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Resumen

Influencia del balance Th1/Th2 en las alteraciones neuroinmunes y
conductuales inducidas por estrés cronico moderado.

Reversion con Copaxone.

El objetivo de este trabajo fue interrelacionar las alteraciones conductuales,
neuroquimicas e inmunoldgicas inducidas por estrés cronico en dos cepas
endocriadas de ratones, BALB/c y C57BL/6. Se utiliz6 un modelo de estrés cronico
moderado (CMS) que consiste en la aplicacién de varios estresores de moderada
intensidad, de manera crénica, alternada e impredecible durante varias semanas.

Se observé que los ratones BALB/c expuestos a CMS presentaron una menor
capacidad de aprendizaje y memoria compatible con alteraciones estructurales y
neuroquimicas observadas en el hipocampo, como disminucion de la neurogenésis,
disminucion de la actividad y del nivel proteico de nNOS, perfil proteico diferencial de
isoformas de PKC, entre otras. Estas alteraciones no fueron encontradas en los
ratones C57BL/6 expuestos a CMS. En lo que respecta a la respuesta inmune, los
BALB/c CMS presentaron una disminucién en la proliferacion de linfocitos T y un
aumento en la proliferacion de linfocitos B estimulada por mitégenos. Asi como un
desbalance de citoquinas hacia Th2. Por el contrario, los animales C57BL/6 CMS
mostraron un aumento en la reactividad en los linfocitos T sin presentar cambios en
la correspondiente a los linfocitos B y un desbalance de citoquinas hacia Th1.
Respecto a la participacion de las hormonas clasicamente relacionadas al estrés
(catecolaminas y corticosterona), los resultados indicaron que no existe una
coincidencia temporal entre el aumento de dichas hormonas y la aparicién de las
alteraciones mencionadas. Ademas, los cambios observados en los ratones BALB/c
CMS pudieron ser revertidos por la administracion de Copaxone®, que estimula
débilmente la respuesta autoinmune induciendo un aumento de las citoquinas Th1.

Estos hallazgos sefialan que las terapias basadas en la modulacién del sistema
inmune podrian ser utiles para el tratamiento de déficit cognitivos inducidos por

estrés.

Palabras claves: psiconeuroinmunologia, ratones BALB/c y C57BL/6, estrés cronico,
aprendizaje y memoria, neurogeénesis, 6xido nitrico sintasa, proteina quinasa C,
balance Th1/Th2, Copaxone®.



Summary

Influence of Th1/Th2 balance in behavioral and neuroimmune alterations

induced by chronic mild stress. Reversion by Copaxone.

The aim of this work was to investigate the relationship between the behavioral,
neurochemical and immunological alterations induced by chronic stress in two inbred
mouse strains, BALB/c y C57BL/6. A chronic mild stress (CMS) model, consisting of
the chronic application of several stressors of moderate intensity applied in an
unpredictable manner for several weeks, was utilized.

CMS BALB/c mice showed an impaired learning and memory which are related to
structural and neurochemical changes observed in the hippocampus, such us a
decrease of neurogenesis, a decrease of NOS activity and protein levels, differential
protein levels of PKC isoform, among others. These alterations were not found in
C57BL/6 mice subjected to CMS. Respect to immune response, CMS BALB/c mice
showed a decrease in the T- lymphocyte and an increase of B-lymphocyte mitogen-
stimulated proliferation, and an imbalance towards Th2 cytokines. On the contrary,
CMS C57BL/6 animals showed an increase in the reactivity of T-lymphocytes without
changes in the B- lymphocytes reactivity, and an imbalance towards Th1 cytokines.
Concerning to the participation of the classically stress-associated hormones
(catecholamines and corticosterone) in the above mentioned findings, the results
indicate that there was not a temporal coincidence between corticosterone and
catecholamines increase and behavioral and immune alterations. The changes
observed in CMS BALB/c mice were reverted by the administration of Copaxone®,
which weakly stimulates the autoimmune response increasing Th1 cytokines.

These findings indicate that immune-based therapies could be useful for the

treatment of cognitive deficits induced by stress.

Key words: psychoneuroimmunology, chronic stress, BALB/c and C57BL/6 mice,
learning and memory, neurogenesis, nitric oxide synthase, protein kinase C, Th1/Th2

balance, Copaxone®.
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Abreviaturas

Abreviaturas

7-NI: 7-nitroindasol

AA: acido araquiddnico

Ac: anticuerpo

ACTH: hormona adrenocorticotrépica
ADN: acido desoxirribonucleico

ADP: adenosin difosfato

Ag: antigeno

ANOVA: andlisis de la varianza

APC: célula presentadora de antigeno
ARN: acido ribonucleico

ARNmMm: acido ribonucleico mensajero
AVP: arginina vasopresina

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato
BCR: receptor de linfocitos B

BDNF: factor neurotréfico derivado de
cerebro

BH,: tetrahidroxibiopterina

BLBP: proteina de unioén a lipidos del
cerebro

BrdU: 5-bromo-2’-deoxiuridina

CA: area celular

CaMK: quinasa dependiente de
calmodulina

cAMP: adenosina-3’,5-monofosfato
ciclico

CAPON: proteina adaptadora especifica
de cerebro

CAT: catalasa

CMS: estrés cronico moderado

CO*: anion radical carbonato

Con A: concanavalina A

COP: Copaxone®

CQs: citoquinas

CRH: hormana liberadora de
corticotropina

D.O.: densidad o6ptica

DAG: diacilglicerol

DAPI: 4’-6-diamidino-2-fenilindol
DCF: diclorofluoresceina

DCFH: diclorodihidrofluoresceina
DG: giro dentado

DTH: respuesta de hipersensibilidad
retardada

DTNB: &cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
DTT: ditiotreitol

EC: corteza entorrinal

EDTA: acido etilendiaminotetraacético
EGTA: acido etilenglicoltetraacético
ELISA: enzimo inmuno ensayo
eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial
FITC: fluoresceina

GABA: acido y-aminobutirico

GCR: receptor de glucocorticoides
GCs: glucocorticoides

GFAP: proteina acida fibrilar glial
GMPc: guanosin monofosfato ciclico
GPX: glutation peroxidasa

GRc: gldbulo rojo de carnero

GSH: glutatién reducido

GSSG: glutation disulfito

H,0,: peroxido de hidrogeno

H,P0,: acido fosforico

HPA: eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
HPLC: cromatografia liquida de alta
presion

i.p.: intraperitoneal

IFN: interferon



Abreviaturas

lg: inmunoglobulinas

IL: interleuquina

iNOS: oxido nitrico sintasa inducible
IkB: inhibidor de NF-kB

LB: linfocitos B

LEC: corteza entorrinal lateral
L-NAME: L-Nitro Metil Arginina
L-NIO: Clorohidrato de L-N5-I-Iminoetil-
ornitina

LPP: via perforante lateral

LPS: lipopolisacaridos

LT: linfocitos T

LTD: depresion a largo término

LTP: potenciacion a largo término
MAPK: proteina quinasa activada por
mitdégenos

MEC: corteza entorrinal media

MF: mossy fibres

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
MPP: via perforante media

MR: receptor de mineralocorticoides
NA: noradrenalina

NBT: azul nitro-tetrazolio

NeuN: proteina nuclear neuronal
especifica

NF-kB: factor nuclear kB

NGF: factor de crecimiento nervioso
NK: células asesinas naturales
NMDA: N-metil-D-aspartato

NMDAR: receptor de N-metil-D-aspartato
nNOS: 6xido nitrico sintasa neuronal
NO: i6n nitroxilo

NO: 6xido nitrico

NO,: dioxido de nitrégeno

NOS: éxido nitrico sintasa

NT3: neurotrofina 3

NTR: receptor de neurotrofina

NTs: neurotrofinas

0O,": anién superoxido

0O,: oxigeno molecular

0,': oxigeno singulete

OH': radical oxhidrilo

ONOQO™: peroxinitrito

PB: buffer fosfato

PBS: buffer fosfato salino

PCR: reaccién en cadena de la
polimerasa

PE: ficoeritrina

PFA: paraformaldehido

PI3K: fosfatidil inositol-3’-quinasa
PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina kinasa C

PLA,: fosfolipasa A2

PLC: fosfolipasa C

PNPP: paranitrofenil fosfato

PMSF: fenilmetilsulfonil fluoruro
PtdSer: fosfotidilserina

PVN: nucleo paraventricular
REDOX: 6xido-reduccion

RNS: especies reactivas del nitrogeno
ROS: especies reactivas del oxigeno
RT-PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa en transcripcion reversa
RT-gPCR: RT-PCR en tiempo real
Sb: subiculum

SE: sistema endocrino

SGL: capa subgranular

SI: sistema inmune

SN: sistema nervioso

SNC: sistema nervioso central
SNP: sistema nervioso parasimpatico
SNP: sistema nervioso periférico
SNS: sistema nervioso simpatico

SOD: superoxido dismutasa



Abreviaturas

SVZ: zona subventricular

TBS: buffer Tris salino

TCA: acido tricloroacético

TCR: receptor de linfocitos T

TGF: factor de crecimiento transformante
Th: linfocito T colaborador o helper
TLRs: receptores tipo Toll

Twe: linfocitos T de memoria centrales
Twe: linfocitos T de memoria efectores
TNB: acido 5-tio-2-nitrobenzoico
TNF: factor de necrosis tumoral

T.q: linfocito T regulatorio

XOD: xantina oxidasa
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1- El sistema nervioso.

1.1- Anatomia del sistema nervioso.

El sistema nervioso de los mamiferos consta de dos partes fundamentales: el
sistema nervioso central (SNC), que se aloja en el craneo y el canal vertebral, y el
sistema nervioso periférico (SNP), que esta fuera de estas cavidades e integrado por
numerosos nervios (los nervios espinales y craneales), los ganglios periféricos y los
receptores sensoriales. Los nervios del SNP que llevan los impulsos hacia el SNC se
llaman aferentes o sensitivos, y los que llevan impulsos del cerebro al SNP se llaman
eferentes o motores.

El SNC esta formado por el encéfalo y la médula espinal, que son centros de
integracion nerviosa. Surge, embriolégicamente, de la placa ectodérmica central. Ya
en las etapas tempranas el tubo neural muestra tres camaras, que son las que daran
origen a las estructuras cerebrales del adulto: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el
rombencéfalo. Las neuronas inician su ciclo vital en los ventriculos y luego emigran a
su localizacién final, dirigidas por procesos genéticos.

En el encéfalo se distinguen dos sustancias, una sustancia gris (debido al
predominio de cuerpos celulares, que son de color grisaceo) y la otra blanca (a
causa de la gran concentracién de mielina blanquecina, que cubre los axones). La
sustancia gris esta en la parte externa del encéfalo y se denomina corteza.

La corteza se divide en seis I6bulos, cuatro primarios: occipital, temporal, parietal y
frontal y dos secundarios: la insula y el sistema limbico.

La corteza occipital es el area sensorial primaria para la entrada de datos visuales.
Las funciones principales del l6bulo temporal son el lenguaje, la memoria y la
emocion. La corteza parietal se caracteriza por encontrarse en ella la llamada
corteza de asociacion de las vias de entrada sensoriales. Ademas, el I6bulo parietal
izquierdo ejerce un papel preferente en el proceso verbal. El I6bulo frontal es el area
del cerebro que mas ha evolucionado y es la sede de las conductas especificas de
cada especie; son la base de la conducta compleja, de la autoconciencia y de la
personalidad. La parte mas posterior es el area o corteza motora frontal, implicada
en el aprendizaje motor. La parte anterior, o corteza prefrontal, es la implicada en

funciones cognitivas complejas, en la voluntad y la conciencia de si, en la
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organizacién de la conducta social, en la anticipacion y planificacion de tareas y
acciones (figura 1 A).

El sistema limbico fue considerado inicialmente como sede de las emociones, pero
después se ha visto que era importante para otras funciones, como la memoria y el
aprendizaje. Los componentes de este sistema son la amigdala, el tdlamo, el
hipotalamo, la hipdfisis, el hipocampo, el area septal (compuesta por el férnix, cuerpo
calloso y fibras de asociacion), la corteza orbitofrontal y la circunvolucién del cingulo.
Los estimulos emocionales son registrados por la amigdala, que es el sistema de
alarma del cerebro y el generador de respuestas emocionales. Existe una serie de
emociones basicas, primarias, como el miedo, la sorpresa, la cdlera, entre otras,
pero muchas de las emociones son secundarias, es decir, que la informacién
generada ha sido reenviada a la corteza y elaborada por el cértex de asociacion.
Todo cuanto capta el cerebro consciente lo envia al sistema limbico donde se
elabora una respuesta basica. Esta se envia nuevamente a los hemisferios
cerebrales y alli se transforma en las complejas sensaciones especificas para cada
contexto particular.

El hipocampo esta situado en el I6bulo temporal medio. Por su forma plegada, que
recuerda a un caballito de mar, recibié el nombre de hipocampo (figura 1 B y C). Su
principal funcién es la consolidacion de la memoria y el aprendizaje. Una lesidén en
esta zona produce amnesia anterograda, es decir, de los acontecimientos ocurridos
después de la lesion, afectando los recuerdos de hechos especificos, pero no al
aprendizaje de nuevas capacidades o habilidades. Esto es asi debido a que existen
multiples memorias y no todas son codificadas por el hipocampo. Este almacena las
memorias recientes conscientes, la memoria explicita o declarativa. Las memorias
inconscientes emocionales son mediadas por la amigdala y las memorias
procedimentales, por los ganglios basales y la corteza motora. El hipocampo no
madura hasta los dos anos, lo que explica por qué no tenemos recuerdos (memoria
episodica) anteriores a los tres afos.

El diencéfalo esta situado en la parte interna central del cerebro, entre los
hemisferios y el tronco del encéfalo, y por él pasa la mayoria de fibras que se dirigen
hacia la corteza cerebral. Las partes mas importantes del diencéfalo son el talamo y
el hipotalamo. El talamo es una estructura bilobulada de gran tamafo en la parte
superior del tronco-encéfalo. El tercer ventriculo separa entre si ambos talamos,

aunque éstos permanecen unidos gracias a un puente de tejido talamico
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denominado masa intermedia. Los talamos son masas de sustancia gris, por lo que
contienen cuerpos neuronales y numerosas conexiones sinapticas. El talamo es
funcionalmente muy complejo: algunas de sus estructuras hacen funcién de relevo
sinaptico, pero también tiene funciones de integracion y en la expresion de
emociones. El hipotalamo estd situado debajo del tdlamo, como su nombre indica.
Controla el sistema nervioso auténomo y el sistema enddcrino, y esta implicado en
conductas basicas de huida, lucha, apareamiento, ingesta, temperatura corporal y
estado de vigilia.

El mesencéfalo esta constituido por el tectum y el tegmentum. El primero tiene como
principales estructuras los coliculos superiores, que forman parte del sistema visual,
y los coliculos inferiores, que lo son del sistema auditivo. El segundo incluye
estructuras como el nucleo rojo y la sustancia negra, que forman parte del sistema
de control motor. La formacion reticular es una compleja estructura formada por
numerosos nucleos; es grande y se extiende desde el bulbo a través del puente y
cerebro medio al talamo y otras zonas diencefalicas. Interviene en funciones como el
suefo, la atencion, el tono muscular y el movimiento y en varios reflejos vitales.

Los dos hemisferios estan separados medialmente por el cuerpo calloso, que es un
conglomerado de fibras nerviosas blancas que los conectan y transfieren cantidades
enormes de informacién de un lado a otro; de esta forma realizan una mutua

regulacion (Barbado Alonso y col., 2002).
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Figura 1. (A) Esquema representativo de un corte transversal del cerebro de un raton. (B)
Esquema representativo de un corte coronal de cerebro de ratén en donde se observan los
[6bulos del hipocampo. (C) Corte coronal del cerebro de un ratén tedido con
acetilcolinesterasa. En violeta mas obscuro se observa el hipocampo (Paxinos y Franklin,
2001).
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1.2- El hipocampo.

El hipocampo es una estructura altamente relacionada con los procesos de
aprendizaje y memoria (Florian y Roullet, 2004), que junto con la amigdala forman el
eje central del sistema limbico.

El hipocampo esta formado por dos laminas de corteza y en corte transversal tiene
una estructura laminar muy definida con capas visibles donde estan organizadas
filas de células piramidales. Las conexiones dentro del hipocampo generalmente
siguen este formato laminar y son unidireccionales. Ellos forman /oops cerrados bien
caracterizados que se originan principalmente en la corteza entorrinal (EC)
adyacente. De esta manera hay rutas definidas para el flujo de la informacion
haciendo que el hipocampo sea el blanco mas frecuente para el estudio de la
funcién sinaptica. Las diferentes capas de células y secciones estan definidas por
una serie de conexiones. Las principales capas de células piramidales estan en las
regiones CA1-4 (area celular 1-4), principalmente CA1 y CA3 y en el giro dentado
(DG).

La via perforante es la principal entrada al hipocampo. Los axones de la via
perforante se originan principalmente en las capas Il y Il de la corteza entorrinal, con
una contribuciéon menor desde las capas profundas IV y V. Los axones de las capas
I/IV se proyectan a las células granulares del giro dentado y a las células
piramidales de la region CA3, mientras que aquellos de las capas Ill/V proyectan con
las células piramidales de la CA1 y el subiculum (Sb). La via perforante puede ser
separada en caminos lateral y medio (LPP y MPP, respectivamente), dependiendo si
las fibras se originan desde la corteza entorrinal lateral o media (LEC y MEC,
respectivamente).

Las mossy fibres (MF) son los axones de las células granulares del giro dentado.
Estas se extienden desde el giro dentado a las células piramidales de CA3,
formando su entrada principal. Las mossy fibres, que conectan con las neuronas CA,
son grandes agregaciones de terminales con multiples sitios de liberacion de
transmisores y densidades postsinapticas. Varias células granulares pueden hacer
sinapsis en una célula piramidal simple de la CA3, la cual esta involucrada

especialmente en la memoria espacial de trabajo (Florian y Roullet, 2004).
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La via colateral de Schaffer es derivada de los axones que se proyectan desde la
region CA3 a la region CA1 del hipocampo. Cualquiera de los axones que vienen
desde las neuronas CA3 (ipsilateral) o de una estructura equivalente en el hemisferio
opuesto (contralateral) son llamadas mas tarde fibras comisurales, por atravesar de
un hemisferio a otro del cerebro. Esta via es intensamente utilizada para estudiar los
receptores NMDA LTP (potenciacion a largo término) y LTD (depresion a largo
término) dependientes.

La via desde el CA1 al subiculum y entrando a la corteza entorrinal forman la salida
principal del hipocampo. Sin embargo, esta no es una via directa unidireccional. La
conexion CA1-Sb sigue un disefio anatémico estricto. El extremo distal de la region
CA1 proyecta con el extremo proximal del Sb. Las proyecciones a la EC siguen un
patrén similar, con CA1 distal/Sb proximal proyectando hacia la EC lateral, mientras
gue CA1 proximal/Sb distal proyectan a la EC media. También podria notarse que la
entrada de estas células desde la EC siguen el mismo patrén, por ejemplo, CA1
distal/Sb proximal reciben informacion desde la EC lateral, mientras que CA1
proximal/Sb distal reciben informacion desde la EC media. De esta manera, dos
redes de loops cerrados estan presentes dentro del conjunto de la red hipocampal.
Estos loops ademas se extienden a la corteza perirrinal y postrrinal. La corteza
perirrinal proyecta a la EC lateral y recibe proyecciones de retorno mientras la
corteza postrrinal proyecta y recibe informacion de la EC media. En la figura 2 se

muestra una representacion grafica de las conexiones presentes en el hipocampo.
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Figura 2. La red hipocampal: el hipocampo forma una red principalmente unidireccional, con
entrada desde la corteza entorrinal (EC); esta forma conexiones con el giro dentado (DG) y
las neuronas piramidales CA3 por la via perforante (PP). Las neuronas CA3 también reciben
informacion del giro dentado por la mossy fibers (MF). Ellos envian axones a las células
piramidales CA1 por la via colateral de Schaffer, como también a las células CA1 en el
hipocampo contralateral por la via comisural de asociacion (AC). Las neuronas CA1 también
reciben informacion directamente de la via perforante y envian axones al subiculum (Sb).
Estas neuronas a su vez envian de regreso a la EC la informacion hipocampal principal,

formando un /oop.

1.2.1- Neurogénesis.

Se denomina neurogénesis al proceso de diferenciacion celular que, a partir de
células neuroepiteliales, se generan neuronas muy activamente durante el desarrollo
embrionario, y de forma restringida durante la vida adulta. La neurogénesis
hipocampal ha sido observada en animales adultos desde pajaros hasta humanos
(Altman y Das, 1965; Kaplan y Hinds, 1977; Kuhn y col., 1996; Kornack y Rakic,
1999; Eriksson, 1998; Barnea y Nottebohm, 1994).

En el cerebro de ratones adultos las dos zonas mejor conocidas y donde esta
ampliamente confirmada la produccién de nuevas neuronas en la vida adulta son: la
zona subventricular (SVZ) de las paredes del tercer ventriculo y la capa subgranular
(SGL) del giro dentado del hipocampo. En la SVZ los neuroblastos migran al bulbo
olfatorio para luego reemplazar a las interneuronas locales (Gross, 2000; Lledo y
col., 2008).

En el giro dentado de mamiferos adultos (Abrous y col., 2005) se estimo que cientos

de células nuevas son generadas a diario (Cameron y McKay, 2001; Rao y Shetty,
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2004). En esta zona, la neurogénesis es un proceso complejo que involucra diversas
etapas, como la proliferacion de las células pluripotenciales, la migracion, la
diferenciacion, la sobrevivencia de las neuronas nuevas, asi como la integracion de
éstas en los circuitos neuronales existentes (figura 3). En la zona subgranular del
giro dentado, las células pluripotenciales expresan nestina, la proteina de unién a
lipidos del cerebro (BLBP) y GFAP. Esta poblacién celular se caracteriza por tener
una baja tasa de division celular. Una vez que estas células se dividen, dan lugar a
una poblacién que se amplifica rapidamente, de la cual se generan por divisién
simétrica las células progenitoras de tipo 2 y 3. Las células progenitoras tipo 2a y 2b
presentan procesos neuriticos cortos paralelos a la zona granular del giro dentado;
en cambio, las de tipo 3 presentan procesos largos integrados en la capa granular.
Durante esta etapa se inician los eventos de migracion y de diferenciacion temprana,
y las células expresan la proteina asociada a microtubulos doblecortina, el factor de
transcripcién Prox1 y la proteina nuclear neuronal especifica NeuN. Concluida esta
fase, se generan las neuronas inmaduras caracterizadas por procesos dendriticos
largos que cruzan la capa granular del giro dentado. Estas neuronas inmaduras van
a diferenciarse en su totalidad para integrarse en los circuitos neuronales. En este
estadio final, las nuevas neuronas expresan marcadores especificos, como la
proteina de unidn a calcio llamada calbindina. Ademas, reciben inputs (sehal de
entrada) sinapticos, extienden los axones a lo largo del tracto de las mossy fiber y
muestran propiedades electrofisiolégicas muy similares a la de las neuronas
maduras ya existentes en el giro dentado (Hastings y Gould, 1999; Stanfield y Trice,
1988; van Praag y col., 2002; Zhao y col., 2006; Kempermann y col., 2003).
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Figura 3. Neurogénesis en el hipocampo. Panel de arriba izquierdo: vista frontal de un
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cerebro de raton mostrando los sitios de neurogénesis en el giro dentado (DG) de la
formacion hipocampal. Panel de arriba derecho: esquema de células proliferando en la capa
subgranular (SGL) localizada en la interface entre el hilus y la capa granular (GL), donde
migran y se diferencian en neuronas maduras. Panel de abajo: secuencia de tipos celulares
involucrados en el desarrollo neuronal (Kempermann y col., 2004).

1.3- Factores neurotroficos.

Los factores neurotréficos son péptidos que promueven el desarrollo y la
diferenciacion neuronal (Vega vy col., 2003), y son expresados en una region y
periodo particular (Korsching, 1993). El tejido nervioso depende de ellos para su
supervivencia y funcionamiento dado que participan en los procesos de
remodelacion, adaptacion y plasticidad neuronal.

Los factores neurotréficos actian de manera autdcrina o paracrina, pudiendo ser
secretados por neuronas, tejidos blanco que ellas inervan o células gliales
(Korsching, 1993).

Al ser secretados por el tejido blanco, actuan de forma retrograda favoreciendo su
inervacién por la neurona que es estimulada. Este mecanismo implica la secrecion
de factores neurotréficos al espacio extracelular, su captura por una neurona via un
receptor especifico y la internalizacion del complejo receptor-péptido que es

transportado por el axdn hacia el soma (Korsching, 1993).
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Los factores neurotroficos también pueden actuar de forma anterégrada, siendo
secretados desde los axones. De hecho, algunos factores neurotréficos pueden
actuar como neurotransmisores y, reciprocamente, algunos neurotransmisores
pueden ejercer una funcion trofica (Korsching, 1993).

Un factor neurotréfico puede ejercer distintos efectos sobre una célula y puede
influenciar diversos tipos neuronales y no neuronales, lo cual implica la competencia
entre células por los factores (Korsching, 1993). Distintos factores neurotréficos
cumplen diferentes funciones, pero se pueden superponer por la convergencia de
caminos de transduccidon de sefiales (Korsching, 1993). Sin embargo, esto no
siempre supone redundancia, ya que una neurona puede necesitar mas de un factor

para sobrevivir.

1.3.1- Neurotrofinas.

La familia mas conocida de factores neurotréficos es la de las neurotrofinas. A esta
familia pertenecen el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4 (NT4). Las
neurotrofinas son sintetizadas como pro-hormonas que luego son clivadas dando
lugar a la forma madura de 14 kDa. Finalmente, dos de éstas se unen para formar
un homo dimero mediante uniones no covalentes (Blum y Konnerth, 2005). EI NGF,
la NT3 y el BDNF actuan de manera retrograda, mientras que la NT3 y el BDNF,
también actuan de manera anterdgrada (Korsching, 1993). Todas son expresadas
en el hipocampo (Skup, 1994) pero el BDNF es particularmente abundante (Binder y
Scharfman, 2004).

1.3.2- Receptores de neurotrofinas.

Existen dos tipos de receptores de neurotrofinas: los Trk de alta afinidad y el p75 de
baja afinidad, ambos, receptores de membrana. Los Trk, ubicados en neuronas y
astrocitos, transmiten sefiales que aumentan la supervivencia y promueven el
crecimiento celular (Klein, 1994). Son receptores del tipo troponina quinasa, o sea
qgue poseen actividad quinasa. El TrkA reconoce principalmente al NGF y también a
la NT3 y la NT4, el TrkB reconoce el BDNF y la NT4, y con menos afinidad la NT3,

y el TrkC reconoce la NT3 (Tessarollo, 1998). El receptor p75 pertenece a la
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superfamilia de receptores de TNF (factor de necrosis tumoral) y de Fas (quinasa de

adhesion focal), por lo que posee actividad tirosina quinasa (Reinés y col., 2003).

Tiene una afinidad similar por todas las neurotrofinas. A este receptor se le adjudican

tanto funciones positivas para la supervivencia neuronal, como, en ciertas

condiciones, la induccion de la muerte celular. Todos los receptores de neurotrofinas
se expresan en el hipocampo (Klein, 1994). Los receptores Trk se distribuyen por el
soma y las neuritas. La unién de la neurotrofina al receptor induce cambios

conformacionales que llevan a la dimerizacion y activacion del receptor (Blum y

Konnerth, 2005). Este puede desencadenar cascadas de sefiales desde la

membrana pero también puede ser endocitado y activar cascadas de sefiales desde

la vesicula que es transportada de forma retrégrada hacia el soma.

Las cascadas que pueden activarse son (Reinés y col., 2003, Huang y Reichardt,

2001):

- La cascada de las MAPK, la cual es responsable de un alto porcentaje de la
supervivencia celular inducida por la neurotrofinas y es vital para proteger a las
neuronas del estrés oxidativo y del dafio por citoquinas. Mediante esta cascada
pueden activarse factores de crecimiento o factores de transcripcion, y también
puede intervenir en los procesos de LTP.

- La via de sefalizacion que involucra a la fosfolipasa C (PLCy). Esta lleva a la
salida del Ca®* de los reservorios y a la subsecuente activacion de quinasas. Esta
via también podria intervenir en el proceso de LTP.

- La via de la fosfatidil inositol-3’-quinasa (PI3K), la cual es la mayormente
responsable de la supervivencia inducida por NGF. Esta cascada participa en
fendmenos antiapoptéticos, inhibiendo a la procaspasa-9 y estimulando la
sintesis del factor anti-apoptotico Bcl-2, entre otros.

La respuesta resultante de la interaccion neurotrofina-receptor dependera de que via

sea activada, lo cual puede depender de la duracién y potencia de la activacion de

diversos receptores y la coexpresion de éstos.
1.3.3- Funciones de las neurotrofinas.

En general, todas las neurotrofinas cumplen una funciéon en la supervivencia,

desarrollo y diferenciacion de las neuronas, y en el crecimiento de neuritas, e
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influyen en la expresion de proteinas esenciales para el funcionamiento normal de
las neuronas.

El NGF, por ejemplo, estimula la supervivencia y la iniciacion neuritica (Levi-
Montalcini y Angeletti, 1963), la sintesis de diversos neuropéptidos (Heumann, 1987)
y tiene un papel importante en el mantenimiento de un estado diferenciado de las
neuronas sinapticas y sensoriales (Misko y col., 1987).

El BDNF promueve la supervivencia y el crecimiento en una variedad de neuronas.
Por ejemplo, el BDNF contribuye al desarrollo dependiente de actividad de la corteza
visual (Binder y Scharfman, 2004), lo cual sugiere un papel en el cableado de
axones en el desarrollo. EI BDNF también tiene importantes efectos en la morfologia
dendritica (Murphy y col., 1998) y favorece la neurogénesis (Katoh-Semba y col.,
2002).

Entre las funciones de la NT3 se encontraria la facilitacion del desarrollo y la
supervivencia de neuronas (Huang y Reichardt, 2001), del desarrollo de precursores
neuronales hipocampales (Vicario-Abejon y col., 1995), y de la supervivencia y
desarrollo de oligodendrocitos (Barres y col., 1994).

