo (inhibiciébn o bloqueo mutuo de sus efectos). Por ejemplo, el IFN-y bloguea el

cambio de clase promovido por IL-4.

Utilizando la analogia de lo que ocurre con las hormonas del sistema endocrino, la accion de las
CQs puede ser de tipo autocrino, paracrino y, en pocas ocasiones, de tipo endocrino (Abbas,
1995).
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1-3-b RESPUESTAS TIPO TH1 Y TH2

Los linfocitos TH se dividen en dos subpoblaciones, denominadas TH1 y TH2 de acuerdo al patron
de citoquinas que secretan.

Los TH1 suelen denominarse linfocitos T "inflamatorios" y los TH2 "coadyuvantes".

La diferenciacion de células T tanto en células efectoras TH1 como TH2 determina la naturaleza
de la respuesta inmune adaptativa que se activa subsecuentemente. Si una célula TH nativa se
convierte en TH1 o TH2 depende principalmente de las CQs presentes cuando la célula TH es

activada por una célula dendritica madura en un érgano linfoide periférico (Figura 6).
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Figura 6: Activacién de células TH1 y TH2. La diferenciacion de células T en TH1 o TH2 depende
principalmente de las CQs presentes cuando el Ag es presentado a la célula TH. La IL-12 producida por
células dendriticas maduras promueve el desarrollo de células TH1. Si bien la CQ (X) producida por células
dendriticas que promueve el desarrollo hacia TH2 no es conocida, la IL-4 producida por células T puede
cumplir esta funcion. En la figura, la célula efectora TH1 producida en el 6rgano linfoide periférico migra al
sitio de infeccion y ayuda a los macréfagos a deshacerse del microbio que ha fagocitado. La célula efectora
TH2 permanece en el érgano linfoide y ayuda a activar a células B para que produzcan Acs contra el agente

agresaor.
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Las células TH1 producen principalmente IL-2, IFN-y y TNF-B. Son responsables de funciones de
inmunidad celular (activacion de linfocitos Tc e hipersensibilidad de tipo retardado) destinadas a
responder a parasitos intracelulares (virus, protozoos, algunas bacterias).

Las células TH2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, entre otras. Actian como colaboradoras
en la activacion de las células B, y son mas apropiadas para responder a bacterias extracelulares
y a helmintos. También estan implicadas en reacciones alérgicas: la IL-4 activa la produccién de
IgE y la IL-5 activa a los eosindfilos (Elenkov, 2004).

Las consecuencias de la respuesta inmune depende en buena medida de los niveles relativos de
células TH1 y TH2: en una respuesta a patdgenos intracelulares existe un aumento de CQs del
tipo TH1, mientras que en respuestas alérgicas y ante helmintos es superior el nivel de las de TH2
(Roitt, 2002).

Un punto importante es la existencia de una regulacion cruzada entre TH1 y TH2. El IFN-y
secretado por las TH1 inhibe la proliferacion de las TH2. Por su lado, la IL-10 secretada por las
TH2 inhibe la secrecion de IL-2 e IFN-y por parte de las TH1. Esta inhibicion en realidad no es
directa: la IL-10 produce un descenso marcado de la cantidad de MHC-II de las APC que, por lo
tanto, ya no pueden ejercer bien su papel de activar a las TH1. Ademas, las CQs del tipo TH2
inhiben la produccion del 6xido nitrico (NO) y otros bactericidas en macréfagos, asi como la
secrecion por estos macrofagos de IL-1, IL-6, IL-8 y otras CQs (Elenkov, 2004).

Este fenomeno de regulacién negativa cruzada explica las ya antiguas observaciones de la
existencia de una relacion inversa entre la produccion de anticuerpos (inmunidad humoral) y la
hipersensibilidad de tipo retardado (respuesta tipica de la inmunidad celular).

Es importante observar que los macréfagos y otras APC también producen CQs que regulan a su
vez funciones inmunes efectoras. La IL-12 se produce en macréfagos activados en respuesta a
infecciones bacterianas o de protozoos. Esta citoquina provoca la proliferacion de células NK y
TH1 que aumentan la produccién de IFN-y induciendo la mayor activacion de macréfagos. De esta
forma se cierra este circuito de retrorregulacion positiva entre macréfagos y células TH1,

destinado a potenciar funciones efectoras de la rama celular de la inmunidad (Trinchieri, 2003).

Por otro lado, los macréfagos se ven inhibidos por IL-4 e IL-10 secretadas por las TH2,
representando otro ejemplo de la inhibicion cruzada entre la rama especializada en la respuesta

humoral y la centrada en la respuesta celular ante parasitos intracelulares.

El predominio de una u otra de las dos subpoblaciones de linfocitos TH depende a su vez del
microambiente de CQs en que ocurre la activacién y maduracion inicial a partir de linfocitos en

reposo: por ejemplo, in vitro se ha visto que si un TH se activa por antigeno en presencia de IL-4,
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se desarrolla hasta TH2, mientras que si el entorno de activacion es rico en IFN-y, se desarrolla
hasta TH1.

2- REGULACION DEL SISTEMA INMUNE

La respuesta inmune, al igual que todos los sistemas biol6gicos, esta sujeta a mecanismos de
control. Estos mecanismos de control aseguran que la respuesta inmune sea eficiente, para
eliminar al agente invasor y también limitada, resituando al sistema inmune en un estado de
reposo, cuando la respuesta a un determinado Ag ha dejado de ser necesaria (Sadek y Nemeroff,
2000).

Los mecanismos de regulacion de la respuesta inmune pueden ser autélogos, ejercidos por el
propio Sl (Roitt, 2002) y entre los mas importantes pueden mencionarse:

- Regulacion por el Ag. La respuesta inmune efectiva elimina el Ag del sistema y, dado que es
necesaria la exposicion repetida al Ag para que los LT y los LB se mantengan en fase de
expansion activa, dichas células vuelven a su estado de reposo. Es posible que algunos Ags no
sean eliminados tan eficazmente lo que origina una respuesta inmune mantenida que a veces da
lugar a consecuencias patoldgicas.

- Regulacion por el Ac. El Ac es capaz por si mismo de ejercer un tipo de control retroalimentado.
La administracion pasiva del Ac IgM junto con un Ag refuerza la respuesta inmune frente a este
altimo, mientras que el Ac IgG suprime la respuesta. Los mecanismos por los cuales el Ac modula
la respuesta inmune no estan completamente definidos.

- Regulacion por linfocitos. Como fuera mencionado, los LT a través de la secrecion de CQs

regulan la respuesta inmune.

Por otra parte, estudios recientes han mostrado que la regulacion fisiologica del S| comprende una
extensa red que involucra al Sistema Nervioso Central (SNC) y al sistema neuroendocrino a la que
se denomina regulacion heterologa de la respuesta inmune. Esta red de conexiones a través de
vias nerviosas, cascadas hormonales e interacciones celulares permite al SNC regular al Sl
localmente en los sitios de inflamacién, regionalmente en los 6rganos inmunes y sistémicamente
mediante rutas hormonales (Webster y col., 2002).

Dos componentes del SNE claramente involucrados en mantener la homeostasis son: el Sistema
Nervioso Auténomo (SNA) y el eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). Algunas de las evidencias
gue avalan esta regulacién son:

-La estimulacién eléctrica de localizaciones especificas del cerebro puede alterar la funcion del
sistema inmunolégico. (Wrona y Trojniar, 2005; Wrona y col., 2004; Villasenor-Garcia y col., 2001,
Madden y col. 2001)
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-La lesion cerebral altera el nUmero de esplenaocitos y timocitos, reduce la respuesta proliferativa a
mitégenos de las células T, y reduce la actividad de las células NK. (Huang y col., 2003 ; Zhao y
col., 2002)

- En ratones simpatectomizados se reduce la produccion de anticuerpos ante la inmunizacion, se
suprime la respuesta citotoxica de las células T, disminuye la reaccién de hipersensibilidad
retardada, aumenta la actividad de las células NK. (Li y col. 2004; Vega y col. 2003; Callahan y
Moynihan, 2002)

- La activacion del Sl se correlaciona con alteracion de la actividad neurofisiolégica, neuroquimica
y neuroendocrina de las células cerebrales. (Saphier, 1989; Saphier y col., 1988; Stenzel-Poore y
col.,1993; Pauli y col., 1998)

- Los organos linfoides se encuentran inervados por fibras del sistema nervioso autonomo. (Felten
y col., 1987; Felten y col., 1998)

- Los linfocitos tienen receptores para varias hormonas y neuropéptidos: CRF, ACTH, opiodes
endogenos (endorfinas) (Benou y col.,, 2005; Cupic y col., 2005; Henning y col., 2005;
Wermerskirchen y col., 2000)

2-1 REGULACION DEL SISTEMA INMUNE POR EL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO.

El SNA regula las actividades de las estructuras que no se encuentran bajo control voluntario y
gue funcionan por debajo del nivel del conocimiento. Este sistema presenta tres subdivisiones
principales: el sistema nervioso simpatico (SNS), el sistema nervioso parasimpético (SNP) y el
sistema entérico. Las fibras nerviosas autondmicas secretan acetilcolina (Ach, fibras colinérgicas)
o noradrenalina (NA, fibras noradrenérgicas). Los axones del SNS se extienden a lo largo del
organismo permitiendo la regulacion de diversas funciones. La mayoria de sus fibras post-
ganglionares liberan NA que cumple un rol de neurotransmisor/neuromodulador en los 6rganos
linfoides (Straub y col., 1998). Existe una inervacion simpatica del timo y del bazo. Ramas
axonales del Sistema Nervioso Autbnomo terminan, a través de los o6rganos linfoides, en la
superficie de los linfocitos. Existen terminales del SNS en el bazo, timo y médula 6sea, que son
localizaciones cruciales para la sintesis y almacenamiento de los linfocitos (Felten y col., 1987). La
NA liberada por las terminales nerviosas ejerce su funcion a través de receptores adrenérgicos
presentes tanto en LT como en LB. El principal subtipo de receptor adrenérgico descripto en los
linfocitos es el B, (B2AR) (Bylund y col., 1994). Este receptor es un clasico receptor de siete
dominios transmembrana que tras su estimulacién induce la activacibn de una proteina G
heterotrimérica. Histéricamente, la capacidad de sefalizacién del B,AR ha sido atribuida a la
asociacion de la cola citoplasmética del receptor con proteinas G estimulatorias lo que resulta en

la activacion de la adenilato ciclasa (AC), el incremento intracelular de adenosin 3',5'- monofosfato
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ciclico (cAMP), y un aumento de la actividad de la proteina quinasa A (PKA) (Kobilka, 1992;
Meinkoth y col., 1993). Luego de la activacion, la PKA regula la actividad de multiples vias por
fosforilacion, incluyendo varios factores de transcripcion como NF-x B. (Strosberg, 1998). Sin
embargo, la estimulacion de B,AR en otros tipos celulares activa varios mediadores intracelulares
adicionales (Figura 7) que también son utilizados por receptores relacionados con el SI como
receptores de CQs, el receptor de células B (BCR) y CD40, y estos mediadores contribuirian con
la influencia secundaria que tendria la NA sobre la funcién de células inmunes. Asi, estos
intermediarios de sefializacion compartidos representan un mecanismo por el cual la NA
influenciaria la funcion linfocitaria (Kohm y Sanders, 2000). Finalmente, es importante notar que
durante estados patolégicos especificos, las células T y B in vivo expresarian otros subtipos de
receptores adrenérgicos como el a,AR, que estimularian una variedad de eventos intracelulares

opuestos y/o adicionales a los mencionados anteriormente.
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Figura 7: Sefiales intracelulares activadas tras estimulacion de B,AR.

La union de NA al B2AR clasicamente induce la acumulacion de cAMP intracelular y la activacion de PKA. Estudios
realizados en células no inmunes han revelado que la estimulacion B2AR también activa otros mediadores intracelulares
como PLC, Pl 3-K, PKC, Btk y MAPK lo que resulta en la activacion de numerosos factores de transcripcion y en la
regulacion de diversos genes. Muchos de estos intermediarios de la sefializacion intracelular (PKC, PLC y PI 3-K)
también participan en las cascadas de sefializacion activadas por varios receptores asociados a la funcién inmune como
CD40 y BCR contribuyendo asi a los efectos de NA sobre la funcion linfocitaria.

Abreviaturas: BARK, quinasa asociada a B2AR; Btk, tirosina quinasa de Bruton; Gs, proteina G; IP3, inositol (1, 4, 5)-
trisfosfate; JNK, quinasa c-Jun N-terminal;; MEK, MAP quinasa quinasa; MEKK, MAP quinasa quinasa quinasa; P,
fosfato; Pl 3-K, fosfatidilinositol-3-quinasa; PIP2, (4,5)-bisfosfato; AC, adenilato ciclasa
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Cabe destacar que los B,AR estan expresados en la superficie de células B en reposo y activadas,
de células CD8+, de células T nativas CD4"y de células TH1, mientras que no estan expresados
en células TH2 (Kohm y Sanders, 1999; Sanders y col., 1997 ; Ramer-Quinn y col., 1997)

Clasicamente, se ha descripto que la estimulacién de los B,AR por agonistas selectivos como el
isoproterenol conduce a una inhibicion de la respuesta proliferativa de linfocitos T inducida por
mitdgenos o por Ac anti-CD3 (Carlson y col., 1989; Feldman y col., 1987, Bauman y col., 1994).
Sin embargo, la caracterizaciobn posterior de subpoblaciones linfocitarias, asi como la
disponibilidad de técnicas mas sensibles han permitido obtener datos que sugieren que la NA
ejerce una variedad de efectos sobre la funcion de células T CD4", dependiendo tanto del tiempo
de activacién celular como del subtipo especifico de CD4" involucrado. Asi, la exposicion de
células nativas CD4" a NA promoveria la diferenciacion mediada por IL-12 de estas células a
células efectoras TH1, asi como la produccion de IFN-y por estas células (Swanson y col., 2001).
Contrariamente, la NA parece no tener efecto en la diferenciacién hacia TH2 mediada por IL-4. Sin
embargo, si clones TH1 son expuestos a NA se produce menos IFN-y (Sanders y col., 1997). Asi,
estos y otros resultados desafian el dogma que establece que la NA y la subsecuente
estimulacion de los B,AR so6lo suprime la funcion T CD4+ y sugiere que el estado de activacion de
la célula T es critico para definir el efecto de la NA sobre la funcion celular. Segun estos hallazgos,
existiria una potencial interaccion entre los B,AR y vias de sefializacion especificas de receptores
inmunes como los de IL-12, IFN-y o TCR. Finalmente, la activacion celular aumentaria el nivel de
expresion de B,AR en células TH1 CD4+ (Ramer-Quinn y col., 1997) y asi influenciaria la
respuesta de estas células a NA. La influencia de la NA sobre la funcién de células TH1 esta
relacionada con la habilidad de estas células de “ayudar” a las células B a producir Ac. El nivel de
IFN-vy producido por una célula TH1 modula el nivel de IgG2a producido por una célula B, ya que
los LB producen niveles aumentados de 1gG2a cuando son incubados con sobrenadantes de

células TH1.

Ademas de la habilidad de la NA de influenciar la funcion de LB indirectamente via alteraciones en
la produccion de CQs TH1, también lo hace directamente. Asi, las células B producen niveles
incrementados de IgGl e IgE cuando son expuestas a NA tanto durante el procesamiento
antigénico o dentro de las primeras doce horas de cultivo con células TH2. Interesantemente, las
células B producen niveles aumentados de lgG2a so6lo cuando son expuestas a NA 12 horas
después del cultivo con células TH1. Ademas, la exposicion de células plasmaticas secretoras de
Ac a NA resulta en la disminucién de los niveles de Ac producidos (Melmon y col., 1974). Asi, al
igual que en las células T CD4+ , el estado de activacion de la célula B determina el efecto de la

NA sobre la funcion celular. Finalmente, se ha descripto que la NA modularia la expresion de
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moléculas co-estimulatorias de superficie asociadas al receptor para el Ag en LT y LB (Suarez y
col., 1997; Kasprowicz y col., 2000). Sin embargo, son necesarios estudios adicionales para definir

el mecanismo preciso por el que la NA modula el nivel de expresion de estas moléculas.

2-2 REGULACION DEL SISTEMA INMUNE POR EL EJE HIPOTALAMO-PITUITARIO-
ADRENAL.

El eje HPA es una parte principal del sistema neuroendocrino, comprendiendo las interacciones
del hipotadlamo, la glandula pituitaria y las glandulas adrenales. Es considerado como una parte
fundamental en las reacciones del cuerpo al estrés. En el hipotalamo, el factor liberador de
corticotropina (CRF) es secretado por neuronas del nucleo paraventricular, y luego transportado
via circulacion portal hipotalamo-pituitaria a la hipofisis anterior, donde estimula la secrecion de
hormona adrenocorticotrofina (ACTH). La ACTH entra a la circulacion periférica y estimula la
secrecion de glucocorticoides (GCs) por la corteza adrenal (cortisol en los primates vy
corticosterona en la mayoria de los roedores) y catecolaminas por la médula adrenal. Los GCs
generan una retroalimentacion negativa sobre la hipdfisis anterior y el hipotdlamo, a través de
receptores glucocorticoides (GCRs), lo cual hormalmente mantiene los niveles de cortisol dentro

del rango esperado (Webster y col., 2002). (Figura 8)
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El eje HPA esta sujeto a ser regulado tanto por el SNC como por la periferia. Los mismos GCs
regulan negativamente el eje a nivel hipotalamico y pituitario por un mecanismo de
retroalimentacion negativa. El eje HPA también puede ser regulado por otros factores como el
sistema nervioso simpatico, CQs y otros neuropéptidos como arginina vasopresina (AVP) (Scott y
Dinan, 1998; Patel y col., 2004; Ma y Morilak, 2005; Lowry, 2002).

Las conexiones entre el sistema neuroendocrino y el Sl suponen un sistema regulatorio finamente
ajustado requerido para la salud. Cualquier disturbio a nivel del eje HPA o alguna accion de los
GCs puede conducir al desbalance de este sistema y aumenta la susceptibilidad a contraer
infecciones, desarrollar enfermedades autoinmnes o inflamatorias (Beishuizen y Thijs, 2003; Koller
y col., 2004; Huitinga y col., 2004; Silverman y col., 2005; Bomholt y col., 2004; Cancedda y col.,
2002; Kavelaars y col., 2000).

Los corticosteroides pueden deprimir el SI mediante varios mecanismos entre los que pueden
mencionarse :

- Disminuir la accién de las CQs tanto inhibiendo su liberacion como disminuyendo la sensibilidad
de sus células diana. Por ejemplo, los corticosteroides reducen el nimero de receptores de IL-2 e
inhiben la liberacion de IL-1 (Kunicka y col., 1993; Chung y col., 2004; Belvisi, 2004; Elenkov,
2004).

- Bloquear la maduracién linfocitaria. Se ha detectado una contraccién del timo cuando el eje HPA
esta activado (Sacedon y col., 2000; Wisniewska y col., 2004; Berki y col., 2002).

- En algunas especies expulsan a los linfocitos de la circulacién. (Milad y col.,, 1994) y en
ocasiones destruyen linfocitos (Bishop y col., 2000).

- Se han detectado numerosos receptores de esteroides en los linfocitos, siendo una de las rutas
por las que los corticoides ejercen su efecto inmunosupresor (Newton, 2000; Ashwell y col., 2000).
- Algunos autores sostienen que los ritmos circadianos del Sl estan en funcién del ritmo circadiano

de los corticosteroides (Terao y col., 2002; Raida y col., 2002).

Sin embargo, la mayoria de estos hallazgos se han obtenido utilizando analogos sintéticos de los
corticoides de mayor vida media como la dexametasona y en dosis farmacolégicas. De alli que es
importante conocer el rol endégeno de los GCs. Siendo moléculas lipofilicas, los GCs pueden
traspasar la membrana plasmética de las células. Existen dos tipos de receptores de GCs, los
receptores GCR vy los receptores mineralocorticoides (MR). Como la corticosterona tiene mayor
afinidad por estos ultimos (Muller y col., 2002), a bajas concentraciones la hormona circulante se
une preferentemente a MR. Solo a altos niveles circulantes o altas concentraciones en el tejido (ej:
durante un periodo de estrés) los GCR son ocupados (DeRijk y col., 2002). En células inmunes,

como macrofagos y LT, el principal receptor para GCs es el GCR por lo que la influencia de estas
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hormonas sobre la funcidon inmune es mediada a través de este receptor (Marchetti y col., 2001).
El receptor para glucocorticoides es un miembro del la superfamilia de los receptores esteroides.
Cuando esta desactivado, el GCR esté en el citoplasma formando un complejo oligomérico con la
proteina HSP90. La union con el ligando hace que el receptor se disocie de este complejo y
transloque al ndcleo donde se une como un homodimero a elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE) a través de una estructura espacial de dedos de zinc presentes en el
dominio de union al ADN (La Baer y Yamamoto, 1994). El complejo GCR-ligando puede
influenciar la expresion genética modulando la transcripcion a través de varios mecanismos. Como
homodimeros, los receptores de GC reconocen un elemento de respuesta (Berg, 1989) pudiendo
directamente aumentar o reprimir la transcripcion de un gen. Es interesante notar que muchos
genes de CQs que son regulados por GCs no poseen estos elementos de respuesta con lo que
este modelo de transactivacion no explicaria la regulacion de la expresion genética de CQs por
GCs (Padgett y Glaser, 2003)

Estudios realizados en los afios 70's y 80's revelaron que los GCs inhiben la proliferacion
linfocitaria, su actividad citotoxica, y la secrecion de TNFa, IL-2 e IFN-y (Beutler y col., 1986;
Boumpas y col., 1993). Estas observaciones, en el contexto del amplio uso clinico de los GCs,
inicialmente llevd a la conclusién de que funcionaban, en general, como inmunosupresores, Yy
fueron usados como potentes agentes anti-inflamatorios. Sin embargo, evidencias recientes
indican que a nivel sistémico los glucocorticoides causan una supresion selectiva de la inmunidad
celular TH1 y un cambio hacia la inmunidad celular TH2, mas que una inmunosupresion

generalizada (Elenkov, 2004).

Por otra parte, la concepcion de los GCs como inmunosupresores involucra la administracion de
altas dosis farmacoldgicas de moléculas sintéticas como la dexametasona. De hecho, niveles
fisiolégicos de GCs enddgenos tienen un importante efecto estimulante sobre varios aspectos de
la respuesta inmune. Por ejemplo, varios procesos relacionados a la funciéon de células T son
facilitados (Wilckens y De Rijk, 1997). En cuanto a la funcion de células B y la produccién de Acs,
el rol de los GCs endogenos no estd del todo establecido. Aunque algunos estudios han
encontrado una correlacién positiva entre el incremento de GCs inducidos por estrés y un
aumento en la produccion de Acs (Moynihan y col., 1994), otros estudios demuestran lo contrario
(Del Rey y col.,, 1984). Finalmente, la administracion de GCs puede resultar tanto en un
incremento (Tuchinda y col.,, 1972) como no tener efecto sobre el nivel de Acs en plasma
(Fleshner y col., 1996).
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3- EFECTOS DEL SISTEMA INMUNE SOBRE LA ACTIVIDAD NEUROENDOCRINA.

La activacion del Sl se ve acompafiada de cambios en procesos hipotalamicos, autonémicos y
endocrinos. Asi por ejemplo la respuesta inmunolégica a las infecciones se acomparfia de
incrementos dramaticos de ACTH y de corticoides.

Las CQs serian los mediadores del sistema inmune responsables de los cambios observados en
el SNE. Asimismo se ha observado que las CQs pueden influir en la conducta: IL-2, IL-6, IFN-yy
el factor de necrosis tumoral (TNF) influyen en la activacion del eje HPA y son afectadas por la
secrecion de GCs.

El tratamiento con interferébn en humanos ha evidenciado que produce efectos neuroldgicos y
psiquiatricos. CQs administradas exdégenamente inducen una gran cantidad de sintomas,
conocidos en su conjunto como la conducta realcionada con la sensacion de enfermedad
(“sickness behaviour”), que incluyen malestar, debilidad, fatiga, falta de suefio y desinterés por
actividades corrientes como la alimentacion e interacciones sociales (Dantzer, 2001; Anisman y
col., 2005; Dantzer, 2004). Los sintomas neurovegetativos son claramente prominentes en esta
descripcion. Tanto en humanos como en animales, la activacion del Sl estd asociada con la
reduccion de la ingesta y patrones de suefio alterados (Plata-Salaman y col., 1998; Pollmacher y
col., 2000). Adicionalmente, la fatiga es frecuente en pacientes que sufren algun tipo de
enfermedad de base inmune, asi como en pacientes tratados con CQs (Kurzrock, 2001; Malik y
col., 2001).

Pacientes sometidos a terapias con IL-2 o IFN-y para tratamiento de cancer desarrollaron no solo
tristeza y pérdida de interés sino que también presentaron disturbios cognitivos y sintomas
neurovegetativos como pérdida de apetito, fatiga o alteraciones del suefio durante el curso de la
terapia (Capuron, y col., 2000; Capuron y col., 2002b). La aparicion de estos sintomas parece
depender de la modalidad del tratamiento usada. Asi, sintomas depresivos y alteraciones
cognitivas del tipo fronto-subcortical se desarrollan tempranamente (primera semana de
tratamiento) en pacientes que reciben IL-2. Contrariamente, sintomas depresivos se desarrollan
recién después de varias semanas de tratamiento (4-8 semanas) en pacientes tratados con IFN-o.
Es interesante notar que los sintomas neurovegetativos aparecen antes y mas frecuentemente
gue las alteraciones de animo en ambos tipos de tratamiento. Esta distincion entre sintomas
neurovegetativos y alteraciones de animo es apoyada por recientes hallazgos que muestran que
el tratamiento profilactico con el antidepresivo paroxetina bloquea el desarrollo de depresion
mayor en pacientes sometidos a terapia con IFN-o mientras que tiene un efecto menor sobre los
sintomas neurovegetativos, incluyendo fatiga (Musselman y col., 2001; Capuron y col., 2002a). En
vista de estos datos pareceria posible que las CQs ejercieran efectos diferenciales sobre el animo

y las funciones neurovegetativas, probablemente a través de distintos mecanismos.
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4- INFLUENCIA DE LOS FACTORES PSICOLOGICOS EN LA FUNCIONALIDAD DEL
SISTEMA INMUNITARIO. EL ESTRES Y SUS CONSECUENCIAS.

El Sl actia como defensa ante multiples enfermedades. Los estudios previos muestran que existe
una interrelacién entre SNC y Sl, pero no informan necesariamente si se producen cambios en la
susceptibilidad a enfermar. Es preciso, por tanto, estudiar la relacion entre factores psicologicos e
inmunidad, y la relacién entre estos factores y la aparicion y progreso de enfermedades mediadas
por el SI.

Para que se produzca la enfermedad no basta con la invasion del organismo por parte del agente
invasor. Debe darse que las defensas sean incapaces de mantener dicho agente inactivo o
eliminarlo. Es de esta forma como las variables psicoldgicas que afectan la inmunidad pueden
influir en la aparicién, curso y desenlace de diversas enfermedades. No se conoce de qué tipo y
magnitud deben ser los cambios producidos para que se vea alterada la posibilidad de defensa del
organismo.

Los factores psicoldgicos pueden alterar la inmunidad e incrementar la susceptibilidad a contraer
enfermedades (Ray, 2004; Atanackovic y col., 2002; Marsland y col., 2002). Los cambios de
conducta, asociados a caracteristicas de personalidad, a procesos de adaptacion o de
afrontamiento frente a situaciones estresantes, o estados emocionales negativos también pueden
alterar la inmunidad. Por ejemplo: una persona ante problemas emocionales puede fumar,
alimentarse de forma inadecuada o ver alterado su patrén de suefio, lo cual puede tener
consecuencias inmunosupresoras.

Entre los factores psicolégicos mas importantes que pueden influenciar la respuesta inmune
adquiere especial importancia el estrés. Estrés es un concepto cientifico que se refiere a la
respuesta inespecifica del organismo frente a cualquier demanda, en la cual la capacidad de
adaptacion individual constituye el factor mas importante y que puede definirse como un conjunto
de eventos que comienza con un estimulo (estresor). Este estimulo es percibido por el cerebro y
precipita una reaccion de este 6rgano desencadenando una respuesta fisiologica. La respuesta
fisiolégica al estrés se compone de elementos cognitivos emocionales que por mecanismos
neuroendocrinos y conductuales influyen en el SI.

En los ultimos afios muchos estudios realizados tanto en humanos como en animales han
sugerido que el estrés ejerce un profundo efecto sobre la funcion del SI (McEwen, 1998; Padgett y
Glaser, 2003; Glaser, 2005). El impacto de un estresor sobre la respuesta inmune depende de una
variedad de factores tales como la duracion y tipo de estresor, asi como también del tipo de
respuesta inmunologica evaluada. Se han descripto alteraciones inmunologicas asociadas al
estrés y a enfermedades psiquiatricas, particularmente a la depresion mayor (Maes, 1995; Miller,
1998; Gladkevich y col., 2004; Leonard, 2000).
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Entre las disfunciones inmunoldgicas méas importantes inducidas por el estrés pueden
mencionarse: la disminucién en la proliferacion linfocitaria inducida por mitégenos (Freire-Garabal
y col., 1997), el incremento en la reactivaciéon viral de virus como el de Epstein-Barr, el Herpes
simplex y el Citomegalovirus (Bonneau y col., 1998; Rozlog y col., 1999), la desregulacién de la
produccion de citoquinas liberadas por células TH tipo 1 y 2 (Elenkov y col., 2005), una
disminucién de la actividad de células NK (Whiteside y Herberman, 1994). Asimismo, el estrés ha
sido involucrado en el desarrollo de enfermedades autoinmunes (Heesen y col., 2005; Chida y
col., 2005), alergias (Lonne-Rahm y col., 2004), cancer (Reiche y col., 2004) y envejecimiento
(Bauer, 2005; Miller y O'Callaghan, 2005).

5- ESTRES Y DEPRESION

La depresion es un complejo desorden psicoldgico definido por el DSM-IV (American Psychiatric
Association, 1994) como un trastorno que se caracteriza por la presencia de al menos dos
sintomas cardinales: la pérdida de placer (anhedonia) y el &nimo decaido. Estos sintomas estan
asociados con alteraciones adicionales que incluyen tanto sintomas psicoldgicos (sentimientos de
desesperanza o culpa, pérdida de concentracion o indecisién, pensamientos recurrentes de
muerte o suicidio) como sintomas somatico/neurovegetativos (cambios en el apetito y/o el peso;
alteraciones del suerio; fatiga o pérdida de energia; agitacion o reduccion psicomotora) (American
Psychiatric Association, 1994).

La respuesta al estrés tiene dos efectores principales, el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA)
y el sistema nervioso simpatico (SNS). Ambos efectores también parecen jugar un papel
destacado en la depresion (Joels y col.,, 2004; Tichomirowa y col., 2005). En efecto, en la
depresion se ha identificado una activacion mantenida del sistema nervioso simpatico y la
hipercorticosolemia ha sido una de las sefiales bioldégicas méas reproducibles, aunque no es ni
especifica ni universal (Wong y col.,, 2000). La caracterizacion bioquimica de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y diversos hallazgos clinicos en relacion con ella refuerzan la
hipétesis de que, en la depresion, la hipercortisolemia es el resultado de un aumento en la
actividad CRH. En subtipos de depresion con caracteristicas atipicas como fatiga, hipersomnio e
hiperfagia, la desregulacion parece ser de signo opuesto, con una disminucion de la actividad
CRH vy, secundariamente, la disminucién de la funcion del eje HPA. En todo caso, hay que
mencionar que la naturaleza de la asociacion entre estrés y depresion es un area objeto de
intenso debate (Chrousos y Gold, 1992).

También se han descripto, en relacion con la depresion, disfunciones en la hormona del

crecimiento (Zenker y col., 2002), el eje tiroideo (Tichomirowa y col., 2005), los receptores de
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sustancias opioides enddgenas (Matussek, 2003), los aminoacidos neurotransmisores (en
especial, el GABA) (Garcia-Alloza y col., 2005); y la sustancia P (Deuschle y col., 2005)

Estudios realizados durante los ultimos 10 afios han demostrado que los desérdenes animicos y el
estrés estan acompafados por alteraciones estructurales en el cerebro. Estas alteraciones
incluyen cambios en la duracién y nUmero de procesos neuronales, nUmero de neuronas y glia e
incluso variaciones en la tasa de neurogénesis que son reversibles con tratamientos
antidepresivos (Duman, 2002). El hipocampo es una estructura cerebral plastica que expresa altos
niveles de receptores para esteroides adrenales y esta involucrada en ciertos tipos de aprendizaje
y memoria. También es una estructura vulnerable a los efectos del estrés y el trauma (McEwen,
2005) y a sufrir atrofia en desordenes como la esquizofrenia (Bogerts y col., 1993; Razi y col.,
1999), la depresion mayor (MDD) (MacQueen y col., 2003; Frodl y col., 2002), el desorden bipolar
(Beyer y Krishnan, 2002) y el estrés post-traumatico (Bremner y col., 1995). En modelos animales
de estrés cronico y agudo, las neuronas del hipocampo y la corteza prefrontal responden a la
repeticion del estrés mostrando atrofia neuronal que lleva a la pérdida de memoria. Las
reducciones observadas en el volumen del hipocampo serian el resultado de un proceso de
remodelacion que incluye la retraccion de dendritas, la disminucion de la neurogénesis en el giro
dentado y la pérdida de células gliales (Czeh y col., 2001; Magarinos y col., 1999; McEwen, 1999).
Algunos factores implicados en esta remodelacion celular incluyen la elevacién de los niveles de
GCs inducida por estrés que estan involucrados en la disminucién de la neurogénesis (Cameron y
McKay, 1999) vy la induccion del arresto del ciclo celular en células periféricas (Rogatsky y col.,
1997). La desregulacién de la secrecion de GCs, producto de la alteracion que sufre el eje HPA
durante periodos de estrés, junto con la actividad aumentada de aminoacidos neurotransmisores
excitatorios, podria resultar tanto en una potencial remodelacion reversible como en la muerte
irreversible de células del hipocampo de pacientes con depresion (Sapolsky, 2000). Sin embargo,
estudios recientes usando metodologia estereotaxica no han podido demostrar pérdida celular en
el hipocampo inducida por corticosteroides en condiciones de estrés, si no cambios adaptativos y
reversibles en parametros estructurales luego de la exposicion a estrés (Suaba y col., 2005).

La denominada hipotesis de las aminas bidégenas postulaba a mediados de los afios sesenta que
la depresion refleja un desequilibrio en las concentraciones de aminas biégenas (principalmente,
noradrenalina y serotonina) en el sistema nervioso central. Estas conclusiones se basaban en
observaciones que mostraban que diversos farmacos antidepresivos aumentaban las
concentraciones sinapticas de noradrenalina o serotonina y que la reserpina, un farmaco que
disminuye drasticamente las concentraciones de noradrenalina, podia causar sintomas similares a
la depresion.

La enorme repercusion que los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (IRSS),

como la fluoxetina, han tenido en el tratamiento de la depresion en los ultimos decenios ha
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contribuido a convertir a la serotonina en el neurotransmisor mas asociado a este trastorno.
Aungue los actuales antidepresivos serotonérgicos actlian basicamente bloqueando la recaptacion
de este neurotransmisor, la identificacion de multiples subtipos de receptores serotonérgicos ha
incrementado el interés de la comunidad cientifica en la identificacion y el desarrollo de nuevos
agentes serotonérgicos antidepresivos cada vez mas especificos (Kent, 2000; Blier y Ward, 2003).
Si bien la noradrenalina y la serotonina son las aminas bidgenas que mas se han asociado a la
fisiopatologia de la depresion, también la dopamina podria desempefar un papel en este
trastorno. De hecho, la actividad dopaminérgica podria estar disminuida en la depresion, pues los
farmacos y enfermedades que reducen su concentracion se han relacionado con sintomas
depresivos y, por el contrario, los farmacos que incrementan las concentraciones de dopamina

reducen la sintomatologia depresiva.

6-CITOQUINAS Y DEPRESION.

Desde el descubrimiento de las CQs pro-inflamatorias muchos reportes han mostrado que la
administracion de estas moléculas a animales y a voluntarios humanos inducen sintomas de
depresion incluyendo animo decaido, anhedonia, supresion de ingesta, retardo psicomotor,
anormalidades en el suefio, fatiga, confusidn y alteraciones cognitivas. También se ha reportado la
capacidad de las CQs de activar el eje HPA, un hecho frecuentemente descripto en la depresién.
(Capuron y Dantzer, 2003). Sin embargo, no habia evidencia de que esta patologia estuviera
asociada a la activacion del Sl. Por el contrario, predominaba la asociacidon entre el paciente
deprimido con el estado de inmunosupresién como se evidenciaba por la reducida actividad de
células NK y la disminuida respuesta proliferativa de linfocitos ante mitdégenos (Irwin, 1999). Tomé
varios afios recolectar datos suficientes para aceptar la posibilidad de que la depresion estuviera
asociada no sélo a un estado de inmunosupresion sino a un desequilibrio en la funcién inmune
caracterizada por la activacion de la respuesta monocito/macréfago y la inhibicion relativa de la
funcion linfocitaria. Maes (1995) fue el primero en evidenciar una activacion inmune en pacientes
deprimidos y se basoé principalmente en la medida de proteinas de la fase aguda y de CQs en

plasma de pacientes con depresion mayor y resistentes al tratamiento de la misma.

La posibilidad de que las CQs estén involucradas en la patogénesis de la depresion y de otras
enfermedades psiquiatricas ha sido examinada desde varios angulos. La inmunopsiquiatria es una
incipiente rama de la medicina cuyo fin es el estudio de los mecanismos inmunoldgicos
involucrados en la fisiopatologia de los desérdenes psiquiatricos. Dentro de este contexto,
desbalances en la produccién de CQs tipo TH1 (IFN-vy, IL-12,, IL-2, IL-18, TNFo/B) y TH2 (IL-4, IL-

13, IL-10, IL-6, IL-5, IL-3) han sido sugeridos en la esquizofrenia, la depresiéon mayor y la
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enfermedad de Alzheimer (Schwarz y col., 2001). Especificamente, en la depresién mayor se ha
postulado que el predominio de una u otra respuesta (TH1 o TH2) podria estar relacionado a
variables clinicas distinguiendo entre individuos suicidas y no suicidas (Mendlovic y col., 1999). Se
ha postulado la existencia de una relacién entre la produccioén de IFN-y (TH1), el metabolismo del
triptofano, la deficiencia de serotonina a nivel de SNC y la tendencia al suicidio. Por otra parte, los
pacientes deprimidos sin tendencia suicida presentarian elevados niveles de IL-6 (TH2) y sufririan
una deficiencia de noradrenalina. Es importante tener en cuenta que estas CQs tienen la
capacidad de actuar a nivel del SNC produciendo cambios en el comportamiento y que ademas

han sido implicadas en procesos de inflamacion y degeneracion neuronal (Larson y Dunn, 2001).

7- TIEMPOS MODERNOS

Dada la elevada prevalencia de la depresion en la sociedad occidental actual, los costos
econdmicos, directos e indirectos, de esta patologia son elevadisimos. Debido a los elevados
costos personales, sociales y sanitarios que conlleva, estos cuadros han adquirido una
importancia notable en todos los programas de prevencion y gestién de la salud. En muchas
especialidades (gastroenterologia, medicina familiar, endocrinologia, cardiologia, etc.), la
depresion alcanza el 20-25% de las consultas, dato que revaloriza la importancia del conocimiento
de esta enfermedad para cualquier médico.