Tanto el BDNF como la NT3 cumplen un papel en las sinapsis. Esta es una funcion
muy importante del BDNF, dado que es promotor de la LTP. Cortes hipocampales
tratados con BDNF o NT3 y no con NGF mostraron un aumento persistente en la
amplitud del potencial postsinaptico, similar a lo que ocurre con la induccion de LTP
(Kang y Schuman, 1995). Reciprocamente, en ratones knockout para BDNF no se
pudo inducir LTP con la estimulacion tetanica y esto fue revertido con la aplicacion
de BDNF exdégeno (Korte y col., 1995; Patterson y col., 1996). Ademas, estimulos
eléctricos que inducen LTP aumentan la expresion de BDNF y NGF (Patterson y col.,
1992).

Algunos experimentos demuestran que el efecto del BDNF en el LTP seria a nivel de
la presinapsis, en la liberacién de neurotransmisores, pero también se presentan
fuertes evidencias de efectos en la postsinapsis (McKay y col., 1999; Binder y
Scharfman, 2004). En la postsinapsis, el BDNF modula a los canales tipo NMDA y
GABA y ademas activa canales de sodio voltaje-dependientes que llevan a la
liberacion de neurotransmisores desde las dendritas (Blum y Konnerth, 2005).

Por otro lado, puede observarse el papel del BDNF en el aprendizaje (figura 4). Se

ha demostrado que durante el aprendizaje contextual se induce la expresién de
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BDNF en el hipocampo y que el bloqueo de la funcion del BDNF impide el
aprendizaje espacial (Binder y Scharfman, 2004).

La desregulaciéon de neurotrofinas esta asociada con diversas patologias del sistema
nervioso. En las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, el
BDNF se encuentra disminuido en hipocampo y neocorteza (Schindowski y col.,
2008) y en la sustancia negra, respectivamente (Binder y Scharfman, 2004). En el
Alzheimer, en algunas zonas del cerebro se encuentra aumentada la pro-NGF y
disminuido el TrkA. Ademas, el NGF estimula la transcripcion del péptido APP
(Schindowski y col., 2008).

Distintas investigaciones relacionan un aumento del BDNF en los cambios
electrofisiolégicos y comportamentales de la epilepsia (Binder y Scharfman, 2004).
La expresion hipocampal del BDNF se vio aumentada en pacientes epilépticos
(Mathern y col., 1997). Ademas, las convulsiones aumentan los niveles de
mensajero de NGF (Gall y Isackson, 1989). Por otro lado, la expresiéon de BDNF

hipocampal aumenta luego de un dafo cerebral.
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Figura 4. Vias de sefalizacion por la activacion del BDNF/TrkB en el aprendizaje y la
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memoria. La actividad aumenta la expresion de BDNF vy liberacion en sitios pre y
postsinapticos. EIl BDNF se une a los receptores TrkB localizados sobre los axones
presinapticos, llevando a éstos a autofosforilacion y activacion de la via de transduccion de
sefiales de las MAPK, facilitando la liberacion del neurotransmisor. El BDNF también de une
a los receptos TrkB postsinapticos, conduciendo a la activacion de los receptores AMPA y
NMDA a través de la activacion de las vias MAPK y PLC que llevan a la subsecuente

fosforilacion de PKA, CAMK y CREB (Yamada y col., 2002).
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1.4-NOS y NO.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula pequefia, no cargada, con un electrén
desapareado, que posee un caracter fuertemente hidrofébico y alto coeficiente de
difusion (3300 pm?%s) (Ledo y col., 2004). Las enzimas de la familia de la dxido
nitrico sintasa (NOS) catalizan la oxidacion del grupo guanidino del aminoacido L-
arginina para generar NO y L-citrulina (Moncada y col.,, 1991). Esta reaccion
involucra dos pasos de mono-oxigenacion. La N-hidroxiarginina es una especie
intermediaria formada a partir de una reaccién que requiere un O, y un NADPH y la
presencia de tetrahidroxibiopterina (BH4). El segundo paso de la reacciéon de sintesis
del NO resulta de la oxidacion de la N-hidroxiarginina para dar citrulina y NO
(Knowles y Moncada, 1994). La reaccion oxidativa implica 5 electrones y esta
estequiometria impar de la transferencia de electrones permite la generacion de un
radical libre (Forstermann y col., 1994). (Ver figura 5).

Se han identificado tres isoformas de la NOS que son producto, de al menos, tres
genes distintos, ubicados en diferentes cromosomas (Forstermann y col., 1994).
Inicialmente estas isoformas se clonaron de cerebro de rata (hnNOS o NOS-I), de
macrofagos (iNOS o NOS-II) y de células endoteliales bovinas y humanas (eNOS o
NOS-IIl). Trabajos posteriores han demostrado su expresién en otras células y
tejidos: la nNOS, ademas de las células nerviosas, se localiza en ciertas areas de la
médula espinal, ganglios simpaticos, glandula adrenal, células epiteliales de pulmodn,
utero y estdmago, musculo esquelético, islotes pancreaticos y en la macula densa
del rifidn (Forstermann y col., 1994); la eNOS se expresa también en determinadas
poblaciones neuronales (Nelson y col.,, 1997); y la iINOS puede expresarse en
distintos tipos de células como hepatocitos, células endoteliales, condrocitos, células
gliales y neuronas (Ledo y col., 2004). Las tres son homodimeros en su forma activa,
con monémeros de peso molecular alrededor de 160 kDa para la nNOS y 130 kDa
para iINOS y eNOS. Todas tienen FAD, FMN y hemo como grupos prostéticos y
requieren tetrahidrobiopterina (Knowles y Moncada, 1994; Forstermann y col., 1994;
Nelson y col., 1997).
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Figura 5. Esquema de la reaccién catalizada por la NOS.

Las isoformas de la NOS se pueden distinguir por la dependencia de calcio-
calmodulina y por la inducibilidad. La nNOS y la eNOS se expresan
constitutivamente y son dependientes de Ca?*/calmodulina. A las concentraciones
intracelulares de Ca®" en células en reposo (=100 nM), estas isoformas no unen
calmodulina y por lo tanto, estan inactivas, mientras que concentraciones mayores a
500 nM provocan la union del complejo Ca?*/calmodulina y la consecuente
activacion de la enzima. Normalmente, generan niveles moderados de NO (del orden
de picomoles) que modulan procesos rapidos como la neurotransmision y la
dilatacion de los vasos sanguineos respectivamente. Por el contrario, la isoforma
iINOS practicamente no se expresa en células no estimuladas, y es inducida a nivel
transcripcional por endotoxinas como lipopolisacaridos (LPS) bacterianos o por
citoquinas proinflamatorias (Forstermann y col.,, 1994), y aunque se une a
calmodulina su actividad no es regulada por calcio (Knowles y Moncada, 1994). Esta
isoforma puede generar cantidades importantes de NO (del orden de nanomoles)
durante largos periodos de tiempo, que pueden causar efectos citotdxicos
(Forstermann y col., 1994).

Las isoformas de NOS también difieren en su localizacion subcelular. Aunque la

nNOS es una enzima soluble, puede aparecer parcialmente asociada a membrana.
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Se ha identificado un dominio PDZ en el extremo N-terminal que sugiere su
capacidad de interactuar con otras proteinas como la PSD-95 en células neurales. A
su vez esta proteina (PSD-95) se une a los receptores de glutamato de tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA) también por un dominio PDZ. Estas interacciones permitirian
una localizacion de la nNOS préxima a los receptores de NMDA, principales
activadores de esta isoforma en neuronas, favoreciendo asi una rapida activacion
(Ledo y col., 2004). A diferencia de la nNOS, la eNOS es una proteina particulada,
asociada a la membrana por residuos de miristato (Knowles y Moncada, 1994) y la
iNOs es una proteina citosélica (Forstermann y col., 1994).

Estudios in vitro indican que la actividad de la isoforma nNOS puede ser regulada
mediante fosforilacibn también por otras proteinas quinasas como la proteina
quinasa C (PKC) y la quinasa dependiente de calmodulina (CaMK) (Nakane y col.,
1991; Knowles y Moncada, 1994). Ademas la nNOS también puede ser regulada por
interaccion con una proteina adaptadora especifica de cerebro llamada CAPON, la
cual compite por el dominio PDZ separando a la nNOS de los receptotes de NMDA
(Ledo y col., 2004) (figura 6). Otro mecanismo de regulacion de la actividad es la
inhibicion directa de la actividad enzimatica por el propio NO, probablemente por
uniéon al grupo hemo (Colasanti y col.,, 1995). Ademas, el NO posee un efecto
inhibitorio sobre la transcripcion de la INOS por dos mecanismos, ya sea
suprimiendo la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) por induccion y estabilizacion
del inhibidor de NF-kB, el factor inhibitorio IkB; o por interferir directamente en la
union de NF-kB a los elementos de respuesta presentes en la regién promotora de
los genes que codifican la INOS (Colasanti y Susuki, 2000). Existen algunos factores
que aumentan la actividad de la NOS constitutiva e inhiben la inducciéon de la iNOS.
Por ejemplo pretratamientos de astrocitos con glutamato que aumentan la actividad
de nNOS por activacion de los receptores NMDA, suprimen la expresion de iNOS
inducida por citoquinas; la dexametosona, un inhibidor de la expresion de iNOS,
incrementa la actividad de nNOS en astrocitos (Colasanti y Susuki, 2000). Estos
mecanismos son puntos de control importantes para la produccion de NO.

La nNOS se ha detectado en numerosas regiones del SNC como el cerebelo, el
bulbo olfatorio accesorio y principal, los coliculos inferiores y superiores, el nucleo
supraoptico, la corteza cerebral, el caudado putamen (Nelson y col.,, 1997) y las
regiones CA1, CA2 y CA3 y el giro dentado de la formacion hipocampal, entre otros

(Nelson y col., 1997; de Oliveira y col., 2000). Esta amplia distribucion indica que el
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NO es un importante mensajero biolégico de una gran cantidad de procesos que se
llevan a cabo dentro del sistema nervioso. En cuanto a su localizacion celular, en
cortes de cerebro la nNOS ha sido localizada tanto en astrocitos (Colasanti y Susuki,
2000) como en poblaciones neuronales (Ledo y col.,, 2004). Hay estudios que
demuestran que la localizacién y expresion de nNOS en neuronas del hipocampo
difiere fuertemente entre rata y ratén. En ratén se ha encontrado una importante
expresion de nNOS en el citoplasma de células piramidales tanto en CA1 como en
CA3, mientras que en rata la mayoria de los estudios revelan que la expresién de
nNOS esta confinada a interneuronas de CA1 o es limitada en células piramidales de
esta subregion. Ademas se encontré que la expresién de nNOS en ratén es mucho
mayor que en rata. Es llamativo que esta diferencia sélo se observa en hipocampo y
no en otras areas del cerebro (Blackshaw y col., 2003). La eNOS se expresa en
determinadas poblaciones neuronales de diferentes regiones cerebrales como
células piramidales del hipocampo, neuronas de la capa granular interna del bulbo
olfatorio y cerebelo (Nelson y col., 1997), mientras que la iINOS puede ser activada
en microglia y astrositos (Ledo y col., 2004).

El NO es un importante regulador de la funcion neuronal. Asi se ha descripto que el
NO es un mensajero intracelular sintetizado enddgenamente después de la
activacion de receptores NMDA. En el cerebro, el NO es una molécula de
sefalizacion retrograda que transfiere informacion de las terminales nerviosas post a
presinapticas. También actua como segundo mensajero en la terminal postsinaptica.
El NO juega un rol importante en el LTP en el hipocampo y en el LTD en cerebelo y
estaria involucrado en procesos de aprendizaje y memoria conservados a lo largo de
la evolucion (Bredt y Snyder, 1992).

La principal sefal intracelular que desencadena el NO, es el aumento de los niveles
de GMPc, que activaria la proteina quinasa dependiente de GMPc y la
correspondiente cascada intracelular (Feil y Kleppisch, 2008). Existen evidencias de
mecanismos independientes de GMPc, por ejemplo la ADP ribosilacién de proteinas
que regularian la transmision sinaptica (Sullivan y col., 1997). Asimismo, se ha
descripto que el NO puede aumentar la liberacién basal de neurotransmisores como
la dopamina, glutamato y acetilcolina (Lonart y Johanson, 1992).

La produccion de NO puede conducir a neuroproteccion o neurotoxicidad
dependiendo de su concentracién, del lugar de produccion y del entorno celular

(Colasanti y Susuki, 2000). Miranda y col. (2000) sugieren que el NO a bajas
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concentraciones, en el orden nanomolar, actua directamente como un antioxidante.
Se ha demostrado que el NO protege contra la injuria celular causada por peroxido
de hidrégeno (H;0,), xantina oxidasa, y alquilhidroxiperéxidos. Ha sido propuesto
que una controlada produccion de NO podria constituir parte de la respuesta
fisiopatolégica de los tejidos a la noxa y la inhibicion de esta respuesta podria
interferir con los procesos normales de reparacion (Khaldi y col., 2002). Sin
embargo, altas concentraciones de NO, en el orden nanomolar, puede participar en
eventos neurodestructivos. Entre los mecanismos propuestos, se incluyen la
reaccion del NO con el ién superdxido y la produccién de peroxinitrito, un conocido

compuesto toxico (Przedborski y col., 2000).
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Figura 6: Sefalizacion de nNOS en las sinapsis neuronales. La estimulacion de los
receptores de NMDA (NMDAR) por glutamato, proveniente de las neuronas presinapticas,
produce entrada de calcio en las neuronas postsinapticas. Los NMDAR produce la
activacion de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNNOS), produciendo oxido nitrico (NO) y
citrulina a partir de arginina. La nNOS esta regulada por la proteina quinasa C (PKC) y por la
proteina adaptadora especifica de cerebro (CAPON), la cual compite por el dominio PDZ
separando a la nNOS de los NMDAR. El NO actia como un mensajero retrégrado y
dependiendo de su concentraciéon puede conducir a sefiales de sobrevida (cascada MAPK)

o toxicidad neuronal.
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1.5- Proteina quinasa C.

La PKC es una familia de 12 isoformas, nueve de las cuales estan presentes en el
cerebro (Hrabetova y Sacktor, 2001), que han sido clasificadas en 3 grupos: PKC
convencionales (a, B, BlI, y), son calcio dependientes y activadas por fosfatidilserina
(PtdSer) y diacilglicerol (DAG); PKC néveles (6,e,m,0), son activadas por PtdSer,
DAG pero no por calcio y PKC atipicas (/A,C,u), las cuales requieren soélo PtdSer
para su activacion (Newton y Johnson, 1998). Cada isoforma presenta un dominio
regulatorio amino-terminal, conteniendo una secuencia autoinhibitoria para un
pseudosustrato y un sitio de union a segundos mensajeros; y un dominio catalitico
carboxilo-terminal. PKC esta normalmente en un estado basal inactivo por
interacciones entre estos dos dominios. Los segundos mensajeros activan
transcientemente a PKC por uniéon al dominio regulatorio, translocando la enzima
desde el citosol a membrana, y causando un cambio conformacional que
temporariamente aumenta la autoinhibicion (Hrabetova y Sacktor, 2001).

La activacién de PKC por segundos mensajeros (por ejemplo DAG) o por ésteres de
forbol (potente activador de PKC) involucra la translocacion de la enzima a la
membrana. Las diversas isoenzimas, las cuales muestran una distribucion regional
diferente, localizacion subcelular y perfiles de activacién distintos, podrian tener
especificidad por diferentes sustratos y participar en diversas funciones fisioldgicas
(Newton y Johnson, 1998).

Las distintas isoformas de PKC estan involucradas en una extensa variedad de
procesos fisioldgicos y patofisioldgicos en el cerebro y en el organismo entero (Oster
y col., 2004). Su actividad es elevada en los sistemas en desarrollo como también en
procesos de crecimiento, diferenciacién y plasticidad neuronal (Hirono y col., 2001).
En particular, regulan la conductancia de canales ionicos (Paubraj y Behari, 2004), la
liberacion de neurotransmisores y la dinamica de los receptores, eventos a largo
término como expresién de genes y estarian implicadas en la LTP y LTD (Hrabetova
y Sacktor, 2001), por lo que podrian jugar un papel importante en los procesos de
aprendizaje y la memoria (Nogués y col., 1996).

Desde que se describié que PKC esta involucrada en la plasticidad sinaptica, se ha
estudiado en el hipocampo la influencia de diferentes tipos de situaciones

comportamentales sobre la actividad de PKC, qué isoformas estan implicadas en
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determinados procesos y cual es su distribucion celular. Asi se demostré que la
exposicion a un ambiente enriquecido o a una actividad fisica crénica incrementa la
actividad de PKC citosdlica y decrece la actividad de PKC unida a membrana,
respectivamente, mejorando el aprendizaje espacial (Nogués y col., 1996). También
se demostré que PKC esta criticamente involucrada en procesos que desencadenan
desérdenes como la enfermedad de Alzheimer (Xu y col., 2005), a través de la
excitotoxicidad por glutamato, cuyas dosis citotoxicas conducen a la redistribucién de
la PKC (Buchner y col., 1999). Estudios acerca del rol de las isoformas de PKC en
hipocampos de ratas adultas son contradictorios. Colombo sostiene que en ratas de
6 meses de edad existe una correlacion entre las altas concentraciones de PKCy en
la fraccion particulada y PKCpIl en la fraccién soluble con una mejor memoria
espacial. En ratas de 24 meses de edad el deterioro de la memoria fue
correlacionado con altas concentraciones de PKCy en la fraccién soluble (Colombo y
col., 1997). Otros autores sostienen que no hay diferencias entre las fracciones
citosdlica, particulada y nuclear de hipocampo de ratas jovenes y adultas para las
isoformas a, B, v, 8, € y { de PKC (La Porta y Comolli, 1999).

Estudios recientes sobre la funcion de PKM( indican un rol importante de esta forma
activa de la isoforma atipica PKCC en la potenciacién y/o depresién a largo término.
Se cree que ambas constituyen los mecanismos principales de la formacion del
aprendizaje y la memoria. Es importante mencionar que estos autores no han
detectado PKC( en el hipocampo, pero si han encontrado altos niveles de ARNm de
PKCA y PKMC. La expresion de PKCA esta ausente o altamente disminuida en la
angosta region CA2 del giro hipocampal, separando las areas CA1 de CA3. El giro
dentado contiene altos niveles de transcriptos de PKCA y PKM{ mientras que el
subiculum solamente expresa PKM(, indicando un rol especifico de ambas
isoformas en la adquisicion de la memoria por el sistema limbico (Oster y col., 2004).
En la LTD, inducida en la regién CA1 del hipocampo, se observé que las isoformas
convencionales de PKC (a, B, Bll, y) se incrementaron en la fraccion de membrana a
los 45 segundos de ser estimulado; mientras que PKM( decrecid en el citosol recién
a los 15 minutos y luego a los 30 minutos lo hicieron PKCy y PKCe. Este
decrecimiento fue persistente. Por lo tanto distintas isoformas de PKC participan en

la induccion y el mantenimiento del LTD (Hrabetova y Sacktor, 2001).
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El estudio acerca de la implicancia de las isoformas de PKC y su distribucion celular
en distintos procesos, tanto fisiolégicos como patoldgicos, todavia no esta claro y se

desconocen muchos de los mecanismos involucrados.

1.6- Receptores N-metil-D-aspartato (NMDA).

Los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), un subtipo de receptores de
glutamato, actuan como detectores de coincidencia porque requieren tanto la
actividad presinaptica (glutamato liberado por el axén terminal) como postsinaptica
(despolarizacion que libera el M92+, condicion necesaria para la apertura del canal).
Los canales de los receptores NMDA activos permiten el influjo de calcio hacia el
interior de la célula postsinaptica, la cual dispara una cascada de eventos
bioquimicos resultando en un cambio sinaptico (Tsien y col., 1996). En la figura 7 se
muestra un esquema representando un receptor NMDA. La potenciacién a largo
término (LTP), un modelo de plasticidad neuronal implicado en el aprendizaje y la
memoria, es faciimente inducido en el hipocampo, y requiere la activacion de estos
receptores NMDA (Cain y col., 1997).

En el area CA1 del hipocampo, la induccién de la LTP mas comunmente estudiada
es la dependiente de la activacién del receptor NMDA. La excesiva estimulacién de
estos receptores provoca una elevada cantidad de Ca”* libre en el citosol de la
neurona postsinaptica. Estos niveles de calcio provocan la activacion de la
fosfolipasa A2 (PLA;), llevando a la subsecuente liberacion de acido araquidénico
(AA). ElI metabolismo del AA puede producir ROS libres y peroxidacion lipidica
conduciendo a la muerte celular. A estos mecanismos de muerte neuronal como
consecuencia de la hiperestimulaciéon del receptor de glutamato se lo denomina

excitotoxicidad.
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Figura 7. Esquema de un receptor de NMDA.

1.7- Estrés oxidativo.

En la bioquimica celular ocurren reacciones de 6xido-reduccion que determinan el
estado redox de la célula. Este estado puede encontrarse o no en equilibrio,
dependiendo de cuantos compuestos biolégicos se encuentren reducidos y cuantos
oxidados, lo cual a su vez depende del balance entre prooxidantes y antioxidantes.
Un aumento de prooxidantes o una disminucion de antioxidantes podrian llevar a un
desbalance y por ende a un estado de estrés oxidativo. En un estado de estrés
oxidativo el DNA, los lipidos y las proteinas pueden ser oxidados, lo que puede
contribuir al desarrollo de patologias como el cancer (Cerutti y col., 1994) o
enfermedades neurodegenerativas (Bishop y Anderson, 2005).

Diversas reacciones fisiolégicas generan componentes  proooxidantes,
encontrandose entre ellos el oxigeno molecular (O2) y sus sustancias reactivas
derivadas, las especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como el éxido nitrico (NO) y
sus sustancias reactivas derivadas, las especies reactivas de nitrogeno (RNS) (figura
8). Las mas reactivas de estas especies son las de naturaleza de radicales libres ya
gue poseen uno 0 mas electrones desapareados y, ademas, generan reacciones en
cadena irreversibles (Reinés y col., 2003).

Los radicales libres se producen continuamente a altas velocidades como
subproducto del metabolismo aerdbico. Por ejemplo, un importante proceso

involucrado en la produccion de radicales libres es la cadena respiratoria acoplada a
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la fosforilacion oxidativa (Reinés y col., 2003). Otro ejemplo son las reacciones

llevadas a cabo por el complejo enzimatico citocromo P450 (Gregus, 2008).

NO*

Peraxinitrito
Perdxido de Nitrosilacion
Radical peroxilo hidrogeno de proteinas

Radical
hidraxilo

Figura 8. Esquema de las reacciones que generan componentes prooxidantes. En
situaciones normales, la produccién de prooxidantes se ve contrarrestada por diversos
mecanismos celulares, tales como enzimas antioxidantes o vias metabdlicas que mantienen
un entorno reducido. Sin embargo, cuando la generacion de prooxidantes supera a las
defensas antioxidantes, se produce un estado de estrés oxidativo en el que el DNA, los
lipidos y las proteinas son oxidados y por ende su estructura y funcionamiento son
alterados, pudiéndose alcanzar, inclusive, la muerte celular (Schulz y col., 2000). Ademas,
varios factores de transcripcion estan regulados por el estado REDOX, con lo cual una
alteracion en el balance de agentes reductores y oxidantes podria llevar a una expresion de
genes alterada (Miao y St Clair, 2009). El estado de estrés oxidativo puede ser generado por
diversos factores tales como la presencia de ciertos toxicos (Gregus, 2008), la exposiciéon a
radiaciones, la presencia de metales de transicion, la inflamacién (Reinés y col., 2003), y el
estrés (Chalmers y col., 2003; Epel, 2009). Ademas, el estrés oxidativo fue asociado a
numerosas enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas, tales como el Parkinson, el
Alzheimer (Bishop y Anderson, 2005) y la esquizofrenia (Smythies, 1999).
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1.7.1- Especies Reactivas del Oxigeno (ROS).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son un grupo de moléculas que derivan
del oxigeno molecular (Thiels y Klann, 2002) y pueden inducir dafio oxidativo en
lipidos, proteinas y ADN, e incluso muerte neuronal, en ausencia de adecuada
proteccion antioxidante. Las ROS cumplen varias funciones normales en las células
actuando como segundos mensajeros regulando la expresion de genes en diversos
campos como apoptosis, crecimiento celular y quimiotaxis. Las ROS también
podrian actuar modulando la actividad de proteinas kinasas y fosfatasas durante la
LTP. Asi, niveles fisiolégicos de perdxido de hidrogeno y superdoxido son necesarios
para la induccién y expresién de la LTP, mientras que altas concentraciones de
estas ROS suprimen la expresion completa de LTP, posiblemente por ser téxicas e
inhibir la actividad de PKC (Klann y Thiels, 1999). Sélo cuando estas son producidas
en exceso, o si las defensas antioxidantes estan bajas, resulta en una patologia
(Smythies, 1999). En tal sentido, el hipocampo es una de las estructuras mas
vulnerables al dafio por estrés oxidativo (Dubey y col., 1996).

Las principales especies reactivas de oxigeno son el anion superoxido (Oy7), el
perdxido de hidrégeno (H»0,), el radical oxhidrilo (OH'), y el oxigeno singulete (O5").
En reacciones como las que ocurren en la cadena respiratoria, el O, recibe un
electron formandose asi O,". El O,” puede oxidar varias moléculas biolégicas, como
las catecolaminas y grupos prostéticos con hierro (Fe) de diversas enzimas,
contribuyendo a la formacién de OH- por la liberacién del Fe?* (Fridovich, 1997). El
O,” puede recibir otro electrén, o el O, puede recibir 2 electrones, formandose asi
H202, que no es un radical pero es oxidante y contribuye a la formaciéon de OH' . El
H,0, es producto de diversas reacciones enzimaticas, entre ellas la dismutacion del
O, llevada a cabo por la enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD) (McCord
y Fridovich, 1969), y la beta peroxidacién de acidos grasos en peroxisomas (Reinés
y col., 2003). Por su lado, el OH es muy reactivo y puede originarse mediante dos
reacciones sucesivas que dependen de la presencia de metales divalentes como el
hierro (Graf y col., 1984):
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1. O, + Fe® —»0, + Fe?

2. Fe? + H,0, —»Fe> + OH + OH (Reaccién de Fenton)

El radical OH' resulta altamente téxico debido a que reacciona tan rapidamente que
la célula no posee defensas antioxidantes frente a él (Gregus, 2008). Al mismo
tiempo, dado que las ROS pueden oxidar macromoléculas bioldgicas, se generan
también radicales libres organicos (Harman, 1972).

El Ca** puede estar involucrado en la generacién de ROS. Un aumento anormal de
Ca?" intracelular puede desacoplar la cadena respiratoria e inducir la apertura de
poros mitocondriales (Reinés y col., 2003). Reciprocamente, las ROS pueden
aumentar el Ca®* libre y la excitotoxicidad. Como ya se mencioné anteriormente, un
aumento del Ca®" intracelular puede ser producto de la acumulacién de glutamato en
el espacio sinaptico actuando via los receptores tipo NMDA, lo cual gatilla una
cascada de sefalizacion que lleva al aumento de las ROS (Lafon-Cazal y col., 1993).
Esto ha sido involucrado en distintas enfermedades neurodegenerativas (Sheehan y
col., 1997).

1.7.2- Especies reactivas del nitrogeno (RNS).

Como se mencionod anteriormente, el NO es un gas radical libre producido por las
oxido nitrico sintasas (NOS) que puede resultar benéfico o dafino, segun en qué
concentracién y entorno se encuentre. Bajas concentraciones de NO en un ambiente
libre de estrés oxidativo corresponderian al funcionamiento fisioldgico normal
(Marletta y Spiering, 2003). De hecho, a bajas concentraciones resulta protector
contra el dafno oxidativo (Wink y col., 1995). Sin embargo, altas concentraciones
resultan oxidantes. Bajo estas condiciones se gatillan sefales diferentes que llevan a
caminos como la inhibicion del BDNF (Canossa y col.,, 2002) y de proteinas
reparadoras del ADN (Liu y col., 2002), e induccion la apoptosis (Bonfoco y col.,
1995). El rol dafino del NO se debe a su propia accién oxidante y a la de las RNS
que de él derivan. En condiciones de estrés oxidativo, al encontrarse con O~ puede
reaccionar formando peroxinitrito (ONOQO"), oxidante muy potente (Marletta y

Spiering, 2003, Beckman y Koppenol, 1996). El peroxinitrito reacciona facilmente
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con el CO, dando un compuesto intermediario que se hidroliza espontaneamente en
dos radicales: dioxido de nitrégeno (NO>’) y anion radical carbonato (CO™) (Gregus,
2008). Por otro lado, a partir del NO se forman iones nitroxilo (NO") y N,O3 como
intermediario en la reaccién del NO con el O, (Miranda y col., 2000, Marletta y
Spiering, 2003).

El NO es oxidante de sustratos tales como los grupos hemo (Miranda y col., 2000).
Esto provoca la liberacidn de metales que podrian aumentar la produccién de
radicales hidroxilo. EI ONOO", el NO, el CO™ y el NO™ son oxidantes de proteinas,
lipidos y DNA (Miranda y col., 2000; Gregus, 2008; Bishop y Anderson, 2005). Un
ejemplo es la nitracion irreversible de residuos de tirosina frente al peroxinitrito
(Guelman, 2003). Por otro lado, el NOy y el N,Os; son donantes de NO* que son
transferidos a moléculas biolégicas (Miranda y col., 2000).

La neurotoxicidad a partir de la estimulacion del receptor de NMDA también estaria
mediada por el NO producido por la nNOS (Culcasi y col., 1994; Dawson y Dawson,
1996). Al igual que para las ROS, la entrada de Ca®" a la célula a través de los
canales NMDA provoca un aumento del NO, debido a que el idén activa las NOS. Al
aumentar los niveles de ROS y NO conjuntamente, aumentan los niveles de
peroxinitritos lo cual puede exacerbar el dano y llevar a la muerte celular (Reinés y
col., 2003; Dawson y Dawson, 1996).

1.8- Defensas antioxidantes.

Como se menciond, continuamente se producen especies reactivas con caracter
oxidante. Sin ningun mecanismo de defensa frente a esto la supervivencia de un
organismo aerobio no seria posible. Las defensas antioxidantes de una célula
reducen la capacidad pro-oxidante. Estos mecanismos incluyen: la transformacion
de los compuestos pro-oxidantes a compuestos menos reactivos mediada por
enzimas, la reduccién de los compuestos mediada por moléculas atrapantes no
enzimaticas, el secuestro de metales catalizadores de las reacciones de formacion
de radicales libres y el mantenimiento de un entorno reducido (Reinés y col., 2003).

Entre los antioxidantes cerebrales se encuentran el acido ascérbico, las enzimas

superoéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) y el glutatiéon (GSH) (figura 9).

43



Introduccion
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Figura 9. Esquema de las reacciones catalizadas por las principales enzimas antioxidantes.

Enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT).

1.8.1- Superéxido Dismutasa.

Las SOD forman una familia de enzimas de la que se han caracterizado en
eucariotas: la Mn-SOD mitocondrial, la Cu/Zn-SOD mayormente citosdlica y la EC-
SOD mayormente extracelular, esta ultima menos presente en tejido nervioso
(Fridovich, 1997).
Como su nombre lo indica la SOD dismuta al superdoxido en Oz y H20, (McCord y
Fridovich, 1969):

O"+ Oy '+ 2H+ —» Oy + HOs

Por lo tanto las SOD cumplen un rol importante eliminando el O," del medio y
evitando, de esta manera, que se formen nuevas especies reactivas, como el
peroxinitrito.
Cada SOD depende de ciertos iones metalicos divalentes. La tabla 1 muestra cuales
son los iones para cada una de las isoformas y, qué proteinas cumplen un rol
importante en la donacion de dichos iones, y por lo tanto en la actividad de las SOD
(Miao y St Clair, 2009). Las SOD se expresan constitutivamente, pero pueden ser
reguladas transcripcionalmente. Se cree que la Cu/Zn-SOD se expresa
fundamentalmente de modo basal y muy poco de manera inducida (Miao y St Clair,
2009). En cambio la expresién de la Mn-SOD esta altamente regulada, y en esto
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cumple un papel importante la induccién de su transcripcién por un estado de estrés
oxidativo. Las SOD pueden ser reguladas, ademas, epigenéticamente o post-

transcripcionalmente (Miao y St Clair, 2009).

Tabla 1. Isoformas de la enzima superéxido dismutasa (Miao y St Clair, 2009).

Masa

Isoforma Localizacién molecular Subunidades

: Ion metalico
(KDa) de ensamblaje

Citoplasma, nucleo,

/ : L
Cu/ZaSOD membrana mitocondrial

88 Homeodimero Cu?* (cataliticamente activo)

Zn'* (mantiene la estabilidad
MusSOD Malriz milocondrial 32 Homolelramero dela enzima), Mn**

(cataliticamente activo)

Cu’" (cataliticamente activo),
Zn** (mantiene la estabilidad
de la enzima)

Membrana plasmatica, Glicoproteina
ol fluidos extracelulares < homotetramérica

Varios experimentos demuestran que las SOD cumplen un importante papel
protector frente al estrés oxidativo, dafio o neurotoxinas en el sistema nervioso
central (Ischiropoulos y Beckman, 2003). Ademas, las SOD resultan protectoras
frente a la excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA (Dawson y Dawson, 1996).
En distintos organismos se han reportado diversas anomalias provocadas por la falta
de alguna de estas enzimas (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman, 2003).
Ademas las SOD parecerian estar altamente relacionadas con la esclerosis
amiotrofica lateral familiar (FALS), en la cual lo individuos presentarian una forma de
la Zn/Cu-SOD mutada con funcién toxica (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman,
2003; Schulz y col., 2000).

1.8.2- Catalasa.

La catalasa (CAT) es una hemo-proteina asociada a NADPH con funcion peroxidasa
(Chelikani y col., 2004). Se encuentra principalmente en los peroxisomas de las

células de todos los 6rganos, especialmente en higado vy eritrocitos.
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La CAT transforma el H,O, en agua y Oa:

Es una enzima ubicua, muy resistente a la protedlisis y desnaturalizacion, y su
expresion esta modulada por el H,O, y especies reactivas del oxigeno (Chelikani y
col., 2004).

1.8.3- Glutation.

El glutation (GSH) es el mayor antioxidante en el cerebro (Dringen, 2000). Es el
principal antioxidante en los terminales presinapticos de las neuronas (Smythies,
1999). Sin embargo, la mayoria se encuentra en las células gliales (Philbert y col.,
1991). Ademas se encuentra en el espacio extracelular porque es secretado por
ambos tipos celulares.

El GSH es un tripéptido de glutamato, cisteina y glicina, mayormente citoplasmatico
(en menor medida mitocondrial), con alto numero de tioles (Aoyama y col., 2008a),
por lo tanto tiene un alto poder reductor. Actua como secuestrador de radicales libres
tales como el superoxido, el oxido nitrico, el radical hidroxilo y el peroxinitrito.
Ademas, resulta cofactor de reacciones de reduccion de peréxidos (como el H,0,),
calalizada por la glutation peroxidasa (GPx) (Chance y col., 1979). Al reaccionar, el
glutation reducido (GSH) pasa a su forma oxidada, glutation disulfuro (GSSG) (figura
10).

[2 G}~
2*\{/ \ o
| |
I
/) \ \
> @ \ ‘,f &P - 1.0 “\mnpu

GSSG

Figura 10. Vias de oxidacion y reduccion del glutation en su accion antioxidante.
Glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GR) (Dringen, 2000).
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Normalmente, la mayoria del glutation esta en su forma reducida, por ello el sistema
funciona como un buffer REDOX. La enzima glutation reductasa (GR) dependiente
de NADPH es la encargada de revertir el GSSG a GSH (Aoyama y col., 2008b).

Por otro lado, el glutation forma conjugados con sustancias toxicas, reaccién
catalizada por la glutation-s-transferasa, y es liberado por las células e hidrolizado
por la y-glutamil transpeptidasa (Dringen, 2000). Ambos fendmenos disminuyen la
cantidad de glutation, pero los valores son normalizados gracias a su sintesis de
novo.

El GSH es formado a partir de la unién de glutamato y cisteina catalizada por la
enzima y-glutamilcisteina sintasa, formandose un dipéptido que luego se une a una
glicina, reaccién catalizada por la enzima GSH sintasa (Aoyama y col., 2008b). El
GSH producido ejerce una retroalimentacion negativa sobre su sintesis inhibiendo a
la y-glutamilcisteina sintasa. El sustrato limitante es la cisteina, la cual ingresa a las
células gliales a través de los transportadores EAAT1 y EAAT2, y a las neuronas
hipocampales a través del transportador EAAC1 (Aoyama y col., 2008a). Ademas, el
dipéptido, producto de la hidrélisis de GSH puede ser reutilizado como sustrato para
la sintesis de novo (Dringen, 2000).

Ademas de su importancia como antioxidante, se le han adjudicado otras funciones,
tales como un papel esencial en la proliferacion celular, almacenamiento no toxico
de cisteina, neuromodulacion sinaptica y neurotransmisiéon (Cruz y col., 2003;
Dringen, 2000).

Se ha documentado que una disminucion de GSH puede desencadenar apoptosis,
llevar a un aumento del influjo de Ca®* a la célula, aumentar las ROS (figura 11), o
conducir a la disfuncién mitocondrial (Schulz y col., 2000). Se ha encontrado una
disminucion de GSH en el sistema nervioso de pacientes esquizofrénicos y en

individuos con enfermedad de Parkinson (Schulz y col., 2000).
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Figura 11. Proteccion dependiente del glutation contra el estrés oxidativo. El glutation
reacciona con el superoxido, el oxido nitrico, el radical hidroxilo, y el peroxinitrito (flecha
punteada). El glutatiéon también reacciona con el H,O, catalizados por la GPx/CAT.
Abreviaturas: O, : superoxido, H,O,: perdxido de hidrogeno, GPx: glutation peroxidasa, CAT:

catalasa, NO: 6xido nitrico, ONOQO™: peroxinitrito, HO": radical hidroxilo.
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2- El sistema inmune.

2.1- Anatomia del sistema inmune.

Los seres superiores defienden constantemente su integridad bioldgica frente a
agresiones, procedentes del exterior asi como del propio organismo. De no ser asi,
moririan como consecuencia de tumores e infecciones por bacterias, virus, hongos,
etc. Para que estos fendmenos de defensa se lleven a cabo, los organismos
disponen de un conjunto de elementos especiales, conocido como sistema inmune.
La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer y se madura y consolida en los
primeros afnos de la vida fuera del seno materno.

El sistema inmune (Sl) esta conformado por una serie de érganos, tejidos y células
que se encuentran distribuidos de manera amplia por todo el cuerpo.
Estructuralmente el Sl esta formado por érganos macizos como el timo, el bazo y los
ganglios linfaticos y estructuras tubulares como los vasos linfaticos que se
encuentran intercomunicando algunos de los 6rganos mencionados anteriormente.
Teniendo en cuenta las funciones que realizan estos 6rganos se pueden clasificar en
primarios y secundarios. En los érganos primarios, el timo y la médula ésea, se
generan las células que conforman al sistema inmune (linfopoyesis) y ademas en
éstos los linfocitos adquieren su repertorio de receptores especificos para cada tipo
de antigeno. Los érganos secundarios hospedan a las células capacitadas en un
entorno adecuado para que las mismas interactuen con los agentes extrafios al
organismo y eventualmente los eliminen. Los érganos linfoides secundarios incluyen
el bazo, los ganglios linfaticos y el tejido linfoide asociado a las mucosas, como las
amigdalas y las placas de Peyer del intestino.

El rol primario del S| es entonces proteger al organismo de agentes perjudiciales
externos. Juega ademas un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
antigénica del organismo eliminando clones autoreactivos, es decir que reconozcan

antigenos propios (Fainboim y Geffner, 2005; Delves y Roitt, 2000a).
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2.2- Inmunidad innata y adquirida.

Existen dos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida o adaptativa. La inmunidad
innata es la primera linea de defensa ante una infeccibn o un agente téxico
(Medzhitov y Janeway, 2000). Forman parte de ésta la piel y el epitelio de los tractos
digestivo, respiratorio y genitourinario, asi como también diversos tipos de células,
como mastocitos, macrofagos, neutréfilos entre otras. Ademas involucra el sistema
del complemento y proteinas de fase aguda. La respuesta inmune inespecifica es la
primera barrera defensiva del organismo y no requiere sensibilizacion previa. Este
tipo de respuesta es mediada por células con capacidad fagocitica y células
asesinas naturales (NK).

El sistema inmune adaptativo evolucioné en los vertebrados primitivos y permite una
respuesta inmunitaria mayor y especifica, asi como el establecimiento de la
denominada memoria inmunolégica que proporciona una respuesta mejorada a
encuentros secundarios con ese mismo patégeno especifico. La inmunidad
adaptativa puede clasificarse en dos tipos: la inmunidad celular, mediada por
linfocitos T (LT) y la inmunidad humoral mediada por linfocitos B (LB). Los LB y LT
reconocen motivos particulares presentes en los patdégenos. El linfocito B o T que
reconoce su antigeno se activa y sufre un proceso de expansion clonal generando
asi una progenie de idéntica especificidad antigénica compuesta por miles de células
(Delves y Roitt, 2000a).

2.3- Linfocitos B.

Los linfocitos B cumplen la funcidon de generar anticuerpos (Ac), funcion que llevan a
cabo una vez diferenciados. Los LB responden a dos tipos distintos de antigenos
(Ag), los Ag timo-independientes (T-independientes), como por ejemplo las
estructuras poliméricas presentes en la pared de las bacterias Gram-negativas
(lipopolisacarido de membrana, LPS), que inducen una respuesta sin necesidad de
la colaboracién de los LT y los Ag timo-dependientes (T-dependientes), como los
glébulos rojos de carnero (GRc) que necesitan de las células T para producir una
optima produccion de Ac (Delves y Roitt, 2000b). La interaccion de los Ag con sus

receptores produce la activacion del LB que prolifera y se diferencia en célula
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plasmatica, que es la célula efectora, y secreta activamente Ac especificos contra el
Ag que las activo.

Los LB reconocen a su Ag a través de receptores de membrana. Para los Ag T-
dependientes los receptores son inmunoglobulinas (Ig) de membrana de tipo IgD e
IgM (BCR). El procesamiento y presentacion de Ags T-dependientes a células T
efectoras estimula la produccién de citoquinas y la expresion en superficie de CD40,
que actua sobre las células B para inducir la progresion del ciclo celular y
diferenciacion celular. Existen dos tipos de Ag T-independientes, los Ag Tl-1 que no
estimulan las células B a través del BCR sino a través de receptores del tipo Toll
(TLRs), como por ejemplo el LPS que estimula al LB a través del TLR-4 (Medzhitov,
2001); y los Ags TI-2 que reaccionan de forma cruzada con BCR (Fainboim y
Geffner, 2005).

2.4- Linfocitos T.

La respuesta inmune de tipo celular cumple una importante funcién como
mecanismo inmunolégico de defensa, actuando principalmente frente a bacterias y
virus, asi como evitando la aparicién y desarrollo de células tumorales. Los LT
reconocen el Ag mediante un receptor de membrana (TCR), pero a diferencia de los
LB, que reconocen antigenos nativos, los LT lo hacen solo cuando el Ag es
degradado y procesado en el interior de las células presentadoras de antigeno
(APC) o de células infectadas y sus determinantes antigénicos son expuestos en la
superficie de estas células en el contexto de una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC).

Existen diversos tipos de linfocitos T. En funcion de la expresion de moléculas de
superficies CD4 y CD8 se clasifican en dos grupos. Las células T CD4" y células T
CD8". Las células CD4" a su vez se dividen en T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T
helper 17 y T reguladores (Treg) de acuerdo con su perfil funcional, determinado
fundamentalmente por el patron de citoquinas producido.

Los linfocitos T CD4" reconocen Ag procesados proteoliticamente y expuestos en el
contexto de moléculas del MHC de clase Il de las APC. Por otra parte, los linfocitos

citotéxicos CD8" reconocen a los Ag que han sido procesados endégenamente en el
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citosol de la célula infectada y presentados en superficie por moléculas MHC de
clase | (Fainboim y Geffner, 2005).
La diferenciacion de células T tanto en células efectoras Th1 como Th2 determina la

naturaleza de la respuesta inmune adaptativa que se activa subsecuentemente.

2.5- Citoquinas.

Las citoquinas son moléculas de bajo peso molecular bioldgicamente activas que
modulan la actividad del sistema inmune, secretadas por varios tipos celulares
pertenecientes o no al sistema inmune. Sus acciones suelen ser pleiotropicas y
redundantes. En este sentido suelen observarse efectos sinérgicos o antagoénicos.
Algunas citoquinas se consideran anti-inflamatorias y otras pro-inflamatorias
(Fainbom y Gefner, 2005).

Las células Th1 cuando son estimuladas secretan IFN-y, IL-2 y TNF. Las células Th1
estan involucradas en la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) que es la
responsable del reclutamiento de otras células inflamatorias en los tejidos periféricos
infectados y la diferenciacion de células CD8" en células citotoxicas maduras. Un
ejemplo de respuesta DTH mediada por células Th1 es la prueba de tuberculina
cutanea. Ademas fueron implicadas como efectores de las enfermedades
autoinmunes en general (Liblau y col., 1995; Romagnani, 1995), y en enfermedades
del sistema nervioso central como por ejemplo la esclerosis multiple (Olsson, 1995 a
y b).

Las células Th2 secretan IL-4, IL-6, IL-10, IL5, IL-13 y TGF-B. Cumplen un papel
principal en la inmunidad frente a bacterias y parasitos extracelulares (Faimbon y
Gefner, 2005). Estas células y sus citoquinas son necesarias para la estimulacién y
diferenciacion de LB en células plasmaticas maduras secretoras de anticuerpos.
También estan implicadas en reacciones alérgicas: la IL-4 activa la produccién de
IgE y la IL-5 activa los eosindfilos (Elenkov, 2004).

La generacién de respuesta Th1 y Th2 suele ser mutuamente excluyente. Existe 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 y la IL-4 secretadas por las Th2 inhiben
la secrecidn de IL-2 e IFN-y por parte de las Th1. La inhibicién ejercida por la IL-10

no es directa, la IL-10 reduce el numero de moléculas de MHC-II de las APC por lo
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cual ésta disminuyen su capacidad de activar a las Th1. El predominio de una u otra
de las dos subpoblaciones de linfocitos Th depende a su vez del microambiente de

citoquinas en que ocurre la activacién y maduracion inicial a partir de linfocitos en
reposo (Faimbon y Geffner, 2005).

En la figura 12 puede verse un esquema general de la respuesta inmune.
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Figura 12: Esquema general de la respuesta de los linfocitos frente a una infeccion viral. Las células
T se caracterizan por poseer receptores de células T (TCRs) que reconocen antigenos procesados
presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), como se muestra en el
lado izquierdo de la figura. La mayoria de la células T citotdxicas son CD8", reconocen un antigeno
procesado presentado por las moléculas MHC de clase |, matan a la celula infectada, previniendo la
replicacion viral. Las células T citotoxicas activadas secretan interferén-y, que junto con el interferén-a
y B producido por las células infectadas, crea un estado de resistencia celular a la infeccion viral.
Como se muestra en el lado derecho de la figura, las células T colaboradoras (T helper) son
generalmente CD4", reconociendo al antigeno procesado presentado por moléculas MHC de clase II,
y puede ser dividido en dos poblaciones principales. Células T helper tipo 1 (Th1) que secretan
interferon-y e interleuquina-2, las cuales activan macrofagos y células T citotdéxicas para matar
organismos intracelulares; células T helper tipo 2 (Th2) que secretan interleuquina 4, 5 y 6, las cuales
ayudan a las células B a secretar anticuerpos. Las células B reconocen al antigeno directamente o en
forma de complejo inmune sobre las células dendriticas foliculares en centros germinales (Delves y

Roitt, 2000b).
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2.6- Memoria inmunitaria. Respuesta primaria y secundaria.

Cuando un linfocito reconoce a su antigeno se activa y se produce una expansion
clonal del mismo. Algunos de esos clones actuaran como células efectoras en la
defensa contra el patégeno que despertd la respuesta, otras se diferenciaran en
células de memoria que perduraran en el organismo y podran actuar frente a una
reexposicién al mismo patégeno, garantizando una respuesta mas rapida y eficiente.
Los LT CD4" generan células de memoria que se pueden dividir en dos
subpoblaciones los linfocitos T de memoria efectores (Tye) y los linfocitos T de
memoria centrales (Tyc). Las Tye expresan determinadas moléculas de adhesiéon y
receptores para quimiocinas que les permiten ingresar a los tejidos periféricos, al ser
activados secretan rapidamente las citoquinas efectoras. Los Tyc expresan
moléculas de adhesion que les permiten entrar a los 6rganos linfaticos secundarios.
Poseen mayor capacidad de proliferaciéon frente a la reestimulacion antigénica en
relacion con los Tye (Fainboim y Geffner, 2005). Los linfocitos T CD8" también
poseen la capacidad de generar células de memoria.

En la inmunidad humoral deben 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 produccion de
células plasmaticas secretoras de anticuerpos 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 antigeno. Para este tipo de
antigeno, la respuesta secundaria posee diferencias importantes respecto a la
respuesta primaria. Se inicia mas rapidamente (menor fase lag), alcanza mas
intensidad (100 a 1000 veces mayor), dura mas tiempo y se produce
preferentemente IgG, aunque también IgA e IgE, en lugar de IgM (figura 13 A). Para
Ags T-independientes, tanto en la respuesta primaria como en la secundaria, el Ac
producido es de tipo IgM (figura 13 B).
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Por ultimo cabe destacar que la memoria inmunitaria de los LB suele ser de mayor

duracién que la generada por LT (Fainboim y Geffner, 2005).
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Figura 13. Respuesta primaria y secundaria. (A) Respuesta inmune inducida por un
antigeno T-dependiente. (B) Respuesta inmune inducida por un antigeno T-

indedependiente.
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3- Interaccién entre el sistema inmune y el sistema

nervioso.

Durante los ultimos veinte afios se han realizado numerosos estudios para identificar
los mecanismos responsables de la comunicacion bidireccional entre los sistemas
neuroendocrino e inmune. Una gran cantidad de estudios realizados in vitro e in vivo,
indican que comparten ligandos y receptores que son usados como un lenguaje
quimico comun dentro y entre el sistema inmune y neuroendocrino (Blalock, 1994).
En la figura 14 se esquematiza la interaccion entre ambos sistemas los cuales

comparten ligandos y receptores.

Sistema
neuroendocrino
{;’5
XS
S R
ey -
& ¥ <
& ™
v
Péptidos, hormonas, Peptidos, hormonas,
neurotransmisores, neurotransmisores,
citoquinas citoquinas
W "'0@
.k <
("\0 Q,(-' _b(\
P O &
&
i Sistema N
v Inmune

Figura 14: Circuito de comunicacion molecular dentro y entre el sistema inmune y el sistema

neuroendocrino, compartiendo ligandos y sus receptores.
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3.1- Regulacion del sistema inmune por el sistema neuroendocrino.

Existe una estrecha relacion entre el Sl y el Sistema Nervioso (SN), estos dos
sistemas junto al sistema endocrino (SE) mantienen la homeostasis del individuo y
representan un mecanismo integral que contribuye a la adaptacion del individuo y de
las especies (Ader y Cohen, 1993). Entre estos sistemas existe una relacion
funcional para la adaptacién fisiolégica al estrés y es necesario un nivel éptimo de
funcionamiento de los mismos para lograr una existencia duradera.

El sistema nervioso simpatico (SNS), el cual inerva extensamente los 6rganos
linfoides estableciendo conexiones anatémicas entre los sistemas nervioso e inmune
(Felten y col., 1987; Felten y Felten, 1988), regula la funcion del Sl principalmente
por la via de neurotransmisores adrenérgicos liberados a través de circuitos
neuronales (Dantzer y Wollman, 2003 ; Webster y col., 2002).

Las células del S| poseen receptores de membrana para la mayoria de los
neuropéptidos y neurotransmisores por lo que poseen la capacidad de responder a
estos factores. Estos receptores son funcionales y su activacion induce cambios en
las funciones inmunes como la proliferacion celular, y las respuestas inmunes
especificas (Eskandari y col., 2003).

La noradrenalina (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 2 (B2AR) (Bylund y
col., 1994).

Las células T, las cuales expresan varios receptores para catecolaminas, pueden
cambiar su fenotipo en respuesta a las sefales recibidas. La noradrenalina, llevada
a los organos linfaticos via inervacion simpatica, puede cambiar el perfil de
produccion de citoquinas y la respuesta proliferativa de las células T (Lyte y col.,
1991), y movilizar las células madres hematopoyéticas de la médula ésea a la
circulacién de sangre periférica (Katayama y col., 2006). Diamond y col. (2001)
publicaron un trabajo donde reportan que la estimulacion mental en humanos
aumenta el numero de células T circulando en sangre. Otros resultados sugieren que
las células T son movilizadas desde los nddulos linfaticos a la sangre periférica bajo
condiciones fisiologicas en la cual la neurogénesis es aumentada por ambiente

enriquecido y/o actividad fisica (Ziv y col., 2006).
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La principal via hormonal por la cual el SNC regula al Sl es el eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) a través de las hormonas de la respuesta neuroendocrina al
estrés. A su vez las células del sistema inmune producen citoquinas que pueden
alteran la funcién del eje HPA.

Existen dos tipos de receptores para los glucocorticoides (GCs), los receptores de
glucocorticoides (GCR) y los receptores mineralocorticoides (MR) (Webster y col.,
2002). La corticosterona tiene mayor afinidad por los MR que por los GCR (Sorrells y
Sapolsky, 2007), por lo que a bajas concentraciones la hormona circulante se une
preferentemente a MR. Sélo a altos niveles circulantes o altas concentraciones en el
tejido los GCR son ocupados (DeRijk y col., 2002; Funder, 1997).

El principal receptor para GCs en células inmunes, como macréfagos y LT es el
GCR por lo que la influencia de estas hormonas sobre la funcidon inmune es mediada
a través de este receptor (Marchetti y col., 2001).

Los GCs pueden regular al SI de muchas formas. Por ejemplo pueden modular la
expresion de citoquinas, moléculas de adhesién, quimioatractantes y otros factores
inflamatorios (Adcock e Ito, 2000; Atsuta y col.,, 1999; Nakagawa y col., 1999),
bloquear la maduracion linfocitaria (Wisniewska y col., 2004) e inducir apoptosis
(Bishop y col., 2000).

Durante muchos afios se penso6 que los GCs eran inmunosupresores, sin embargo
los estudios que llevan a estas conclusiones se realizaron utilizando dosis
farmacologicas de éstos y moléculas sintéticas (Boumpas y col, 1993).
Recientemente se postuld que a concentraciones fisioldgicas, los GCs serian
inmunomodulatorios, ya que causan una supresién selectiva de la inmunidad celular
Th1 y un cambio hacia la inmunidad celular Th2, mas que una inmunosupresion
generalizada (Elenkov, 2004). De hecho los GCs a nivel fisiolégico estimularian
varios aspectos de la funciéon inmune. Por ejemplo, varios procesos relacionados a la
funcion de células T son facilitados (Wilckens y De Rijk, 1997). También estimulan
agudamente las reacciones de hipersensibilidad de tipo retardara, mientras que a

concentraciones farmacoldgicas la suprimen (Dhabhar y McEwen, 1999).
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3.2- Accién de las citoquinas en el sistema nervioso.

Se conoce que las citoquinas producen una serie de efectos sobre el
comportamiento luego de su administracién central o periférica (Dantzer y col., 1996;
De Sarro y col., 1990). El animal que sufre una infeccion presenta una disminucion
en su alimentacion, actividad locomotora y exploratoria, interaccién social y actividad
sexual, entre otras. El estado de somnolencia aumenta y las funciones cognitivas
estan disminuidas. Este comportamiento denominado "sickness behavior" ha sido
asociado a la activacién del sistema inmune y a la liberacion de citoquinas (Dantzer,
2001). Las citoquinas proinflamatorias, el TNF-a, la IL-1a/f y la IL-6 son las
candidatas mas firmes para mediar estos efectos. Se demostrdé experimentalmente
que la administracion central o periférica de IL-1 produce efectos sobre las funciones
cognitivas (Bluthé y col., 1997). La administracion de IL-6 o TNF-a no ejercen por si
solas un efecto tan potente como el observado para la IL-1 aunque existen
evidencias de su participacién en la conducta denominada "sickness-behavior"
(Bluthé y col., 2000). Asimismo, la IL-2 es capaz de inducir un efecto soporifero al
ser inyectada en el locus coeruleus en ratones (Nistico y De Sarro, 1991). Por otro
lado, se ha observado un aumento en la actividad locomotora y exploratoria luego de
la administracion de IL-2 en el hipocampo e hipotalamo (De Sarro y col, 1990; Nistico
y De Sarro, 1991) y también luego de su administracién periférica (De Sarro y col,
1990). Tanto la IL-2 como la IL-6 fueron asociadas con estados psicopatoldgicos
como por ejemplo una serie de manifestaciones psiquiatricas, que incluyen el delirio,
la paranoia, las alucinaciones y el estado de letargia, las cuales fueron observadas
en pacientes que recibieron tratamiento inmunolégico con IL-2 (Caraceni y col,
1993). Respecto al Alzheimer, se ha observado un aumento de las interleuquinas 1y
6, que a su vez se han correlacionado con incrementos en la sintesis de proteinas
amiloides, por lo que pueden considerarse uno de los factores determinantes de esta
enfermedad.

Originalmente se pensé que las hormonas producidas en la periferia podian
atravesar directamente la barrera hematoencefalica, ya que varias hormonas
inmunoregulatorias, incluyendo IL-1, IL-2, IL-6 y TNF produjeron efectos sobre las
funciones neuroendocrinas. Sin embargo como el tamafo de las hormonas era muy

grande como para penetrar la barrera hematoencefalica, se sugiridé la produccion
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local de las citoquinas en el tejido neuroendocrino (Vankelecom y col., 1989; Koenig
y col., 1990).

AlUn no queda claro como las interleuquinas alcanzan el SNC (Banks y col., 1995).
Uno de los mecanismos propuestos sostiene que las citoquinas actuan a nivel de un
organo circunventricular, vagal u otro nervio aferente, liberando sustancias que
estimulan la liberacion de citoquinas dentro del SNC; las células de la microglia
serian las principales productoras de las mismas. Otros mecanismos postulan la
existencia de transportadores especificos de tal manera que las citoquinas ingresan
a través de los mismos desde la sangre al SNC. Muchos de estos transportadores
han sido identificados, aunque aun no esta claro si la actividad de estos
transportadores alcanza para obtener los niveles de citoquinas adecuados dentro del
SNC para producir los efectos encontrados.

3.3- Accion de las neurotrofinas en el sistema inmune.

Numerosos estudios se han hecho para dilucidar la funcion de las neurotrofinas
(NTs) en otros sistemas, ademas del SN, incluyendo el Sl (Otten y Gadient, 1995;
Tessarollo, 1998; Aloe y col., 1999; Aloe, 2001; Sariola, 2001).

Los linfocitos pueden secretar factores neurotréficos, factores que tienen la
capacidad de aumentar la supervivencia neuronal. Como por ejemplo BDNF, NGF y
la NT3 (Bronzetti y col., 2006). Los linfocitos ademas poseen receptores para estas
NTs. Dean y col. (1987) fueron los primeros en demostrar que las neurotrofinas
podian actuar sobre linfocitos, vieron que NGF puede incrementar la respuesta
blastogénica en células esplénicas de ratén.

Ademas se vio que la expresiéon de neurotrofinas y sus receptores es dependiente
de la activacioén celular (Kerschensteiner y col., 1999; Moalem y col., 2000).

Los niveles de BDNF en el giro dentado, los cuales son afectados por la actividad de
las células inmunes (Ziv y col., 2006), podrian no sélo afectar la neurogénesis
(Sairanen y col., 2005) sino también otras formas de plasticidad hipocampal como el
LTD (Pang y col., 2004).
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3.4- Evidencias que avalan la existencia de una autoinmunidad

protectora. Nuevas perspectivas terapéuticas.