La Depresién constituye una patologia que afecta al 10% de la poblacién adulta en edad
productiva. Segun un informe de la Organizacion Mundial de la Salud, se prevé que en el afio
2020 serd la primera causa de ausentismo laboral a nivel mundial. En Argentina, el 25% de la
poblacién adulta sufre patologias vinculadas con la salud mental siendo la depresiéon la mas
frecuente. Por otra parte, es un proceso crénico que provoca sufrimiento y un estado de

incapacidad en la persona que afecta notablemente su entorno social.

8- MODELOS ANIMALES DE DEPRESION

Las alteraciones inmunolégicas asociadas a enfermedades psiquiatricas son dificiles de interpretar
debido a la heterogeneidad de la muestra de pacientes y a variables como ser la edad, el sexo y el
estado de hospitalizacion. Estudios realizados en animales usando modelos de depresion
permiten obtener resultados mas homogéneos y consistentes. Estos modelos de depresién
involucran la aplicacién de varios estresores e inducen un estado similar al observado durante la

depresion en humanos.
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De acuerdo a la clasificacion del DSM-IV, el diagndstico de la depresibn mayor requiere un
periodo de 2 semanas de &nimo decaido o pérdida de interés o placer (anhedonia). ElI &nimo
decaido no puede ser evaluado en un modelo animal pero el estado anheddnico, asi como

alteraciones en el comportamiento si.

Varios paradigmas del estrés crénico han sido ampliamente usados en estudios preclinicos como
el estrés psicosocial en el primate primitivo Tupaia belangeri (Fuchs y Flugge, 2002) y el estrés
fisico, social e impredecible en roedores (Alonso y col., 2004; Blanchard y col., 2001; McEwen,
2001). Entre estos, el modelo de estrés créonico moderado (CMS) es un modelo validado de
depresion interesante ya que el cuadro depresivo surge como consecuencia de la exposicion a
una serie de estresores considerados moderados que se aplican de manera cronica, secuencial y
alternada para no producir acostumbramiento por parte del animal. Willner (1992) ha definido este
modelo como un modelo realista y valido de depresién dado que:
e tiene validez predictiva (los cambios comportamentales pueden ser revertidos con el
tratamiento crénico con una amplia variedad de antidepresivos)
e casi todos los sintomas de la depresion han sido demostrados
e |a exposicion al modelo causa una disminucién generalizada de la respuesta ante un
estimulo lo cual es comparable al estado anheddnico, sintoma fundamental de la

depresion.

Es importante tener en cuenta que la sensibilidad a este modelo puede variar de acuerdo a la
cepa utilizada e inclusive al proveedor de los animales. Por otra parte, los cambios conductuales
gue se manifiestan en los animales sometidos al modelo pueden diferir entre laboratorios debido a

diferencias minimas en la implementacion del modelo. (Willner, 1997 a y b).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La depresion es un trastorno crénico que, tanto en su aparicién como en sus episodios sucesivos,
esta influenciado por factores ambientales externos. Entre estos factores se encuentra el estrés. Asi,
postulamos que el estrés crénico promueve alteraciones inmunolégicas que quiebran el equilibrio
TH1/TH2 participando en la induccién de variaciones neuroquimicas a nivel del sistema nervioso

central y que estan involucradas en la aparicién de los cambios conductuales observados en esta

patologia.
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivos Generales:

El objetivo principal del presente trabajo es estudiar la correlacion existente entre el estrés, las
alteraciones inmunolégicas, la desregulacion del balance TH1 y TH2 y las alteraciones conductuales
observadas en un modelo de depresién inducido por exposicion crénica a factores moderados de
estrés. Ademas, evaluar su relacion con la presencia de alteraciones morfolégicas y neuroquimicas
en algunas de las estructuras cerebrales asociadas al comportamiento.

Por ser un modelo realista de depresion, para estudiar las alteraciones de las respuestas
neuroinmunes inducidas por el estrés y sus consecuencias fisiopatolégicas, se ha elegido el modelo

de estrés crénico moderado.

Objetivos Particulares

a) Caracterizar el modelo de estrés crénico moderado adaptado en nuestro laboratorio desde el punto

de vista conductual analizando la actividad locomotora, y la capacidad de aprendizaje y memoria.

b) Investigar cambios en la respuesta inmune humoral y celular y las sefiales intracelulares
asociadas.

c) Estudiar el eje hipofisiario-adrenal investigando la participacién de las hormonas clasicamente
asociadas al mantenimiento de la homeostasis bajo condiciones de estrés crénico (catecolaminas y
corticosterona).

d) Investigar cambios en el balance TH1/TH2.

e) Evaluar la presencia de alteraciones neuroanatdomicas y neuroquimicas en una de las estructuras
cerebrales clasicamente asociadas al comportamiento (hipocampo).

f) Evaluar la presencia de cambios conductuales y morfolégicos inducidos por administracion de

interlequinas.
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MATERIALES Y METODOS

1- ANIMALES

Se utilizaron ratones hembra endocriados de la cepa BALB/c (edad: 2 meses, peso promedio: 25 mg)
mantenidos, a menos que se indique, bajo condiciones de temperatura (23°C-25°C) y ciclos de luz-

oscuridad (14 hs luz, 10 hs oscuridad) constantes en el bioterio del Instituto.

2- MODELO DE ESTRES CRONICO MODERADO (CMS)

2-1 MODELO ANIMAL DE ESTRES

Se utiliz6 el modelo de estrés cronico moderado desarrollado por Willner y col. (1992) en rata y
modificado por Monleén para ratén (Monle6n, 1995). Se ubicé un ratén por jaula, manteniéndose un
ciclo de luz-oscuridad de 12 hs. Excepto en casos en que se aclare, el agua y la comida estuvieron
libremente disponibles.

El régimen consistié en: 3 periodos de 3 hs de privacion de agua y comida, inmediatamente anterior
al test de sucrosa; 2 periodos de 20 hs de privacion de agua y comida; 1 periodo de 16 hs de
privacion de agua; 2 periodos de iluminacién nocturna continua (14 hs); 2 periodos (7 y 17 hs) con la
jaula inclinada a 45°, 1 periodo de 17 hs compartiendo la jaula con otro ratén, teniendo la precaucion
de poner juntos siempre a los mismos ratones y alternando entre la jaula de uno u otro; 1 periodo de
17 hs durante el cual el ratén permanece con el aserrin de su jaula mojado con 200 ml de agua. El
tipo de estresores utilizados es considerado moderado y se aplicaron de manera crénica, secuencial
e impredecible. Asi, se evita producir acostumbramiento por parte del animal.

2-2 TEST DE CONSUMO DE SACAROSA

La primer fase del experimento consistid en entrenar a los ratones para consumir una solucion de
sacarosa al 1% durante 2 semanas. Los tests se realizaron tres veces por semana, a la misma hora,
inmediatamente después de privar a los ratones de agua y comida durante tres horas. Una vez
terminada esta fase, se dividi6 a los ratones en dos grupos.

Un grupo fue sometido al régimen de estrés (CMS) y otro fue utilizado como control (C).

El consumo de sacarosa fue monitoreado durante todo el experimento pesando la botella con la

solucion antes y después del periodo en que los animales tuvieron acceso a la misma.
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2-3 DETERMINACION DEL PESO CORPORAL

Se control6 el peso de los animales tres veces por semana a la misma hora.

2-4 REVERSION CON ANTIDEPRESIVOS

A fin de validar nuestro modelo de depresion, se evalud la reversién de los parametros arriba
mencionados tras la administracion oral de 15 mg/kg/dia de una solucion fresca de tianeptina
(Servier, Neuilly sur Seine, France), seis veces por semanas durante 4 semanas a animales CMS. El

grupo control fue tratado con el mismo esquema pero recibié vehiculo.

3- ESTUDIOS DEL COMPORTAMIENTO ANIMAL

3-1 TEST DE “CAMPO ABIERTO” (OPEN FIELD)

La observacion de la actividad exploratoria en un campo abierto permite conocer si un determinado
tratamiento tiene algln efecto en la respuesta a un entorno novedoso evaluando la actividad motora.

Ratones control y sometidos al esquema de estrés crdnico fueron colocados en el centro de una caja
acrilica rectangular (42 x35 x15 cm) dividida uniformemente en 30 cuadrados de 7x7 cm. (Figura 9).
La superficie total fue dividida en cuatro cuadrantes iguales. Dos observadores, que desconocen el
grupo al que pertenecen los animales, registraron los paradmetros a evaluar durante 10 minutos,
siempre entre las 14 PM y las 17 PM. La conducta exploratoria involucré olfateo y orientacion general
en toda la superficie de la caja. La exploraciéon que se da dentro de un dado cuadrante por 5 0 mas
segundos consecutivos fue definida como “exploracion no ambulatoria”. Cuando la exploracién
ocurri6 en dos 0 mas cuadrantes por cinco segundo consecutivos fue definida como “exploracién
ambulatoria”. También se evalué la actividad locomotora definida como el nimero de lineas cruzadas
y las exploraciones verticales (rearing) definidas como el nimero de veces que el animal se para

sobre sus patas traseras.
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Exploracién no-ambulatoria

Figura 9: Esquema de la caja acrilica utilizada en el test de campo abierto

3-3 TEST DE EVITACION INHIBITORIA

Este estudio se realizd entre las 14 AM y las 17 PM todos los dias. El aparato utilizado en este
estudio consiste en dos compartimentos de iguales dimensiones, uno iluminado por una lampara de
60 W y otro oscuro, divididos por una abertura (80x80 mm). El piso esta conformado por una grilla de
varillas metdlicas y las del compartimento oscuro estan electrificadas. El aparato esta conectado a
una computadora que permite regular la duracion e intensidad de la descarga eléctrica.

La conducta instintiva de los roedores, animales con habitos nocturnos, hace que prefieran los
ambientes oscuros o poco iluminados. Por lo tanto, si el animal es colocado en el compartimento
iluminado tendera a pasar a la zona oscura. Cuando el animal entra con sus 4 patas al compartimento
oscuro recibe una descarga de 0.5 mA durante 3 segundos. El estimulo aversivo produce una
modificacion en la conducta exploratoria y contribuye al aprendizaje, ya que si el animal es expuesto
nuevamente a la situacion, se espera que permanezca mas tiempo en el area iluminada para evitar la
descarga eléctrica asociada con el area oscura. Este test supone una situacién de conflicto: ambos
compartimentos tienen caracteristicas aversivas. Sin embargo, la descarga eléctrica es considerada
un estimulo mas aversivo que la luz por lo que se espera que, bajo condiciones normales, el animal
tienda a inhibir su tendencia innata a permanecer en lugares oscuros. Los animales fueron colocados
en el compartimiento iluminado y se registré el tiempo que transcurrié hasta que el animal ingres6 con
sus 4 patas al area oscura (latencia de entrenamiento) donde se aplicé la descarga eléctrica. El
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animal puede escapar de la descarga eléctrica volviendo al compartimento iluminado. Los animales
permanecieron en sus jaulas hasta que se realizé el segundo ensayo.

Luego de 24 hs, se repitié el procedimiento. El ratén fue colocado nuevamente en la zona iluminada
del aparato y se registro el tiempo que tard6 en entrar en la zona oscura (latencia del test). La latencia
del animal que no entré en el compartimento oscuro por mas de 5 minutos fue calculada como de 300
segundos.

Este procedimiento mide la capacidad de evocacion de un aprendizaje o una memoria adquirida. Los
pasos previos a dicha evocaciéon son la adquisicion y la consolidacién. Cualquier fenédmeno que

interfiera en estos momentos del aprendizaje puede modificar la memoria evocada.

4- EVALUACION DE LOS CAMBIOS MORFOLOGICOS EN ESTRUCTURAS CEREBRALES.

4-1 HISTOLOGIA DE LAS ZONAS CA1 Y CA3 DE HIPOCAMPO

Luego de perfundir y fijar al animal con paraformaldehido 4% el cerebro fue incluido en parafina. Se
realizaron cortes coronales de 10 um con micrétomo tipo Minot, se desparafinizaron con tolueno, se
hidrataron con concentraciones decrecientes de etanol y finalmente con agua destilada. Se colored
con violeta de cresilo durante 2 minutos y se decoloraron parcialmente con alcohol 50 y 70%. Se
seleccionaron cortes de la zona de interés. Los cortes se observaron y fotografiaron en un
microscopio Axiphot Carl Zeiss usandose una maquina fotografica digital Nikon de 4,5 megapixeles.

Se evaluo el espesor de las zonas CA1 y CA3 utilizando el software Image Pro version 4.5.

4-2 TINCION CON EL COLORANTE DE HOESCHT

Se observo la morfologia nuclear de las células hipocampales con colorante de Hoechst 33342. Una
vez fijado el tejido, se incubd 15 minutos en oscuridad con solucién de Hoechst diluido 1:10 en PBS y
se lavd con PBS dos veces. Los nucleos celulares ya fijados y tefiidos fueron observadas con un
microscopio de fluorescencia Axiphot Carl Zeiss y se fotografiaron con una maquina fotografica digital

Nikon de 4,5 megapixeles.
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5- EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE

5-1 OBTENCION DE LINFOCITOS

Se obtuvieron linfocitos a partir de los érganos linfaticos (ganglios y bazo) por técnicas descriptas
anteriormente (Ayelli-Edgar et al., 2002). Brevemente, los érganos linfaticos fueron removidos y
disgregados a través de un filtro de metal de 1 mm. La suspension celular fue filtrada a través de un
filtro de nylon de 10 mm y depletada de células no linfoideas luego de centrifugacion en
Ficoll/Hypaque. Luego de tres lavados en RPMI 1640, las células fueron resuspendidas en RPMI
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) no estimulante, glutamina 2 mM, penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml. La viabilidad celular fue estimada de acuerdo al criterio de
exclusién de Azul tripan y fue mayor del 90%.

Cuando fue necesario se purificaron LT de ganglios y LB de bazo. Las poblaciones enriquecidas en
LT fueron obtenidas por pasaje de la suspensién celular a través de una columna de lana de vidrio de
acuerdo al método de Julius et al. (1973). Brevemente, se lavo la lana de nylon (Fenwal Laboratories,
Deerfield, IL), se pein6é y se pesaron 0.5 g que se introdujeron en jeringas de 10 ml a modo de
columna alcanzado 6 cm de altura. La columna se hidrat6 homogeneamente sin que quedaran
burbujas con PBS con 5% de SFB, se lavé con 20 ml del PBS suplementado y se estabilizd
incubandose durante 45 min a 37°C. Transcurrido este tiempo se sembré la suspensién celular en
PBS con 5% de SFB y se incubé nuevamente 45 min a 37°C. Finalmente, se eluy6 la columna con 10
ml de PBS suplementado. La poblacién obtenida se centrifugo 10 min a 200 x g y se resuspendio en
el medio adecuado.

Las poblaciones enriquecidas en LB fueron obtenidas a partir de la suspension esplénica lisando los
glébulos rojos con 1 ml de agua destilada durante 15 seg y posterior lavado por centrifugacion con
RPMI suplementado. Luego se eliminaron las células T por tratamiento con Ac anti-Thy 1.2 diluido
1:1000 durante 30 min a 4°C y 30 min mas a 37°C en presencia de complemento de cobayo. Se
lavaron las células y se realiz6 una adherencia al plastico durante 2 horas a fin de eliminar células
adherentes (Bruce, 1981). Finalmente se centrifugaron a 200 x g durante 10 min y el sedimento fue
resuspendido en el medio adecuado.

La pureza de ambas poblaciones fue analizada por ensayos de inmunofluorescencia utilizando el Ac

adecuado y resulté ser mayor del 95%.
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5-2 DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Los linfocitos fueron cultivados in vitro en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado a razén de
1x10° células por pocillo en alicuotas por triplicado de 150 ul en placas de 96 pocillos. Se realizaron
curvas concentracion-respuesta y se siguié la cinética de proliferacion para cada mitdgeno. Se
adicionaron 50 ul de lectinas mitogénicas de células T -concanavalina A (Con A), fitohemaglutinina
(PHA)- y de células B (LPS) alcanzando una concentracion final de: Con A: 0.5, 1, 2, 4 ug/ml; PHA:
10, 25, 50, 100 pug/ml; LPS: 15, 30, 60, 75, 100 ug/ml. El control se realizé agregando 50 ul de medio
de cultivo. La actividad mitogénica se determiné por incorporacién de 1 uCi de *H-timidina (actividad
especifica 25 Ci/mmol) durante las ultimas 18 horas de cultivo. Finalizado este periodo se retuvo la
fase macromolecular insoluble en acido en papeles de filtro GF/C segun protocolos ya descriptos
(Genaro y Bosca, 1993). Se colocaron los filtros en solucion centelladora (Amersham Pharmacia) y se
determind la actividad (dpm) en un contador centelleo liquido. Para cada concentracion de las lectinas
se calculé la media de cada triplicado. Las células estimuladas mitogénicamente mostraron una

cinética de proliferacién esperada con un pico al tercer dia de cultivo.

5-3 INMUNIZACIONES IN VIVO

Glébulos rojos de carnero (GRC, 2,5 % en solucion salina) fueron usados como inmundgenos para
evaluar la respuesta humoral T-dependiente y lipopolisacaridos bacterianos (LPS) para determinar la
respuesta humoral T-independiente.

Para la respuesta a GRC, los ratones fueron inmunizados intraperitonealmente (i.p.) en el dia 0 y
recibieron un refuerzo en el dia 11. Se obtuvieron muestras de sangre para la determinacion de Acs
al dia 10 (respuesta primaria) y al dia 18 (respuesta secundaria). Para LPS, cada animal recibié una
inyeccion i.p. de 10 ug del Ag (LPS en 0.1 ml de solucién salina) y las muestras de sangre fueron

obtenidas al dia 10. Ratones inyectados con vehiculo fueron usados como control (Figura 10).
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Figura 10: Esquema de inmunizacién para evaluar respuesta primaria (A y B) y secundaria (C)

5-4 DOSAJE DE ANTICUERPOS

Se obtuvo suero proveniente de sangre extraida por puncién retroorbital que se mantuvo a -20°C
hasta el momento del ensayo. Se realizd6 un enzimo inmuno ensayo (ELISA) para determinar Ac
especificos contra GRC y contra LPS. Brevemente, placas de 96 pocillos (Maxisorp immunoplates,
Nunc) fueron cubiertas con membranas de GRC (10 pug/ml) o LPS (2 ug/ ml) y se incubaron durante
toda la noche a 4°C. Se agregaron distintas diluciones del suero y se incubaron durante 2 hs a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron y las muestras se incubaron con Ac tipo IgG obtenido
en cabra anti-lgG o anti-lgM de ratdn conjugado con fosfatasa alcalina. Se utilizé p-nitrofenylfosfatasa
como sustrato para desarrollar color. La lectura se realiz6 a 405 nm en un lector de placas (BIORAD
3550).

Las reacciones fueron consideradas positivas cuando los valores de densidad 6ptica (DO) fueron
mayores que el valor medio mas 2 desvios estandar del suero normal (suero de animales no

inmunizados o inyectados con vehiculo que no dan diferencias significativas entre ellos).
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6- DETERMIACION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Se determinaron las poblaciones de linfocitos CD3*, CD4" y CD8" y CD4"/ CD8" en suspensiones
celulares por citometria de flujo. Brevemente, se colorearon alicuotas de suspensiones celulares con
Ac CD4 anti-raton conjugado con fluoresceina o con Ac monoclonal CD8 conjugado con ficoeritrina.
Los linfocitos fueron identificados por citobmetria de flujo usando un citobmetro de flujo (Becton
Dickinson) con amplificacion log y un programa FACScan research. Se usaron isotipos control (IgG1—

FITC/IgG2a—PE) en cada ensayo para determinar el coloreado no especifico.

7- ESTUDIO DE LAS SENALES INTRACELULARES TEMPRANAS

7-1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CA?" INTRACELULAR

A fin de determinar la concentraciéon de Ca?* se utilizé un quelante del calcio intracelular que fluoresce
al unirse al calcio: FURA 2-AM (forma quimica que pasa la membrana celular). Se incubaron los
linfocitos con el FURA 2-AM (concentracion final 5uM) a 37°C por 10 min en presencia de 20 ug/ml de
plurénico (para favorecer la dispersion del fluorocromo) como fuera descrito previamente por Cobbold
y Rink (1987). Tras lavar y centrifugar (200 x g por 10 min) dos veces en PBS, las células fueron
transferidas a PBS conteniendo 5 mg/ml de BSA libre de &cidos grasos. La fluorescencia fue
registrada a 510 nm en un espectrofluérometro Amico Bowman Spectronic usando una fuente de
excitacion de 340 o 380 nm. La fluorescencia maxima fue determinada al final del ensayo agregando
10 ul de SDS 10%. La fluorescencia minima fue determinada agregando 15 ul de una solucion
conteniendo 0.5 M EGTA, pH 9.0. La [Ca®'] intracelular fue calculada segin la intensidad de
fluorescencia del FURA 2-AM de acuerdo a Cobbold y Rink (1987) como: [Ca?]i= Kd (F-Fumin)/(Fmax-

F), donde Kd= 224 nM para el colorante intracelular.

7-2 PURIFICACION DE PKC

Tras la estimulacion mitogénica la suspension linfocitaria (10 celulas/ml) fue inmediatemente
centrifugada (5000 X g por 30 s) y los sedimentos fueron congelados en N, liquido. La
homogeneizacion fue realizada en 2 ml de medio frio conteniendo 20mM HEPES (pH 7.4), 10 mM -
mercaptoetanol, 2 mM EGTA, 2mM EDTA , 1ImM PMSF (para metilsulfonil fluorouro), 10 pg/ml

leupeptina. A los fines de medir la distribucion de la actividad de PKC se separaron la fraccién soluble



MATERIALES Y METODOS

o citosolica y la particulada o unida a membrana. A tal fin, el homogenato se centrifugdé a 300 x g
durante 30 min a 4°C. El sobrenadante constituye la fraccion soluble.

El sedimento se resuspendié en 0,25 ml de medio de homogeneizacion con 0,2% del detergente no
i6nico, Nonidet P-40, a fin de extraer la enzima de las membranas. Esta fracciéon se mantuvo en hielo
durante 30 min y después de afiadir 0,25 ml mas de medio sin detergente, se centrifugd en las
condiciones anteriormente indicadas. El sobrenadante obtenido contiene la actividad de PKC
correspondiente a la fraccion particulada. La PKC fue purificada por filtrado a través de columnas de
DE 52 (3.5 x 0.5 cm). La enzima fue eluida en un buffer conteniendo 120 mM NaCl, 10 mM j-
mercaptoetanol, 0.5 mM EGTA y 10 mM HEPES, pH 7.4.

7-3 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE PKC

Para medir la actividad de la enzima purificada de las fracciones subcelulares linfocitarias se
determiné la capacidad de fosforilar la histona H1. Ambas fracciones, citosélica y particulada, fueron
sometidas a ensayo con **P-ATP a 37°C durante 30 min y luego se detuvo la reaccién con &cido
tricloroacético (TCA) 5% con 10mM de acido fosférico (HszP0,). El precipitado macromolecular se
retuvo en papel Whatman GF/A. El papel se colocé en un vial con solucion centelladora (Amersham
Pharmacia) y se determind la radioactividad por centelleo liquido (Genaro y Bosca, 1993). La
actividad correspondiente a otras quinasas se determiné en ausencia de fosfatidilserina y Ca** y en
presencia de EGTA (0.5 mM). La actividad de PKC fue calculada como la diferencia entre la actividad
total y la actividad de otras quinasas. En algunos experimentos se utilizé el péptido sintético de la
proteina basica de la mielina (MBP 4-14, Gibco BRL, Life Technology), un conocido sustrato
especifico de PKC (Yasuda y col., 1990), siguiendo las indicaciones del sistema de ensayo para PKC
de Gibco. En este caso, la especificidad de PKC fue confirmada usando un péptido inhibidor
pseudosustrato de la enzima (19-36) provisto por Gibco. La eficiencia de la actividad de PKC fue de

85-90% de la actividad quinasa total.

7-4 CUANTIFICACION PROTEICA

La concentracion de proteinas fue determinada en cada fraccién por el método de Bradford (Bio-Rad)
(Bradford, 1976).
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7-5 IMMUNOBLOT DE PKC

Las fracciones citosélicas y particuladas de células estimuladas y no estimuladas provenientes de
animales control y CMS fueron suplementadas con buffer 3X SDS (2% SDS, 10% (v/v) glicerol, 62.5
mM Tris-HCI, pH=6.8, 0.2% azul de bromofenol, 1% (v/v) 2-mercaptoetanol). Las proteinas fueron
separadas por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10% y transferidas a membranas de
nitrocelulosa. Los sitios de pegado inespecificos fueron blogqueados con buffer de bloqueo (5% leche
descremada, conteniendo 0.1% Tween-20 en 100 mM Tris-HCI, pH 7.5 y 0.9% NaCl) por 1 h. Las
membranas fueron subsecuentemente incubadas con Ac anti las isoformas o, o 6 (dil 1:1000)
(Santa Cruz Biotechnology Inc.) por 18 hs. Los controles negativos fueron incubados en presencia del
péptido blogueante correspondiente (2 ug/ml de Ac cada 1lug/ml de péptido). Luego las membranas
fueron incubadas con Ac monoclonal anti-lgG de conejo (dil 1:5000) conjugado con fosfatasa alcalina
(SIGMA Chemical Co.) por 1 h. Las bandas inmunoreactivas fueron visualizadas usando Nitroblue
tetrazolium (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP). Como indicador de peso molecular se
utilizé un marcador de amplio rango (Full Range Rainbow, Amersham Pharmacia). El control de carga

se realiz6 utilizando un Ac anti-B-actina, dil 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology Inc.).

7-6 ACTIVIDAD de NF-xB

Para obtener las fracciones citosolicas y nucleares se utilizé el método de extraccion previamente
descripto por Schereiber et al. (1989). Los extractos citosélicos fueron usados para realizar ensayos
de Western blot a fin de detectar la presencia o ausencia de Ik-B por medio de un anticuerpo
especifico. Los extractos nucleares fueron sometidos a ensayos de movilidad electroforética en gel

(EMSA) para determinar la translocacion de NF-xB.

7-6-a OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES

Linfocitos T y B provenientes de animales control o CMS obtenidos segin fuera descripto
anteriormente, fueron estimulados durante 30 min con mitdgenos selectivos: Con A (2 ug/ml o PHA
(25 pug/ml) para células T y LPS (30 ug/ml) para células B. Tras el periodo de estimulacion, las células
fueron centrifugadas y almacenadas a -80° hasta el momento del ensayo. Los sedimentos fueron
homogeneizados en 200 pl de buffer A (10 mmol/l HEPES; pH 7.9, 1 mmol/l EDTA, 1mmol/l EGTA, 10
mmol/l KCI, Immol/l DTT, 0.5 mmol/l fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF), 40 ug/ml leupeptina, 2
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ug/ml tosil-lisil-clorometano (TLCK), 5 mmol/l NaF, 1 mmol/l NavVO,, 10 mmol/l Na,MoQ,) y Tritén al
0.5% (vol/vol). Después de 15 min a 4°C, se agito fuertemente por 15 seg y se centrifugé a 8000xg
por 15 min. Los nucleos fueron recolectados y los sobrenadantes (extractos citosolicos) almacenados
a -80 °C. Los sedimentos fueron resuspendidos en 70 ul buffer A suplementado con 20% (v/v) glicerol
y 0.4 M KClI, y agitados por 30 min a 4°C. Las proteinas nucleares se obtuvieron por centrifugacion a
13,000 rpm por 15 min y los sobrenadantes (extractos nucleares) fueron almacenados -80°C (Goren
y col., 2004).

7-6-b ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Las muestras citosolicas fueron hervidas en buffer Laemmli por 5 min. Cantidades iguales de
proteinas (15-30 pg) fueron separadas por SDS-PAGE 10%, transferidas a membranas Hybond P
(Amersham) vy, luego de bloquear con leche descremada al 5%, se determinaron los niveles de
expresion de 1kB-a, IxB-f y B-actina (como indicador de igualdad de carga) usando Acs especificos
(Santa Cruz, CA y Calbiochem, San Jose, CA). Las bandas obtenidas fueron visualizadas por
quimiluminiscencia (ECL). Se realizaron diferentes tiempos de exposicion para cada membrana para
asegurar la linealidad de las intensidades de banda. Las intensidades de banda fueron medidas en un

scanner densitométrico (Amersham) y expresadas en unidades arbitrarias.

7-6-c ENSAYO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EMSA)

Se marcaron sondas de oligonucledtidos conteniendo la secuencia consenso para NF-xB (5-AGT
TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3") usando un fragmento de la enzima Klenow en presencia de 50
uCi de [0-**P]dCTP y los otros dNTPs no marcados en un volumen final de 50 ul. 5x10* dpm de la
sonda de DNA fue usada para cada ensayo de unién: 5 ug de proteina nuclear fueron incubados por
15 min a 4 °C con la sonda y con 1 ug de poli-(dI-dC), 5% glicerol, 1 mmol/l| EDTA, 10 mmol/l KCI, 5
mmol/l MgCl,, 1 mmol/l DTT y 10 mmol/l Tris—HCI (pH 7.8) en un volumen final de 20 ul. Los
complejos DNA-proteina fueron separados en geles nativos de poliacrilamida 6% en 0.5% buffer Tris—

borato—EDTA (Goren y col., 2004). Los geles fueron secados y expuestos a peliculas Kodak a -70 °C.
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7-7 ENSAYO DE AMP CICLICO (CAMP)

Células provenientes de ratones control y CMS (1x10’/ml en 1 ml de PBS) fueron pre-incubadas con
isobutil metil xantina (IBMX) (200 uM) por 20 min e incubadas en ausencia o presencia de las
concentraciones indicadas de nor-adrenalina por 10 min. Al final de la incubacién se agregaron 2 ml
de etanol pre-enfriado a -20°C. Las células fueron homogeneizadas, los sobrenadantes evaporados a
55°C bajo corriente de nitrégeno v el residuo fue disuelto en 0.5 ml de buffer de ensayo de acuerdo a
las instrucciones del proveedor. La determinacion del nucleétido se realiz6 mediante un

enzimoinmuno ensayo utilizando un equipo comercial (Amersham Pharmacia Biotech).

8- ENSAYO DE UNION DE FITC-CON A

Se realizaron andlisis de Scatchard para estudiar la unién de FITC-Con A a fracciones celulares
enriquecidas en linfiocitos T de acuerdo con el método descripto por Gordon (1995). Brevemente, el
ensayo se realizo utilizando 5 x 10° células en 1 ml de RPMI 1640 conteniendo 2 mg/ml BSA y FTIC-
Con A en concentraciones crecientes (2-150 pug/ml). Luego de 30 min de unidn, las células fueron
lavadas por centrifugacion en medio suplementado con 20 mM NaNs;, resuspendidas en 0.5 ml y
mantenidas en hielo hasta ser pasadas por un citbmetro de flujo FACScan (Becton Dickinson).
Inmediatamente antes del andlisis, las células fueron dispersadas pasandolas cinco veces por una
aguja de 26G. Se analizaron un minimo de 10.000 células marcadas para cada concentracion de
FITC-Con A empleada. La union especifica fue calculada como la diferencia entre la unién en

ausencia y en presencia de 100 mM o-metil manosido.

9-REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR CORTICOIDES Y CATECOLAMINAS

9-1 DETERMINACION DE CATECOLAMINAS

Se determind la concentracion de catecolaminas en plasma y en bazo. Para esto, el bazo fue
homogeneizado en sulfito de sodio 12.5%, EDTA 10% en acido perclérico 0.4 N. Después de 24 hs a
4°C el homogenato fue centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos. La concentracion de catecolaminas
fue determinada por el método de Laverty y Taylor (1968). Los sobrenadantes fueron llevados a pH

8.2 y sembrados en columnas de alumina pre-lavadas. El eluato fue oxidado con iodo en medio
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alcalino. La fluorescencia se registré6 a 375 nm en un espectrofluorémetro usando una fuente de
excitacion de 325 nm.

9-2 DETERMINACION DE AMINAS

Los animales fueron sacrificados por decapitacion, los cerebros fueron extraidos y los hipocampos
fueron separados y homogeneizados en acido perclérico 0.1N. Las concentraciones de serotonina,
acido 5-hidroxiindolacético, adrenalina y nor-adrenalina, dopamina y dihidroxifenilacetato fueron
determinadas utilizando un cromatégrafo liquido de alta presion acoplado a un detector
electroquimico BAS (HPLC-EC).

9-3 DETERMINACION DE CORTICOSTERONA

Los animales fueron sangrados y la sangre fue recogida en presencia EDTA a 4°C y centrifugada a
300 x g durante 30 min en condiciones refrigeradas. El plasma fue almacenado a -80°C hasta la
realizacién del ensayo. Los niveles de corticosterona fueron determinaron por radioinmunoensayo
comercial de doble anticuerpo altamente sensible (ICN Biomedical INC) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

9-4 ACCION DE CORTICOIDES Y CATECOLAMINAS SOBRE LA REACTIVIDAD
INMUNOLOGICA

Para estudiar la accion de corticoides y catecolaminas sobre la respuesta inmune, se realizaron
curvas dosis-respuesta de corticosterona y adrenalina y nor-adrenalina respectivamente y se analizd
la proliferacién linfocitaria inducida mitogénicamente. Se siguio el protocolo descripto en el punto 4-2
utilizando 100 pl de suspensién celular, 50 ul de mitégeno y 50 ul de la hormona a analizar. Tanto
para corticosterona como para adrenalina o nor-adrenalina se utilizé un rango de concentraciones de
10°-10° M.

10- CAMBIOS EN EL BALANCE TH1/TH2

A fin de evaluar cambios en el balance TH1/TH2 se determinaron los niveles de IL-2, IL-6 e IFN-yen

sobrenadantes de linfocitos T o macréfagos de animales normales y CMS estimulados
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mitogénicamente durante 24 y 48 hs mediante técnicas de ELISA utilizando equipos comerciales

(Amersham Biosciences).

11- ACCION DE IL-6 SOBRE EL COMPORTAMIENTO

Con el fin de evaluar la presencia de cambios conductuales y morfolégicos inducidos por
administracion de ILs se inyectaron animales normales con IL-6 (200 ng/ratén) durante 5 dias. En
estos animales se evaluo el efecto de la administracion crénica de esta CQ sobre la conducta como
fuera descripto en el punto 3 y se estudié la induccion de cambios morfolégicos en hipocampo como

se describiera en el punto 4.

12- ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el nivel de significacion entre dos grupos de datos con distribucién normal, se utilizé
el Test t de Student para valores no apareados.

Las diferencias entre tres 0 mas grupos de datos fueron evaluadas por andlisis de varianza (ANOVA)
de un factor o de dos factores seguln correspondiera, seguido de una comparacion multiple utilizando
el test Student—Newman-— Keuls.

En aquellos casos en que los datos no siguieron una distribucion normal se utiliz6 el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis y se realizaron analisis post hoc usando el test de comparacion
mdltiple de Dunn. Los datos fueron expresados como los valores medios * error estandar de la media

(X£SEM). Las diferencias entre las medias se consideraron significativas cuando p<0.05.
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1-VALIDACION DEL MODELO DE ESTRES CRONICO MODERADO.

De acuerdo a la clasificacion del DSM-IV, el diagnéstico de la depresion mayor requiere la presencia
de al menos unos de dos sintomas cardinales: animo decaido o pérdida de interés o de experimentar
placer (anhedonia). ElI animo decaido no puede ser evaluado en un modelo animal pero el estado
anhedonico si. Por este motivo, lo primero que se evalué en el modelo de estrés crénico desarrollado
en nuestro laboratorio fue la presencia de anhedonia asi como también la reversibn con un

antidepresivo.

1-1 ANHEDONIA Y PERDIDA DE PESO.

El grado de anhedonia se evalué mediante el test de consumo de sacarosa. Este test permite evaluar
conductas motivadas con valor hedénico. Los roedores muestran una preferencia marcada por el
agua azucarada en relacién a la no azucarada. En modelos animales de depresion y/o de estrés
cronico, el consumo de agua azucarada se ve disminuido por lo que se ha propuesto la disminucion
del consumo de sacarosa, respecto de una linea base establecida previamente, como indicador del
estado motivacional del individuo, estado que se considera un signo de anhedonia (Willner, 1997). La
pérdida de peso es otro de los sintomas asociados al estado depresivo, a los fines de evaluar
correctamente el consumo de sacarosa se determiné este parametro en este modelo. Teniendo en
cuenta que los animales estresados pueden presentar un menor consumo de la solucién simplemente
por tener un menor peso, se determiné el consumo de sacarosa por unidad de masa a los fines de
independizarse de este parametro.

Durante la primera fase del estudio (fase de entrenamiento) no se observaron diferencias
significativas entre los grupos control y CMS para ninguno de los parametros estudiados (peso: (F [2,
177] = 2,146); consumo de sacarosa: F [2,177] = 2,787). El peso medio en el Ultimo test de esta fase
fue 30.7+0.2 g. El consumo medio de sacarosa fue de 10.9+0.31 ul/g. Como puede observarse en la
Figura 11, ninguno de estos parametros varid significativamente en animales control durante el
experimento. Por otro lado, en animales CMS, ambos parametros se vieron alterados después de 2
semanas de sometimiento al esquema de estrés cronico alcanzando su maxima expresion a partir de
la cuarta semana. Luego de 6 semanas de exposicion a CMS, el peso (Figura 11 A) y el consumo de
sacarosa (Figura 11 B) fueron significativamente menores en animales estresados que en los

controles.
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FIGURA 11: CONSUMO DE SACAROSA Y CONTROL DE LA MASA CORPORAL

Se determinaron el peso (A) y el consumo de sacarosa (B) en animales control (==) y sometidos a CMS (=).
Los datos representan la media £ ES de tres determinaciones realizadas en 30 animales de cada grupo.

* p< 0.01 respecto del correspondiente valor control.

** n< 0.001 respecto del correspondiente valor control.

60



peso (9)

RESULTADOS

1-2 REVERSION CON ANTIDEPRESIVOS

Para validar el modelo de depresion, se evalud la reversion de los parametros antes mencionados
tras la administracién oral de tianeptina, antidepresivo atipico que incrementa la captacién de
serotonina en estructuras cerebrales que participan en la regulaciéon del eje HPA. Tras cuatro
semanas de sometimiento al esquema de estrés cronico, los animales recibieron 15 mg/kg/dia de la
droga seis veces por semana durante 4 semanas. Es importante aclarar que el esquema de estrés no
fue interrumpido durante el tratamiento con el antidepresivo. Se analizaron la variacién del peso
(Figura 12 A) y el consumo de sacarosa (Figura 12 B) tal como fuera descripto en el punto 1-1. Tanto
el consumo de la solucién azucarada como el peso recuperaron los valores basales después de 2

semanas de tratamiento.
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FIGURA 12: REVERSION CON ANTIDEPRESIVOS

Se determinaron el peso (A) y el consumo de sacarosa (B) en animales control (= ) y sometidos a CMS (™)

tras la administracion de tianeptina. Los datos representan la media £ ES de tres determinaciones realizadas en
30 animales de cada grupo. La flecha indica el inicio del tratamiento con el psicofarmaco.
* p< 0.01 respecto del correspondiente valor control.

** n< 0.001 respecto del correspondiente valor control.
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2- OTROS PARAMETROS CONDUCTUALES ALTERADOS POR SOMETIMIENTO A ESTRES
CRONICO

A menos que se indique, en los siguientes experimentos, se hace referencia a los animales CMS como

a los animales expuestos al esquema de estrés cronico durante 6 semanas.

2-1 ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN UN AMBIENTE NOVEDOSO

La observacién de la actividad exploratoria en un ambiente novedoso, que resulta del balance entre
factores como ser la curiosidad o el miedo, permite evaluar el estado general del animal asi como
también su nivel de alerta y distintas variables vinculadas con su estado emocional (en este caso se
considera una variable emocional el grado de ansiedad que es capaz de provocar un ambiente
novedoso).