En la ultima década, el area de la psiconeuroinmunologia se ha desarrollado como
una significativa disciplina biomédica. Es ahora posible ver al sistema nervioso, al
sistema enddcrino y al sistema inmune como parte de un sistema integrado de
respuesta. El impacto de esta red psiconeuroimmunoldgica para la investigacion en
psiquiatria es obvio. Especialmente cuando la historia muestra la relevancia de
infecciones e inmunidad en la practica psiquiatrica, cerca del 30% de los pacientes
con desordenes psiquiatricos sufrieron de neurosifilis antes que una terapia para
esta enfermedad fuera desarrollada hacia fines del siglo XIX. Mas actual, es la
aparicion de trastornos neuropsiquiatricos en enfermos de SIDA. 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.

Sin embargo, a la hora de evaluar esta interaccion las respuestas inmunoldgicas en
el sistema nervioso central (SNC), especialmente aquellas con un importante
componente inflamatorio, son consideradas como neurotéxicas. Esto es logico si
tomamos en cuenta que por afos los inmundlogos han considerado la tolerancia
hacia antigenos propios como la éptima condicién para la salud del individuo y que
ademas, las células inmunes tienen limitado acceso al SNC. Sin embargo,
investigaciones recientes han demostrado que células T reactivas para
autoantigenos del SNC son necesarias para la reparacion post-injuria del tejido
neural (Yoles y col., 2001; Kipnis y col., 2002; Schwartz y Kipnis, 2001) liberando
neurotrofinas que estimulan la neurogénesis (Ziv y col., 2007). Asimismo, se ha
sugerido que tendrian un papel en el aprendizaje espacial y la memoria (Ziv y col.,
2006).

El grupo de Michael Schwartz introdujo el concepto de “autoinmunidad protectora”
(protective autoimmunity). Lo defini6 como una respuesta fisioldgica producida ante
una situacion amenazante en el SNC. La respuesta es beneficiosa pero, si su
funcionamiento es afectado, esta puede llevar a una enfermedad autoinmune
(Schwartz y col., 2003). Ellos demostraron en numerosos trabajos experimentales

que la respuesta fisiologica de las células T autoreactivas juegan un papel crucial en
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la neuroprotecciéon después de una lesién en el SNC (Hauben y col., 2000b; Yoles y
col., 2001). Uno de estos estudios fue realizado en ratas a las que se les lesiono
parcialmente el nervio 6ptico donde mostraron que inyecciones sistémicas de células
T que fueron especificas para péptidos asociados a mielina redujeron la pérdida de
fibras y neuronas post-lesion. Asi que, la supervivencia de las células ganglionares
de retina lesionadas fue mayor para las ratas tratadas con células T especificas para
mielina que para ratas tratadas con células T especificas para un antigeno
irrelevante o ratas no tratadas (Moalem y col., 1999a). Resultados similares fueron
obtenidos por recuperacion de la actividad motora después de una lesion de la
médula espinal (Moalem y col., 1999b; Hauben y col., 2000a; 2000b).

Existen discrepancias entre los modelos estudiados acerca de que las células T
pueden conferir neuroproteccion o exacerbar el dano causado previamente en el
SNC. Esto refleja la complejidad de la respuesta inflamatoria, asi como también la
naturaleza del tejido danado, la especie, la cepa, el sexo, la genética y el estado
fisioldgico de un determinado 6rgano o animal en el momento de estudio (Kipnis y
col., 2001; Hauben y col., 2002; Hauben y Schwartz, 2003). Los resultados de Kipnis
y col. (2000) sugieren que los mismos tipos de células T (Th1) pueden ser
potencialmente destructivos o potencialmente protectores. La regulacion de estas
células autoinmunes evitando el riesgo de la aparicion de una condicién patoldgica
de autoinmunidad, seria llevada a cabo por células T regulatorias CD4'CD25"
(Kipnis y col., 2002).

Los resultados de los diversos estudios realizados por el grupo de Schwartz sugieren
que estas células autoreactivas, presentes en los individuos sanos, podrian tener un
papel fisiologico importante para mantener la integridad del SNC (Ziv y col., 2006).
El acetato de glatiramer (GA; Copaxone®, copolimero 1) consiste de sales de acetato
de polipéptidos sintéticos que contienen cuatro aminoacidos: L-alanina, L-glutamato,
L-lisina y L-tirosina (Teitelbaum y col., 1971). Fue aprobado por la Food and Drugs
Administration (FDA) de U.S.A. para el tratamiento de la esclerosis multiple (Schori y
col., 2001; Kipnis y col., 2000). EI GA puede tener una débil reaccion cruzada con
autoantigenos residentes en el SNC (Kipnis y col., 2000) y puede estimular los
efectos protectores o de reparacion de las células T autoreactivas (Kipnis y col.,
2000; Angelov y col., 2003; Benner y col., 2004; Avidan y col., 2004). En tal sentido
el grupo de Schwartz ha demostrado que una sola inyeccién de GA es protectora en

un modelo agudo de injuria en el SNC (Angelov y col. 2003).
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4- Estrés.

4.1- Mediadores involucrados.

El estrés es definido como aquella condicion que perturba severamente la
homeostasis fisioldgica y psicolégica de un organismo (Levine y Ursin, 1991; Weiner,
1992). Mientras que el estrés es un mecanismo de supervivencia necesario, el estrés
prolongado puede tener varios efectos deletéreos, incluyendo desde deterioro en el
aprendizaje y la memoria hasta aumento de muerte de células neuronales.

La clasica respuesta fisioldgica al estrés incluye la activacion del sistema nervioso
auténomo vy el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), con el consecuente aumento
de los niveles de glucocorticoides (GC) y catecolaminas en sangre y tejidos. En lo
que conforma el eje HPA, las neuronas del nucleo paraventricular (PVN) del
hipotalamo secretan CRH (hormona liberadora de corticotropina) y AVP (arginina
vasopresina), que estimulan en la glandula pituitaria la secrecién de ACTH (hormona
adrenocorticotrépica) hacia el torrente sanguineo. La ACTH estimula la sintesis y
secrecion de GC (cortisol en primates y corticosterona en roedores) en la corteza de
la glandula adrenal. Ademas, el PVN modula al sistema auténomo mediante
proyecciones hacia neuronas preganglionares simpaticas y parasimpaticas. A través
de la via simpatica se estimula en la médula adrenal la secrecion de adrenalina.

El hipocampo y la amigdala tienen un rol clave en la regulacion de la respuesta al
estrés. Estas regiones forman parte de un sistema integrador involucrado en el
control neuroendocrino. Ambos, de manera indirecta o directa proyectan hacia el
hipotalamo (Watts, 2007). ElI hipocampo esta involucrado en el mecanismo de
retroalimentacion negativo sobre el eje HPA (Furay, 2008; Sapolsky y col., 1984).
Esto ocurriria principalmente via la estimulacion por GC, aunque ademas existen
evidencias de un tono inhibitorio sobre el eje, independientemente de los GC
(Buckingham, 2007). Contrariamente, la amigdala tendria un papel excitatorio del eje
HPA (Kollack-Walker y col., 2007).

Como ya fuera mencionado, las células del sistema inmune tienen receptores tanto
para los glucocorticoides como para las catecolaminas, constituyéndose en

mediadores de los efectos del estrés sobre el sistema inmune (figura 15).
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sistema nervioso parasimpatico, Modificado de Wesbter y col. (2002).
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Se ha demostrado que el estrés afecta la plasticidad sinaptica, la morfologia
dendritica, la neurotoxicidad y la neurogénesis dentro del hipocampo (Kim y Yoon,
1998; McEwen, 1999). El hipocampo es particularmente sensible a los efectos del
estrés como se esquematiza en la figura 16. Se ha documentado que estas
alteraciones, que incluyen la atrofia dendritica de las neuronas piramidales de la
region CA3, la supresion de la proliferacion celular en el giro dentado, la
reorganizacion de las vesiculas sinapticas en las terminales de las fibras musgosas y
la inhibicién de la potenciacién a largo plazo (LTP) en la zona CA3 y el giro dentado,
con el consecuente deterioro cognitivo evidenciado por menores desempefios en
pruebas de aprendizaje y memoria, se producen luego de la exposicién cronica a la
situacion de estrés, pero no en el corto plazo. Los glucocorticoides han sido los
mediadores principalmente involucrados en estos efectos deletéreos del estrés
(McEwen, 2001).
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Figura 16. Efectos fisiologicos comportamentales asociados con el estrés. Con un nivel
medio de estrés, ocurren alteraciones como corta duraciéon en los sistemas motivacional,
emocional y del despertar que pueden tener influencia en los procesos de aprendizaje y
memoria. Cuando el nivel de estrés se incrementa (en duracion, intensidad o ambos), varios
cambios transientes y permanentes son observados en el hipocampo, incluyendo
modificaciones en la plasticidad sinaptica, cambios morfologicos y muerte neuronal. Estos
cambios inducidos por el estrés en el hipocampo pueden potencialmente contribuir a

perjudicar el aprendizaje asociado con el estrés (Kim y Yoon, 1998).
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Mas recientemente, las citoquinas se han perfilado como importantes mediadores de
la respuesta al estrés produciendo importantes cambios conductuales. Es importante
tener en cuenta que estas interleuquinas tienen la capacidad de actuar a nivel del
SNC produciendo cambios en el comportamiento y que ademas han sido implicados
en procesos de inflamacion y degeneracion neuronal. Se ha demostrado que
enfermedades relacionadas al estrés como la depresion mayor y el Alzheimer cursan
con desbalances en la relacion de citoquinas de tipo Th1/Th2 (Schwarz y col., 2001;

Sperner-Unterweger, 2005).

4.2- Modelos experimentales de estrés croénico.

Existen diversas formas de inducir estrés en animales, el cual, dependiendo de la
duracién, puede clasificarse en agudo o crénico. Los esquemas de estrés por lo
general involucran la exposicion a diferentes agentes estresantes como
inmovilizacioén, shock eléctrico, frio, ejercicio y restriccidon de comida, entre otros. La
aplicacion de éstos por un periodo de tiempo prolongado (mas de una semana)
(Joéls y Baram, 2009), es considerado estrés cronico. Varios paradigmas de estrés
cronico han sido utilizados en estudios preclinicos para evaluar la accién de
farmacos antidepresivos, como el modelo de estrés psicosocial en el primate
primitivo Tupaia belangeri (Fuchs y Flugge, 2002) y el estrés fisico, social e
impredecible en roedores (Alfonso y col., 2006; McEwen, 2001). Cuando se utiliza un
solo tipo de estresor, por ejemplo inmovilizacién, el modelo se denomina de estrés
crénico homotrépico. Cuando se utilizan una combinacion de diferentes estresores,
se denomina heterotrdpico.

Un modelo de estrés heterotrépico es el modelo de estrés cronico moderado (CMS).
El mismo consiste en someter a los animales a una serie de estresores considerados
moderados que se aplican de manera crénica, secuencial y alternada para no
producir acostumbramiento por parte del animal (Willner y col., 1992; Moreau, 1997).
Este modelo implica un bajo grado de estrés ofreciendo una aproximacion razonable
a diversos estresores de la vida diaria. En este sentido, el modelo de estrés crénico
moderado ofrece una simulacion realista de los efectos bioldgicos del estrés crénico.
Es importante tener en cuenta que la sensibilidad a este modelo puede variar de

acuerdo a la cepa utilizada, el sexo, la edad e inclusive al proveedor de los animales.
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Por otra parte, los cambios conductuales que se manifiestan en los animales
sometidos al modelo pueden diferir entre laboratorios debido a diferencias minimas
en la implementacion del modelo (Willner, 1997). Asimismo es importante tener en
cuenta que se han utilizado cepas de ratones que por sus alteraciones conductuales
y neuroquimicas han sido denominadas “reactivas” y “relativamente resistentes” al
estrés, a saber: BALB/c y C57BL6 (Tannenbaum y Anisman, 2003; Lepicard y col.,
2000). Interesantemente estas cepas frente a un desafio antigénico dan respuesta
con un perfil diferente de citoquinas, los ratones BALB/c dan respuesta con
predominio Th2 y los C57BL6 con predominio Th1. Esto determina diferencias tanto
en su inmunidad innata (Watanabe y col., 2004) como adquirida (Guifazu y col.,
2004).
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1- El sistema nervioso.

1.1- Anatomia del sistema nervioso.

El sistema nervioso de los mamiferos consta de dos partes fundamentales: el
sistema nervioso central (SNC), que se aloja en el craneo y el canal vertebral, y el
sistema nervioso periférico (SNP), que esta fuera de estas cavidades e integrado por
numerosos nervios (los nervios espinales y craneales), los ganglios periféricos y los
receptores sensoriales. Los nervios del SNP que llevan los impulsos hacia el SNC se
llaman aferentes o sensitivos, y los que llevan impulsos del cerebro al SNP se llaman
eferentes o motores.

El SNC esta formado por el encéfalo y la médula espinal, que son centros de
integracion nerviosa. Surge, embriolégicamente, de la placa ectodérmica central. Ya
en las etapas tempranas el tubo neural muestra tres camaras, que son las que daran
origen a las estructuras cerebrales del adulto: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el
rombencéfalo. Las neuronas inician su ciclo vital en los ventriculos y luego emigran a
su localizacién final, dirigidas por procesos genéticos.

En el encéfalo se distinguen dos sustancias, una sustancia gris (debido al
predominio de cuerpos celulares, que son de color grisaceo) y la otra blanca (a
causa de la gran concentracién de mielina blanquecina, que cubre los axones). La
sustancia gris esta en la parte externa del encéfalo y se denomina corteza.

La corteza se divide en seis I6bulos, cuatro primarios: occipital, temporal, parietal y
frontal y dos secundarios: la insula y el sistema limbico.

La corteza occipital es el area sensorial primaria para la entrada de datos visuales.
Las funciones principales del l6bulo temporal son el lenguaje, la memoria y la
emocion. La corteza parietal se caracteriza por encontrarse en ella la llamada
corteza de asociacion de las vias de entrada sensoriales. Ademas, el I6bulo parietal
izquierdo ejerce un papel preferente en el proceso verbal. El I6bulo frontal es el area
del cerebro que mas ha evolucionado y es la sede de las conductas especificas de
cada especie; son la base de la conducta compleja, de la autoconciencia y de la
personalidad. La parte mas posterior es el area o corteza motora frontal, implicada
en el aprendizaje motor. La parte anterior, o corteza prefrontal, es la implicada en

funciones cognitivas complejas, en la voluntad y la conciencia de si, en la
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denominado masa intermedia. Los talamos son masas de sustancia gris, por lo que
contienen cuerpos neuronales y numerosas conexiones sinapticas. El talamo es
funcionalmente muy complejo: algunas de sus estructuras hacen funcién de relevo
sinaptico, pero también tiene funciones de integracion y en la expresion de
emociones. El hipotalamo estd situado debajo del tdlamo, como su nombre indica.
Controla el sistema nervioso auténomo y el sistema enddcrino, y esta implicado en
conductas basicas de huida, lucha, apareamiento, ingesta, temperatura corporal y
estado de vigilia.

El mesencéfalo esta constituido por el tectum y el tegmentum. El primero tiene como
principales estructuras los coliculos superiores, que forman parte del sistema visual,
y los coliculos inferiores, que lo son del sistema auditivo. El segundo incluye
estructuras como el nucleo rojo y la sustancia negra, que forman parte del sistema
de control motor. La formacion reticular es una compleja estructura formada por
numerosos nucleos; es grande y se extiende desde el bulbo a través del puente y
cerebro medio al talamo y otras zonas diencefalicas. Interviene en funciones como el
suefo, la atencion, el tono muscular y el movimiento y en varios reflejos vitales.

Los dos hemisferios estan separados medialmente por el cuerpo calloso, que es un
conglomerado de fibras nerviosas blancas que los conectan y transfieren cantidades
enormes de informacién de un lado a otro; de esta forma realizan una mutua

regulacion (Barbado Alonso y col., 2002).
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organizacién de la conducta social, en la anticipacion y planificacion de tareas y
acciones (figura 1 A).

El sistema limbico fue considerado inicialmente como sede de las emociones, pero
después se ha visto que era importante para otras funciones, como la memoria y el
aprendizaje. Los componentes de este sistema son la amigdala, el tdlamo, el
hipotalamo, la hipdfisis, el hipocampo, el area septal (compuesta por el férnix, cuerpo
calloso y fibras de asociacion), la corteza orbitofrontal y la circunvolucién del cingulo.
Los estimulos emocionales son registrados por la amigdala, que es el sistema de
alarma del cerebro y el generador de respuestas emocionales. Existe una serie de
emociones basicas, primarias, como el miedo, la sorpresa, la cdlera, entre otras,
pero muchas de las emociones son secundarias, es decir, que la informacién
generada ha sido reenviada a la corteza y elaborada por el cértex de asociacion.
Todo cuanto capta el cerebro consciente lo envia al sistema limbico donde se
elabora una respuesta basica. Esta se envia nuevamente a los hemisferios
cerebrales y alli se transforma en las complejas sensaciones especificas para cada
contexto particular.

El hipocampo esta situado en el I6bulo temporal medio. Por su forma plegada, que
recuerda a un caballito de mar, recibié el nombre de hipocampo (figura 1 B y C). Su
principal funcién es la consolidacion de la memoria y el aprendizaje. Una lesidén en
esta zona produce amnesia anterograda, es decir, de los acontecimientos ocurridos
después de la lesion, afectando los recuerdos de hechos especificos, pero no al
aprendizaje de nuevas capacidades o habilidades. Esto es asi debido a que existen
multiples memorias y no todas son codificadas por el hipocampo. Este almacena las
memorias recientes conscientes, la memoria explicita o declarativa. Las memorias
inconscientes emocionales son mediadas por la amigdala y las memorias
procedimentales, por los ganglios basales y la corteza motora. El hipocampo no
madura hasta los dos anos, lo que explica por qué no tenemos recuerdos (memoria
episodica) anteriores a los tres afos.

El diencéfalo esta situado en la parte interna central del cerebro, entre los
hemisferios y el tronco del encéfalo, y por él pasa la mayoria de fibras que se dirigen
hacia la corteza cerebral. Las partes mas importantes del diencéfalo son el talamo y
el hipotalamo. El talamo es una estructura bilobulada de gran tamafo en la parte
superior del tronco-encéfalo. El tercer ventriculo separa entre si ambos talamos,

aunque éstos permanecen unidos gracias a un puente de tejido talamico
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Figura 1. (A) Esquema representativo de un corte transversal del cerebro de un raton. (B)
Esquema representativo de un corte coronal de cerebro de ratén en donde se observan los
[6bulos del hipocampo. (C) Corte coronal del cerebro de un ratén tedido con
acetilcolinesterasa. En violeta mas obscuro se observa el hipocampo (Paxinos y Franklin,
2001).
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1.2- El hipocampo.

El hipocampo es una estructura altamente relacionada con los procesos de
aprendizaje y memoria (Florian y Roullet, 2004), que junto con la amigdala forman el
eje central del sistema limbico.

El hipocampo esta formado por dos laminas de corteza y en corte transversal tiene
una estructura laminar muy definida con capas visibles donde estan organizadas
filas de células piramidales. Las conexiones dentro del hipocampo generalmente
siguen este formato laminar y son unidireccionales. Ellos forman /oops cerrados bien
caracterizados que se originan principalmente en la corteza entorrinal (EC)
adyacente. De esta manera hay rutas definidas para el flujo de la informacion
haciendo que el hipocampo sea el blanco mas frecuente para el estudio de la
funcién sinaptica. Las diferentes capas de células y secciones estan definidas por
una serie de conexiones. Las principales capas de células piramidales estan en las
regiones CA1-4 (area celular 1-4), principalmente CA1 y CA3 y en el giro dentado
(DG).

La via perforante es la principal entrada al hipocampo. Los axones de la via
perforante se originan principalmente en las capas Il y Il de la corteza entorrinal, con
una contribuciéon menor desde las capas profundas IV y V. Los axones de las capas
I/IV se proyectan a las células granulares del giro dentado y a las células
piramidales de la region CA3, mientras que aquellos de las capas Ill/V proyectan con
las células piramidales de la CA1 y el subiculum (Sb). La via perforante puede ser
separada en caminos lateral y medio (LPP y MPP, respectivamente), dependiendo si
las fibras se originan desde la corteza entorrinal lateral o media (LEC y MEC,
respectivamente).

Las mossy fibres (MF) son los axones de las células granulares del giro dentado.
Estas se extienden desde el giro dentado a las células piramidales de CA3,
formando su entrada principal. Las mossy fibres, que conectan con las neuronas CA,
son grandes agregaciones de terminales con multiples sitios de liberacion de
transmisores y densidades postsinapticas. Varias células granulares pueden hacer
sinapsis en una célula piramidal simple de la CA3, la cual esta involucrada

especialmente en la memoria espacial de trabajo (Florian y Roullet, 2004).
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La via colateral de Schaffer es derivada de los axones que se proyectan desde la
region CA3 a la region CA1 del hipocampo. Cualquiera de los axones que vienen
desde las neuronas CA3 (ipsilateral) o de una estructura equivalente en el hemisferio
opuesto (contralateral) son llamadas mas tarde fibras comisurales, por atravesar de
un hemisferio a otro del cerebro. Esta via es intensamente utilizada para estudiar los
receptores NMDA LTP (potenciacion a largo término) y LTD (depresion a largo
término) dependientes.

La via desde el CA1 al subiculum y entrando a la corteza entorrinal forman la salida
principal del hipocampo. Sin embargo, esta no es una via directa unidireccional. La
conexion CA1-Sb sigue un disefio anatémico estricto. El extremo distal de la region
CA1 proyecta con el extremo proximal del Sb. Las proyecciones a la EC siguen un
patrén similar, con CA1 distal/Sb proximal proyectando hacia la EC lateral, mientras
gue CA1 proximal/Sb distal proyectan a la EC media. También podria notarse que la
entrada de estas células desde la EC siguen el mismo patrén, por ejemplo, CA1
distal/Sb proximal reciben informacion desde la EC lateral, mientras que CA1
proximal/Sb distal reciben informacion desde la EC media. De esta manera, dos
redes de loops cerrados estan presentes dentro del conjunto de la red hipocampal.
Estos loops ademas se extienden a la corteza perirrinal y postrrinal. La corteza
perirrinal proyecta a la EC lateral y recibe proyecciones de retorno mientras la
corteza postrrinal proyecta y recibe informacion de la EC media. En la figura 2 se

muestra una representacion grafica de las conexiones presentes en el hipocampo.
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Figura 2. La red hipocampal: el hipocampo forma una red principalmente unidireccional, con
entrada desde la corteza entorrinal (EC); esta forma conexiones con el giro dentado (DG) y
las neuronas piramidales CA3 por la via perforante (PP). Las neuronas CA3 también reciben
informacion del giro dentado por la mossy fibers (MF). Ellos envian axones a las células
piramidales CA1 por la via colateral de Schaffer, como también a las células CA1 en el
hipocampo contralateral por la via comisural de asociacion (AC). Las neuronas CA1 también
reciben informacion directamente de la via perforante y envian axones al subiculum (Sb).
Estas neuronas a su vez envian de regreso a la EC la informacion hipocampal principal,

formando un /oop.

1.2.1- Neurogénesis.

Se denomina neurogénesis al proceso de diferenciacion celular que, a partir de
células neuroepiteliales, se generan neuronas muy activamente durante el desarrollo
embrionario, y de forma restringida durante la vida adulta. La neurogénesis
hipocampal ha sido observada en animales adultos desde pajaros hasta humanos
(Altman y Das, 1965; Kaplan y Hinds, 1977; Kuhn y col., 1996; Kornack y Rakic,
1999; Eriksson, 1998; Barnea y Nottebohm, 1994).

En el cerebro de ratones adultos las dos zonas mejor conocidas y donde esta
ampliamente confirmada la produccién de nuevas neuronas en la vida adulta son: la
zona subventricular (SVZ) de las paredes del tercer ventriculo y la capa subgranular
(SGL) del giro dentado del hipocampo. En la SVZ los neuroblastos migran al bulbo
olfatorio para luego reemplazar a las interneuronas locales (Gross, 2000; Lledo y
col., 2008).

En el giro dentado de mamiferos adultos (Abrous y col., 2005) se estimo que cientos

de células nuevas son generadas a diario (Cameron y McKay, 2001; Rao y Shetty,
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2004). En esta zona, la neurogénesis es un proceso complejo que involucra diversas
etapas, como la proliferacion de las células pluripotenciales, la migracion, la
diferenciacion, la sobrevivencia de las neuronas nuevas, asi como la integracion de
éstas en los circuitos neuronales existentes (figura 3). En la zona subgranular del
giro dentado, las células pluripotenciales expresan nestina, la proteina de unién a
lipidos del cerebro (BLBP) y GFAP. Esta poblacién celular se caracteriza por tener
una baja tasa de division celular. Una vez que estas células se dividen, dan lugar a
una poblacién que se amplifica rapidamente, de la cual se generan por divisién
simétrica las células progenitoras de tipo 2 y 3. Las células progenitoras tipo 2a y 2b
presentan procesos neuriticos cortos paralelos a la zona granular del giro dentado;
en cambio, las de tipo 3 presentan procesos largos integrados en la capa granular.
Durante esta etapa se inician los eventos de migracion y de diferenciacion temprana,
y las células expresan la proteina asociada a microtubulos doblecortina, el factor de
transcripcién Prox1 y la proteina nuclear neuronal especifica NeuN. Concluida esta
fase, se generan las neuronas inmaduras caracterizadas por procesos dendriticos
largos que cruzan la capa granular del giro dentado. Estas neuronas inmaduras van
a diferenciarse en su totalidad para integrarse en los circuitos neuronales. En este
estadio final, las nuevas neuronas expresan marcadores especificos, como la
proteina de unidn a calcio llamada calbindina. Ademas, reciben inputs (sehal de
entrada) sinapticos, extienden los axones a lo largo del tracto de las mossy fiber y
muestran propiedades electrofisiolégicas muy similares a la de las neuronas
maduras ya existentes en el giro dentado (Hastings y Gould, 1999; Stanfield y Trice,
1988; van Praag y col., 2002; Zhao y col., 2006; Kempermann y col., 2003).
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Figura 3. Neurogénesis en el hipocampo. Panel de arriba izquierdo: vista frontal de un
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cerebro de raton mostrando los sitios de neurogénesis en el giro dentado (DG) de la
formacion hipocampal. Panel de arriba derecho: esquema de células proliferando en la capa
subgranular (SGL) localizada en la interface entre el hilus y la capa granular (GL), donde
migran y se diferencian en neuronas maduras. Panel de abajo: secuencia de tipos celulares
involucrados en el desarrollo neuronal (Kempermann y col., 2004).

1.3- Factores neurotroficos.

Los factores neurotréficos son péptidos que promueven el desarrollo y la
diferenciacion neuronal (Vega vy col., 2003), y son expresados en una region y
periodo particular (Korsching, 1993). El tejido nervioso depende de ellos para su
supervivencia y funcionamiento dado que participan en los procesos de
remodelacion, adaptacion y plasticidad neuronal.

Los factores neurotréficos actian de manera autdcrina o paracrina, pudiendo ser
secretados por neuronas, tejidos blanco que ellas inervan o células gliales
(Korsching, 1993).

Al ser secretados por el tejido blanco, actuan de forma retrograda favoreciendo su
inervacién por la neurona que es estimulada. Este mecanismo implica la secrecion
de factores neurotréficos al espacio extracelular, su captura por una neurona via un
receptor especifico y la internalizacion del complejo receptor-péptido que es

transportado por el axdn hacia el soma (Korsching, 1993).
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Los factores neurotroficos también pueden actuar de forma anterégrada, siendo
secretados desde los axones. De hecho, algunos factores neurotréficos pueden
actuar como neurotransmisores y, reciprocamente, algunos neurotransmisores
pueden ejercer una funcion trofica (Korsching, 1993).

Un factor neurotréfico puede ejercer distintos efectos sobre una célula y puede
influenciar diversos tipos neuronales y no neuronales, lo cual implica la competencia
entre células por los factores (Korsching, 1993). Distintos factores neurotréficos
cumplen diferentes funciones, pero se pueden superponer por la convergencia de
caminos de transduccidon de sefiales (Korsching, 1993). Sin embargo, esto no
siempre supone redundancia, ya que una neurona puede necesitar mas de un factor

para sobrevivir.

1.3.1- Neurotrofinas.

La familia mas conocida de factores neurotréficos es la de las neurotrofinas. A esta
familia pertenecen el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4 (NT4). Las
neurotrofinas son sintetizadas como pro-hormonas que luego son clivadas dando
lugar a la forma madura de 14 kDa. Finalmente, dos de éstas se unen para formar
un homo dimero mediante uniones no covalentes (Blum y Konnerth, 2005). EI NGF,
la NT3 y el BDNF actuan de manera retrograda, mientras que la NT3 y el BDNF,
también actuan de manera anterdgrada (Korsching, 1993). Todas son expresadas
en el hipocampo (Skup, 1994) pero el BDNF es particularmente abundante (Binder y
Scharfman, 2004).

1.3.2- Receptores de neurotrofinas.

Existen dos tipos de receptores de neurotrofinas: los Trk de alta afinidad y el p75 de
baja afinidad, ambos, receptores de membrana. Los Trk, ubicados en neuronas y
astrocitos, transmiten sefiales que aumentan la supervivencia y promueven el
crecimiento celular (Klein, 1994). Son receptores del tipo troponina quinasa, o sea
qgue poseen actividad quinasa. El TrkA reconoce principalmente al NGF y también a
la NT3 y la NT4, el TrkB reconoce el BDNF y la NT4, y con menos afinidad la NT3,

y el TrkC reconoce la NT3 (Tessarollo, 1998). El receptor p75 pertenece a la
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superfamilia de receptores de TNF (factor de necrosis tumoral) y de Fas (quinasa de

adhesion focal), por lo que posee actividad tirosina quinasa (Reinés y col., 2003).