Como puede observarse en la Figura 13, la exposicion a CMS alteré significativamente los patrones
de comportamiento evaluados por el Test de Campo abierto. El tiempo dedicado a la exploracion
ambulatoria fue mayor en animales CMS respecto de los controles (Figura 13 B). Contrariamente, el
tiempo de exploracion no ambulatoria fue menor en estos animales respecto de los animales control
(Figura 13 A). La actividad locomotora, analizada segun el numero de lineas cruzadas, fue 2.5 veces
mayor en animales CMS (Figura 13 C) asi como también el nUmero de exploraciones verticales (Fig.
2D).
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FIGURA 13: EFECTOS DE LA EXPOSICION A CMS EN EL TEST DE CAMPO ABIERTO.
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Ratones control (Il ) expuestos a CMS durante 6 semanas ([] ) fueron sometidos al test de campo abierto

durante 10 min y se determiné la exploracion no-ambulatoria (A), la exploracién ambulatoria (B), actividad

locomotora (C), y exploraciones verticales (D). Los resultados muestran la media + ES de determinaciones

realizadas en 30 animales de cada grupo.

* p< 0.001 respecto del correspondiente valor control.
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2-3 TEST DE EVITACION INHIBITORIA

La conducta instintiva de los roedores, animales con habitos nocturnos, hace que prefieran los
ambientes oscuros o poco iluminados. Por lo tanto, si el animal es colocado en el compartimento
iluminado tendera a pasar a la zona oscura. Si el animal recibe un estimulo aversivo al pasar al
ambiente oscuro se producird una modificacion en la conducta exploratoria y si el animal es expuesto
nuevamente a la situacion, se espera que permanezca mas tiempo en el area iluminada para evitar el
estimulo aversivo asociado con el area oscura. El tipo de memoria evaluada con este test es
asociativa. En la fase de entrenamiento, no se observaron diferencias significativas en el tiempo de
latencia entre los animales CMS y los animales control. Un dia después de haber recibido la descarga
eléctrica, los animales CMS mostraron una latencia de escape hacia el compartimento oscuro menor
gue los animales control indicando una alteracién en la capacidad de aprendizaje y memoria (Figura
14).
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FIGURA 14 : EFECTO DE LA EXPOSICON A CMS EN LA CONDUCTA DE EVITACION PASIVA.

Se determinaron las latencias de entrenamiento y de retencion en animales control (Ill) y sometidos a CMS
(). Los resultados mostrados representan la media + ES de determinaciones realizadas en 10 animales de
cada grupo.

* Difiere significativamente del correspondiente valor normal con p< 0.01.
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3-ANALISIS DE CAMBIOS ESTRUCTURALES Y MONOAMINAS IMPLICADAS EN DEPRESION

En algunas alteraciones psiquiatricas es esperable que existan cambios funcionales acompafiados de
cambios anatdmicos resultantes por ejemplo de procesos inflamatorios o degenerativos. Asi, es
importante evaluar si hay pérdida neuronal o cambios en los niveles de las monoaminas que han sido

implicadas en la depresion.

3-1 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA DEL HIPOCAMPO

Para determinar si el modelo de estrés cronico utilizado tenia algin efecto sobre la estructura del
hipocampo, se analizaron cortes coronales de esta regién proveniente de animales control (Figura 15
A) y CMS (B). Pudo observarse que el espesor de las zonas CAl (D) y CA3 (C) es menor en
hipocampos de animales CMS respecto de animales control. Esta reduccion es especialmente
evidente en la zona CA3 (ver recuadro).
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FIGURA 15: HISTOLOGIA DE LA ZONA CA3 DE HIPOCAMPO NORMAL Y ESTRESADO.

En hipocampos de animales control (A) y CMS (B) se evalué el espesor de la zona CA3 (C) y CAl (D). Los
cortes se observaron y fotografiaron en un microscopio Axiphot Carl Zeiss usandose una maquina fotografica
digital Nikon de 4,5 megapixeles. Las areas histologicas fueron elegidas al azar y muestran un experimento
representativo de 5 realizados con un animal de cada grupo.

* p<0.05 respecto del valor control.

** n<0.001 respecto del valor control.
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3-2 NIVELES DE CATECOLAMINAS Y SEROTONINA EN HIPOCAMPO

Se determinaron los niveles de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), su metabolito acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), adrenalina, nor-adrenalina, dopamina (DA), su metabolito
dihidroxifenilacetato (DOPAC). Como se observa en la Tabla 1, los niveles de serotonina en los
hipocampos de animales CMS fueron significativamente mayores que en los de animales control. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas ni el nivel de su metabolito ni en la actividad
serotonérgica estimada segun la relacién 5-HIAA/5-HT. Asimismo, no se observaron diferencias

significativas en ninguno de los niveles de las otras aminas estudiadas.

Tabla 1
Determinacién de aminas en hipocampo de animales controles y CMS por HPLC

Concentracion (pmol/mg)

Control CMS
5-HT 2.26+0.013 3.14+0.33*
5-HIAA 1.52+0.09 1.92+0.21
5-HIAA/ 5-HT 0.68+0.04 0.61+0.04
Adrenalina 0.043+0.006 0.033£.0.005
Nor-adrenalina 2.33+0.36 2.71+0.39
DA ND ND
DOPAC ND ND

*p<0.01 respecto del valor control.
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4- ANALISIS IN VITRO DE LA RESPUESTA INMUNE

El andlisis de proliferacion es una prueba de la reactividad linfocitaria que examina con qué eficacia
se dividen las células estimuladas mitogénicamente. Se asume que una mayor proliferacion indica
una funcién celular mas efectiva. Para evaluar la funcionalidad de LT se utilizaron como mitégenos
selectivos concanavalina A (ConA) y fitohemaglutinina (PHA). Para LB se utilizd lipopolisacéarido
(LPS).

4-1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE MITOGENOS

Se realizaron curvas concentracion-respuesta para determinar la concentracion éptima de mitégeno a
utilizar en ensayos posteriores. Linfocitos T y B provenientes de animales control y CMS fueron
incubados con concentraciones crecientes de: Con Ay PHA para LT (Figuras 16 Ay 16 B) y LPS
para LB (Figura 16 C). La proliferacion maxima fue alcanzada para las siguientes concentraciones: 2
ug/ml de Con A, 50 ug/ml de PHA y 30-75 ug/ml de LPS.

Se encontraron concentraciones Optimas similares para LT y LB de animales CMS. Los LT
provenientes de animales CMS mostraron una menor respuesta a ConA (Figura 16 A) y a PHA
(Figura 16 B) mientras que la respuesta de LB fue mayor cuando se estimularon con LPS (Figura 16
C) respecto de los animales control. Es importante notar que se encontraron resultados similares
cuando células esplénicas fueron estimuladas con ConA o PHA o células provenientes de ganglios

fueron estimuladas con LPS (datos no mostrados).
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FIGURA 16: CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA DE LINFOCITOS ESTIMULADOS
MITOGENICAMENTE

Células provenientes de animales control (==) y expuestos a CMS ( ) fueron estimuladas con distintas
concentraciones de Con A (A), PHA (B) y LPS (C) y se determind la incorporacién de *H-Timidina.
Los resultados representan la media £ ES de tres experimentos realizados por triplicado.

*p<0.01 respecto del valor control.
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RESULTADOS

4-2 RELACION TEMPORAL ENTRE LA EXPOSICION A CMS Y LA APARICION DE
ALTERACIONES EN LA RESPUESTA PROLIFERATIVA

Linfocitos T y B provenientes de animales control y sometidos durante 1 a 8 semanas al esquema de
estrés cronico fueron estimulados con las concentraciones Optimas de Con A, PHA o LPS
determinadas en el punto 3-1. Los LT de animales CMS presentaron una disminucion en la respuesta
proliferativa a partir de la 4® semana de exposiciéon (Figuras 17 Ay 17 B) y los LB mostraron una

respuesta aumentada comparada con la de los linfocitos normales (Figura 17 C).
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FIGURA 17: RESPUESTA PROLIFERATIVA INDUCIDA POR MITOGENOS

Linfocitos T y B provenientes de animales control (. ) y sometidos al esquema de estrés crénico durante 1 a 8
semanas ( O )fueron estimulados con Con A (A), PHA (B) y LPS (C). Los resultados se expresan como

porcentaje de la respuesta proliferativa respecto de células de animales no expuestos a CMS y representan la

proliferacién (% del control)

media = ES de 5 experimentos realizados por triplicado.
* Diferencia significativa respecto de animales no expuestos con p< 0.05

** Diferencia significativa respecto de animales no expuestos con p< 0.01
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5- ANALISIS IN VIVO DE LA RESPUESTA INMUNE

5-1 ALTERACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL INDUCIDA POR CMS

Para estudiar el correlato in vivo de los resultados obtenidos in vitro, se analiz6 la respuesta inmune
humoral inducida por inoculacién con Ags T-dependientes (GRC) y T-independientes (LPS).

Como fuera mencionado previamente, para Ags T-dependientes, se produce primero IgM y luego 1gG,
siendo la contribucion global de la IgM mas importante. Tras una segunda inoculacion (respuesta
secundaria) el Ac predominante es de tipo IgG. Para la produccién de Acs tipo IgG por parte de los
LB es necesaria la colaboracion de los LT. Para Ags T-independientes, tanto si la respuesta es
primaria o secundaria, el Ac producido es de tipo IgM y no es necesaria la colaboracion de LT. Por
este motivo, tras la inoculaciéon con GRC se determiné la producciéon de Ac tipo IgG e IgM mientras
gue para analizar la respuesta a LPS sélo se determiné la produccion de Ac tipo IgM siguiendo el

esquema experimental detallado en el punto 4-3 de Materiales y Métodos.

El desafio antigénico con GRC indujo una produccion de anticuerpos tipo IgM, que tampoco mostré
diferencias entre ambos grupos (Figura 18 Ay C). Contrariamente, la produccién de anticuerpos tipo
IgG se vio seriamente afectada en los animales CMS (p<0.01). Estos resultados se corroboraron tras
una segunda inmunizacion antigénica (Figura 18 B y D). Como puede observarse en la Figura 18 E,
el titulo de IgM anti-LPS fue similar entre ratones normales y CMS.

Es importante aclarar que la disminucién en la produccion de anticuerpos tipo IgG no se debi6 a un

retardo en la cinética de la produccion ya que no se observé un aumento del titulo, al menos hasta

dos semanas post-inoculacion (datos no mostrados).
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FIGURA 18: PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN RESPUESTA A LA INOCULACION CON
ANTIGENOS T-DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES

Se determinaron los titulos de Acs en ratones control (ll ) y CMS (L) inmunizados con GRC (A y B), y luego
de un refuerzo dado al dia 11 con GRC (C y D) o inmunizados con LPS (E). Los sueros fueron recolectados en
el dia 10 (A, By E) o en el dia 18 (C y D) y se ensayo0 la presencia de IgM (A, Cy E) 0 IgG (B y D). Las curvas
mostradas son representativas de 8 experimentos realizados por duplicado. Cada experimento fue realizado
con uno o dos sueros de cada condicion experimental. La linea punteada representa los valores de densidad
Optica (D.O.) + 2 veces el desvio estandar respecto del suero de animales normales.
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6- DISTRIBUCION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Para determinar si la alteracion de la respuesta inmune tanto in vitro como in vivo era debida a
cambios en la distribucion de los subtipos celulares se analizaron los porcentajes de células CD4",
CD8", CD4CD8" y CD4CDS8 por citometria de flujo en bazo, ganglios y sangre periférica de animales
control y CMS. Los estudios demostraron que la alteracién de la respuesta inmune observada no es

debida a una alteracion de la distribucion de las subpoblaciones linfocitarias (Tabla 2).

Tabla 2

Porcentaje de subpoblaciones linfocitarias en animales control y CMS

Subpoblaciones linfocitarias

Tejido (% de linfocitos totales)

CD4(+) CD8(+) CD4(+)CD8(+) CD4(-)CD8(-)
Ganglios linfaticos ~ 0+6 1143 0.47+0.05 29+2

Bazo 34+3 7£2 0.41+0.07 59+5
No expuestos

Sangre periférica

53+4 15+4 0.34+0.06 32+3
Ganglios linfaticos 6615 943 0.49+0.05 2512
5 semanas de
Sangre periférica
6316 1143 0.96+0.1 26+3

Analisis por citometria de flujo realizado en suspensiones celulares obtenidas de ganglio linfaticos, bazo y
sangre periférica de animales control y expuestos por 6 semanas al esquema de estrés cronico.

Los resultados estan expresados como el porcentaje de los linfocitos totales y representan la media + ES de
cuatro experimentos realizados por separado. Cada experimento fue realizado usando un animal de cada grupo
experimental.
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7-SENALES INTRACELULARES

Para que los linfocitos se activen se requiere, ademas del reconocimiento del antigeno por los
receptores, la participacion de moléculas accesorias y la accion de distintas ILs.

Cuando tiene lugar el reconocimiento antigénico se desencadena una cascada de reacciones
bioguimicas en el citoplasma, dando asi lugar a procesos de activacion, proliferacion y diferenciacion
celular. Estos mecanismos implican la participacion de una serie de sustancias intracitoplasmaticas,
conocidas como segundos mensajeros y pueden ser de caracter lipidico o proteico que adquieren su
caracter funcional al fosforilarse escencialmente en los aminoacidos serina y treonina. Como
consecuencia de estos eventos se producira finalmente la activacion de la transcripcion de los genes

implicados en la sintesis de la proteina involucrada en una determinada funcién.
7-1 SENALIZACION INTRACELULAR EN LINFOCITOS T

Entre las sefiales intracelulares tempranas clasicamente involucradas en la activacion de linfocitos T
se encuentran como sefiales regulatorias positivas el incremento de Ca®, la activaciéon de PKC y la
via del factor NF-xB. Por otro lado, la via inhibitoria AMP ciclico/proteina quinasa A (CAMP/PKA) es la
sefial temprana mejor caracterizada implicada en la red de activacion/inhibicion de procesos que

siguen la activacién linfocitaria.
7-1-a DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE CA*

Para determinar si los niveles de [Ca®'] estan alterados por exposicién a CMS se realizé un andlisis
de los cambios a tiempos cortos en la concentracion del i6n en LT tras la estimulacion mitogénica.
Como se observa en la Figura 19 A, cuando las células cargadas con el fluorocromo Fura 2-AM
fueron incubadas con Con A, se observé un aumento progresivo de los niveles de [Ca®"] que requiri6
de 10 a 15 min para alcanzar un nivel maximo sostenido. Los LT de animales CMS mostraron un
aumento temporal similar de [Ca?'] pero la intensidad de la respuesta fue significativamente menor

gue la observada en linfocitos de animales control (Figura 19 B).
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FIGURA 19: DETERMINACION DE LOS NIVELES DE Ca* INTRACELULAR

Los resultados indican la emision de fluorescencia a 340 nm tras excitacién a 510 nm. Luego de registrar la
fluorescencia basal, las células de animales control (A) y CMS (B) fueron estimuladas con Con A (flecha). Se
determiné la concentracién del Ca** (C) segun la formula de Cobbold y Rink (1987). Los resultados representan
la media + ES de 6 experimentos individuales.

+ p< 0.05 respecto del correspondiente incremento en presencia de Con A del control.

* p< 0.05 respecto del correspondiente basal.

** p< 0.01 respecto del correspondiente basal.
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7-1-b ACTIVACION DE PKC TRAS LA ESTIMULACION DE CELULAS T CON Con A

Para analizar el efecto del estrés crénico sobre la activacion de PKC inducida por mitégenos, se
incubaron LT con Con A por diferentes periodos de tiempo y se determiné la actividad enzimatica de
PKC en la fraccion citosélica y de membrana. Como se muestra en la Figura 20 A, cuando los LT
fueron estimulados, se observé un cambio en la distribucién subcelular de la enzima dependiente del
tiempo. La actividad de PKC disminuy6 en la fraccion citosolica y fue recuperada en la fraccion
particulada tanto en células de animales control como en CMS. Sin embargo, en estas Ultimas la
translocacion de la actividad hacia la membrana fue significativamente menor que la observada en
células control (Figura 20 B). Es importante notar que no se observaron cambios significativos en la

distribucion basal de PKC en células no estimuladas a los tiempos estudiados (no mostrado).
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FIGURA 20: TRANSLOCACION DE PKC EN
80 -
*k LINFOCITOS T
S 60 Se estimularon LT de animales control (A) y CMS (B)
IS
LEJ + con Con A (2 pug/ml) y se determiné la actividad de
40
g _I’i PKC en la fraccion soluble (citosol) y en la particulada
g 20 - (membrana) a los tiempos indicados. Se muestra un
X . . . .
experimento representativo de seis realizados en forma
0

independiente con un animal de cada grupo. (C) Se
c CcMS

muestra la actividad media + ES de PKC en la fraccion
particulada en condiciones basales (barras abiertas) y estimulada por 15 min con Con A (barras rayadas)
expresada como el porcentaje de la actividad total de PKC (citosol + membrana).
*p < 0.05, ** p < 0.001 respecto de valores basales.

+ p < 0.05 respecto de valores control.
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7-1-c EXPRESION DE PKC EN LINFOCITOS T

Como la PKC 6 y la PKC «a son las principales isoformas de la familia de la enzima involucradas en la
activacion de LT, se analizé la translocacién de estas isoenzimas tras la estimulacién mitogénica.
Para ello se determiné su distribucion en las fracciones solubles y particuladas por Western blot. En la
Figura 21 se observa un incremento del nivel de PKC 6 y PKC a en la membrana y la concomitante
disminuciéon en citosol tras estimulacién mitogénica. En las células T de animales CMS este
incremento en la membrana fue menor observandose de un porcentaje mayor de esta enzima en la

fraccion citosélica luego de la exposicién al mitégeno.
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FIGURA 21: EXPRESION DE PKC EN LINFOCITOS T

Western blot de PKC utilizando anticuerpos especificos contra las isoformas o y 6 de un experimento
representativo realizado con las fracciones soluble y particulada obtenidas de linfocitos control y CMS sin
estimular (barras llenas) o estimulados con mitégenos (barras rayadas). Se utiliz6 como control interno de carga
un Ac anti-B-actina.

Los histogramas representan el porcentaje en la fraccion particulada de cada isoenzima determinado por
andlisis densitométrico de la correspondiente membrana de nitrocelulosa.

* p<0.01 respecto del correspondiente valor basal.
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7-1-d ANALISIS DE LA ACTIVACION DE LA VIA NF-xB

Con el fin de investigar si la alteracion de la actividad de PKC 6 inducida por estrés provocaba alguna
alteracion de la activacion del factor nuclear x B se determiné la presencia de su inhibidor (IxB) en
extractos citosélicos por Western blot (Figura 22 A) y de NF- kB en extractos nucleares por ensayos
de movilidad electroforética (EMSA) (Figura 22 B) tras estimulacion durante 30 minutos con Con A.
Como era de esperar, la activacion de LT con Con A indujo una disminucién de IkB en citosol y
promovié la translocacién hacia el nicleo principalmente del heterodimero p65 (RelA)/p50. Células T

de animales CMS mostraron una menor activacion de NF- kB luego de la estimulacién mitogénica.
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FIGURA 22: EXPRESION DE IkB o e IxB 3 EN CITOSOL Y DE NF- kB EN NUCLEO

Células T de animales control y CMS fueron estimuladas con Con A por 30 min. Se determinaron los niveles
proteicos de IkB- ace IxB- 3 en extractos citosélicos (A). Se utilizé B-actina como control interno de carga. La
actividad de NF- kB fue determinada en fracciones nucleares (B). Extractos citosélicos y nucleares provenientes
de la linea celular RAW 264.7 de macréfagos en condiciones basales y estimulados con LPS fueron usados

como controles positivos. Se muestran los resultados obtenidos en un experimento representativo de cuatro
realizados en forma independiente con un animal de cada grupo.
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7-1-e CONCENTRACION DE cAMP

Para evaluar el efecto de la exposicién a estrés cronico sobre la via CAMP/PKA, se analizaron los
cambios en los niveles intracelulares de cAMP en linfocitos T normales (C) y CMS no estimulados y
estimulados durante 30 minutos con Con A. Como se observa en la Figura 23, la estimulacién
mitogénica disminuy6 significativamente los niveles de cAMP en LT control. El porcentaje de cambio
fue significativamente menor en LT de animales CMS.

cAMP (pmol/107 cel.)
— % O

C CMS

FIGURA 23: CONCENTRACION INTRACELULAR DE cAMP EN LT

Células de animales control (C) y CMS fueron incubadas solas (barras vacias) o en presencia de Con A por 30
min (barras rayadas) y se determinaron los niveles de cAMP.

Los resultados expresan la media £ ES de 6 experimentos realizados por duplicado.

** n< 0.001 respecto del correspondiente valor basal.

* p<0.01 respecto del correspondiente valor basal.

& p< 0.05 respecto del porcentaje de disminuciéon observado en el control.
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7-1-f DISTRIBUCION DE SUBPOBLACIONES EN LA FRACCION ENRIQUECIDA DE CELULAS T

Para asegurar que los cambios en la sefializacién intracelular observados en células T de animales
CMS no eran el producto de diferencias en las subpoblaciones linfocitarias debidas al proceso de
purificacion, se determinaron los porcentajes de células CD3*, CD4" y CD8" en estas fracciones.
Como se observa en la Tabla 3 no se encontraron diferencias significativas entre las fracciones

analizadas.

TABLA 3

Porcentaje de poblaciones de linfocitos T en suspensiones de animales control y CMS

Poblaciones linfocitarias

Origen de células T (% de linfocitos totales)
CD3" CD4* CD8"
ol 9316 78+6 13+2
CMS 95+5 81+7 15+3

Andlisis de citometria de flujo realizado en fracciones enriquecidas de LT obtenidas de bazo de animales
control y CMS.

Los resultados estan expresados como porcentaje de los linfocitos totales y representan la media £ E.S. de
cuatro experimentos independientes.

80



RESULTADOS

7-1-g INDUCCION DE LA PROLIFERACION POR TRATAMIENTO CON PMA Y IONOFORO DE
Ca**

Es sabido que el tratamiento quimico con el éster de forbol PMA combinado con el ionéforo de calcio
ionomicina estimula la proliferacion de LT. Para analizar la sefializacion rio abajo de PKC se estudid
el efecto de PMA y ionomicina en la incorporacion de *[H]-timidina en LT de ratones control y CMS.
Como se observa en la Figura 24 la incorporacion de *[H]-timidina fue similar en linfocitos de ambas
condiciones a diferencia de la respuesta proliferativa inducida por mitégeno la cual fue
significativamente menor en las células de animales CMS.
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FIGURA 24: PROLIFERACION DE LT INDUCIDA POR PMA Y IONOMICINA

Células provenientes de animales control y CMS fueron cultivadas en condiciones basales o fueron estimuladas
con Con A (2 ug/ml) o con PMA (2 nM) mas ionomicina (2 uM). Se determiné la incorporacion de *H-timidina
luego de 3 dias de cultivo. Los resultados mostrados representan la media £+ ES de cinco experimentos

independientes realizados por triplicado.

* p<0.01 respecto del valor control.
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7-1-h ANALISIS DEL NUMERO DE SITIOS DE UNION A CON A

Para investigar si uno de los posibles mecanismos involucrados en la alteracion de la sefializacion
intracelular observada en linfocitos de animales CMS era la modificacion de la unién de Con A a su
receptor, se realizé6 un ensayo de unién usando FITC-Con A. La Figura 25 muestra un estudio de
unién representativo en fracciones enriquecidas en LT de animales control y CMS. Como puede
observarse, la unién de FITC-Con A fue especifica y saturable dentro del rango de concentraciones
usadas (2-150 ug/ml) de Con A. El andlisis de Scatchard de las curvas de unién mostré que los
linfocitos CMS tienen un mayor numero de receptores para Con A pero este aumento no fue
significativo respecto de células control (Bmay: control 7.6 + 0.5 x 10° sitios por célula, CMS 8.7 + 0.8 x
10° sitios por célula). Ambos grupos mostraron una afinidad similar al ligando (Kd: control 0.76 + 0.09
pM, CMS 0.98 £+ 0.11 pM).
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FIGURA 25: UNION DE FITC-CON A A FRACCIONES ENRIQUECIDAS DE LT

Linfocitos T de animales control (circulos) y expuestos a CMS (cuadrados) fueron incubados con
concentraciones crecientes de FITC-Con A. Los datos mostrados representan un experimento representativo de
tres realizados por duplicado en forma independiente. Cada experimento fue realizado con un pool de tres

animales de cada grupo.
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7-2 SENALIZACION INTRACELULAR EN LINFOCITOS B

El LPS, que a altas concentraciones estimula la activacion policlonal de LB a través de TLR4 es
utilizado como modelo de Ag T-independiente-1 para estudiar la respuesta proliferativa de este tipo
celular asi como también las vias de sefalizacién que se activan rio debajo de este receptor. Muchas
de estas sefiales son compartidas con las que se activan via BCR. Sin embargo, si la unién de un Ag
a BCR no es seguida de sefiales co-estimulatorias la proliferacion policlonal de LB es moderada y se
ve acompafiada de una alta tasa de apoptosis.

La via de TLR no estimula el influjo de Ca*" y por eso no sera estudiado este parametro en esta

seccion.

7-2-a ACTIVIDAD DE PKC EN LB

De la misma manera que en punto 6-1-b, se determiné la actividad enzimatica de PKC en fracciones
citosodlicas y de membrana de suspensiones de LB provenientes de animales control y CMS. Como se
observa en la Figura 26, cuando los LB fueron estimulados, se observé un cambio en la distribucion
subcelular de la enzima dependiente del tiempo. La actividad de PKC disminuyé en la fraccién
citosolica y fue recuperada en la fraccion particulada tanto en células de animales control como en
CMS. Sin embargo, en estas (ltimas la translocacién de la actividad hacia la membrana fue mayor

gue la observada en células control (Figura 26).
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FIGURA 26: TRANSLOCACION DE PKC EN LINFOCITOS B

Se estimularon LB de animales control (A) y CMS (B) con LPS (30 pug/ml) y se determind la actividad de PKC en
la fraccién soluble (citosol) y en la particulada (membrana) a los tiempos indicados. Se muestra un experimento
representativo de seis realizados en forma independiente con un animal de cada grupo. (C) Se muestra la
actividad media + ES de PKC en la fraccion particulada en condiciones basales (barras abiertas) y estimulada
por 15min con LPS (barras rayadas) expresada como el porcentaje de la actividad total de PKC (citosol +
membrana).

* p < 0.05 respecto del valor basal, 6 p < 0.05 respecto del correspondiente control.
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7-2-b ALTERACION DE LA VIiA NF-kB EN LB POR EXPOSICION A ESTRES CRONICO

Para de investigar si la alteracién de la actividad de PKC inducida por estrés provocaba alguna
alteracion de la activacion del factor nuclear k B se estudid la presencia de su inhibidor (IkB) en
extractos citosolicos (Figura 27 A) y de NF-xB en extractos nucleares (Figura 27 B) tras estimulacion
durante 30 minutos con LPS. La activacion de LB con LPS indujo una disminucién de IxB en citosol y
promovié la translocacion hacia el nicleo de NFxB. Células B de animales CMS mostraron una mayor
activacion de NFxB luego de la estimulacion mitogénica que la observada en células provenientes de

animales controles.
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FIGURA 27: PRESENCIA DE IxB a. e IkB B EN CITOSOL Y DE NF- kB EN NUCLEO

Células B provenientes de animales control y CMS fueron estimuladas con LPS por 30 min. Se determinaron los
niveles proteicos de IxB- ae IkB- B en extractos citosoélicos (A). Se utilizd B-actina como control interno de
carga. La actividad de NF-kB fue determinada en fracciones nucleares (B). Extractos citosélicos y nucleares
provenientes de la linea celular de macréfagos RAW 264.7 en condiciones basales y estimulados con LPS
fueron usados como controles positivos. Se muestran los resultados obtenidos en un experimento

representativo de cuatro realizados en forma independiente con un animal de cada grupo.
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7-2-c CONCENTRACION DE cAMP EN LINFOCITOS B

Con la intencién de evaluar el efecto de la exposicion a estrés cronico sobre la via cCAMP/PKA, se
estudiaron los cambios en los niveles intracelulares de cAMP en linfocitos B normales (C) y CMS no
estimulados y estimulados durante 30 minutos con LPS. Como se observa en la Figura 28, la
estimulacién mitogénica no varié significativamente los niveles de cAMP en LB control. En cambio, se
observé una disminucién significativa del mismo en LB de animales CMS.
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FIGURA 28: CONCENTRACION INTRACELULAR DE cAMP EN LB

Células de animales control (C) y CMS fueron incubadas solas (barras vacias) o en presencia de LPS por 30
min (barras rayadas) y se determinaron los niveles de cAMP.

Los resultados expresan la media + ES de 6 experimentos realizados por duplicado.
* p<0.01 respecto del correspondiente valor basal.

86



RESULTADOS

8- INFLUENCIA DE CORTICOSTERONA Y CATECOLAMINAS SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

La activacion del eje adrenal y el sistema simpatico juega un papel prominente en la respuesta
adaptativa al estrés. Tanto las catecolaminas como los GCs, hormonas clasicamente asociadas al
mantenimiento de la homeostasis bajo condiciones de estrés, son capaces de modular la respuesta
inmune a través de los receptores que expresan los linfocitos para ambas hormonas. A fin de analizar
la influencia de estas hormonas sobre la respuesta inmune se analizaron sus niveles en animales

normales y sometidos a estrés cronico asi como su efecto sobre la reactividad linfocitaria.

8-1 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CORTICOSTERONA Y CATECOLAMINAS

Se determiné el contenido de catecolaminas en bazo y corticosterona en plasma luego de la
exposicion a CMS. Como se observa en la Figura 29 A, los niveles de catecolaminas en bazo
aumentaron durante las primeras semanas de exposicién a CMS y recuperaron los valores basales a
partir de la tercera semana.

Los animales sometidos a CMS mostraron un aumento significativo de los niveles séricos de
corticosterona durante las primeras 3 semanas de exposicion a CMS, patron similar al de los niveles
de catecolaminas (Figura 29 B).

Luego de 3 semanas, los niveles séricos de corticosterona recuperaron los valores basales y no

mostraron diferencias significativas respecto de los controles.
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FIGURA 29: CONCENTRACION DE CATECOLAMINAS Y CORTICOSTERONA

Se determinaron los niveles de catecolaminas en bazo (A) y de corticosterona (B) en suero en animales control
(Il ) y sometidos al esquema de estrés crénico (- ) durante 1 a 6 semanas. Los resultados representan la
media = ES de al menos cuatro animales de cada grupo.

* p<0.005 respecto del control.

** n<0.001 respecto del control.
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8-2 EFECTO DE LAS HORMONAS DEL ESTRES SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

El efecto de las hormonas depende no sélo de su concentracién sino también de la sensibilidad que
tengan las células a la accién de dichas hormonas. Por tal motivo, se analiz6 la sensibilidad de LT y
LB a ambas hormonas evaluando la reactividad linfocitaria en ausencia y presencia de adrenalina y
corticosterona. A tal fin se realizaron cultivos de linfocitos esplénicos estimulados con 2 ug/ml de Con
A para LT y con 30 pg/ml de LPS para LB y se determind la proliferacién por incorporacion de *H-
timidina. La influencia de las hormonas se evalu6 por co-incubacién con adrenalina o corticosterona
en un rango de concentraciones desde 10° M hasta 10° M. Como puede observarse en la Figura 30
A, bajas concentraciones de adrenalina no ejercieron un efecto significativo sobre la respuesta
proliferativa de linfocitos T normales, mientras que altas concentraciones indujeron un efecto
inhibitorio. Sin embargo, en linfocitos de animales CMS se observé un efecto inhibitorio para todas las
concentraciones de adrenalina utilizadas. Se observaron resultados similares en presencia de nor-
adrenalina (no mostrados). Por otra parte, la co-incubacién con corticosterona indujo un efecto
estimulante a bajas concentraciones y un efecto inhibitorio a altas concentraciones sobre la
proliferacion de LT normales. Para los linfocitos de animales CMS se observé un menor efecto
estimulante y un mayor efecto inhibitorio de la corticosterona sobre la proliferacion celular (Figura 30
B). Para LB, todas las concentraciones de adrenalina analizadas indujeron un aumento de la
respuesta proliferativa tanto para animales control como CMS pero siendo significativamente mayor
para estos ultimos (Figura 30 C). Por otra parte, bajas concentraciones de corticosterona ejercieron
un leve efecto estimulante sobre la respuesta proliferativa de LB normales, mientras que altas
concentraciones indujeron un claro efecto inhibitorio. No se observaron diferencias significativas en el
efecto de la hormona sobre LB de animales CMS con respecto al control.
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FIGURA 30: EFECTO DE LA ADRENALINA Y LA CORTICOSTERONA SOBRE LA RESPUESTA
PROLIFERATIVA

Linfocitos T (A y B) estimulados con Con Ay linfocitos B (C yD) estimulados con LPS provenientes de animales
control y CMS fueron co-incubados con las concentraciones de adrenalina (A y C) o corticosterona (B y D)
indicadas y se determind la incorporacion de [3H]-timidina. Los resultados estan expresados como porcentaje de
incorporacién de [3H]-timidina en el pico de proliferacion en ausencia de adrenalina o corticosterona
(proliferacion basal). Los valores para la proliferacion basal fueron: 3854315572 dpm para LT y 2359613450
dpm para LB de animales control y 16332+2671 dpm para LT y 63532+9652 para LB de CMS. Ninguna de las
hormonas afectd la incorporacion de [3H] timidina de las células no estimuladas (no mostrado).Los datos
representan la media + ES de cinco experimentos independientes realizados por triplicado con un animal de
cada grupo.

* p<0.05 respecto del control.

** n<0.01 respecto del control.
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9- CAMBIOS EN EL BALANCE TH1/TH2

Se ha sugerido la existencia de cambios a nivel del balance TH1/TH2 en la Depresion. Por tal motivo
se determindé la produccion de citoquinas de ambos tipos celulares cuya presencia ha sido implicada
en las patologias psiquiatricas, principalmente IL-6 (citoquina tipo TH2) e IL-2, IFN-y (citoquina tipo
TH1).

9-1 DETERMINACION DE INTERLEUQUINAS

La concentracion de IL-2, IL-6 e INF-y en el suero de los animales normales y CMS no pudo ser
determinada debido a que los niveles fueron inferiores a la sensibilidad de la técnica utilizada.

Se analizaron entonces los sobrenadantes de linfocitos T y de macréfagos de animales normales y
CMS estimulados o no con mitégenos durante 24 hs.

Como se observa en al Tabla 3, no pudieron detectarse niveles basales de IL-2 en el sobrenadante
de LT provenientes de animales control o CMS. Los valores basales de esta CQ en sobrenadantes de
macréfagos no fueron significativamente distintos en ambas condiciones. Tampoco se observaron
diferencias significativas entre células control y CMS, tanto en LT como en macréfagos, cuando
fueron estimuladas con mitdgenos.

Para el caso de IL-6, se observo un aumento significativo, tanto de los niveles basales como de los
niveles tras el estimulo mitogénico, en sobrenadantes de linfocitos CMS respecto de su respectivo
valor control. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles obtenidos en
sobrenadantes de macrofagos ni en condiciones basales ni tras estimulacién.

Por ultimo, no se obtuvieron valores detectables basales de IFN-y en ninguna de las condiciones
estudiadas. Los niveles de esta CQ fueron significativamente menores en sobrenadantes de LT
estimulados mitogénicamente provenientes de animales CMS respecto de animales control mientras

que los niveles IFN-y no mostraron diferencias significativas en cultivos de macréfagos estimulados.
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Tabla 3
Determinacién de interleuquinas

Control CMS
LT Md LT M¢
CQs B  +PHA B +PHA B +PHA B +PHA
IL2 ND 225455  35+7 186+84 ND 346+31  28+12 17979

71+28 148+13 2708+172 48451+7138 2015+33* 3035+251* 3500+315 55067+4490

IL-6

IFN-y ND 742+87 ND 488+84 ND 241+15** ND 736+219

Sobrenadantes de cultivos de LT y macréfagos provenientes de animales control y CMS fueron analizados para

determinar la concentracion (pg/ml) de IL-2, IL-6 e IFN-y por radioinmunoensayo.
*p<0.05 respecto del correspondiente valor control.
**p<0.001 respecto del correspondiente valor control.

ND, no detectable.
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9-2 ACCION DE LA INTERLEUQUINA-6 SOBRE EL COMPORTAMIENTO

Segun lo determinado en el punto anterior y con el fin de analizar si los cambios conductuales
observados por exposicion a estrés cronico eran reproducibles por la administracion de la CQ cuya
produccién esta aumentada en estas condiciones, se estudiaron distintos pardmetros conductuales

tras el tratamiento durante 5 dias con IL-6 (200 ng/ratén).

9-2-a ANHEDONIA

De la misma manera que en el punto 1-1 se determiné el consumo de una solucién de sacarosa en
animales control y animales que recibieron el tratamiento de IL-6. El consumo se registré en una fase
previa y durante los cinco dia que duré el tratamiento. Como se observa en la Figura 31, al igual que
en los animales CMS, el consumo de sacarosa disminuy0 significativamente en animales tratados

respecto de los controles a partir del tercer dia de tratamiento.
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FIGURA 31: ALTERACION DEL CONSUMO DE SACAROSA INDUCIDO POR TRATAMIENTO CON
IL-6

Se registré el consumo de una solucién de sacarosa en animales control y tratados con IL-6 durante cinco dias.
Se muestran los valores como porcentaje respecto del valor determinado en el Ultimo test de la fase de
entrenamiento (0) en los dias 3, 4 y 5 de tratamiento. Los datos representan la media + ES de cinco animales
de cada grupo.

*p<0.05 respecto del correspondiente valor basal.

**n<0.001 respecto del correspondiente valor basal.
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9-2-b ACTIVIDAD EXPLORATORIA EN UN AMBIENTE NOVEDOSO

Otro andlisis efectuado en animales tratados con IL-6 fue el de la actividad exploratoria. Animales
control y tratados con IL-6 fueron sometidos al test de Campo Abierto durante 5 min. Se registré el
tiempo que los animales dedicaron a la actividad no ambulatoria (Figura 32 A), a la actividad
ambulatoria (Figura 32 B), el niUmero de lineas cruzadas (Figura 32 C) y el nUmero de exploraciones

verticales (Figura 32 D).
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FIGURA 32: EFECTOS DE TRATAMIENTO CON IL-6 EN LA ACTIVIDAD EXPLORATORIA.

Ratones control ( Il ) expuestos a CMS durante 6 semanas ([] ) fueron sometidos al test de campo abierto

durante 5 min y se determiné la exploracion no-ambulatoria (A), la exploracién ambulatoria (B), actividad
locomotora (C), y la exploracion vertical (D). Los resultados muestran la media + ES de determinaciones
realizadas en 5 animales de cada grupo.

*p< 0.05 respecto del valor control.
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9-2-c CAMBIOS ESTRUCTURALES EN HIPOCAMPO

Al igual que en el punto 4-1 se analizaron cortes coronales de hipocampos provenientes de animales
control (Figura 33 A y C) y tratados con IL-6 (Figura 33 B y D) y se evalu6 la presencia de
alteraciones estructurales. Como puede observarse en la Figura 33 los animales tratados con IL-6

presentaron una disminucion en el nimero de neuronas en la zona CA3.
-
-

100 um

FIGURA 33: HISTOLOGIA DE HIPOCAMPO NORMAL Y TRATADO CON IL-6 POR TINCION DE
HOESCHT.