Tiene una afinidad similar por todas las neurotrofinas. A este receptor se le adjudican

tanto funciones positivas para la supervivencia neuronal, como, en ciertas

condiciones, la induccion de la muerte celular. Todos los receptores de neurotrofinas
se expresan en el hipocampo (Klein, 1994). Los receptores Trk se distribuyen por el
soma y las neuritas. La unién de la neurotrofina al receptor induce cambios

conformacionales que llevan a la dimerizacion y activacion del receptor (Blum y

Konnerth, 2005). Este puede desencadenar cascadas de sefiales desde la

membrana pero también puede ser endocitado y activar cascadas de sefiales desde

la vesicula que es transportada de forma retrégrada hacia el soma.

Las cascadas que pueden activarse son (Reinés y col., 2003, Huang y Reichardt,

2001):

- La cascada de las MAPK, la cual es responsable de un alto porcentaje de la
supervivencia celular inducida por la neurotrofinas y es vital para proteger a las
neuronas del estrés oxidativo y del dafio por citoquinas. Mediante esta cascada
pueden activarse factores de crecimiento o factores de transcripcion, y también
puede intervenir en los procesos de LTP.

- La via de sefalizacion que involucra a la fosfolipasa C (PLCy). Esta lleva a la
salida del Ca®* de los reservorios y a la subsecuente activacion de quinasas. Esta
via también podria intervenir en el proceso de LTP.

- La via de la fosfatidil inositol-3’-quinasa (PI3K), la cual es la mayormente
responsable de la supervivencia inducida por NGF. Esta cascada participa en
fendmenos antiapoptéticos, inhibiendo a la procaspasa-9 y estimulando la
sintesis del factor anti-apoptotico Bcl-2, entre otros.

La respuesta resultante de la interaccion neurotrofina-receptor dependera de que via

sea activada, lo cual puede depender de la duracién y potencia de la activacion de

diversos receptores y la coexpresion de éstos.
1.3.3- Funciones de las neurotrofinas.

En general, todas las neurotrofinas cumplen una funciéon en la supervivencia,

desarrollo y diferenciacion de las neuronas, y en el crecimiento de neuritas, e
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influyen en la expresion de proteinas esenciales para el funcionamiento normal de
las neuronas.

El NGF, por ejemplo, estimula la supervivencia y la iniciacion neuritica (Levi-
Montalcini y Angeletti, 1963), la sintesis de diversos neuropéptidos (Heumann, 1987)
y tiene un papel importante en el mantenimiento de un estado diferenciado de las
neuronas sinapticas y sensoriales (Misko y col., 1987).

El BDNF promueve la supervivencia y el crecimiento en una variedad de neuronas.
Por ejemplo, el BDNF contribuye al desarrollo dependiente de actividad de la corteza
visual (Binder y Scharfman, 2004), lo cual sugiere un papel en el cableado de
axones en el desarrollo. EI BDNF también tiene importantes efectos en la morfologia
dendritica (Murphy y col., 1998) y favorece la neurogénesis (Katoh-Semba y col.,
2002).

Entre las funciones de la NT3 se encontraria la facilitacion del desarrollo y la
supervivencia de neuronas (Huang y Reichardt, 2001), del desarrollo de precursores
neuronales hipocampales (Vicario-Abejon y col., 1995), y de la supervivencia y
desarrollo de oligodendrocitos (Barres y col., 1994).

Tanto el BDNF como la NT3 cumplen un papel en las sinapsis. Esta es una funcion
muy importante del BDNF, dado que es promotor de la LTP. Cortes hipocampales
tratados con BDNF o NT3 y no con NGF mostraron un aumento persistente en la
amplitud del potencial postsinaptico, similar a lo que ocurre con la induccion de LTP
(Kang y Schuman, 1995). Reciprocamente, en ratones knockout para BDNF no se
pudo inducir LTP con la estimulacion tetanica y esto fue revertido con la aplicacion
de BDNF exdégeno (Korte y col., 1995; Patterson y col., 1996). Ademas, estimulos
eléctricos que inducen LTP aumentan la expresion de BDNF y NGF (Patterson y col.,
1992).

Algunos experimentos demuestran que el efecto del BDNF en el LTP seria a nivel de
la presinapsis, en la liberacién de neurotransmisores, pero también se presentan
fuertes evidencias de efectos en la postsinapsis (McKay y col., 1999; Binder y
Scharfman, 2004). En la postsinapsis, el BDNF modula a los canales tipo NMDA y
GABA y ademas activa canales de sodio voltaje-dependientes que llevan a la
liberacion de neurotransmisores desde las dendritas (Blum y Konnerth, 2005).

Por otro lado, puede observarse el papel del BDNF en el aprendizaje (figura 4). Se

ha demostrado que durante el aprendizaje contextual se induce la expresién de

28



Introduccion

BDNF en el hipocampo y que el bloqueo de la funcion del BDNF impide el
aprendizaje espacial (Binder y Scharfman, 2004).

La desregulaciéon de neurotrofinas esta asociada con diversas patologias del sistema
nervioso. En las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, el
BDNF se encuentra disminuido en hipocampo y neocorteza (Schindowski y col.,
2008) y en la sustancia negra, respectivamente (Binder y Scharfman, 2004). En el
Alzheimer, en algunas zonas del cerebro se encuentra aumentada la pro-NGF y
disminuido el TrkA. Ademas, el NGF estimula la transcripcion del péptido APP
(Schindowski y col., 2008).

Distintas investigaciones relacionan un aumento del BDNF en los cambios
electrofisiolégicos y comportamentales de la epilepsia (Binder y Scharfman, 2004).
La expresion hipocampal del BDNF se vio aumentada en pacientes epilépticos
(Mathern y col., 1997). Ademas, las convulsiones aumentan los niveles de
mensajero de NGF (Gall y Isackson, 1989). Por otro lado, la expresiéon de BDNF

hipocampal aumenta luego de un dafo cerebral.

Presinapsis Postsinapsis

qutamato [ . A
@
MMDA-A / CaMK

F MAFK
.—

\ e D =
\ MPK?*(-:@_:: &
g TrkB =
e e 3
s K_/
BDNF

Figura 4. Vias de sefalizacion por la activacion del BDNF/TrkB en el aprendizaje y la
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memoria. La actividad aumenta la expresion de BDNF vy liberacion en sitios pre y
postsinapticos. EIl BDNF se une a los receptores TrkB localizados sobre los axones
presinapticos, llevando a éstos a autofosforilacion y activacion de la via de transduccion de
sefiales de las MAPK, facilitando la liberacion del neurotransmisor. El BDNF también de une
a los receptos TrkB postsinapticos, conduciendo a la activacion de los receptores AMPA y
NMDA a través de la activacion de las vias MAPK y PLC que llevan a la subsecuente

fosforilacion de PKA, CAMK y CREB (Yamada y col., 2002).
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1.4-NOS y NO.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula pequefia, no cargada, con un electrén
desapareado, que posee un caracter fuertemente hidrofébico y alto coeficiente de
difusion (3300 pm?%s) (Ledo y col., 2004). Las enzimas de la familia de la dxido
nitrico sintasa (NOS) catalizan la oxidacion del grupo guanidino del aminoacido L-
arginina para generar NO y L-citrulina (Moncada y col.,, 1991). Esta reaccion
involucra dos pasos de mono-oxigenacion. La N-hidroxiarginina es una especie
intermediaria formada a partir de una reaccién que requiere un O, y un NADPH y la
presencia de tetrahidroxibiopterina (BH4). El segundo paso de la reacciéon de sintesis
del NO resulta de la oxidacion de la N-hidroxiarginina para dar citrulina y NO
(Knowles y Moncada, 1994). La reaccion oxidativa implica 5 electrones y esta
estequiometria impar de la transferencia de electrones permite la generacion de un
radical libre (Forstermann y col., 1994). (Ver figura 5).

Se han identificado tres isoformas de la NOS que son producto, de al menos, tres
genes distintos, ubicados en diferentes cromosomas (Forstermann y col., 1994).
Inicialmente estas isoformas se clonaron de cerebro de rata (hnNOS o NOS-I), de
macrofagos (iNOS o NOS-II) y de células endoteliales bovinas y humanas (eNOS o
NOS-IIl). Trabajos posteriores han demostrado su expresién en otras células y
tejidos: la nNOS, ademas de las células nerviosas, se localiza en ciertas areas de la
médula espinal, ganglios simpaticos, glandula adrenal, células epiteliales de pulmodn,
utero y estdmago, musculo esquelético, islotes pancreaticos y en la macula densa
del rifidn (Forstermann y col., 1994); la eNOS se expresa también en determinadas
poblaciones neuronales (Nelson y col.,, 1997); y la iINOS puede expresarse en
distintos tipos de células como hepatocitos, células endoteliales, condrocitos, células
gliales y neuronas (Ledo y col., 2004). Las tres son homodimeros en su forma activa,
con monémeros de peso molecular alrededor de 160 kDa para la nNOS y 130 kDa
para iINOS y eNOS. Todas tienen FAD, FMN y hemo como grupos prostéticos y
requieren tetrahidrobiopterina (Knowles y Moncada, 1994; Forstermann y col., 1994;
Nelson y col., 1997).
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Figura 5. Esquema de la reaccién catalizada por la NOS.

Las isoformas de la NOS se pueden distinguir por la dependencia de calcio-
calmodulina y por la inducibilidad. La nNOS y la eNOS se expresan
constitutivamente y son dependientes de Ca?*/calmodulina. A las concentraciones
intracelulares de Ca®" en células en reposo (=100 nM), estas isoformas no unen
calmodulina y por lo tanto, estan inactivas, mientras que concentraciones mayores a
500 nM provocan la union del complejo Ca?*/calmodulina y la consecuente
activacion de la enzima. Normalmente, generan niveles moderados de NO (del orden
de picomoles) que modulan procesos rapidos como la neurotransmision y la
dilatacion de los vasos sanguineos respectivamente. Por el contrario, la isoforma
iINOS practicamente no se expresa en células no estimuladas, y es inducida a nivel
transcripcional por endotoxinas como lipopolisacaridos (LPS) bacterianos o por
citoquinas proinflamatorias (Forstermann y col.,, 1994), y aunque se une a
calmodulina su actividad no es regulada por calcio (Knowles y Moncada, 1994). Esta
isoforma puede generar cantidades importantes de NO (del orden de nanomoles)
durante largos periodos de tiempo, que pueden causar efectos citotdxicos
(Forstermann y col., 1994).

Las isoformas de NOS también difieren en su localizacion subcelular. Aunque la

nNOS es una enzima soluble, puede aparecer parcialmente asociada a membrana.
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Se ha identificado un dominio PDZ en el extremo N-terminal que sugiere su
capacidad de interactuar con otras proteinas como la PSD-95 en células neurales. A
su vez esta proteina (PSD-95) se une a los receptores de glutamato de tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA) también por un dominio PDZ. Estas interacciones permitirian
una localizacion de la nNOS préxima a los receptores de NMDA, principales
activadores de esta isoforma en neuronas, favoreciendo asi una rapida activacion
(Ledo y col., 2004). A diferencia de la nNOS, la eNOS es una proteina particulada,
asociada a la membrana por residuos de miristato (Knowles y Moncada, 1994) y la
iNOs es una proteina citosélica (Forstermann y col., 1994).

Estudios in vitro indican que la actividad de la isoforma nNOS puede ser regulada
mediante fosforilacibn también por otras proteinas quinasas como la proteina
quinasa C (PKC) y la quinasa dependiente de calmodulina (CaMK) (Nakane y col.,
1991; Knowles y Moncada, 1994). Ademas la nNOS también puede ser regulada por
interaccion con una proteina adaptadora especifica de cerebro llamada CAPON, la
cual compite por el dominio PDZ separando a la nNOS de los receptotes de NMDA
(Ledo y col., 2004) (figura 6). Otro mecanismo de regulacion de la actividad es la
inhibicion directa de la actividad enzimatica por el propio NO, probablemente por
uniéon al grupo hemo (Colasanti y col.,, 1995). Ademas, el NO posee un efecto
inhibitorio sobre la transcripcion de la INOS por dos mecanismos, ya sea
suprimiendo la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) por induccion y estabilizacion
del inhibidor de NF-kB, el factor inhibitorio IkB; o por interferir directamente en la
union de NF-kB a los elementos de respuesta presentes en la regién promotora de
los genes que codifican la INOS (Colasanti y Susuki, 2000). Existen algunos factores
que aumentan la actividad de la NOS constitutiva e inhiben la inducciéon de la iNOS.
Por ejemplo pretratamientos de astrocitos con glutamato que aumentan la actividad
de nNOS por activacion de los receptores NMDA, suprimen la expresion de iNOS
inducida por citoquinas; la dexametosona, un inhibidor de la expresion de iNOS,
incrementa la actividad de nNOS en astrocitos (Colasanti y Susuki, 2000). Estos
mecanismos son puntos de control importantes para la produccion de NO.

La nNOS se ha detectado en numerosas regiones del SNC como el cerebelo, el
bulbo olfatorio accesorio y principal, los coliculos inferiores y superiores, el nucleo
supraoptico, la corteza cerebral, el caudado putamen (Nelson y col.,, 1997) y las
regiones CA1, CA2 y CA3 y el giro dentado de la formacion hipocampal, entre otros

(Nelson y col., 1997; de Oliveira y col., 2000). Esta amplia distribucion indica que el
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NO es un importante mensajero biolégico de una gran cantidad de procesos que se
llevan a cabo dentro del sistema nervioso. En cuanto a su localizacion celular, en
cortes de cerebro la nNOS ha sido localizada tanto en astrocitos (Colasanti y Susuki,
2000) como en poblaciones neuronales (Ledo y col.,, 2004). Hay estudios que
demuestran que la localizacién y expresion de nNOS en neuronas del hipocampo
difiere fuertemente entre rata y ratén. En ratén se ha encontrado una importante
expresion de nNOS en el citoplasma de células piramidales tanto en CA1 como en
CA3, mientras que en rata la mayoria de los estudios revelan que la expresién de
nNOS esta confinada a interneuronas de CA1 o es limitada en células piramidales de
esta subregion. Ademas se encontré que la expresién de nNOS en ratén es mucho
mayor que en rata. Es llamativo que esta diferencia sélo se observa en hipocampo y
no en otras areas del cerebro (Blackshaw y col., 2003). La eNOS se expresa en
determinadas poblaciones neuronales de diferentes regiones cerebrales como
células piramidales del hipocampo, neuronas de la capa granular interna del bulbo
olfatorio y cerebelo (Nelson y col., 1997), mientras que la iINOS puede ser activada
en microglia y astrositos (Ledo y col., 2004).

El NO es un importante regulador de la funcion neuronal. Asi se ha descripto que el
NO es un mensajero intracelular sintetizado enddgenamente después de la
activacion de receptores NMDA. En el cerebro, el NO es una molécula de
sefalizacion retrograda que transfiere informacion de las terminales nerviosas post a
presinapticas. También actua como segundo mensajero en la terminal postsinaptica.
El NO juega un rol importante en el LTP en el hipocampo y en el LTD en cerebelo y
estaria involucrado en procesos de aprendizaje y memoria conservados a lo largo de
la evolucion (Bredt y Snyder, 1992).

La principal sefal intracelular que desencadena el NO, es el aumento de los niveles
de GMPc, que activaria la proteina quinasa dependiente de GMPc y la
correspondiente cascada intracelular (Feil y Kleppisch, 2008). Existen evidencias de
mecanismos independientes de GMPc, por ejemplo la ADP ribosilacién de proteinas
que regularian la transmision sinaptica (Sullivan y col., 1997). Asimismo, se ha
descripto que el NO puede aumentar la liberacién basal de neurotransmisores como
la dopamina, glutamato y acetilcolina (Lonart y Johanson, 1992).

La produccion de NO puede conducir a neuroproteccion o neurotoxicidad
dependiendo de su concentracién, del lugar de produccion y del entorno celular

(Colasanti y Susuki, 2000). Miranda y col. (2000) sugieren que el NO a bajas
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concentraciones, en el orden nanomolar, actua directamente como un antioxidante.
Se ha demostrado que el NO protege contra la injuria celular causada por peroxido
de hidrégeno (H;0,), xantina oxidasa, y alquilhidroxiperéxidos. Ha sido propuesto
que una controlada produccion de NO podria constituir parte de la respuesta
fisiopatolégica de los tejidos a la noxa y la inhibicion de esta respuesta podria
interferir con los procesos normales de reparacion (Khaldi y col., 2002). Sin
embargo, altas concentraciones de NO, en el orden nanomolar, puede participar en
eventos neurodestructivos. Entre los mecanismos propuestos, se incluyen la
reaccion del NO con el ién superdxido y la produccién de peroxinitrito, un conocido

compuesto toxico (Przedborski y col., 2000).
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Figura 6: Sefalizacion de nNOS en las sinapsis neuronales. La estimulacion de los
receptores de NMDA (NMDAR) por glutamato, proveniente de las neuronas presinapticas,
produce entrada de calcio en las neuronas postsinapticas. Los NMDAR produce la
activacion de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNNOS), produciendo oxido nitrico (NO) y
citrulina a partir de arginina. La nNOS esta regulada por la proteina quinasa C (PKC) y por la
proteina adaptadora especifica de cerebro (CAPON), la cual compite por el dominio PDZ
separando a la nNOS de los NMDAR. El NO actia como un mensajero retrégrado y
dependiendo de su concentraciéon puede conducir a sefiales de sobrevida (cascada MAPK)

o toxicidad neuronal.
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1.5- Proteina quinasa C.

La PKC es una familia de 12 isoformas, nueve de las cuales estan presentes en el
cerebro (Hrabetova y Sacktor, 2001), que han sido clasificadas en 3 grupos: PKC
convencionales (a, B, BlI, y), son calcio dependientes y activadas por fosfatidilserina
(PtdSer) y diacilglicerol (DAG); PKC néveles (6,e,m,0), son activadas por PtdSer,
DAG pero no por calcio y PKC atipicas (/A,C,u), las cuales requieren soélo PtdSer
para su activacion (Newton y Johnson, 1998). Cada isoforma presenta un dominio
regulatorio amino-terminal, conteniendo una secuencia autoinhibitoria para un
pseudosustrato y un sitio de union a segundos mensajeros; y un dominio catalitico
carboxilo-terminal. PKC esta normalmente en un estado basal inactivo por
interacciones entre estos dos dominios. Los segundos mensajeros activan
transcientemente a PKC por uniéon al dominio regulatorio, translocando la enzima
desde el citosol a membrana, y causando un cambio conformacional que
temporariamente aumenta la autoinhibicion (Hrabetova y Sacktor, 2001).

La activacién de PKC por segundos mensajeros (por ejemplo DAG) o por ésteres de
forbol (potente activador de PKC) involucra la translocacion de la enzima a la
membrana. Las diversas isoenzimas, las cuales muestran una distribucion regional
diferente, localizacion subcelular y perfiles de activacién distintos, podrian tener
especificidad por diferentes sustratos y participar en diversas funciones fisioldgicas
(Newton y Johnson, 1998).

Las distintas isoformas de PKC estan involucradas en una extensa variedad de
procesos fisioldgicos y patofisioldgicos en el cerebro y en el organismo entero (Oster
y col., 2004). Su actividad es elevada en los sistemas en desarrollo como también en
procesos de crecimiento, diferenciacién y plasticidad neuronal (Hirono y col., 2001).
En particular, regulan la conductancia de canales ionicos (Paubraj y Behari, 2004), la
liberacion de neurotransmisores y la dinamica de los receptores, eventos a largo
término como expresién de genes y estarian implicadas en la LTP y LTD (Hrabetova
y Sacktor, 2001), por lo que podrian jugar un papel importante en los procesos de
aprendizaje y la memoria (Nogués y col., 1996).

Desde que se describié que PKC esta involucrada en la plasticidad sinaptica, se ha
estudiado en el hipocampo la influencia de diferentes tipos de situaciones

comportamentales sobre la actividad de PKC, qué isoformas estan implicadas en
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determinados procesos y cual es su distribucion celular. Asi se demostré que la
exposicion a un ambiente enriquecido o a una actividad fisica crénica incrementa la
actividad de PKC citosdlica y decrece la actividad de PKC unida a membrana,
respectivamente, mejorando el aprendizaje espacial (Nogués y col., 1996). También
se demostré que PKC esta criticamente involucrada en procesos que desencadenan
desérdenes como la enfermedad de Alzheimer (Xu y col., 2005), a través de la
excitotoxicidad por glutamato, cuyas dosis citotoxicas conducen a la redistribucién de
la PKC (Buchner y col., 1999). Estudios acerca del rol de las isoformas de PKC en
hipocampos de ratas adultas son contradictorios. Colombo sostiene que en ratas de
6 meses de edad existe una correlacion entre las altas concentraciones de PKCy en
la fraccion particulada y PKCpIl en la fraccién soluble con una mejor memoria
espacial. En ratas de 24 meses de edad el deterioro de la memoria fue
correlacionado con altas concentraciones de PKCy en la fraccién soluble (Colombo y
col., 1997). Otros autores sostienen que no hay diferencias entre las fracciones
citosdlica, particulada y nuclear de hipocampo de ratas jovenes y adultas para las
isoformas a, B, v, 8, € y { de PKC (La Porta y Comolli, 1999).

Estudios recientes sobre la funcion de PKM( indican un rol importante de esta forma
activa de la isoforma atipica PKCC en la potenciacién y/o depresién a largo término.
Se cree que ambas constituyen los mecanismos principales de la formacion del
aprendizaje y la memoria. Es importante mencionar que estos autores no han
detectado PKC( en el hipocampo, pero si han encontrado altos niveles de ARNm de
PKCA y PKMC. La expresion de PKCA esta ausente o altamente disminuida en la
angosta region CA2 del giro hipocampal, separando las areas CA1 de CA3. El giro
dentado contiene altos niveles de transcriptos de PKCA y PKM{ mientras que el
subiculum solamente expresa PKM(, indicando un rol especifico de ambas
isoformas en la adquisicion de la memoria por el sistema limbico (Oster y col., 2004).
En la LTD, inducida en la regién CA1 del hipocampo, se observé que las isoformas
convencionales de PKC (a, B, Bll, y) se incrementaron en la fraccion de membrana a
los 45 segundos de ser estimulado; mientras que PKM( decrecid en el citosol recién
a los 15 minutos y luego a los 30 minutos lo hicieron PKCy y PKCe. Este
decrecimiento fue persistente. Por lo tanto distintas isoformas de PKC participan en

la induccion y el mantenimiento del LTD (Hrabetova y Sacktor, 2001).
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El estudio acerca de la implicancia de las isoformas de PKC y su distribucion celular
en distintos procesos, tanto fisiolégicos como patoldgicos, todavia no esta claro y se

desconocen muchos de los mecanismos involucrados.

1.6- Receptores N-metil-D-aspartato (NMDA).

Los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), un subtipo de receptores de
glutamato, actuan como detectores de coincidencia porque requieren tanto la
actividad presinaptica (glutamato liberado por el axén terminal) como postsinaptica
(despolarizacion que libera el M92+, condicion necesaria para la apertura del canal).
Los canales de los receptores NMDA activos permiten el influjo de calcio hacia el
interior de la célula postsinaptica, la cual dispara una cascada de eventos
bioquimicos resultando en un cambio sinaptico (Tsien y col., 1996). En la figura 7 se
muestra un esquema representando un receptor NMDA. La potenciacién a largo
término (LTP), un modelo de plasticidad neuronal implicado en el aprendizaje y la
memoria, es faciimente inducido en el hipocampo, y requiere la activacion de estos
receptores NMDA (Cain y col., 1997).

En el area CA1 del hipocampo, la induccién de la LTP mas comunmente estudiada
es la dependiente de la activacién del receptor NMDA. La excesiva estimulacién de
estos receptores provoca una elevada cantidad de Ca”* libre en el citosol de la
neurona postsinaptica. Estos niveles de calcio provocan la activacion de la
fosfolipasa A2 (PLA;), llevando a la subsecuente liberacion de acido araquidénico
(AA). ElI metabolismo del AA puede producir ROS libres y peroxidacion lipidica
conduciendo a la muerte celular. A estos mecanismos de muerte neuronal como
consecuencia de la hiperestimulaciéon del receptor de glutamato se lo denomina

excitotoxicidad.
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Figura 7. Esquema de un receptor de NMDA.

1.7- Estrés oxidativo.

En la bioquimica celular ocurren reacciones de 6xido-reduccion que determinan el
estado redox de la célula. Este estado puede encontrarse o no en equilibrio,
dependiendo de cuantos compuestos biolégicos se encuentren reducidos y cuantos
oxidados, lo cual a su vez depende del balance entre prooxidantes y antioxidantes.
Un aumento de prooxidantes o una disminucion de antioxidantes podrian llevar a un
desbalance y por ende a un estado de estrés oxidativo. En un estado de estrés
oxidativo el DNA, los lipidos y las proteinas pueden ser oxidados, lo que puede
contribuir al desarrollo de patologias como el cancer (Cerutti y col., 1994) o
enfermedades neurodegenerativas (Bishop y Anderson, 2005).

Diversas reacciones fisiolégicas generan componentes  proooxidantes,
encontrandose entre ellos el oxigeno molecular (O2) y sus sustancias reactivas
derivadas, las especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como el éxido nitrico (NO) y
sus sustancias reactivas derivadas, las especies reactivas de nitrogeno (RNS) (figura
8). Las mas reactivas de estas especies son las de naturaleza de radicales libres ya
gue poseen uno 0 mas electrones desapareados y, ademas, generan reacciones en
cadena irreversibles (Reinés y col., 2003).

Los radicales libres se producen continuamente a altas velocidades como
subproducto del metabolismo aerdbico. Por ejemplo, un importante proceso

involucrado en la produccion de radicales libres es la cadena respiratoria acoplada a
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la fosforilacion oxidativa (Reinés y col., 2003). Otro ejemplo son las reacciones

llevadas a cabo por el complejo enzimatico citocromo P450 (Gregus, 2008).

NO*

Peraxinitrito
Perdxido de Nitrosilacion
Radical peroxilo hidrogeno de proteinas

Radical
hidraxilo

Figura 8. Esquema de las reacciones que generan componentes prooxidantes. En
situaciones normales, la produccién de prooxidantes se ve contrarrestada por diversos
mecanismos celulares, tales como enzimas antioxidantes o vias metabdlicas que mantienen
un entorno reducido. Sin embargo, cuando la generacion de prooxidantes supera a las
defensas antioxidantes, se produce un estado de estrés oxidativo en el que el DNA, los
lipidos y las proteinas son oxidados y por ende su estructura y funcionamiento son
alterados, pudiéndose alcanzar, inclusive, la muerte celular (Schulz y col., 2000). Ademas,
varios factores de transcripcion estan regulados por el estado REDOX, con lo cual una
alteracion en el balance de agentes reductores y oxidantes podria llevar a una expresion de
genes alterada (Miao y St Clair, 2009). El estado de estrés oxidativo puede ser generado por
diversos factores tales como la presencia de ciertos toxicos (Gregus, 2008), la exposiciéon a
radiaciones, la presencia de metales de transicion, la inflamacién (Reinés y col., 2003), y el
estrés (Chalmers y col., 2003; Epel, 2009). Ademas, el estrés oxidativo fue asociado a
numerosas enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas, tales como el Parkinson, el
Alzheimer (Bishop y Anderson, 2005) y la esquizofrenia (Smythies, 1999).
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1.7.1- Especies Reactivas del Oxigeno (ROS).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son un grupo de moléculas que derivan
del oxigeno molecular (Thiels y Klann, 2002) y pueden inducir dafio oxidativo en
lipidos, proteinas y ADN, e incluso muerte neuronal, en ausencia de adecuada
proteccion antioxidante. Las ROS cumplen varias funciones normales en las células
actuando como segundos mensajeros regulando la expresion de genes en diversos
campos como apoptosis, crecimiento celular y quimiotaxis. Las ROS también
podrian actuar modulando la actividad de proteinas kinasas y fosfatasas durante la
LTP. Asi, niveles fisiolégicos de perdxido de hidrogeno y superdoxido son necesarios
para la induccién y expresién de la LTP, mientras que altas concentraciones de
estas ROS suprimen la expresion completa de LTP, posiblemente por ser téxicas e
inhibir la actividad de PKC (Klann y Thiels, 1999). Sélo cuando estas son producidas
en exceso, o si las defensas antioxidantes estan bajas, resulta en una patologia
(Smythies, 1999). En tal sentido, el hipocampo es una de las estructuras mas
vulnerables al dafio por estrés oxidativo (Dubey y col., 1996).

Las principales especies reactivas de oxigeno son el anion superoxido (Oy7), el
perdxido de hidrégeno (H»0,), el radical oxhidrilo (OH'), y el oxigeno singulete (O5").
En reacciones como las que ocurren en la cadena respiratoria, el O, recibe un
electron formandose asi O,". El O,” puede oxidar varias moléculas biolégicas, como
las catecolaminas y grupos prostéticos con hierro (Fe) de diversas enzimas,
contribuyendo a la formacién de OH- por la liberacién del Fe?* (Fridovich, 1997). El
O,” puede recibir otro electrén, o el O, puede recibir 2 electrones, formandose asi
H202, que no es un radical pero es oxidante y contribuye a la formaciéon de OH' . El
H,0, es producto de diversas reacciones enzimaticas, entre ellas la dismutacion del
O, llevada a cabo por la enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD) (McCord
y Fridovich, 1969), y la beta peroxidacién de acidos grasos en peroxisomas (Reinés
y col., 2003). Por su lado, el OH es muy reactivo y puede originarse mediante dos
reacciones sucesivas que dependen de la presencia de metales divalentes como el
hierro (Graf y col., 1984):
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1. O, + Fe® —»0, + Fe?

2. Fe? + H,0, —»Fe> + OH + OH (Reaccién de Fenton)

El radical OH' resulta altamente téxico debido a que reacciona tan rapidamente que
la célula no posee defensas antioxidantes frente a él (Gregus, 2008). Al mismo
tiempo, dado que las ROS pueden oxidar macromoléculas bioldgicas, se generan
también radicales libres organicos (Harman, 1972).

El Ca** puede estar involucrado en la generacién de ROS. Un aumento anormal de
Ca?" intracelular puede desacoplar la cadena respiratoria e inducir la apertura de
poros mitocondriales (Reinés y col., 2003). Reciprocamente, las ROS pueden
aumentar el Ca®* libre y la excitotoxicidad. Como ya se mencioné anteriormente, un
aumento del Ca®" intracelular puede ser producto de la acumulacién de glutamato en
el espacio sinaptico actuando via los receptores tipo NMDA, lo cual gatilla una
cascada de sefalizacion que lleva al aumento de las ROS (Lafon-Cazal y col., 1993).
Esto ha sido involucrado en distintas enfermedades neurodegenerativas (Sheehan y
col., 1997).