En hipocampos de animales control (A y C) y tratados con IL-6 (B y D) se evaluaron los cambios estructurales
en las zonas CA1 (Ay B) y CA3 (C y D). Los cortes se observaron y fotografiaron en un microscopio de
flourescencia Axiphot Carl Zeiss usdndose una maquina fotografica digital Nikon de 4,5 megapixeles. Las areas
histolégicas fueron elegidas al azar y muestran un experimento representativo de 5 realizados con un animal de

cada grupo.
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El sistema inmune fue originalmente considerado como un sistema de defensa autonomo y
autorregulado, critico para defender al organismo de agentes no reconocidos como propios. De
hecho, hace tiempo el sistema inmune era definido como una “agencia de defensa” independiente de
otros sistemas. Sin embargo, las investigaciones realizadas en su mayoria durante los ultimos 25
anos han revelado que los procesos inmunoregulatorios estan influenciados por el sistema nervioso
central e, inversamente, que las funciones neurales y endocrinas y el comportamiento estan

influenciados por el sistema inmune.

La psiconeuroinmunologia es el estudio de las interacciones entre el comportamiento, las funciones
neurales y endocrinas y los procesos del sistema inmune que forman una compleja red que funciona
concertadamente para mantener el equilibrio del organismo. Cada componente de esta red
evoluciona para desempenar funciones especializadas monitoreando y respondiendo a informacién
derivada de los otros componentes. Cualquier factor que interrumpe este delicado equilibrio deriva en
patologias cuyos signos clinicos pueden manifestarse predominantemente en uno de los sistemas
pero, en realidad, toda la red se encuentra alterada. Entre los factores que pueden afectar la
homeostasis del organismo, el estrés cobra especial importancia en la actualidad. El estrés puede ser
definido como un sindrome o conjunto de reacciones fisioldgicas no especificas del organismo a
diferentes agentes del ambiente que son percibidos como nocivos. El resultado fisiolégico de la
respuesta al estrés involucra cambios en casi todos los 6rganos y funciones del cuerpo. Estos
cambios permiten evitar el peligro. A corto plazo, no son dafinos. Pero si la situacion persiste, las

consecuencias pueden ser desfavorables para el organismo.

En este trabajo se investigd como el estrés altera el Sl y, consecuentemente, si estas alteraciones
afectan la funcionalidad del SNC y si se manifiestan a través de cambios morfoldégicos, neuroquimicos
y conductuales. En este contexto, una de la patologias con mayor incidencia asociada al estrés es la
depresion. De acuerdo a la clasificacion del DSM-1V, la depresion es un trastorno que se caracteriza
por la presencia de al menos dos sintomas cardinales: la pérdida de placer (anhedonia) y el animo
decaido (American Psychiatric Association, 1994). Los estudios realizados en pacientes con
depresion arrojan resultados dificiles de interpretar debido a la heterogeneidad del muestreo que no
es facil de controlar. En tal sentido, la utilizacion de modelos animales permite arribar a conclusiones
mas robustas. En los animales no es posible evaluar objetivamente el animo decaido pero si el

estado anhedonico.
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Para comprender las alteraciones de la respuesta inmune asociadas a situaciones de estrés y la
participaciéon de esta desregulacion en la fisiopatologia de la depresion, se utilizé un modelo de estrés
cronico moderado (CMS) que consiste en la aplicacion de factores estresores de intensidad
moderada de manera cronica, secuencial e impredecible durante varias semanas. Este es un modelo
atractivo pues ofrece una simulacion real de la etiologia de la depresién y puede ser considerado un
modelo realista y valido de esta patologia (Willner, 1997 a y b). La relevancia del modelo de estrés
crénico moderado es apoyada por dos observaciones interesantes: 1) el déficit en la capacidad de
experimentar placer es revertido por el tratamiento con las principales clases de drogas
antidepresivas pero no con una gran variedad de drogas no antidepresivas; 2) el tratamiento crénico
con antidepresivos afecta el comportamiento sélo de animales estresados pero no afecta la conducta
de animales no estresados, al igual que se observa en humanos (Wilner y col., 1992; D’Aquila y col.,
1997; Willner, 1997 ay b)

En primer lugar, validamos el modelo de CMS como modelo de Depresién analizando la presencia de
anhedonia y su reversion con antidepresivos. Observamos el desarrollo de un estado anhedénico en
animales expuestos a CMS a partir de la cuarta semana asi como también la pérdida progresiva de la
masa corporal. Estas observaciones son similares a las encontradas por Monelon y col. (1995) donde
el consumo de una solucién de sacarosa 2% se vio significativamente disminuido tras la exposicion

crénica a estresores.

Entre las drogas utilizadas como antidepresivos se encuentran las que modifican la actividad
serotonérgica las cuales constituyen el grupo de agentes modernos mas usados para tratar la
depresion (Mann, 2005). La tianeptina es un antidepresivo atipico que incrementa la captacion de
serotonina. A fin de validar el modelo de CMS desarrollado en nuestro bioterio se estudioé el efecto de
la administracion de tianeptina en la alteracién de los parametros antes analizados en animales
expuestos al esquema de estrés cronico. Tanto el consumo de la solucion azucarada como el peso
recuperaron los valores basales después de cuatro semanas de tratamiento manteniendo estos

niveles en semanas posteriores.

La observacion de la actividad exploratoria en un ambiente novedoso permite evaluar el estado
general del animal asi como también su nivel de alerta y distintas variables vinculadas con su estado
emocional. Asi, observamos un aumento en la actividad locomotora acompafiado de una disminucion

en el tiempo que el animal permanece en actividad no-ambulatoria. Estas observaciones contradicen
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las de Willner (1997a y b) quien encontré una actividad locomotora disminuida en animales sometidos
a CMS. Esta discrepancia puede deberse a diferentes factores como ser la sensibilidad al estrés de
distintas cepas de ratones, diferencias en los detalles del procedimiento de aplicacion de los
estresores, sexo y edad de los animales, etc. Asimismo, la duracion del periodo previo al comienzo
del esquema de estrés en que el animal esta solo en su jaula puede influir en la intensidad de la
interaccion social que ocurre durante la exposicion al mismo (Willner, 1997 a y b). Ademas, hay
trabajos que documentan un aumento en la actividad locomotora durante los tests de Campo Abierto
tras la exposicion a CMS (Benelli y col., 1999; Duncko y col., 2001), caracteristica que es un sintoma

presente en la depresiéon en humanos (American Psychiatric Association, 1994).

Otro parametro que se ve alterado en la depresion es la capacidad de aprendizaje y memoria que
esta correlacionada con la severidad del cuadro (Porter y col., 2003). De acuerdo con nuestros
resultados, se encontré que los animales CMS tenian una latencia de escape hacia el compartimento
oscuro menor que los animales control en el test de evitacion pasiva. Este resultado revela un déficit

en la memoria asociativa en los animales sometidos a estrés cronico.

Estudios realizados en la década del ‘60 describieron que la depresion reflejaba un desequilibrio en
las concentraciones de aminas bidgenas en el sistema nervioso central. Si bien la noradrenalina y la
serotonina son las aminas bidgenas principalmente asociadas a la fisiopatologia de la depresion,
también la dopamina podria desempefiar un papel en este trastorno. El hipocampo es una estructura
vulnerable a los efectos del estrés. También es una estructura maleable importante que esta
involucrada en ciertos tipos de aprendizaje y memoria y expresa altos niveles de receptores para
esteroides adrenales (McKittrick y col., 1995; Graeff y col., 1996, McEwen, 2005). EI hipocampo
jugaria un papel critico en la fisiopatologia de la depresién. Existen dos lineas principales de
evidencias que avalan este rol: primero, muchas de las funciones del hipocampo se ven alteradas en
la depresion y segundo, muchas de estas funciones estan reguladas por el sistema serotonérgico
(Dremencov y col., 2003). Se analizaron los niveles de distintas aminas en hipocampos de animales
control y CMS. Se encontré un aumento significativo en los niveles de serotonina pero no se
observaron diferencias significativas en el nivel de su metabolito ni en la actividad serotonérgica
estimada segun la relacion 5-HIAA/5-HT. Asimismo, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de adrenalina y nor-adrenalina no pudiéndose detectar niveles de dopamina ni de su
metabolito dihidroxifenilacetato (DOPAC). Ha sido reportado que el estrés por inmovilizacion induce

una incremento en la sintesis y/o metabolismo de serotonina en algunas areas limbicas (Dunn, 2000;
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Shimizu y col., 1989). Especificamente, se ha descripto que el estrés crénico por inmovilizacién
induce una actividad serotonérgica aumentada en el hipocampo (Torres y col., 2002) mientras que un
estudio reciente demostré que la exposicidon a CMS induce una disminucion en la concentracion
tisular de 5-HT sin observarse un incremento en su recambio (Li y col., 2003). Asimismo, ha sido
descripto tanto el aumento (Lopez y col., 1998) como la disminucién (Papp y col., 1994) de la
expresion de receptores para 5-HT del subtipo 5-HT, tras la exposicion a estrés crénico. Si bien no
es posible establecer un paralelismo entre el aumento o disminucion de la funcion serotonérgica y los

sintomas depresivos, este sistema esta claramente involucrado en esta patologia.

Algunos estudios de imagenes de estructuras cerebrales mostraron una disminucion del volumen del
hipocampo asociada a la cronicidad de la depresion (Bremner, 2002). Analizamos la estructura de
hipocampos provenientes de animales control y CMS observando una disminucién en el espesor de
las zonas CA1 y CA3 en estos ultimos. Estudios realizados en hipocampo en respuesta a exposicion
repetida de estrés muestran la existencia de multiples formas de plasticidad estructural y funcional,
desde cambios en la potenciacion a largo plazo (LTP) y neurogénesis en el giro dentado hasta la
remodelacion de dendritas de las neuronas piramidales de la zona CA3 (McEwen, 2001). La
plasticidad de la zona CA3 actuaria como una matriz autoasociativa capaz de relacionar y almacenar
patrones de informacion proyectados desde el hipocampo hacia el cortex entorrinal (Steffenach y col.,
2002). Nuestros resultados estan de acuerdo con estos y otros estudios que demuestran que la
pérdida de volumen en el hipocampo tendria una significacion funcional asociada a la pérdida de

memoria (Sheline y col., 2002)

La respuesta fisiologica al estrés involucra cambios neuroquimicos y hormonales que pueden
influenciar la reactividad de las células del sistema inmune. El efecto de un estresor sobre la
respuesta inmune depende de una variedad de factores tales como la duracion y el tipo de estresor,
asi como también de la respuesta inmunoldégica evaluada. Se han descripto alteraciones
inmunoldgicas asociadas al estrés y enfermedades psiquiatricas, particularmente a la depresion
mayor (Miller, 1998; Maes, 1995; Reiche y col., 2004). Los linfocitos T y B son las principales células
efectoras del Sl. Analizando la respuesta proliferativa de estas células encontramos que ésta estaba
claramente alterada tras cuatro semanas de exposicion a CMS. Los resultados mostraron
especificamente una disminucion de la respuesta proliferativa inducida por mitégenos en LT y un
aumento de la respuesta a mitdogenos en LB. Estas observaciones no dependieron del 6rgano

utilizado para evaluar la proliferacion linfocitaria inducida por mitdgenos. Kubera y col. (1998)
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describieron una disminucion de la actividad de células NK asi como de la respuesta proliferativa a
Con A, a IL-1 y al Ac monclonal anti-CD-3 y un aumento en la respuesta proliferativa a LPS y a PKW
inducida por estrés cronico. El estrés cronico ha sido asociado con alteraciones de la inmunidad
mediada por células (Dhabhar y McEwen, 1996; Dhabhar y McEwen, 1997). De la misma manera, se
ha descripto que el estrés induce una predisposicion a padecer a infecciones y cancer (Sheridan,
1998; Glaser y col., 1994; Ben-Eliyahu y col., 1991; Holden y col., 1998; Kiecolt-Glaser y col., 2002)

Para correlacionar nuestras observaciones in vitro, estudiamos la respuesta humoral in vivo tras la
inoculacion de Ags T-dependientes (GRC) e independientes (LPS). Observamos que la exposicion a
CMS tiene un claro efecto inmunosupresor sobre la produccion de Ac tipo IgG no afectando la
produccion de Ac tipo IgM. Estos resultados indican que el estrés afecta particularmente el cambio de
isotipo, tipico de la respuesta humoral a antigenos T-dependientes. Si bien no existen reportes sobre
la respuesta humoral tras un desafio antigénico en la depresion, varios estudios han indicado una
alteracion de la produccion de Ac ante un desafio antigénico en el contexto de situaciones de estrés.
Asi, se han observado menores titulos de Acs en respuesta al virus de la hepatitis B en personas que
tienen a su cargo pacientes o familiares con Alzheimer (Glaser y col., 1998; Jabaaij y col., 1996;
Kiecolt-Glaser y col., 1996). Estudios realizados utilizando modelos genéticos de estrés han reportado
evidencias de una disminucién en la produccion de Acs y una alteracion en el cambio de isotipo en
respuesta a la inmunizacion con un Ag T-dependiente (Murray y col., 2001). Asimismo, se ha
demostrado que el estrés crénico por inmovilizacion induce una disrupciéon severa en la habilidad
funcional de los linfocitos a proliferar y a producir CQs y Acs contra la toxina del tétano (Tournier y
col., 2001). Las consecuencias psicoldgicas e inmunoldgicas del estrés crénico persisten aun cuando

desaparece la causa del estrés.

Resultoé de interés correlacionar los cambios en las respuestas estudiadas con las correspondientes
senales intracelulares implicadas en la activacion celular, en especial, el nivel intracelular de calcio, la
actividad de proteina quinasa C (PKC), la participacion del factor nuclear kB (NF-xB) vy la actividad de

proteina quinasa A (PKA) evaluando los niveles de cAMP.

En LT, la activacion del receptor T induce un incremento en la concentracion citosélica de Ca* e
involucra la accion de dos quinasas muy bien caracterizadas funcionalmente, PKC y PKA, que tienen
funciones opuestas. La activacion de PKC promueve la proliferacion celular (Szamel y col. 1998)
mientras que la activacion de la PKA dependiente de cAMP la inhibe (Aandahl y col., 2002). Nuestros

101



DISCUSION

resultados indican que el estrés crénico induce una inhibicidon en el aumento de Ca®" en LT
estimulados con Con A. Si bien el aumento de Ca? per se no es suficiente para inducir la
proliferacion linfocitaria (Gelfand y col., 1987), la reduccién del influjo de Ca*" atentia marcadamente
la respuesta inducida por mitégenos indicando que el aumento en la concentracién de Ca®* libre seria

un evento esencial temprano en este tipo de respuesta (Maltsev y col., 1994; Nel, 2002).

En referencia a PKC, se sabe que esta enzima esta normalmente presente en el citoplasma y
transloca a la membrana plasmatica tras la unién de un Ag al TCR. Esta rapida activacion de PKC es
critica para que la célula T entre en la fase proliferativa del ciclo celular (Spitaler y Cantrell, 2004).
Como era de esperarse, tras la activacién de LT con Con A, se observo una distribucion subcelular de
la enzima desde el citosol hacia la membrana. Sin embargo, la distribucién subcelular de PKC en
linfocitos CMS fue menor que la encontrada en los linfocitos control. Es posible que la reduccion en el
incremento de la concentracién de calcio observada en LT de animales CMS conlleve a una
reduccion en la actividad de PKC. Inicialmente se establecié que la familia de PKC era un importante
blanco en el proceso de activacion de LT porque el tratamiento con ésteres de forbol junto con el
ionéforo de calcio ionomicina podia causar directamente la activacion celular. Durante los ultimos
afnos se han evidenciado multiples receptores celulares para ésteres de forbol incluyendo importantes
moléculas de senalizacion de LT. Sin embargo, el hecho de que la regulacion negativa farmacolégica
de la PKC impida la activacion y la funcionalidad de LT afirma el importante rol de esta enzima en la
activacion celular (Sun y col., 2000). Actualmente se conoce que las isoformas o y 6 de PKC son
reclutadas a la parte interna de la membrana plasmatica minutos después de la union del ligando al
TCR, un evento que es crucial para la activacion de NF-kB (Altman y col., 2000; Trushin y col., 2003).
Nuestros resultados indicaron que linfocitos T de animales CMS presentaron una translocacién menor
tanto de PKC o como de PKC 6 luego de la estimulacién. De acuerdo con estos resultados, se
observé una menor activacion de NF-kB en estas células. La activacién de NF-xB es requerida para
la proliferacion inducida por Ag, la produccion de CQs y la sobrevida de LT, procesos que son
fundamentales para la respuesta inmune adaptativa (Sun y col., 2000). La menor activacion de NF-xB
observada tras la estimulacién de LT de ratones CMS podria explicar la disminucion de la respuesta

proliferativa de estas células bajo condiciones de estrés crénico.
En cuanto a la via de cAMP-PKA, encontramos que la Con A induce una disminucién en los niveles

intracelulares de cAMP. Esta disminucion fue menor en células T de animales CMS. Existe una
relacion inversa entre los niveles de cAMP vy la proliferacion linfocitaria (Tamir y col, 1996; Kane y col.,
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2002). No esta claro si una disminucion en los niveles de cAMP induce una respuesta proliferativa. De
hecho, algunos estudios reportaron que el cAMP bloquea la progresion pero no el inicio de la
proliferacion de LT. Sin embargo, en la mayoria de los modelos de activacion de LT, la proliferacion
linfocitaria esta acompafada de una disminuciéon de los niveles de cAMP (Skalhegg y col., 1998). El
efecto de la estimulacién con Con A sobre los niveles de cAMP podria reflejar un efecto sobre la
actividad de la adenilato ciclasa o sobre la actividad de las fosfodiesterasas de cAMP. Varios estudios
han demostrado que los ésteres de forbol alteran la respuesta del sistema adenilato ciclasa, un efecto
mediado probablemente por PKC (Duhant y col., 2002). Previamente, en nuestro laboratorio se
encontré que la activacion de PKC inducida por incubacion con PMA llevaba a una disminucién
significativa de los niveles de cAMP tras la estimulacién con Con A. Sin embargo, la inhibicién de la
actividad de PKC con staurosporina no revirtié la habilidad del mitégeno de reducir la produccion de
cAMP. No obstante, la regulacién negativa de PKC por el tratamiento con PMA indujo un aumento
significativo tanto en los niveles basales como tras estimulacion con Con A de cAMP en linfocitos
(Edgar y col., 1999). Ademas, se encontrd que el IBMX, un inhibidor de la fosfodiesterasa, impide la
disminucion de los niveles de cAMP inducidos por Con A. Asi, la activacion de PKC no seria esencial
para inducir la disminucion de los niveles de cAMP tras la estimulacion con Con A pero jugaria un
papel importante en la prevencion del aumento de los niveles de cAMP lo que conduciria a la
inhibicion de los procesos requeridos para una proliferacion linfocitaria normal. En este trabajo, no
encontramos un efecto significativo de la exposicién a estrés cronico sobre los niveles basales de la
actividad de PKC y de cAMP. Ademas, la inhibicion de la actividad de PKC impidié totalmente la
disminucion de los niveles de cAMP tras la estimulacion mitogénica tanto en linfocitos control como
en los provenientes de animales CMS. Adicionalmente, no encontramos diferencias significativas en

el entrecruzamiento de las vias de PKC y cAMP en LT controles y CMS (dato no mostrados).

Debido a que distintos estudios habian reportado que el estrés cronico podria llevar a una reduccién
selectiva de las subpoblaciones linfocitarias (Herbert y Cohen, 1993; Cohen y Herbert, 1996)
analizamos los subtipos de células linfoides en animales control y CMS. No encontramos variaciones
significativas en el conteo de células CD4" y CD8" en compartimentos linfoides de animales control y
CMS. La alteracion en el conteo de células CD4" y CD8" esta relacionada con varias enfermedades y
estan asociada con estresores agudos, depresion y estrés crénico. Estudios realizados en personas
que cuidan pacientes con la enfermedad de Alzheimer mostraron tanto similitud (Kiecolt-Glaser y col.,
1991; Mills y col., 1997) como diferencias (Naliboff y col., 1991) en el conteo de células CD4* o CD8"

respecto de los controles. Se ha propuesto que el nimero de subpoblaciones linfocitarias especificas
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podria estar afectado por diferencias en las concentraciones y combinaciones de adrenalina, nor-
adrenalina y cortisol lo que podria explicar las diferencias reportadas en el nimero de linfocitos en
sangre durante condiciones de estrés (Dhabhar y McEwen, 1999). Podemos concluir que la alteraciéon
en la respuesta proliferativa de LT estimulados mitogénicamente de animales CMS y en la via de
sefalizacioén intracelular no fue debida a una redistribucion de subpoblaciones linfocitarias. Por otra
parte, la combinacién de ionomicina y PMA estimula directamente las vias que involucran PKC y Ca**
sin necesidad de interaccionar con un receptor de superficie. Los resultados indicaron que el
tratamiento simultaneo con un activador de PKC y un ionéforo de Ca?* fue capaz de inducir la misma
respuesta proliferativa en linfocitos T de animales control y CMS. Asi, los caminos involucrados en la
proliferacion celular rio abajo de PKC no estarian afectados por el estrés cronico. Estos resultados
sugieren que la interaccién de los receptores de superficie con sus ligandos o el subsecuente
acoplamiento a los eventos tempranos de sefializacion podrian estar afectados por exposiciéon a
estrés cronico. El ensayo de unién de a FITC-Con A mostré que células T de animales CMS no
presentaban una alteracién del numero de receptores ni de la afinidad por el ligando, permitiendo
concluir que la interaccion con el receptor de superficie no estaria involucrada en la alteracion de la
sefalizacion intracelular observada en linfocitos T de animales CMS tras estimulacion mitogénica. Sin
embargo, tendria que considerase la participacion de otros receptores de superficie, particularmente
de la molécula co-estimuladora CD28, que coopera con el complejo TCR/CD3 para producir la
activacion completa de la células T. Segun los resultados obtenidos, podemos concluir que el estrés
crénico induce en LT una disminucién en el aumento de la concentracién de Ca* intracelular tras la
estimulacion con Con A que conlleva a una disminucién de la translocaciéon de PKC o y 0 v,
consecuentemente, a una menor activacion de NF-xB. Ademas, la menor activacion de PKC podria
estar influyendo en el camino inhibitorio de cAMP-PKA. Esta alteracion de la sefales intracelulares
gatilladas por Con A estarian contribuyendo a la menor activacion de los linfocitos T inducida por el

estrés.

Para el caso de los linfocitos B, el LPS, que a altas concentraciones estimula la activacion policlonal
de a través de TLR4, es utilizado como modelo de Ag T-independiente-1 para estudiar la respuesta
proliferativa de este tipo celular asi como también las vias de sefializacion que se activan rio abajo de
este receptor. Muchas de estas sefales son compartidas con las que se activan via BCR. La via de
TLR4 no estimula directamente el influjo de Ca** y por eso este parametro no fue estudiado. Cuando
los LB fueron estimulados con LPS, observamos una mayor activacion de PKC en linfocitos de
animales CMS respecto a la observada en linfocitos de animales control. De acuerdo con estos
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resultados, la activacion inducida por LPS de células B provenientes de animales CMS fue
acompafada por una mayor disminucion de IkB en citosol y una mayor translocacion al nucleo de NF-

kB, respecto de células control.

Se ha sugerido que los ligandos de TLR pueden romper la tolerancia de los linfocitos B, ya sea
estimulando a las células B nativas o co-estimulando otras células B autorreactivas (Peng, 2005). La
exposicion constante a los ligandos TLR (ej. LPS) sin el desarrollo de autoinmunidad sugiere la
presencia in vivo de mecanismos protectores que la previenen. Nuestras observaciones del aumento
de la respuesta proliferativa de linfocitos B a LPS inducida por el estrés permitiria proponer un posible
mecanismo por el cual el estrés seria un factor que favoreceria la aparicion de episodios de
autoinmunidad. (Marques-Deak y col., 2005). De hecho, nuestro grupo encontré presencia de auto-Ac
dirigidos contra receptores colinérgicos muscarinicos que podrian estar implicados en la recurrencia

caracteristica de los trastornos asociados a cambios del estado de animo (Cremaschi y col., 2004).

Es importante entender que el estrés no esta sélo en nuestras mentes si no que es una respuesta
real del sistema nervioso con descarga de diferentes quimicos y hormonas al torrente sanguineo. La
respuesta al estrés se compone de elementos cognitivos emocionales que por mecanismos
neuroendocrinos y conductuales influyen en el Sl. La respuesta al estrés tiene dos efectores
principales, el eje HPA y el sistema nervioso simpatico (Mello Ade y col., 2003; Pariante, 2003; Miller
y O'Callaghan, 2002). Las células del Sl, asi como las células de otros sistemas expresan receptores
para hormonas y neurotransmisores (Roszman y Brooks, 1997; Elenkov y col., 2000). La activacion

de estos receptores resulta en la modulacion de la reactividad inmunitaria.

Por tal motivo, se investigé la participacién de las catecolaminas y los glucocorticoides en la
alteracion de la respuesta inmune de LT y LB. Observamos un incremento de los niveles de
corticosterona y catecolaminas durante las primeras semanas de exposicion al esquema de CMS
retornando a niveles similares al control después de la tercera semana de exposicion. Ayensu y col.
(1995) reportaron altas concentraciones de corticosterona luego de cuatro semanas de exposicion a
estrés crénico en ratas. Sin embargo, otros autores no han encontrado niveles aumentados de esta
hormona luego de prolongadas situaciones estrés (Azpiroz y col., 1999). Ademas, este grupo no
observé diferencias en los niveles de nor-adrenalina en el hipotalamo ni el hipocampo de animales
bajo condiciones de CMS. Estos datos sugieren que no habria una activacion adrenal (cortical o
medular) en estos animales. Se ha propuesto que existe una respuesta adaptativa del eje HPA en
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presencia de concentraciones altas y prolongadas de glucocorticoides (Azpiroz y col., 1999; Pignatelli
y col., 2000). Mas aun, se ha demostrado que el estrés crénico induce un estado hipersupresivo de la
secrecion de corticosterona en respuesta al estrés agudo causado por la habituacion parcial y la
adaptacion a los estresores (Mizoguchi y col., 2001). Podria ser similar para el caso de la secrecion
de nor-adrenalina. Si tenemos en cuenta que la disminucién en la respuesta proliferativa y la falla en
la produccién de Acs T-dependientes se manifiesta tras seis semanas de exposicion a CMS,
podemos concluir que no existe correlacidén entre la alteracion en la respuesta inmune y los niveles de
catecolaminas y corticosterona. Sin embargo, encontramos alteraciones en la sensibilidad de los
linfocitos CMS al efecto de las hormonas del estrés. Por un lado, los LT presentaron una mayor
sensibilidad al efecto inhibitorio ejercido por catecolaminas y corticosterona. En cambio los LB

mostraron Unicamente una mayor sensibilidad el efecto estimulatorio de las catecolaminas.

En humanos, el estrés crénico psicosocial sufrido por personas que cuidan pacientes con demencia
ha sido asociado con una sensibilidad reducida de linfocitos T a glucocorticoides cuando son
estimulados mitogénicamente in vitro (Bauer y col.,, 2003). Sin embargo, Stark y col. (2001),
trabajando en un modelo murino, encontraron que un estresor psicosocial inducia resistencia al efecto
de glucocorticoides en macréfagos esplénicos pero no en LT provenientes del mismo érgano. Por otro
lado, Bauer y col. (2001) mostraron que esplenocitos de animales estresados cronicamente por re-
exposicion a un factor estresor eran mas sensibles a la aplicacion exdégena de dexametasona que
animales estresados pero no re-expuestos al estresor. Este grupo también reporté que alteraciones
de la funcion inmune y de la regulacion estreoidea asociadas con depresion no estaban relacionadas
con niveles basales elevados de cortisol (Bauer y col., 2003). Estos autores concluyen que la falta o
disminucion de la respuesta linfocitaria al efecto de esteroides estaria asociada solo con la depresion

resistente al tratamiento.

Es razonable pensar en interacciones complejas que ocurren durante la exposicion cronica al estrés y
es dificil entender qué alteracién en particular de la comunicacion immuno-neuroendocrina esta
asociada a una condicion especifica. En nuestro modelo, es posible que un incremento temprano en
los niveles de catecolaminas y corticosterona estén contribuyendo a la inducciéon de cambios en la

sensibilidad linfocitaria a largo plazo.
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Se ha propuesto la existencia de cambios a nivel del balance TH1/TH2 en la Depresion. Se
estudiaron entonces, los niveles de IL-2, IL-6 e IFN-y en sobrenadantes de linfocitos T y macréfagos

de animales normales y CMS estimulados y no estimulados con mitégenos.

En el suero de los animales control y CMS los niveles de estas citoquinas no pudieron ser
determinados debido a que los niveles fueron inferiores a la sensibilidad de la técnica utilizada. Los
resultados obtenidos a partir del dosaje de interleuquinas en sobrenadantes provenientes de linfocitos
y macréfagos estimulados mitogénicamente permitieron concluir que existe una disminucion de la

produccion de IFN-yy un aumento de la produccién de IL-6 en linfocitos CMS.

A fin de analizar si este desbalance podia estar implicado en las alteraciones conductuales y
estructurales descriptas en nuestro modelo de CMS, se trataron ratones con IL-6 durante 5 dias.
Estos animales presentaron un estado de anhedonia similar al observado en los animales CMS.
Asimismo, se observé un aumento en la actividad locomotora y alteraciones estructurales en el
hipocampo. Esta citoquina podria estar implicada en la disminucion de la capacidad de aprendizaje y
memoria encontrada en animales CMS. De hecho, se ha demostrado que el bloqueo de la IL-6
endogena por la administracion de un Ac anti-IL-6 mejora significativamente la memoria a largo plazo
involucrando a esta citoquina en los mecanismos que controlan la cinética del almacenamiento de

informacion (Balschun y col., 2004).

No esta claro a través de qué mecanismo las CQs circulantes en la periferia atraviesan la barrera
hematoencefalica a fin de ejercer su efecto sobre el SNC. Si bien se ha propuesto la existencia de
transportadores especificos para las CQs encargados del pasaje de estas moléculas a través de la
barrera hematoencefalica todavia no esta claro si la actividad de estos transportadores es suficiente
para alcanzar los niveles de CQs adecuados dentro del SNC capaces de producir los efectos
encontrados (Banks y col., 1995). Alternativamente, se han propuesto varios mecanismos indirectos
por los cuales las CQs circulantes atravesarian la barrera hematoencefalica para afectar las
estructuras del SNC y asi alterar la conducta y los procesos de memoria y aprendizaje (Banks y col.,
2002). Estos mecanismos incluyen:

e |a accion de CQs sobre los érganos circunventriculares, sobre el nervio vago y otros nervios

aferentes
e |a alteracion de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica a otras sustancias

e el aumento o induccién del pasaje de células inmunes desde la sangre hacia el cerebro
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e |a alteracion en la liberacién de alguna otra sustancia que a su vez atravesaria la barrera

hematoencefalica y actuaria sobre alguno de estos mecanismos.

Existirian distintos mecanismos por los cuales las CQs podrian inducir depresion. Una posibilidad es
que las CQs induzcan el desarrollo de sintomas depresivos modulando la actividad del eje HPA. Las
citoquinas son capaces de inducir resistencia a los glucocorticoides, conduciendo a una potencial
hiperactividad del eje HPA y a la supresion de la regulacién negativa de los GCs sobre la liberacion
de la hormona liberadora de corticotropina (Miller y col.,, 1999). La transmisiéon neuroquimica
representa otro potencial blanco de las CQs. Estas podrian inducir sintomas depresivos regulando
negativamente la sintesis de serotonina, mientras que el retardo psicomotor y la anhedonia estarian
mediados por el funcionamiento aberrante del ganglio basal, especialmente de su componente
dopaminérgico (Capuron y Dantzer, 2003).

Maes y col. (1994) describieron altos niveles plasmaticos de IFN-y en pacientes deprimidos
acompafnados de una baja disponibilidad de triptofano en plasma. Pocos afios mas tarde otro grupo
diferencio pacientes con y sin tendencias suicidas (Mendlovic y col., 1999) encontrando asociaciones
distintas entre tendencia suicida y respuesta inmune tipo TH1 por un lado y predominancia de
parametros del tipo TH2 en pacientes sin tendencias suicidas por otro. Paralelamente, Schwarz y col.
(2001) introdujeron una linea de investigacion que relaciona los niveles de IFN-yy el metabolismo del
triptofano con la tendencia al suicidio. El aminoacido esencial triptofano es el precursor de dos vias
metabdlicas distintas cuyos productos son la serotonina y la kineurina. La enzima indolamina-2,3-
dioxigenasa (IDO) metaboliza el triptofano a kineurina que es catabolizada a acido quinénico por la
enzima kineurina hidroxilasa. Tanto la IDO como la kineurina hidroxilasa son inducidas por IFN-y. Las
citoquinas TH2 IL-4 e IL-10 inhiben el catabolismo del triptofano por IDO inducido por IFN-y (Weiss y
col., 1999). La disponibilidad reducida de triptofano en el cerebro inducida por IFN-y llevaria a una

deficiencia serotonérgica.

Entre las citoquinas TH2 la IL-6 ha sido una de las mas frecuentemente estudiadas en pacientes que
padecen depresién. Dado que la IL-6 no sélo esta asociada a una respuesta inmune del tipo TH2 si
no que es también un prominente marcador de la actividad monocitica, la combinacion de altos
niveles de esta citoquina y altos niveles de proteinas de fase aguda, permitiria postular una activacion
predominante del sistema monocitico/macrofagico en la depresion mayor (Smith, 1991; Smith y Maes,
1995). Por otro lado, existen evidencias de la relacion entre altos niveles de IL-6 periféricos y alta
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disponibilidad de serotonina en el SNC. La administracion intravenosa o intraperitoneal de IL-6 induce
no solo la activacion del eje HPA si no también el incremento del metabolismo del triptofano y la
serotonina en el cerebro, mientras que no afecta el metabolismo de la nor-adrenalina (Wang y Dunn,
1998). De acuerdo con esto, la IL-6 pareceria mediar la activacion de eje HPA y del sistema
serotonérgico central tras la administracion de LPS (Wang y Dunn, 1999). Asi, elevados niveles
plasmaticos de IL-6 no encajarian con la hipétesis de la deficiencia de serotonina en la Depresion

mayor.

Los resultados de los distintos estudios mencionados sugeririan una relacién entre variables
inmunoldgicas, neuroquimicas y clinicas en pacientes con depresion. La tendencia suicida en estos
pacientes estaria relacionada con una deficiencia de serotonina en el SNC posiblemente inducida por
la activacion de IDO mediada por IFN-y mientras que los niveles elevados de IL-6 indicarian un grupo
distinto de pacientes con depresion sin una deficiencia en el sistema serotonérgico (Schwarz y col.,
2001).

En este contexto, nuestros resultados indicarian que en el modelo de depresion utilizado en este
trabajo la exposicion a estrés crénico induciria un desbalance hacia TH2, evidenciado por el aumento
de IL-6 proveniente de linfocitos T, que estaria de acuerdo con el aumento en la biodisponibilidad de

serotonina en el hipocampo de animales sometidos a CMS.

En términos de psicopatologia, la demostracion de la sensibilizacion cruzada entre citoquinas y
estresores, implica que estas alterarian el circuito cerebral cambiando su sensibilidad a estimulos o
eventos subsecuentes aparentemente no relacionados. Por ejemplo, la IL-6, que per se tiene un
efecto menor en la locomocion, es capaz de potenciar el efecto estimulante de las anfetaminas sobre
la actividad locomotora en ratas (Zalcman y col., 1999). De acuerdo a esto, el aumento de IL-6 y la
exposicion a estimulos estresores actuarian de manera sinérgica produciendo alteraciones

conductuales, neuroquimicas y morfolégicas a nivel del SNC.
Los resultados discutidos en este trabajo de tesis se resumen esquematicamente en la Figura 34.
En conclusion, el estrés y la depresion, dos males de nuestro tiempo asociados a los habitos y modos

de vida de la sociedad occidental actual, tienen una base bioldgica comun que justifica la elevada
frecuencia en que aparecen asociados. Si bien la investigacion en al campo de la
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Psiconeuroinmunologia ha crecido vertiginosamente, nuestros conocimientos acerca de la compleja
interaccion entre el Sistema Nervioso Central, el Sistema Endocrino y el Sistema Inmune es aun

limitado.

Los resultados emergentes de este trabajo de tesis son una clara evidencia de como la perturbacion
del Sl, en este caso por exposicion a estrés cronico, conduce a cambios neuroquimicos vy
estructurales que consecuentemente afectan la conducta, el aprendizaje y la memoria. Asimismo,
puntualiza la importancia de la categorizacion de los parametros inmunoldgicos a la hora de definir
subgrupos dentro de los desordenes psiquiatricos que, en general, son altamente heterogéneos en su
composicion. Por otra parte, constituyen una base biolégica que podria explicar la mayor
susceptibilidad a padecer trastornos inmunolégicos que presentan las personas que sufren este tipo
de desodrdenes. Este tipo de abordaje, que relaciona los mecanismos inmunoldgicos con las
alteraciones neuroquimicas y las variables clinicas, podria ser de suma utilidad para encontrar
terapias especificas destinada a pacientes pertenecientes a los diversos subgrupos que existen

dentro de los diferentes desodrdenes psiquiatricos.
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COMENTARIO FINAL

Cualquier cambio puede ser el origen de una situacion de estrés por la necesidad de adaptacién que
supone. Que un hecho sea percibido como una amenaza depende sobre todo de cada persona. Lo
que para unos puede ser un problema, para otros es una ventaja, o incluso pura rutina. Los factores
psicologicos y emocionales son los principales condicionantes en esta percepcion pero también la

educacion o incluso la herencia genética.

Esta diferencia en la percepcion de los peligros deja abierta una oportunidad para empezar a prevenir
el estrés. Aumentar nuestra tolerancia a los peligros que nos rodean permitira controlar el punto a
partir del cual se disparan esos mecanismos. Obviamente, un animal salvaje nunca dejara de ser una
amenaza efectiva (siempre es mejor estar estresado que muerto) pero podemos aprender a
relajarnos mientras esperamos nuestro turno en el banco, en un embotellamiento de trafico o

mientras escribimos una tesis doctoral.
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FIGURA 34:

ESQUEMA DE INTERACCION PROPUESTO
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o La exposicién a estrés crénico moderado:

e induce cambios conductuales (anhedonia, aumento de actividad locomotora, déficit en el
aprendizaje y la memoria asociativa).

¢ induce cambios estructurales y neuroquimicos en el hipocampo, una de las estructuras
involucradas en procesos de aprendizaje y memoria.

o altera la respuesta inmune. Especificamente, disminuye la respuesta mediada por células T y
aumenta la funcion de las células B.

o Altera la sefializacion intracelular asociada a la activacion celular.

¢ Altera la sensibilidad de las células T y B a la accion de glucocorticoides y catecolaminas.

e Induce un desbalance TH1/TH2 evidenciado por el aumento de la produccion de IL-6 y una

disminucion en la produccion de IFN-y por células T.

o La administracién periférica de IL-6 induce cambios conductuales y estructurales similares a los

observados tras exposicion a estrés cronico.
La exposicién a estrés crénico provoca alteraciones a nivel del Sistema Inmune que contribuyen al
desarrollo de cambios conductuales, neuroquimicos y estructurales a nivel del Sistema Nervioso

Central. Ademas, constituyen una base biolégica para explicar la mayor susceptibilidad a padecer

enfermedades infecciosas, cancer y enfermedades autoinmunes asociada a este tipo de situacion.

Lic Dafne Magali Silberman Dra. Ana Maria Genaro
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