1.7.2- Especies reactivas del nitrogeno (RNS).

Como se mencionod anteriormente, el NO es un gas radical libre producido por las
oxido nitrico sintasas (NOS) que puede resultar benéfico o dafino, segun en qué
concentracién y entorno se encuentre. Bajas concentraciones de NO en un ambiente
libre de estrés oxidativo corresponderian al funcionamiento fisioldgico normal
(Marletta y Spiering, 2003). De hecho, a bajas concentraciones resulta protector
contra el dafno oxidativo (Wink y col., 1995). Sin embargo, altas concentraciones
resultan oxidantes. Bajo estas condiciones se gatillan sefales diferentes que llevan a
caminos como la inhibicion del BDNF (Canossa y col.,, 2002) y de proteinas
reparadoras del ADN (Liu y col., 2002), e induccion la apoptosis (Bonfoco y col.,
1995). El rol dafino del NO se debe a su propia accién oxidante y a la de las RNS
que de él derivan. En condiciones de estrés oxidativo, al encontrarse con O~ puede
reaccionar formando peroxinitrito (ONOQO"), oxidante muy potente (Marletta y

Spiering, 2003, Beckman y Koppenol, 1996). El peroxinitrito reacciona facilmente
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con el CO, dando un compuesto intermediario que se hidroliza espontaneamente en
dos radicales: dioxido de nitrégeno (NO>’) y anion radical carbonato (CO™) (Gregus,
2008). Por otro lado, a partir del NO se forman iones nitroxilo (NO") y N,O3 como
intermediario en la reaccién del NO con el O, (Miranda y col., 2000, Marletta y
Spiering, 2003).

El NO es oxidante de sustratos tales como los grupos hemo (Miranda y col., 2000).
Esto provoca la liberacidn de metales que podrian aumentar la produccién de
radicales hidroxilo. EI ONOO", el NO, el CO™ y el NO™ son oxidantes de proteinas,
lipidos y DNA (Miranda y col., 2000; Gregus, 2008; Bishop y Anderson, 2005). Un
ejemplo es la nitracion irreversible de residuos de tirosina frente al peroxinitrito
(Guelman, 2003). Por otro lado, el NOy y el N,Os; son donantes de NO* que son
transferidos a moléculas biolégicas (Miranda y col., 2000).

La neurotoxicidad a partir de la estimulacion del receptor de NMDA también estaria
mediada por el NO producido por la nNOS (Culcasi y col., 1994; Dawson y Dawson,
1996). Al igual que para las ROS, la entrada de Ca®" a la célula a través de los
canales NMDA provoca un aumento del NO, debido a que el idén activa las NOS. Al
aumentar los niveles de ROS y NO conjuntamente, aumentan los niveles de
peroxinitritos lo cual puede exacerbar el dano y llevar a la muerte celular (Reinés y
col., 2003; Dawson y Dawson, 1996).

1.8- Defensas antioxidantes.

Como se menciond, continuamente se producen especies reactivas con caracter
oxidante. Sin ningun mecanismo de defensa frente a esto la supervivencia de un
organismo aerobio no seria posible. Las defensas antioxidantes de una célula
reducen la capacidad pro-oxidante. Estos mecanismos incluyen: la transformacion
de los compuestos pro-oxidantes a compuestos menos reactivos mediada por
enzimas, la reduccién de los compuestos mediada por moléculas atrapantes no
enzimaticas, el secuestro de metales catalizadores de las reacciones de formacion
de radicales libres y el mantenimiento de un entorno reducido (Reinés y col., 2003).

Entre los antioxidantes cerebrales se encuentran el acido ascérbico, las enzimas

superoéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) y el glutatiéon (GSH) (figura 9).

43



Introduccion
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Figura 9. Esquema de las reacciones catalizadas por las principales enzimas antioxidantes.

Enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT).

1.8.1- Superéxido Dismutasa.

Las SOD forman una familia de enzimas de la que se han caracterizado en
eucariotas: la Mn-SOD mitocondrial, la Cu/Zn-SOD mayormente citosdlica y la EC-
SOD mayormente extracelular, esta ultima menos presente en tejido nervioso
(Fridovich, 1997).
Como su nombre lo indica la SOD dismuta al superdoxido en Oz y H20, (McCord y
Fridovich, 1969):

O"+ Oy '+ 2H+ —» Oy + HOs

Por lo tanto las SOD cumplen un rol importante eliminando el O," del medio y
evitando, de esta manera, que se formen nuevas especies reactivas, como el
peroxinitrito.
Cada SOD depende de ciertos iones metalicos divalentes. La tabla 1 muestra cuales
son los iones para cada una de las isoformas y, qué proteinas cumplen un rol
importante en la donacion de dichos iones, y por lo tanto en la actividad de las SOD
(Miao y St Clair, 2009). Las SOD se expresan constitutivamente, pero pueden ser
reguladas transcripcionalmente. Se cree que la Cu/Zn-SOD se expresa
fundamentalmente de modo basal y muy poco de manera inducida (Miao y St Clair,
2009). En cambio la expresién de la Mn-SOD esta altamente regulada, y en esto
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cumple un papel importante la induccién de su transcripcién por un estado de estrés
oxidativo. Las SOD pueden ser reguladas, ademas, epigenéticamente o post-

transcripcionalmente (Miao y St Clair, 2009).

Tabla 1. Isoformas de la enzima superéxido dismutasa (Miao y St Clair, 2009).

Masa

Isoforma Localizacién molecular Subunidades

: Ion metalico
(KDa) de ensamblaje

Citoplasma, nucleo,

/ : L
Cu/ZaSOD membrana mitocondrial

88 Homeodimero Cu?* (cataliticamente activo)

Zn'* (mantiene la estabilidad
MusSOD Malriz milocondrial 32 Homolelramero dela enzima), Mn**

(cataliticamente activo)

Cu’" (cataliticamente activo),
Zn** (mantiene la estabilidad
de la enzima)

Membrana plasmatica, Glicoproteina
ol fluidos extracelulares < homotetramérica

Varios experimentos demuestran que las SOD cumplen un importante papel
protector frente al estrés oxidativo, dafio o neurotoxinas en el sistema nervioso
central (Ischiropoulos y Beckman, 2003). Ademas, las SOD resultan protectoras
frente a la excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA (Dawson y Dawson, 1996).
En distintos organismos se han reportado diversas anomalias provocadas por la falta
de alguna de estas enzimas (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman, 2003).
Ademas las SOD parecerian estar altamente relacionadas con la esclerosis
amiotrofica lateral familiar (FALS), en la cual lo individuos presentarian una forma de
la Zn/Cu-SOD mutada con funcién toxica (Fridovich, 1997; Ischiropoulos y Beckman,
2003; Schulz y col., 2000).

1.8.2- Catalasa.

La catalasa (CAT) es una hemo-proteina asociada a NADPH con funcion peroxidasa
(Chelikani y col., 2004). Se encuentra principalmente en los peroxisomas de las

células de todos los 6rganos, especialmente en higado vy eritrocitos.
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La CAT transforma el H,O, en agua y Oa:

Es una enzima ubicua, muy resistente a la protedlisis y desnaturalizacion, y su
expresion esta modulada por el H,O, y especies reactivas del oxigeno (Chelikani y
col., 2004).

1.8.3- Glutation.

El glutation (GSH) es el mayor antioxidante en el cerebro (Dringen, 2000). Es el
principal antioxidante en los terminales presinapticos de las neuronas (Smythies,
1999). Sin embargo, la mayoria se encuentra en las células gliales (Philbert y col.,
1991). Ademas se encuentra en el espacio extracelular porque es secretado por
ambos tipos celulares.

El GSH es un tripéptido de glutamato, cisteina y glicina, mayormente citoplasmatico
(en menor medida mitocondrial), con alto numero de tioles (Aoyama y col., 2008a),
por lo tanto tiene un alto poder reductor. Actua como secuestrador de radicales libres
tales como el superoxido, el oxido nitrico, el radical hidroxilo y el peroxinitrito.
Ademas, resulta cofactor de reacciones de reduccion de peréxidos (como el H,0,),
calalizada por la glutation peroxidasa (GPx) (Chance y col., 1979). Al reaccionar, el
glutation reducido (GSH) pasa a su forma oxidada, glutation disulfuro (GSSG) (figura
10).

[2 G}~
2*\{/ \ o
| |
I
/) \ \
> @ \ ‘,f &P - 1.0 “\mnpu

GSSG

Figura 10. Vias de oxidacion y reduccion del glutation en su accion antioxidante.
Glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GR) (Dringen, 2000).
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Normalmente, la mayoria del glutation esta en su forma reducida, por ello el sistema
funciona como un buffer REDOX. La enzima glutation reductasa (GR) dependiente
de NADPH es la encargada de revertir el GSSG a GSH (Aoyama y col., 2008b).

Por otro lado, el glutation forma conjugados con sustancias toxicas, reaccién
catalizada por la glutation-s-transferasa, y es liberado por las células e hidrolizado
por la y-glutamil transpeptidasa (Dringen, 2000). Ambos fendmenos disminuyen la
cantidad de glutation, pero los valores son normalizados gracias a su sintesis de
novo.

El GSH es formado a partir de la unién de glutamato y cisteina catalizada por la
enzima y-glutamilcisteina sintasa, formandose un dipéptido que luego se une a una
glicina, reaccién catalizada por la enzima GSH sintasa (Aoyama y col., 2008b). El
GSH producido ejerce una retroalimentacion negativa sobre su sintesis inhibiendo a
la y-glutamilcisteina sintasa. El sustrato limitante es la cisteina, la cual ingresa a las
células gliales a través de los transportadores EAAT1 y EAAT2, y a las neuronas
hipocampales a través del transportador EAAC1 (Aoyama y col., 2008a). Ademas, el
dipéptido, producto de la hidrélisis de GSH puede ser reutilizado como sustrato para
la sintesis de novo (Dringen, 2000).

Ademas de su importancia como antioxidante, se le han adjudicado otras funciones,
tales como un papel esencial en la proliferacion celular, almacenamiento no toxico
de cisteina, neuromodulacion sinaptica y neurotransmisiéon (Cruz y col., 2003;
Dringen, 2000).

Se ha documentado que una disminucion de GSH puede desencadenar apoptosis,
llevar a un aumento del influjo de Ca®* a la célula, aumentar las ROS (figura 11), o
conducir a la disfuncién mitocondrial (Schulz y col., 2000). Se ha encontrado una
disminucion de GSH en el sistema nervioso de pacientes esquizofrénicos y en

individuos con enfermedad de Parkinson (Schulz y col., 2000).
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Figura 11. Proteccion dependiente del glutation contra el estrés oxidativo. El glutation
reacciona con el superoxido, el oxido nitrico, el radical hidroxilo, y el peroxinitrito (flecha
punteada). El glutatiéon también reacciona con el H,O, catalizados por la GPx/CAT.
Abreviaturas: O, : superoxido, H,O,: perdxido de hidrogeno, GPx: glutation peroxidasa, CAT:

catalasa, NO: 6xido nitrico, ONOQO™: peroxinitrito, HO": radical hidroxilo.
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2- El sistema inmune.

2.1- Anatomia del sistema inmune.

Los seres superiores defienden constantemente su integridad bioldgica frente a
agresiones, procedentes del exterior asi como del propio organismo. De no ser asi,
moririan como consecuencia de tumores e infecciones por bacterias, virus, hongos,
etc. Para que estos fendmenos de defensa se lleven a cabo, los organismos
disponen de un conjunto de elementos especiales, conocido como sistema inmune.
La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer y se madura y consolida en los
primeros afnos de la vida fuera del seno materno.

El sistema inmune (Sl) esta conformado por una serie de érganos, tejidos y células
que se encuentran distribuidos de manera amplia por todo el cuerpo.
Estructuralmente el Sl esta formado por érganos macizos como el timo, el bazo y los
ganglios linfaticos y estructuras tubulares como los vasos linfaticos que se
encuentran intercomunicando algunos de los 6rganos mencionados anteriormente.
Teniendo en cuenta las funciones que realizan estos 6rganos se pueden clasificar en
primarios y secundarios. En los érganos primarios, el timo y la médula ésea, se
generan las células que conforman al sistema inmune (linfopoyesis) y ademas en
éstos los linfocitos adquieren su repertorio de receptores especificos para cada tipo
de antigeno. Los érganos secundarios hospedan a las células capacitadas en un
entorno adecuado para que las mismas interactuen con los agentes extrafios al
organismo y eventualmente los eliminen. Los érganos linfoides secundarios incluyen
el bazo, los ganglios linfaticos y el tejido linfoide asociado a las mucosas, como las
amigdalas y las placas de Peyer del intestino.

El rol primario del S| es entonces proteger al organismo de agentes perjudiciales
externos. Juega ademas un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
antigénica del organismo eliminando clones autoreactivos, es decir que reconozcan

antigenos propios (Fainboim y Geffner, 2005; Delves y Roitt, 2000a).
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2.2- Inmunidad innata y adquirida.

Existen dos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida o adaptativa. La inmunidad
innata es la primera linea de defensa ante una infeccibn o un agente téxico
(Medzhitov y Janeway, 2000). Forman parte de ésta la piel y el epitelio de los tractos
digestivo, respiratorio y genitourinario, asi como también diversos tipos de células,
como mastocitos, macrofagos, neutréfilos entre otras. Ademas involucra el sistema
del complemento y proteinas de fase aguda. La respuesta inmune inespecifica es la
primera barrera defensiva del organismo y no requiere sensibilizacion previa. Este
tipo de respuesta es mediada por células con capacidad fagocitica y células
asesinas naturales (NK).

El sistema inmune adaptativo evolucioné en los vertebrados primitivos y permite una
respuesta inmunitaria mayor y especifica, asi como el establecimiento de la
denominada memoria inmunolégica que proporciona una respuesta mejorada a
encuentros secundarios con ese mismo patégeno especifico. La inmunidad
adaptativa puede clasificarse en dos tipos: la inmunidad celular, mediada por
linfocitos T (LT) y la inmunidad humoral mediada por linfocitos B (LB). Los LB y LT
reconocen motivos particulares presentes en los patdégenos. El linfocito B o T que
reconoce su antigeno se activa y sufre un proceso de expansion clonal generando
asi una progenie de idéntica especificidad antigénica compuesta por miles de células
(Delves y Roitt, 2000a).

2.3- Linfocitos B.

Los linfocitos B cumplen la funcidon de generar anticuerpos (Ac), funcion que llevan a
cabo una vez diferenciados. Los LB responden a dos tipos distintos de antigenos
(Ag), los Ag timo-independientes (T-independientes), como por ejemplo las
estructuras poliméricas presentes en la pared de las bacterias Gram-negativas
(lipopolisacarido de membrana, LPS), que inducen una respuesta sin necesidad de
la colaboracién de los LT y los Ag timo-dependientes (T-dependientes), como los
glébulos rojos de carnero (GRc) que necesitan de las células T para producir una
optima produccion de Ac (Delves y Roitt, 2000b). La interaccion de los Ag con sus

receptores produce la activacion del LB que prolifera y se diferencia en célula
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plasmatica, que es la célula efectora, y secreta activamente Ac especificos contra el
Ag que las activo.

Los LB reconocen a su Ag a través de receptores de membrana. Para los Ag T-
dependientes los receptores son inmunoglobulinas (Ig) de membrana de tipo IgD e
IgM (BCR). El procesamiento y presentacion de Ags T-dependientes a células T
efectoras estimula la produccién de citoquinas y la expresion en superficie de CD40,
que actua sobre las células B para inducir la progresion del ciclo celular y
diferenciacion celular. Existen dos tipos de Ag T-independientes, los Ag Tl-1 que no
estimulan las células B a través del BCR sino a través de receptores del tipo Toll
(TLRs), como por ejemplo el LPS que estimula al LB a través del TLR-4 (Medzhitov,
2001); y los Ags TI-2 que reaccionan de forma cruzada con BCR (Fainboim y
Geffner, 2005).

2.4- Linfocitos T.

La respuesta inmune de tipo celular cumple una importante funcién como
mecanismo inmunolégico de defensa, actuando principalmente frente a bacterias y
virus, asi como evitando la aparicién y desarrollo de células tumorales. Los LT
reconocen el Ag mediante un receptor de membrana (TCR), pero a diferencia de los
LB, que reconocen antigenos nativos, los LT lo hacen solo cuando el Ag es
degradado y procesado en el interior de las células presentadoras de antigeno
(APC) o de células infectadas y sus determinantes antigénicos son expuestos en la
superficie de estas células en el contexto de una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC).

Existen diversos tipos de linfocitos T. En funcion de la expresion de moléculas de
superficies CD4 y CD8 se clasifican en dos grupos. Las células T CD4" y células T
CD8". Las células CD4" a su vez se dividen en T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T
helper 17 y T reguladores (Treg) de acuerdo con su perfil funcional, determinado
fundamentalmente por el patron de citoquinas producido.

Los linfocitos T CD4" reconocen Ag procesados proteoliticamente y expuestos en el
contexto de moléculas del MHC de clase Il de las APC. Por otra parte, los linfocitos

citotéxicos CD8" reconocen a los Ag que han sido procesados endégenamente en el
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citosol de la célula infectada y presentados en superficie por moléculas MHC de
clase | (Fainboim y Geffner, 2005).
La diferenciacion de células T tanto en células efectoras Th1 como Th2 determina la

naturaleza de la respuesta inmune adaptativa que se activa subsecuentemente.

2.5- Citoquinas.

Las citoquinas son moléculas de bajo peso molecular bioldgicamente activas que
modulan la actividad del sistema inmune, secretadas por varios tipos celulares
pertenecientes o no al sistema inmune. Sus acciones suelen ser pleiotropicas y
redundantes. En este sentido suelen observarse efectos sinérgicos o antagoénicos.
Algunas citoquinas se consideran anti-inflamatorias y otras pro-inflamatorias
(Fainbom y Gefner, 2005).

Las células Th1 cuando son estimuladas secretan IFN-y, IL-2 y TNF. Las células Th1
estan involucradas en la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) que es la
responsable del reclutamiento de otras células inflamatorias en los tejidos periféricos
infectados y la diferenciacion de células CD8" en células citotoxicas maduras. Un
ejemplo de respuesta DTH mediada por células Th1 es la prueba de tuberculina
cutanea. Ademas fueron implicadas como efectores de las enfermedades
autoinmunes en general (Liblau y col., 1995; Romagnani, 1995), y en enfermedades
del sistema nervioso central como por ejemplo la esclerosis multiple (Olsson, 1995 a
y b).

Las células Th2 secretan IL-4, IL-6, IL-10, IL5, IL-13 y TGF-B. Cumplen un papel
principal en la inmunidad frente a bacterias y parasitos extracelulares (Faimbon y
Gefner, 2005). Estas células y sus citoquinas son necesarias para la estimulacién y
diferenciacion de LB en células plasmaticas maduras secretoras de anticuerpos.
También estan implicadas en reacciones alérgicas: la IL-4 activa la produccién de
IgE y la IL-5 activa los eosindfilos (Elenkov, 2004).

La generacién de respuesta Th1 y Th2 suele ser mutuamente excluyente. Existe 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 y la IL-4 secretadas por las Th2 inhiben
la secrecidn de IL-2 e IFN-y por parte de las Th1. La inhibicién ejercida por la IL-10

no es directa, la IL-10 reduce el numero de moléculas de MHC-II de las APC por lo
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cual ésta disminuyen su capacidad de activar a las Th1. El predominio de una u otra
de las dos subpoblaciones de linfocitos Th depende a su vez del microambiente de

citoquinas en que ocurre la activacién y maduracion inicial a partir de linfocitos en
reposo (Faimbon y Geffner, 2005).

En la figura 12 puede verse un esquema general de la respuesta inmune.
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Figura 12: Esquema general de la respuesta de los linfocitos frente a una infeccion viral. Las células
T se caracterizan por poseer receptores de células T (TCRs) que reconocen antigenos procesados
presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), como se muestra en el
lado izquierdo de la figura. La mayoria de la células T citotdxicas son CD8", reconocen un antigeno
procesado presentado por las moléculas MHC de clase |, matan a la celula infectada, previniendo la
replicacion viral. Las células T citotoxicas activadas secretan interferén-y, que junto con el interferén-a
y B producido por las células infectadas, crea un estado de resistencia celular a la infeccion viral.
Como se muestra en el lado derecho de la figura, las células T colaboradoras (T helper) son
generalmente CD4", reconociendo al antigeno procesado presentado por moléculas MHC de clase II,
y puede ser dividido en dos poblaciones principales. Células T helper tipo 1 (Th1) que secretan
interferon-y e interleuquina-2, las cuales activan macrofagos y células T citotdéxicas para matar
organismos intracelulares; células T helper tipo 2 (Th2) que secretan interleuquina 4, 5 y 6, las cuales
ayudan a las células B a secretar anticuerpos. Las células B reconocen al antigeno directamente o en
forma de complejo inmune sobre las células dendriticas foliculares en centros germinales (Delves y

Roitt, 2000b).
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2.6- Memoria inmunitaria. Respuesta primaria y secundaria.

Cuando un linfocito reconoce a su antigeno se activa y se produce una expansion
clonal del mismo. Algunos de esos clones actuaran como células efectoras en la
defensa contra el patégeno que despertd la respuesta, otras se diferenciaran en
células de memoria que perduraran en el organismo y podran actuar frente a una
reexposicién al mismo patégeno, garantizando una respuesta mas rapida y eficiente.
Los LT CD4" generan células de memoria que se pueden dividir en dos
subpoblaciones los linfocitos T de memoria efectores (Tye) y los linfocitos T de
memoria centrales (Tyc). Las Tye expresan determinadas moléculas de adhesiéon y
receptores para quimiocinas que les permiten ingresar a los tejidos periféricos, al ser
activados secretan rapidamente las citoquinas efectoras. Los Tyc expresan
moléculas de adhesion que les permiten entrar a los 6rganos linfaticos secundarios.
Poseen mayor capacidad de proliferaciéon frente a la reestimulacion antigénica en
relacion con los Tye (Fainboim y Geffner, 2005). Los linfocitos T CD8" también
poseen la capacidad de generar células de memoria.

En la inmunidad humoral deben 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 produccion de
células plasmaticas secretoras de anticuerpos 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 antigeno. Para este tipo de
antigeno, la respuesta secundaria posee diferencias importantes respecto a la
respuesta primaria. Se inicia mas rapidamente (menor fase lag), alcanza mas
intensidad (100 a 1000 veces mayor), dura mas tiempo y se produce
preferentemente IgG, aunque también IgA e IgE, en lugar de IgM (figura 13 A). Para
Ags T-independientes, tanto en la respuesta primaria como en la secundaria, el Ac
producido es de tipo IgM (figura 13 B).
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Por ultimo cabe destacar que la memoria inmunitaria de los LB suele ser de mayor

duracién que la generada por LT (Fainboim y Geffner, 2005).
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Figura 13. Respuesta primaria y secundaria. (A) Respuesta inmune inducida por un
antigeno T-dependiente. (B) Respuesta inmune inducida por un antigeno T-

indedependiente.
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3- Interaccién entre el sistema inmune y el sistema

nervioso.

Durante los ultimos veinte afios se han realizado numerosos estudios para identificar
los mecanismos responsables de la comunicacion bidireccional entre los sistemas
neuroendocrino e inmune. Una gran cantidad de estudios realizados in vitro e in vivo,
indican que comparten ligandos y receptores que son usados como un lenguaje
quimico comun dentro y entre el sistema inmune y neuroendocrino (Blalock, 1994).
En la figura 14 se esquematiza la interaccion entre ambos sistemas los cuales

comparten ligandos y receptores.
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Figura 14: Circuito de comunicacion molecular dentro y entre el sistema inmune y el sistema

neuroendocrino, compartiendo ligandos y sus receptores.
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3.1- Regulacion del sistema inmune por el sistema neuroendocrino.

Existe una estrecha relacion entre el Sl y el Sistema Nervioso (SN), estos dos
sistemas junto al sistema endocrino (SE) mantienen la homeostasis del individuo y
representan un mecanismo integral que contribuye a la adaptacion del individuo y de
las especies (Ader y Cohen, 1993). Entre estos sistemas existe una relacion
funcional para la adaptacién fisiolégica al estrés y es necesario un nivel éptimo de
funcionamiento de los mismos para lograr una existencia duradera.

El sistema nervioso simpatico (SNS), el cual inerva extensamente los 6rganos
linfoides estableciendo conexiones anatémicas entre los sistemas nervioso e inmune
(Felten y col., 1987; Felten y Felten, 1988), regula la funcion del Sl principalmente
por la via de neurotransmisores adrenérgicos liberados a través de circuitos
neuronales (Dantzer y Wollman, 2003 ; Webster y col., 2002).

Las células del S| poseen receptores de membrana para la mayoria de los
neuropéptidos y neurotransmisores por lo que poseen la capacidad de responder a
estos factores. Estos receptores son funcionales y su activacion induce cambios en
las funciones inmunes como la proliferacion celular, y las respuestas inmunes
especificas (Eskandari y col., 2003).

La noradrenalina (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 2 (B2AR) (Bylund y
col., 1994).

Las células T, las cuales expresan varios receptores para catecolaminas, pueden
cambiar su fenotipo en respuesta a las sefales recibidas. La noradrenalina, llevada
a los organos linfaticos via inervacion simpatica, puede cambiar el perfil de
produccion de citoquinas y la respuesta proliferativa de las células T (Lyte y col.,
1991), y movilizar las células madres hematopoyéticas de la médula ésea a la
circulacién de sangre periférica (Katayama y col., 2006). Diamond y col. (2001)
publicaron un trabajo donde reportan que la estimulacion mental en humanos
aumenta el numero de células T circulando en sangre. Otros resultados sugieren que
las células T son movilizadas desde los nddulos linfaticos a la sangre periférica bajo
condiciones fisiologicas en la cual la neurogénesis es aumentada por ambiente

enriquecido y/o actividad fisica (Ziv y col., 2006).
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La principal via hormonal por la cual el SNC regula al Sl es el eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) a través de las hormonas de la respuesta neuroendocrina al
estrés. A su vez las células del sistema inmune producen citoquinas que pueden
alteran la funcién del eje HPA.

Existen dos tipos de receptores para los glucocorticoides (GCs), los receptores de
glucocorticoides (GCR) y los receptores mineralocorticoides (MR) (Webster y col.,
2002). La corticosterona tiene mayor afinidad por los MR que por los GCR (Sorrells y
Sapolsky, 2007), por lo que a bajas concentraciones la hormona circulante se une
preferentemente a MR. Sélo a altos niveles circulantes o altas concentraciones en el
tejido los GCR son ocupados (DeRijk y col., 2002; Funder, 1997).

El principal receptor para GCs en células inmunes, como macréfagos y LT es el
GCR por lo que la influencia de estas hormonas sobre la funcidon inmune es mediada
a través de este receptor (Marchetti y col., 2001).

Los GCs pueden regular al SI de muchas formas. Por ejemplo pueden modular la
expresion de citoquinas, moléculas de adhesién, quimioatractantes y otros factores
inflamatorios (Adcock e Ito, 2000; Atsuta y col.,, 1999; Nakagawa y col., 1999),
bloquear la maduracion linfocitaria (Wisniewska y col., 2004) e inducir apoptosis
(Bishop y col., 2000).

Durante muchos afios se penso6 que los GCs eran inmunosupresores, sin embargo
los estudios que llevan a estas conclusiones se realizaron utilizando dosis
farmacologicas de éstos y moléculas sintéticas (Boumpas y col, 1993).
Recientemente se postuld que a concentraciones fisioldgicas, los GCs serian
inmunomodulatorios, ya que causan una supresién selectiva de la inmunidad celular
Th1 y un cambio hacia la inmunidad celular Th2, mas que una inmunosupresion
generalizada (Elenkov, 2004). De hecho los GCs a nivel fisiolégico estimularian
varios aspectos de la funciéon inmune. Por ejemplo, varios procesos relacionados a la
funcion de células T son facilitados (Wilckens y De Rijk, 1997). También estimulan
agudamente las reacciones de hipersensibilidad de tipo retardara, mientras que a

concentraciones farmacoldgicas la suprimen (Dhabhar y McEwen, 1999).
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3.2- Accién de las citoquinas en el sistema nervioso.

Se conoce que las citoquinas producen una serie de efectos sobre el
comportamiento luego de su administracién central o periférica (Dantzer y col., 1996;
De Sarro y col., 1990). El animal que sufre una infeccion presenta una disminucion
en su alimentacion, actividad locomotora y exploratoria, interaccién social y actividad
sexual, entre otras. El estado de somnolencia aumenta y las funciones cognitivas
estan disminuidas. Este comportamiento denominado "sickness behavior" ha sido
asociado a la activacién del sistema inmune y a la liberacion de citoquinas (Dantzer,
2001). Las citoquinas proinflamatorias, el TNF-a, la IL-1a/f y la IL-6 son las
candidatas mas firmes para mediar estos efectos. Se demostrdé experimentalmente
que la administracion central o periférica de IL-1 produce efectos sobre las funciones
cognitivas (Bluthé y col., 1997). La administracion de IL-6 o TNF-a no ejercen por si
solas un efecto tan potente como el observado para la IL-1 aunque existen
evidencias de su participacién en la conducta denominada "sickness-behavior"
(Bluthé y col., 2000). Asimismo, la IL-2 es capaz de inducir un efecto soporifero al
ser inyectada en el locus coeruleus en ratones (Nistico y De Sarro, 1991). Por otro
lado, se ha observado un aumento en la actividad locomotora y exploratoria luego de
la administracion de IL-2 en el hipocampo e hipotalamo (De Sarro y col, 1990; Nistico
y De Sarro, 1991) y también luego de su administracién periférica (De Sarro y col,
1990). Tanto la IL-2 como la IL-6 fueron asociadas con estados psicopatoldgicos
como por ejemplo una serie de manifestaciones psiquiatricas, que incluyen el delirio,
la paranoia, las alucinaciones y el estado de letargia, las cuales fueron observadas
en pacientes que recibieron tratamiento inmunolégico con IL-2 (Caraceni y col,
1993). Respecto al Alzheimer, se ha observado un aumento de las interleuquinas 1y
6, que a su vez se han correlacionado con incrementos en la sintesis de proteinas
amiloides, por lo que pueden considerarse uno de los factores determinantes de esta
enfermedad.

Originalmente se pensé que las hormonas producidas en la periferia podian
atravesar directamente la barrera hematoencefalica, ya que varias hormonas
inmunoregulatorias, incluyendo IL-1, IL-2, IL-6 y TNF produjeron efectos sobre las
funciones neuroendocrinas. Sin embargo como el tamafo de las hormonas era muy

grande como para penetrar la barrera hematoencefalica, se sugiridé la produccion
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local de las citoquinas en el tejido neuroendocrino (Vankelecom y col., 1989; Koenig
y col., 1990).

AlUn no queda claro como las interleuquinas alcanzan el SNC (Banks y col., 1995).
Uno de los mecanismos propuestos sostiene que las citoquinas actuan a nivel de un
organo circunventricular, vagal u otro nervio aferente, liberando sustancias que
estimulan la liberacion de citoquinas dentro del SNC; las células de la microglia
serian las principales productoras de las mismas. Otros mecanismos postulan la
existencia de transportadores especificos de tal manera que las citoquinas ingresan
a través de los mismos desde la sangre al SNC. Muchos de estos transportadores
han sido identificados, aunque aun no esta claro si la actividad de estos
transportadores alcanza para obtener los niveles de citoquinas adecuados dentro del
SNC para producir los efectos encontrados.

3.3- Accion de las neurotrofinas en el sistema inmune.

Numerosos estudios se han hecho para dilucidar la funcion de las neurotrofinas
(NTs) en otros sistemas, ademas del SN, incluyendo el Sl (Otten y Gadient, 1995;
Tessarollo, 1998; Aloe y col., 1999; Aloe, 2001; Sariola, 2001).

Los linfocitos pueden secretar factores neurotréficos, factores que tienen la
capacidad de aumentar la supervivencia neuronal. Como por ejemplo BDNF, NGF y
la NT3 (Bronzetti y col., 2006). Los linfocitos ademas poseen receptores para estas
NTs. Dean y col. (1987) fueron los primeros en demostrar que las neurotrofinas
podian actuar sobre linfocitos, vieron que NGF puede incrementar la respuesta
blastogénica en células esplénicas de ratén.

Ademas se vio que la expresiéon de neurotrofinas y sus receptores es dependiente
de la activacioén celular (Kerschensteiner y col., 1999; Moalem y col., 2000).

Los niveles de BDNF en el giro dentado, los cuales son afectados por la actividad de
las células inmunes (Ziv y col., 2006), podrian no sélo afectar la neurogénesis
(Sairanen y col., 2005) sino también otras formas de plasticidad hipocampal como el
LTD (Pang y col., 2004).

61



Introduccion

3.4- Evidencias que avalan la existencia de una autoinmunidad

protectora. Nuevas perspectivas terapéuticas.

En la ultima década, el area de la psiconeuroinmunologia se ha desarrollado como
una significativa disciplina biomédica. Es ahora posible ver al sistema nervioso, al
sistema enddcrino y al sistema inmune como parte de un sistema integrado de
respuesta. El impacto de esta red psiconeuroimmunoldgica para la investigacion en
psiquiatria es obvio. Especialmente cuando la historia muestra la relevancia de
infecciones e inmunidad en la practica psiquiatrica, cerca del 30% de los pacientes
con desordenes psiquiatricos sufrieron de neurosifilis antes que una terapia para
esta enfermedad fuera desarrollada hacia fines del siglo XIX. Mas actual, es la
aparicion de trastornos neuropsiquiatricos en enfermos de SIDA. 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.

Sin embargo, a la hora de evaluar esta interaccion las respuestas inmunoldgicas en
el sistema nervioso central (SNC), especialmente aquellas con un importante
componente inflamatorio, son consideradas como neurotéxicas. Esto es logico si
tomamos en cuenta que por afos los inmundlogos han considerado la tolerancia
hacia antigenos propios como la éptima condicién para la salud del individuo y que
ademas, las células inmunes tienen limitado acceso al SNC. Sin embargo,
investigaciones recientes han demostrado que células T reactivas para
autoantigenos del SNC son necesarias para la reparacion post-injuria del tejido
neural (Yoles y col., 2001; Kipnis y col., 2002; Schwartz y Kipnis, 2001) liberando
neurotrofinas que estimulan la neurogénesis (Ziv y col., 2007). Asimismo, se ha
sugerido que tendrian un papel en el aprendizaje espacial y la memoria (Ziv y col.,
2006).

El grupo de Michael Schwartz introdujo el concepto de “autoinmunidad protectora”
(protective autoimmunity). Lo defini6 como una respuesta fisioldgica producida ante
una situacion amenazante en el SNC. La respuesta es beneficiosa pero, si su
funcionamiento es afectado, esta puede llevar a una enfermedad autoinmune
(Schwartz y col., 2003). Ellos demostraron en numerosos trabajos experimentales

que la respuesta fisiologica de las células T autoreactivas juegan un papel crucial en
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la neuroprotecciéon después de una lesién en el SNC (Hauben y col., 2000b; Yoles y
col., 2001). Uno de estos estudios fue realizado en ratas a las que se les lesiono
parcialmente el nervio 6ptico donde mostraron que inyecciones sistémicas de células
T que fueron especificas para péptidos asociados a mielina redujeron la pérdida de
fibras y neuronas post-lesion. Asi que, la supervivencia de las células ganglionares
de retina lesionadas fue mayor para las ratas tratadas con células T especificas para
mielina que para ratas tratadas con células T especificas para un antigeno
irrelevante o ratas no tratadas (Moalem y col., 1999a). Resultados similares fueron
obtenidos por recuperacion de la actividad motora después de una lesion de la
médula espinal (Moalem y col., 1999b; Hauben y col., 2000a; 2000b).

Existen discrepancias entre los modelos estudiados acerca de que las células T
pueden conferir neuroproteccion o exacerbar el dano causado previamente en el
SNC. Esto refleja la complejidad de la respuesta inflamatoria, asi como también la
naturaleza del tejido danado, la especie, la cepa, el sexo, la genética y el estado
fisioldgico de un determinado 6rgano o animal en el momento de estudio (Kipnis y
col., 2001; Hauben y col., 2002; Hauben y Schwartz, 2003). Los resultados de Kipnis
y col. (2000) sugieren que los mismos tipos de células T (Th1) pueden ser
potencialmente destructivos o potencialmente protectores. La regulacion de estas
células autoinmunes evitando el riesgo de la aparicion de una condicién patoldgica
de autoinmunidad, seria llevada a cabo por células T regulatorias CD4'CD25"
(Kipnis y col., 2002).

Los resultados de los diversos estudios realizados por el grupo de Schwartz sugieren
que estas células autoreactivas, presentes en los individuos sanos, podrian tener un
papel fisiologico importante para mantener la integridad del SNC (Ziv y col., 2006).
El acetato de glatiramer (GA; Copaxone®, copolimero 1) consiste de sales de acetato
de polipéptidos sintéticos que contienen cuatro aminoacidos: L-alanina, L-glutamato,
L-lisina y L-tirosina (Teitelbaum y col., 1971). Fue aprobado por la Food and Drugs
Administration (FDA) de U.S.A. para el tratamiento de la esclerosis multiple (Schori y
col., 2001; Kipnis y col., 2000). EI GA puede tener una débil reaccion cruzada con
autoantigenos residentes en el SNC (Kipnis y col., 2000) y puede estimular los
efectos protectores o de reparacion de las células T autoreactivas (Kipnis y col.,
2000; Angelov y col., 2003; Benner y col., 2004; Avidan y col., 2004). En tal sentido
el grupo de Schwartz ha demostrado que una sola inyeccién de GA es protectora en

un modelo agudo de injuria en el SNC (Angelov y col. 2003).
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4- Estrés.

4.1- Mediadores involucrados.

El estrés es definido como aquella condicion que perturba severamente la
homeostasis fisioldgica y psicolégica de un organismo (Levine y Ursin, 1991; Weiner,
1992). Mientras que el estrés es un mecanismo de supervivencia necesario, el estrés
prolongado puede tener varios efectos deletéreos, incluyendo desde deterioro en el
aprendizaje y la memoria hasta aumento de muerte de células neuronales.

La clasica respuesta fisioldgica al estrés incluye la activacion del sistema nervioso
auténomo vy el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), con el consecuente aumento
de los niveles de glucocorticoides (GC) y catecolaminas en sangre y tejidos. En lo
que conforma el eje HPA, las neuronas del nucleo paraventricular (PVN) del
hipotalamo secretan CRH (hormona liberadora de corticotropina) y AVP (arginina
vasopresina), que estimulan en la glandula pituitaria la secrecién de ACTH (hormona
adrenocorticotrépica) hacia el torrente sanguineo. La ACTH estimula la sintesis y
secrecion de GC (cortisol en primates y corticosterona en roedores) en la corteza de
la glandula adrenal. Ademas, el PVN modula al sistema auténomo mediante
proyecciones hacia neuronas preganglionares simpaticas y parasimpaticas. A través
de la via simpatica se estimula en la médula adrenal la secrecion de adrenalina.

El hipocampo y la amigdala tienen un rol clave en la regulacion de la respuesta al
estrés. Estas regiones forman parte de un sistema integrador involucrado en el
control neuroendocrino. Ambos, de manera indirecta o directa proyectan hacia el
hipotalamo (Watts, 2007). ElI hipocampo esta involucrado en el mecanismo de
retroalimentacion negativo sobre el eje HPA (Furay, 2008; Sapolsky y col., 1984).
Esto ocurriria principalmente via la estimulacion por GC, aunque ademas existen
evidencias de un tono inhibitorio sobre el eje, independientemente de los GC
(Buckingham, 2007). Contrariamente, la amigdala tendria un papel excitatorio del eje
HPA (Kollack-Walker y col., 2007).

Como ya fuera mencionado, las células del sistema inmune tienen receptores tanto
para los glucocorticoides como para las catecolaminas, constituyéndose en

mediadores de los efectos del estrés sobre el sistema inmune (figura 15).
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sistema nervioso parasimpatico, Modificado de Wesbter y col. (2002).

65



Introduccion

Se ha demostrado que el estrés afecta la plasticidad sinaptica, la morfologia
dendritica, la neurotoxicidad y la neurogénesis dentro del hipocampo (Kim y Yoon,
1998; McEwen, 1999). El hipocampo es particularmente sensible a los efectos del
estrés como se esquematiza en la figura 16. Se ha documentado que estas
alteraciones, que incluyen la atrofia dendritica de las neuronas piramidales de la
region CA3, la supresion de la proliferacion celular en el giro dentado, la
reorganizacion de las vesiculas sinapticas en las terminales de las fibras musgosas y
la inhibicién de la potenciacién a largo plazo (LTP) en la zona CA3 y el giro dentado,
con el consecuente deterioro cognitivo evidenciado por menores desempefios en
pruebas de aprendizaje y memoria, se producen luego de la exposicién cronica a la
situacion de estrés, pero no en el corto plazo. Los glucocorticoides han sido los
mediadores principalmente involucrados en estos efectos deletéreos del estrés
(McEwen, 2001).
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Figura 16. Efectos fisiologicos comportamentales asociados con el estrés. Con un nivel
medio de estrés, ocurren alteraciones como corta duraciéon en los sistemas motivacional,
emocional y del despertar que pueden tener influencia en los procesos de aprendizaje y
memoria. Cuando el nivel de estrés se incrementa (en duracion, intensidad o ambos), varios
cambios transientes y permanentes son observados en el hipocampo, incluyendo
modificaciones en la plasticidad sinaptica, cambios morfologicos y muerte neuronal. Estos
cambios inducidos por el estrés en el hipocampo pueden potencialmente contribuir a

perjudicar el aprendizaje asociado con el estrés (Kim y Yoon, 1998).
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Mas recientemente, las citoquinas se han perfilado como importantes mediadores de
la respuesta al estrés produciendo importantes cambios conductuales. Es importante
tener en cuenta que estas interleuquinas tienen la capacidad de actuar a nivel del
SNC produciendo cambios en el comportamiento y que ademas han sido implicados
en procesos de inflamacion y degeneracion neuronal. Se ha demostrado que
enfermedades relacionadas al estrés como la depresion mayor y el Alzheimer cursan
con desbalances en la relacion de citoquinas de tipo Th1/Th2 (Schwarz y col., 2001;

Sperner-Unterweger, 2005).

4.2- Modelos experimentales de estrés crénico.

Existen diversas formas de inducir estrés en animales, el cual, dependiendo de la
duracién, puede clasificarse en agudo o crénico. Los esquemas de estrés por lo
general involucran la exposicion a diferentes agentes estresantes como
inmovilizacioén, shock eléctrico, frio, ejercicio y restriccidon de comida, entre otros. La
aplicacion de éstos por un periodo de tiempo prolongado (mas de una semana)
(Joéls y Baram, 2009), es considerado estrés cronico. Varios paradigmas de estrés
cronico han sido utilizados en estudios preclinicos para evaluar la accién de
farmacos antidepresivos, como el modelo de estrés psicosocial en el primate
primitivo Tupaia belangeri (Fuchs y Flugge, 2002) y el estrés fisico, social e
impredecible en roedores (Alfonso y col., 2006; McEwen, 2001). Cuando se utiliza un
solo tipo de estresor, por ejemplo inmovilizacién, el modelo se denomina de estrés
crénico homotrépico. Cuando se utilizan una combinacion de diferentes estresores,
se denomina heterotrdpico.

Un modelo de estrés heterotrépico es el modelo de estrés cronico moderado (CMS).
El mismo consiste en someter a los animales a una serie de estresores considerados
moderados que se aplican de manera crénica, secuencial y alternada para no
producir acostumbramiento por parte del animal (Willner y col., 1992; Moreau, 1997).
Este modelo implica un bajo grado de estrés ofreciendo una aproximacion razonable
a diversos estresores de la vida diaria. En este sentido, el modelo de estrés crénico
moderado ofrece una simulacion realista de los efectos bioldgicos del estrés crénico.
Es importante tener en cuenta que la sensibilidad a este modelo puede variar de

acuerdo a la cepa utilizada, el sexo, la edad e inclusive al proveedor de los animales.
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Por otra parte, los cambios conductuales que se manifiestan en los animales
sometidos al modelo pueden diferir entre laboratorios debido a diferencias minimas
en la implementacion del modelo (Willner, 1997). Asimismo es importante tener en
cuenta que se han utilizado cepas de ratones que por sus alteraciones conductuales
y neuroquimicas han sido denominadas “reactivas” y “relativamente resistentes” al
estrés, a saber: BALB/c y C57BL6 (Tannenbaum y Anisman, 2003; Lepicard y col.,
2000). Interesantemente estas cepas frente a un desafio antigénico dan respuesta
con un perfil diferente de citoquinas, los ratones BALB/c dan respuesta con
predominio Th2 y los C57BL6 con predominio Th1. Esto determina diferencias tanto
en su inmunidad innata (Watanabe y col., 2004) como adquirida (Guifazu y col.,
2004).
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Hipoétesis

Hipotesis de trabajo

Postulamos que el estrés cronico induce alteraciones inmunoldgicas,
especificamente un desbalance en la relacion Th1/Th2, que participan en la
induccion de alteraciones en la neurogénesis, cambios neuroquimicos Yy
estructurales en el hipocampo, lo que conlleva trastornos cognitivos, particularmente

una disminucidén en la capacidad de aprendizaje y la memoria.
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Objetivos de la investigacion.

Objetivos generales.

El objetivo principal del presente trabajo de tesis es estudiar la influencia de la
relacion Th1/Th2 en las alteraciones inmunolégicas y conductuales inducidas por
exposicion a estrés cronico. Asimismo, indagar si las alteraciones en la respuesta
inmune inducida por la exposicion a estrés cronico conllevan cambios neuroquimicos
afectando la neurogénesis en el hipocampo (estructura limbica clasicamente
involucrada en la plasticidad neuronal) resultando en trastornos cognitivos. Se
propone ademas evaluar la eficacia de una manipulacion inmunolégica para la

reversion y/o prevencion de estos trastornos.
Objetivos especificos.

1) Analizar si el estrés cronico induce el mismo tipo de alteracion inmunolégica
(respuesta inmune y perfil de citoquinas) en cepas con predominio Th2 (BALB/c) o
predominio Th1 (C57BL/6). Teniendo en cuenta que los ratones BALB/c y C57BL/6
presentan diferencias en su inmunidad innata, asi como diferente respuesta
inmunoldgica frente a un mismo desafio antigénico, es de interés indagar si este

parametro condiciona de alguna manera las alteraciones inducidas por el estrés.

En animales BALB/c como en C57BL/6 se procedera a:

2) Analizar si los animales expuestos al modelo de estrés cronico presentan el
mismo tipo de alteraciones en el aprendizaje y la memoria, dependiendo de la cepa

de origen.

3) Determinar si la concentracion de corticosterona y catecolaminas varia a lo largo

de las distintas semanas de exposicién al modelo de estrés.
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4) Analizar si los animales expuestos al estrés cronico presentan alteraciones
morfolégicas y neuroquimicas en el hipocampo (estructura relacionada con el
aprendizaje y la memoria). En toda alteracion psiquiatrica es esperable que existan
cambios funcionales acompanados de cambios anatdmicos resultantes por ejemplo
de procesos inflamatorios o degenerativos. Asi, es importante evaluar si hay pérdida
neuronal, asi como también analizar la producciéon de mediadores implicados tanto
en la neuroproteccion como en la toxicidad neuronal. Entre estos mediadores, es de
especial interés determinar la produccién de NO y su relacion con la expresion de las
diferentes isoformas de NOS, la actividad de PKC y sus isoformas. Ademas, se
analizara el balance entre la produccion de ROS y las defensas antioxidantes

(glutation, catalasa (CAT) y superdxido dismutasa (SOD).

5) Evaluar alteraciones en la neurogénesis hipocampal inducidas por exposiciéon a

estrés cronico.

6) Evaluar en el hipocampo los niveles de ARNm para las siguientes neurotrofinas:
factor de crecimiento neuronal, neurotrofina 3 y factor neurotréfico derivado de
cerebro (NGF, NT3 y BDNF, respectivamente).

7) Evaluar el efecto de la inyeccién de COP (Ag que se comporta como un débil
agonista de Ag propios del SNC) a fin de inducir una débil respuesta autoinmune, en

aquellos animales en los que se haya manifestado los efectos nocivos del estrés.

8) Analisis y correlacién de los resultados anteriores.
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Materiales y Métodos

1- Animales.

Se utilizaron ratones hembra endocriados de las cepas BALB/c y C57BL/6 provistos
por el Bioterio Central de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Buenos
Aires. Todos los animales fueron usados entre 60 y 100 dias de edad, y
mantenidos con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas a temperatura controlada
entre 18 y 22 °C en el bioterio del CEFYBO. A excepcion de cuando se indica, los
ratones tuvieron libre acceso al agua y al alimento. Los animales fueron utilizados de
acuerdo a los principios de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
U.S. National Research Council, 1996. Cabe aclarar que todos los protocolos
experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional para Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad

de Buenos Aires.

2- Modelo de estrés cronico moderado.

Los ratones fueron divididos al azar en dos grupos. Un grupo de animales fue
mantenido en las condiciones especificadas anteriormente (grupo control) y otro
grupo fue sometido al esquema de estrés cronico moderado (grupo CMS). Se utilizé
el modelo de estrés crénico moderado desarrollado por Willner y col. (1992) en rata y
modificado por Monledn y col. (1995) para raton. Los estresores usados fueron los
siguientes:

3 horas de privacién de agua y comida;

1 periodo adicional (17 horas) de privacién de agua;

2 periodos continuos de iluminacion durante la noche;

2 periodos (7 y 17 horas) de inclinacion de la jaula a 45°;

1 periodo de 17 horas con el aserrin de la jaula mojado con 100 ml de agua;

1 periodo de 8 horas de privacion de alimento;

1 periodo de 17 horas compartiendo la jaula (se agrupa siempre el mismo par de
animales alterando el orden de la jaula usada).

Estos estresores han sido clasificados como de intensidad moderada segun el

“‘Animals (Scientific Procedures) Act of 1986 (UK legislation)” y se aplican
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alternadamente, sin seguir un orden determinado, de tal manera que el animal no se
acostumbre a los mismos, es decir, son estresores impredecibles (figura 17).

Esta exposicion conlleva cambios tales como la disminucién de la masa corporal y la
preferencia por la bebida dulce (Anhedonia) a partir de la cuarta semana. Estos
parametros alcanzan sus valores maximos después de las seis semanas, y
permanecen altos durante las semanas subsecuentes (Edgar y col., 2002). Por este
motivo en el presente trabajo de tesis los animales fueron utilizados entre las 6 y 9

semanas de exposicidon a este modelo de estrés.

SemDIa Lunes Martes | Miércoles | Jueves Viernes Sabado | Domingo
A C1 D E B F Cc2 B
1 I ) T 1 T T 1 I 1 I 1 I 1
I ! ] ! ] ! ! ! ! ! 1 ! ! ! ]
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E Cc2 B A D B F C1
2 T T 1 T 1 T 1 T 1 T 1T I
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 24
C1 B F Cc2 A D E B D
3 | 1 T 1T 1 T 1 T 10 T I
I ! ] ! ] ! ! ! ! ! 1 ! ! ! ]
0 24
D B C1 E B F C2 A
4 - | I 11 1 I 1 I 1T 1
I ! ] ! ] ! ! ! ! ! 1 ! ! ! ]
0 24
C1 B F C2 B E D A
5 | T 1 I 1 I 1 I 17 1 —>
I ! ] ! ] ! ! ! ! ! 1 ! ! ! ]
0 24
A C1 E B D F B Cc2
6 +— T T 1T 1 T 1T 1T 1
I ! ] ! ] ! ! ! ! ! 1 ! ! ! ]
0 24

Figura 17. Esquema del modelo de estrés crénico moderado. El grafico muestra como
fueron usados los estresores. Los corchetes indican el tiempo en el cual fue aplicado el
estresor a cada raton. A- un periodo de 17 horas de privacion de agua, B- dos periodos
continuos de iluminacién durante la noche, C1-un periodo de 7 horas de inclinacion de la
jaula a 45°, C2- un periodo de 17 horas de inclinacién de la jaula a 45°, D- un periodo de 17
horas. con el aserrin de la jaula mojado con 100 ml de agua, E- un periodo de 8 horas de
privacion de alimento, F- un periodo de 17 horas. compartiendo la jaula.
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3- Tratamiento con L-NAME.

Para investigar si la inhibicion de NOS modifica el comportamiento de ratones
BALB/c y C57BL/6, se les administro a los animales L-NAME (L-Nitro Metil Arginina)
(500 mg/l) o 7-NI (7-nitroindasol) (80 mg/l) de forma oral en el agua de bebida como
fue descripto previamente por Deckel y col. (2001) y Ollerstam y col. (1997).

4- Tratamiento con Copaxone®.

El acetato de glatiramer (Copaxone®) es una mezcla de polimeros sintéticos de 4
aminoacidos (Teitelbaum y col., 1971) que puede débilmente tener una reaccion
cruzada con autoantigenos residentes en el SNC y puede simular los efectos de
proteccion y de reparacion de las células T autoreactivas (Kipnis y col., 2000). A tal
fin, los ratones recibieron 4 inyecciones subcutaneas conteniendo 100 nug de
Copaxone® (323K253890604 Lotes N° 538655, 538768 y 538825 importado por
Teva-Tuteur Argentina) en 150 pl de buffer fosfato salino (PBS) cada una, segun el
esquema de la figura 18 (Butovsky y col., 2006). Los ratones controles de cada

grupo fueron inyectados con PBS.

Comienzo

del estrés -
y ll l l ~‘~ l Inyecciones de COP
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Duracion del estrés

Figura 18. Esquema del procedimiento utilizado para la aplicacion de las inyecciones de
Copaxone®. Los numeros indican las semanas. Las flechas rosas indican las inyecciones de

Copaxone®.
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5- Pruebas para evaluar capacidad de aprendizaje y memoria.

Los ratones fueron evaluados por su capacidad de aprendizaje y memoria, utilizando
distintas pruebas. Los ensayos conductuales fueron realizados por la tarde (entre las
2y 6 P.M.), en un cuarto destinado a ensayos de comportamiento, con ruido blanco
y baja intensidad luminica. Una hora antes de cada prueba, las jaulas con animales
fueron colocadas en el cuarto, permitiéndole a los animales habituarse al lugar.
Durante los experimentos, los dispositivos fueron limpiados con alcohol 70% para
remover rastros de olor y suciedad.

La actividad fue registrada con una camara de video Sony modelo DCB-DVD810.

5.1- Prueba de habituacion.

La observacion de la actividad exploratoria en un campo abierto permite conocer si
un determinado tratamiento tiene algun efecto en la respuesta a un entorno
novedoso evaluando la actividad motora. Si se repite el ensayo exponiendo al animal
al mismo ambiente y en las mismas condiciones, se espera observar una
disminucién de la conducta exploratoria ya que el entorno deja de ser novedoso.
Este mecanismo se denomina habituacién. Este tipo de prueba evalla la memoria

no asociativa.

Para ello se utiliza una caja acrilica rectangular (42 x 35 x 15 cm) dividida
uniformemente en 30 cuadrados de 7 x 7 cm con sus paredes laterales opacas para
evitar el contacto con el exterior (figura 19). En el primer dia los ratones fueron
colocados en el centro de la caja, observandose los patrones de comportamiento de
los animales durante 5 minutos. Los parametros considerados fueron la actividad
locomotora horizontal (numero de lineas cruzadas), la actividad vertical (numero de
veces que explora en posicion vertical sobre las patas traseras, denominado rearing)
y el tiempo que permanece quieto sin explorar.

Para evaluar la habituacion se repitié la prueba 24 horas después de la primera
exposicion bajo idénticas condiciones y se registraron los parametros antes

mencionados.

77



Materiales y Métodos

Figura 19. Dispositivo utilizado en la prueba de habituacion.

5.2- Prueba de evitacion condicionada por shock eléctrico plantal.

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 (80 x 80 mm). El piso estd 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 duracién e intensidad del
shock eléctrico (figura 20).

La conducta instintiva de los roedores, animales de 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 situacién, se espera que permanezca mas tiempo en el area
iluminada para evitar el shock eléctrico asociado con el area oscura. Esta prueba
supone una situacion de conflicto: ambos compartimentos tienen caracteristicas
aversivas. Sin embargo, el shock eléctrico es considerado 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.

En la primera fase, los animales fueron colocados en el compartimiento iluminado y
se registrd el tiempo que transcurrié hasta que el animal ingres6 con sus 4 patas al

area oscura (latencia de entrada) donde se aplicé la descarga eléctrica. El animal
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puede escapar del shock volviendo al compartimiento iluminado. Los animales
permanecieron en sus jaulas hasta que se realizo el segundo ensayo.

Luego de 24 horas, se repitio el procedimiento. El ratén fue colocado nuevamente en
la zona iluminada del aparato y se registré el tiempo en que tardd en entrar en la
zona oscura. La latencia del animal que no entré en el compartimiento oscuro por
mas de 10 minutos fue calculada como de 600 segundos.

Este procedimiento evalua la memoria asociativa y mide la capacidad de evocacion
de un aprendizaje o una memoria adquirida. Los pasos previos a dicha evocacion
son la adquisicion y la consolidacion. Cualquier fendbmeno que interfiera en estos

momentos del aprendizaje puede modificar la memoria evocada.

Figura 20. Fotografia del dispositivo utilizado en la prueba

de evitacion condicionada por shock eléctrico plantal.

5.3- Prueba en el laberinto en forma de Y.

Los ratones presentan un comportamiento espontaneo de alternancia innato en un
laberinto en forma de Y. Este tipo de prueba evalia la memoria espacial. El aparato
consiste de tres brazos rectangulares idénticos (28 x 10 x 20 cm) con paredes y piso
de color negro y de un material de facil limpieza. Este dispositivo se encuentra
rodeado de claves espaciales, a fin de facilitar la ubicacién espacial del animal
(figura 21).

Esta prueba consiste en una sesion, donde el ratén es colocado al final de uno de
los brazos fijados del laberinto en Y y se le permite explorar libremente durante 6

minutos. Una alternancia se define como tres visitas consecutivas a tres brazos
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distintos del laberinto. El porcentaje de alternancia fue calculado como el nimero de
alternancias dividido por el numero total de entradas a los brazos menos 2,
multiplicado por 100 (Dillon y col., 2008; Kim y col., 2008).

Figura 21. Laberinto en forma de Y utilizado para

evaluar el comportamiento espontaneo de alternancia.

5.4- Prueba de reconocimiento de objetos.

Esta prueba se realiza utilizando una caja de acrilico rectangular (42x35x15 cm) y
tres objetos: dos idénticos y uno diferente. Previo al experimento los objetos fueron
elegidos siendo evaluados en una prueba de preferencia, exponiendo los ratones a
dos objetos diferentes en forma, tamafio y color, y buscando objetos para los cuales
el indice de elecciéon fuese el mismo. Los objetos elegidos fueron un rectangulo

plastico rojo y una media esfera de metal (figura 22).

g CF e - m : il

Figura 22. Fotografia de un ratén C57BL/6 explorando el objeto novedoso.
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Esta prueba consta de 3 fases:

- Una fase de habituacion, en la cual se coloca al ratéon en el campo abierto vacio y
se lo deja explorar 5 min. durante dos dias consecutivos, a la misma hora.

- Una fase de entrenamiento, en la cual se coloca al ratdbn nuevamente en la caja de
acrilico, que en esta fase, contiene dos objetos iguales, colocados equidistantes a
las paredes y se lo deja explorar durante 10 minutos (figura 23).

- Una fase de testeo, realizada 24 horas después del entrenamiento, donde se
coloca al ratén nuevamente en la caja con 2 objetos, uno igual al anterior y otro

diferente, y se lo deja explorar durante 10 minutos (figura 23).

Dia1 Dia 2

® o
® ®

Figura 23. Esquema en el cual se representa la posicion de los objetos en la caja en el dia 1

(fase de entrenamiento) y el dia 2 (fase de testeo). Las letras A y B representan los objetos

utilizados (B= objeto novedoso).

Tanto en la fase de entrenamiento como la de testeo, se registra el tiempo que
permanece olfateando cada objeto. Se calcula el porcentaje de tiempo que explord
cada objeto como: tiempo que exploro el objeto 1/ (tiempo que exploré el objeto 1 +

tiempo que exploré el objeto 2) X 100 (Costa y col., 2008; Arqué y col., 2008).
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6- Histologia del hipocampo.

La perfusion de los hipocampos se realizé segun el método original de Gonzalez-
Aguilar y De Robertis (1963). Brevemente, los animales se anestesiaron con hidrato
de cloral al 25 %, se perfundieron con paraformaldehido (PFA) 4% intracardiaco (p/v)
in 0,1 mol/L buffer fosfato, pH 7,4 y se extrajo el cerebro. Los cerebros son fijados en
la misma solucion durante 6 horas a 4 °C. Luego fueron deshidratados en etanol,
transferidos a una solucién de etanol-tolueno 1:1 (v/v), blanqueados en tolueno e
incluidos en parafina (Fischer Scientific). Se realizaron cortes coronales de 10 um
con micrétomo, se desparafinaron con tolueno, se hidrataron con concentraciones
decrecientes de etanol y finalmente con agua destilada. Para la coloracién se utilizo
hematoxilina-eosina y se decoloraron parcialmente con alcohol 50% y 70%. Los
cortes se observaron y fueron fotografiados en un microscopio Axiphot Carl Zeiss
usandose una maquina fotografica digital Nikon de 4,5 megapixeles. Se evalué el
numero de neuronas/area y el espesor de la zona CA3 y CA1 analizando campos al

azar utilizando el software Image Pro version 4.5.

7- Determinacion de la neurogénesis en ratones adultos.

7.1- Esquema de inyeccién con 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU).

La 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) es un analogo de la timidina que se incorpora en
el ADN durante la fase S del ciclo celular y permite marcar tanto las células
proliferativas como su progenie. Las inyecciones de BrdU son un método
ampliamente utilizado para estudiar la proliferacion y la formacion de nuevas células
tanto durante el desarrollo como en la neurogénesis adulta.

Los ratones recibieron un total de 10 inyecciones intraperitoneales de BrdU (SIGMA-
ALDRICH), administradas a razén de dos veces al dia cada 12 horas. Cada
inyeccion contenia 50 ug de BrdU por g de peso (aproximadamente 1mg de BrdU
por ratén), en un volumen de 100 pl de PBS. Las inyecciones de BrdU fueron
suministradas durante 5 dias consecutivos en la quinta semana de exposicion al

modelo de estrés cronico. Para estudiar el efecto del Copaxone®, se procedié al
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tratamiento con Copaxone®, segun el esquema especificado en el punto 4 una vez

concluida la administracion de BrdU (Figura 24).

Comienzo
ZjEI estres l T ‘ Inyecciones de BrdU
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Figura 24. Representacion esquematica de los momentos en los cuales fueron aplicadas las
inyecciones de BrdU y Copaxone®. Los numeros indican las semanas. Las flechas verdes
indican las inyecciones de BrdU que fueron administradas durante 5 dias consecutivos, dos
inyecciones por dia, cada 12 horas. Las flechas rosas indican las inyecciones de

Copaxone®.

7.2- Perfusion y corte del tejido.

Los ratones fueron anestesiados con 300 pl de una solucion de ketamina (10
mg/ml)/xilacina (4 mg/ml) disueltas en PBS 1X. Se perfundié a cada raton con 50 ml
de soluciodn fisiolégica y luego con 100 ml de solucién fisiolégica conteniendo 4% de
PFA. La perfusion fue realizada con una bomba (Master Flex L/S) con un flujo
constante de 5ml/min. Luego se extrajeron los cerebros, los cuales fueron guardados
a 4°C en PFA 4% durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, los cerebros fueron
lavados dos veces con buffer fosfato (PB) (NaH2PO4: 5,52 g/l y NaHPO4: 21,9 g/l)
0,1M. Luego fueron pasados a sacarosa 30% (preparada en PB 0,1M) y guardados
a 4°C durante 2 dias hasta el momento de ser cortados. Los cortes correspondientes
a la zona del hipocampo (placas 38-64; Paxinos y Franklin, 2001) fueron de 40 ym y
realizados con un micrétomo (Leica SM2000R). Durante la obtencion de los mismos,
el tejido se mantuvo congelado con hielo seco. Las secciones correspondientes al
hipocampo fueron guardadas en solucion criopreservadora (glicerol: etilenglicol: PB
0,2M; 3:3:4 (v/v)) a -20°C.
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7.3- Inmunofluorescencia con BrdU.

Las secciones criopreservadas fueron colocadas en placas de 12 pocillos
contenidas en redes con buffer Tris salino (TBS) 0,1 M, para realizar 3 lavados de 5
minutos cada uno. Luego se incubaron las secciones en 50% formamida a 65°C por
2 horas. Luego se realizaron 2 lavados de 15 minutos con 2x SSC (NaCl: 0,3 M y
citrato de Na: 30mM, pH 7) y se incubaron con HCI 2N a 37°C por 30 minutos, para
desactivar la formamida y exponer el epitope. Luego se realizé un lavado con buffer
borato 0,1M por 10 minutos para llevar a pH neutro. Se realizaron 6 lavados con TBS
por un total de 90 minutos. Se bloquearon las secciones de hipocampo con 3% de
suero normal en TBS con 0,25% triton-X (buffer de bloqueo) durante 60 minutos. Se
incubaron con el anticuerpo primario anti-BrdU origen rata (Abcam) diluido en buffer
de bloqueo por 72 horas, en un cuarto frio (4°C).

Luego se realizaron 2 lavados de 15 minutos cada uno con TBS y se incubaron
durante 15 minutos con buffer de bloqueo. Se incubaron los cortes con un anticuerpo
secundario anti-rata-Cy3 (Abcam) diluido en buffer de bloqueo por 2 horas. Se
realizaron 3 lavados con TBS de 5 minutos cada uno y se incubaron con DAPI (4’-6-
diamidino-2-fenilindol, que se une preferentemente a regiones del ADN ricas en AT)
por 10 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo se realizaron 4 lavados con TBS
de 5 minutos con uno. Todas las incubaciones y lavados se realizaron con agitacién.
Luego se montaron las secciones en portaobjetos y fueron observadas con un
microscopio invertido de fluorescencia (Zeiss Axiovert 135M). Se tomaron fotografias
con un aumento de 10X correspondientes al giro dentado del hipocampo, con una
camara (HAMAMATSU C474295) incorporada al microscopio. El ensamble de las
fotos fue realizado con el programa Adobe Photoshop CS2. Finalmente, se conté el
numero de células BrdU positivas en el giro dentado del hipocampo.

Para cuantificar la neurogenésis nos basamos en la marcacion con el anticuerpo
anti-BrdU, ya que después de un mes de haberse inyectado la BrdU
aproximadamente el 90% de las células marcadas en el giro dentado son neuronas

maduras (Eriksson y col., 1998; Pereira y col., 2007).
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8- Determinacion de la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS).
8.1- Determinacion de la NOS dependiente de calcio.

Se determind la actividad de NOS por la formacién en hipocampo de [*C] L-citrulina
a partir de ['*C] L-arginina (300 mCi/mmol) (Amersham Biosciencies). Para tal fin se
disecaron los hipocampos, se sonicaron en un medio conteniendo Hepes 200 mM
(pH 7,4), DTT (ditiotreitol) 1 mM, leupeptina 1uM, PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro)
0,2 mM y valina 25 mM. Finalmente se agregé 0,15 uCi de [14C] L-arginina y se
incubaron solos o en presencia de EGTA (2 mM) 30 minutos a 37°C en 5% CO,. Se
frené la reaccion por centrifugacion a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes se pasaron por columnas de resina AG 50W-X8 (BioRad) y se
determiné la radioactividad en el eluido. A fin de confirmar que la formacion de

citrulina fuera debida a la actividad de NOS se utilizé un inhibidor de la actividad de

NOS, L-NAME (SIGMA-ALDRICH) (10'3M). La actividad de NOS calcio dependiente
fue calculada por sustraccion de la actividad en presencia de EGTA de la actividad
total en ausencia de este quelante de calcio.

A fin de determinar la actividad de eNOS y nNOS, se utilizaron inhibidores de ambas
isoformas. En presencia del inhibidor de la eNOS (L-NIO, Clorohidrato de L-N5-I-
Iminoetil-ornitina, 0,8 pM) (SIGMA-ALDRICH) se estimé la actividad de nNOS.
Asimismo, en presencia de 10 yM de 7-NI se calcul6 la actividad de eNOS. Los
resultados se expresan en pmoles de [14C] L-citrulina formados en 30 minutos de
reaccion por gramo de tejido. A fin de investigar la influencia de la actividad de PKC
sobre la actividad de NOS, se determiné la actividad de NOS dependiente de Ca®
en presencia de un inhibidor de la actividad de PKC (GF 109203X, Bis-
indolylmaleimida) (SIGMA-ALDRICH).
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9- Actividad de PKC.

9.1- Purificacion enzimatica.

El tejido fue homogeneizado a 4 °C en 0,5 ml de un medio conteniendo EDTA 2 mM,
EGTA 4 mM, B-mercaptoetanol 10 mM y Pipes 20 mM pH 6,6 suplementado con
PMSF 1 mM vy leupeptina 10 pg/ml. Luego se centrifugé durante 30 minutos a
25000g a 4 °C. Se separd el sobrenadante que contiene la actividad de PKC
correspondiente a la fraccion soluble (fraccion citosdlica). ElI sedimento se
resuspendid en 0,25 ml del medio de homogeneizaciéon conteniendo 0,4% del
detergente no ionico tritdn, para extraer la enzima de las membranas. Esta fraccion
se mantuvo en hielo durante 30 minutos y después de afadir 0,25 ml del buffer sin
detergente se centrifugd como se indicé anteriormente. Este sobrenadante contiene
la PKC correspondiente a la fraccién particulada. Ambas fracciones fueron
purificadas parcialmente por columnas de DEAE-celulosa (3,5 x 0,5 cm) (DE 52
Watman). A tal fin se sembro la muestra y se lavé con 10 volumenes de un buffer
conteniendo B-mercaptoetanol 10 mM, EGTA 0,5 mM y HEPES 10 mM, pH 7,4 para
eliminar el detergente e inhibidores de la actividad enzimatica. La enzima fue eluida
en un buffer conteniendo NaCl 120 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, EGTA 0,5 mM y
HEPES 10 mM, pH 7,4. Todo este procedimiento fue realizado a 4 °C.

9.2- Determinacion de la actividad enzimatica.

Para medir la actividad de la enzima purificada de las fracciones subcelulares del
hipocampo se determiné la capacidad de fosforilar la histona H1. Ambas fracciones,
citosélica y particulada, fueron sometidas a un ensayo con *P-ATP a 37°C durante
30 minutos y luego se detuvo la reaccion con acido tricloroacético (TCA) 5% con
10mM de acido fosférico (H3zP04). El precipitado macromolecular se retuvo en papel
Whatman GF/A. El papel se colocé en un vial con solucién centelladora (Optiphase
“‘Hisafe” PerkinElmer) y se determind la radioactividad por centelleo liquido. La
actividad correspondiente a otras quinasas se determin6 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.
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10- Western blot.

A fin de determinar los niveles proteicos de isoenzimas de PKC y NOS se realizaron
ensayos de western blot. Para ello se disecaron los hipocampos, se sonicaron y en
los homogenatos se determind la cantidad de proteinas segun el método de
Bradford (BioRad) (Bradford, 1976). Las muestras fueron suplementadas con buffer
3X SDS (SDS 2%, glicerol 10% (v/v), Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, azul de bromofenol
0,2%, p-mercaptoetanol 1% (v/v)) e iguales cantidades de proteinas fueron
separadas por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%. Luego se transfirieron
las proteinas a una membrana de nitrocelulosa y los sitios de pegado inespecificos
fueron bloqueados con buffer de bloqueo (5% leche descremada, conteniendo
Tween-20 0,1% en Tris-HCI 100 mM, pH 7.5 y NaCl 0,9%) por 1 hora. Para las
isoformas de NOS, las proteinas se revelaron con un anticuerpo primario especifico
anti-nNOS (1:1000), anti-eNOS (1:500) o anti-iNOS (1:500) (Santa Cruz
Biotechnology Inc.), por 18 horas. Para PKC se utiliz6 un anticuerpo primario
especifico anti-PKC de las isoformas «, Bl, Bll, 9, €, y, o ¢ (dil 1:500-1:2000) (Santa
Cruz Biotechnology Inc.).

La membrana fue después incubada con un segundo anticuerpo monoclonal anti-
IgG de conejo o raton (1:5000) conjugado con fosfatasa alcalina (SIGMA-ALDRICH)
durante 1 hora. Las bandas se visualizaron usando azul nitro-tetrazolio (NBT) y 5-
bromo-4-cloro-3-indol-fosfato (BCIP). Para distinguir la banda correspondiente a
cada isoforma de NOS se la compararé con las bandas de los marcadores de peso
molecular (BioRad) que se corrieron en otra calle. Se realizdé una incubacion con un
anticuerpo anti-p-actina dil 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology Inc.), para comparar la

cantidad de proteina sembrada.
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11- Determinacién del estado de éxido-reduccién (REDOX).

11.1- Produccion de ROS.

Se determind la produccion de ROS en hipocampo por la produccion de 2’-7’-
diclorofluoresceina (DCF) a partir de diclorodihidrofluoresceina (DCFH) (SIGMA-
ALDRICH). Dado que la DCFH puede ser oxidada por varios intermediarios
reactivos, no puede ser utilizado para determinar la presencia de una especie
especifica. Para ello se disecaron los hipocampos, se pesaron y se homogeneizaron
en buffer de Locke (NaCl 154 mM, KCI 5,6 mM, NaHCO3 3,6 mM, CaCl2 2,3 mM,
glucosa 5,6 mM, Hepes 5mM). La homogeneizacion se realizd6 manualmente
subiendo y bajando el émbolo del homogeneizador unas 15 veces y enjuagando el
vastago del homogeneizador entre cada muestra con agua destilada. Se llevé el
homogenato a una concentracién de 0,5 mg de hipocampo/ ml de buffer de Locke.
Se preparod una solucion de DCFH de 0,97 mg/ml en metanol. Se tomaron 200 ul de
homogenato, se incubaron con 10 yl de DCFH (de la solucion antes mencionada) y
se llevaron a 2 ml con buffer de Locke y se dejaron reaccionar durante 15 minutos.
Luego se incubd 15 minutos en presencia o ausencia de NMDA (10™* M). Finalmente
se determino la produccién de DCF por lectura en un espectrofluorometro a una A de
excitacion de 488 nm y con una A de emision de 525 nm, a una sensibilidad de 1. Se
realizé la interpolacion de los datos con una curva standard que se realizé utilizando
como patron DCF de concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 nM.

Para medir la produccién de ROS en presencia de un inhibidor de nNOS, los
homogenatos se preincubaron con 7-NI durante 10 minutos y luego se agregé el
DCFH. Las mediciones se realizaron a los 30 minutos, 2 horas y 24 horas después

de haberse colocado el mismo.
11.2- Medicidn de la actividad de la catalasa.
Se siguié el procedimiento descripto en Beers (1952). EI mismo se basa en la

deteccion de la descomposicion del peréxido de hidrégeno monitoreado

espectrofotométricamente a 240 nm.
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Para ello, los hipocampos fueron homogeneizados mecanicamente, segun la
relacion 20 mg de tejido: 300 ul de buffer fosfato de potasio (KH,PO4) 50 mM pH 7.
Los homogenatos fueron sonicados y centrifugados a 14000 rpm durante 25 minutos
a 4°C.

Se prepard una solucion de perdxido de hidrégeno (H202) 0,036% en buffer fosfato
de potasio 50mM, pH 7 y se determind la absorbancia de esta solucion a 240 nm. Se
comprob6 que la absorbancia de la solucion de H,O, menos la absorbancia del
buffer estuviera entre 0,550 y 0,520 unidades de absorbancia.

Para cada muestra, se coloco una alicuota de sobrenadante en una solucién 0,036
% (w/w) de H20; en buffer y se registrd el tiempo en el que la absorbancia disminuia
en 0,05 unidades. A partir de este valor se calcularon las unidades enzimaticas de
catalasa por mg de tejido.

Se prepararon los siguientes tubos:

- tubo 1: 2 ml de buffer fosfato de potasio + muestra (tubo blanco)
- tubo 2: 2 ml de la soluciéon de H>O, + muestra

- tubo 3: 2 ml de la solucién de H,O, + muestra (duplicado del tubo 2)

Se midié primero el tubo 1 (blanco) y se calcularon los limites superior (LS) e inferior
(LI) como se describe a continuacion:

LS = absorbancia + 0,450

LI = LS - 0,050

Luego se midié la absorbancia en el tubo 2, en el cual se colocé la muestra
inmediatamente antes del momento previo a la medicion. Se observé que la
absorbancia fue disminuyendo y se registré el tiempo entre el limite superior y el

inferior. El mismo procedimiento se realizé para el tubo 3, duplicado.

11.3- Determinacion de la supeéxido dismutasa (SOD).

Se siguio el procedimiento descripto en McCord (1969). La actividad de las SOD se
mide como la inhibicién de la tasa de reduccion de citocromo c por el radical
superoxido, el cual es producido enzimaticamente por la reaccion de la xantina con

el O, catalizada por la enzima xantina oxidasa (XOD).
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Brevemente, los hipocampos fueron sonicados en buffer KH,PO4 216 mM pH 7,8 y
centrifugados a 4°C 10 minutos a 3000 rpm. Se registr6 la tasa maxima de
reduccion de citocromo ¢ monitoreando la absorbancia a 550 nm de la mezcla de
reaccion (buffer KH,PO4 216 mM pH 7,8, EDTA 10,7 mM, citocromo ¢ 1,1 mM
(SIGMA-ALDRICH) y xantina 0,108 mM (SIGMA-ALDRICH) con xantina oxidasa
1U/ml (SIGMA-ALDRICH). De la misma manera, se registro la tasa de reduccion de
citocromo ¢ para cada muestra agregando una alicuota de sobrenadante.

Para cada muestra se calcul6 un porcentaje de inhibicion de la reduccion de
citocromo, respecto a la reduccibn maxima, y a partir de éste se calcularon las

unidades enzimaticas de SOD por mg de tejido.

11.4- Determinacioén del glutation.

Se siguid un procedimiento adaptado del previamente descripto por Tietze (1968).
La técnica se basa en la cuantificacion espectrofotométrica del acido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB) formado en presencia de GSH a partir del acido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) (SIGMA-ALDRICH).

Los hipocampos fueron sonicados en buffer NaPO, 100 mM pH 7,5 con EDTA 1
mM. Se colocé TCA 5% para precipitar proteinas y se centrifugd a 4°C 10 minutos a
3700 rpm. Con una alicuota del sobrenadante se cuantifico glutation total y de otra
fraccidén glutation oxidado (GSSG), incubandola 1 hora con 3-vinil piridina 1 M
(SIGMA-ALDRICH) para atrapar el GSH. Paralelamente, se realizaron 2 curvas con
GSSG (SIGMA-ALDRICH), una de las cuales fue incubada con 3-vinil piridina 1 M.
Las muestras y la curva fueron cargadas en una placa de ELISA donde luego se
colocd la mezcla de reaccion (DTNB 1 mM (SIGMA-ALDRICH), GR 200 U/mi
(SIGMA-ALDRICH), NADPH 1 mM (Calbiochem) y el buffer NaPO4 100 mM pH 7,5
con EDTA 1 mM).

La absorbancia fue determinada con un lector de ELISA (BioRad) a 405 nm
inmediatamente luego de agregar la mezcla de reaccién (tiempo 0) y cada 2 minutos
hasta los 10 minutos inclusive.

Los valores de las muestras fueron interpolados en la curva y la cantidad de GSH

fue calculada a partir de la diferencia entre glutatién total y GSSG.
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12- Obtencion de linfocitos.

Los ndédulos linfaticos (axilares, inguinales y mesentéricos) y bazos fueron
removidos, disgregados a través de una malla de metal de 1 mm. Los glébulos rojos
y las células muertas fueron eliminados de la suspensién por centrifugacion con
Ficoll/Hypaque (densidad 1,084; SIGMA-ALDRICH). Luego de tres lavados con
RPMI 1640, por centrifugaciéon a 300 g, las células fueron resuspendidas en RPMI
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM glutamina, 100 U/ml de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 50 uM de B-mercaptoetanol (Edgar y col.,
2002). La viabilidad celular se estimé de acuerdo al criterio de exclusion de azul

tripan.

13- Evaluacion de la proliferacion linfocitaria.

La proliferacién fue determinada cultivando 2 x 10° células por pocillo en un volumen
final de 200 pl por triplicado, en placas de 96 pocillos. A tal fin, se afiadieron 100 pl
de células en concentracion de 2 x 10° células por ml. Se anadieron 100 ul de los
mitdégenos en medio RPMI. Las lectinas mitogénicas utilizadas fueron Concanavalina
A (Con A; SIGMA-ALDRICH) (0,5, 1 and 2 pg/ml) como mitégeno selectivo de
linfocitos T y lipopolisacarido (LPS; SIGMA-ALDRICH) (30 ug/ml) como mitégeno
selectivo de linfocitos B. Debido al bien conocido perfil linfoideo, las suspensiones
celulares provenientes de los nddulos linfaticos fueron utilizadas para evaluar la
proliferacion de células T y las provenientes de bazo para estudiar la respuesta de
células B. En cultivos controles los mitégenos fueron reemplazados por 100 pl de
medio de cultivo. Luego las células fueron cultivadas a 37°C en una atmdsfera con
5% de CO,. Transcurrido un periodo de 18 horas, se le agregé a cada pocillo 1 uCi
de *H-timidina (PerkinElmer) para determinar la proliferacion celular. Luego de 48
horas, a 37°C en una atmésfera 5% de CO,, la fase macromolecular insoluble en
acido fue retenida en papeles de filtro de fibra de vidrio (GF/C, Whatman). Los
mismos fueron colocados en solucion centelladora (Optiphase “Hisafe” PerkinElmer)
y la actividad fue calculada en desintegraciones por minuto (dpm) en un contador de
centelleo liquido (Tri-Carb 2800 TR). La media de los triplicados fue determinada

para cada concentracion de mitégeno. Las células que fueron estimuladas
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mitogénicamente mostraron una cinética de proliferacion con un pico al tercer dia de

cultivo.

14- Determinacion de subpoblaciones linfocitarias T.

El porcentaje de linfocitos T CD4" y CD8" fueron determinados en suspensiones
celulares de nddulos linfaticos por citometria de flujo. A tal fin, alicuotas de las
suspensiones celulares fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti-CD4-
de ratén conjugado con fluoresceina (FITC) o con anti-CD8-de ratén conjugado con
ficoeritrina (PE). Las diferentes subpoblaciones de linfocitos fueron identificadas
utilizando un citémetro de flujo (Becton Dickinson) con amplificacién logaritmica y
mediante el analisis con el software WinMDI 2.8. De esta manera se determino el
porcentaje de linfocitos que expresaron los marcadores CD4 y CD8, las células
doble positivas y las doble negativas. Se realizaron controles de isotipo (IgG1-

FITC/IgG2a-PE) en cada ensayo para determinar la marcacién no especifica.

15- Medicion de los niveles de citoquinas Th1 y Th2.

Células linfoides (1x10%/ml) fueron estimuladas con Con A (1 pg/ml) por 24 horas a
37°C en una atmdésfera 5% de CO, en placas de 24 pocillos en un volumen final de 1
ml. Después de la incubacion, los sobrenadantes del cultivo celular fueron
recolectados y guardados a -80°C.

Mediante la técnica de enzimo inmuno ensayo (ELISA kits, Amersham Biosciences)
fueron determinadas las concentraciones de las siguientes citoquinas: IFN-y, IL-2
(citoquinas tipo Th1), IL-4, IL-10 e IL-6 (citoquinas tipo Th2).
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16- Produccién de anticuerpos frente a un desafio antigénico.

16.1- Esquema de inmunizacion.

Se utilizaron gloébulos rojos de carnero (GRc) como inmundgenos para evaluar la
respuesta humoral T-dependiente y lipopolisacaridos bacterianos (LPS) para
determinar la respuesta humoral T-independiente. Los animales fueron inmunizados
con 200 pl de una solucién de glébulos rojos de carnero (GRc) al 4% v/v en PBS. A
tal fin se tomd un volumen de una soluciéon de sangre estabilizada de carnero
(Laboratorio Alfredo C. Gutierrez), se lavo tres veces con PBS por centrifugacion
durante 10 minutos a 300g y luego se tom¢ el volumen necesario del residuo (pellet)
y se llevd a la concentracion deseada. El esquema utilizado fue el siguiente (figura
25 Ay B):

Dia 0 : primera inyeccion intraperitoneal (i.p.).
Dia 10: toma de muestra de sangre, por puncion retro-orbital con capilar.
Dia 11: segunda inyeccion intraperitoneal (refuerzo).

Dia 18: toma de muestra de sangre.

Ademas ratones BALB/c y C57BL/6, controles y CMS fueron inmunizados con 200 pl
de una solucién de LPS (10ug por ratén) (figura 25 C).

Dia 0 : inyeccion intraperitoneal.

Dia 10: toma de muestra de sangre.

Ratones inyectados con vehiculo fueron usados como control.
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A
GRc
I p Determinacion ddel titulo de Ac
10 dias (IgM)
B
lera. GRc
2da. GRc
I l p Determinacion ddel titulo de Ac
10 dias 7 dias (1gG)
C
LPS (10png)

I p Determinacion ddel titulo de Ac
10 dias (IgM)

Figura 25. Esquema de inmunizacion para evaluar respuesta primaria (A y C) y secundaria
(B).

16.2- Determinacion del titulo de anticuerpos anti-GRc y anti-LPS.

Se obtuvo suero a partir de sangre extraida por puncién retroorbital y se mantuvo a -
20°C hasta el momento del ensayo. Se realizé un ELISA para determinar Ac
especificos contra GRc y contra LPS.

Para la realizacién del ensayo, placas de ELISA (Greiner Bi-one) de 96 pocillos
fueron sensibilizadas con 7,5 ug de proteinas de GRc o con 1ug de LPS por pocillo,
disueltos en 50 ul de buffer bicarbonato de sodio (CO3NAz) 100 mM, pH 11-12. A fin
de obtener membranas de GRc se tomd6 un volumen de sangre estabilizada de
carnero (Laboratorio Alfredo C. Gutiérrez) y se lavaron tres veces con solucion
fisiolégica, por centrifugacion durante 10 minutos a 300g y se congelaron a -70°C
para romper las células. Posteriormente se descongelaron y se resuspendieron en
agua destilada, se centrifugaron durante 30 minutos a 12000 rpm a 4°C. Luego se

realizaron tres lavados con buffer CO3NA, 100 mM, pH 11-12 y se centrifugaron
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durante 30 minutos a 12000 rpm a 4°C. Las proteinas se cuantificaron mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976) y se guardaron a -80°C hasta el momento de
ser utilizadas.

Las placas se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron tres
lavados con PBS y se incubaron con PBS-albumina al 2,5% a 37°C durante 1 hora,
para bloquear sitios inespecificos. Luego se realizaron tres lavados con PBS y se
incubaron con 50 ul de suero anti-GRc o anti-LPS diluidos en PBS-albumina al 1%
durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se realizaron cuatro lavados con PBS-
Tween 0,05%, se incubaron durante 1 hora a 37°C con un anticuerpo de cabra
conjugado con fosfatasa alcalina anti-IgG de ratén (SIGMA-ALDRICH) o anti-lgM de
raton (SIGMA-ALDRICH). Se lavaron cuatro veces con PBS-Tween 0,05%, se
incubaron con paranitrofenilfosfato (PNPP, SIGMA-ALDRICH) 1 mg/ml en 100 ul de
buffer CO3NA; 100 mM, pH 11-12 durante 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. La reaccion fue detenida con 100 ul de NaOH 3N. La lectura se realiz6 a
405 nm en un lector para placas de ELISA (BioRad 3550).

El titulo del anticuerpo se estim6é como la maxima dilucion del suero capaz de dar
una reaccion positiva que es estadisticamente diferente del valor control (promedio

de sueros provenientes de animales sin inmunizar).

17- Determinacion de niveles de corticosterona.

Para evitar variaciones en los niveles plasmaticos de corticosterona debido a los
ritmos circadianos, los animales fueron sangrados siempre a las 12 PM del dia del
sacrificio. La sangre fue recolectada en un tubo que contenia 0,25M EDTA a 4°C. El
plasma fue separado en una centrifuga refrigerada y guardado a -80°C hasta el
momento del ensayo. Los niveles de corticosterona fueron determinados por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con un protocolo ligeramente

modificado del usado previamente en ratas por Sargent (1985).
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18- Determinacion de niveles de catecolaminas.

Se determinaron los niveles de catecolaminas en bazo por el método fluorimétrico de
Laverty y Taylor (1968). Se homogeneizaron los bazos en una solucion de sulfito
alcalino 12,5 %, EDTA 10% y acido perclorico 0,4N. Se incubaron 24 horas a 4°C y
se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron
llevados a pH 8,2 y colocados en columnas de alumina pre-lavadas. Se eluyeron con
acido perclérico. El eluato fue oxidado con iodo en medio alcalino. Se determiné la
fluorescencia a 375 nm en un espectrofluorometro (JAZCO FP 770), con una

longitud de excitacion de 325 nm.

19- Técnica de la reaccidén en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

19.1- Extraccion del acido ribonucleico (ARN).

Los hipocampos fueron sonicados en 0,5 ml de Trizol Reagent (Invitrogen) de
acuerdo con instrucciones del fabricante para la extraccion de ARN. Se agregaron
0,1 ml de cloroformo, se agité por 15 s y se incub6é 5 min a temperatura ambiente.
Luego, se centrifugé a 4°C 15 minutos a 12000 g obteniéndose una fase organica,
una interfase y una fase acuosa.

La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo, dénde se la incubd por 10 minutos con
0,25 ml de isopropanol y se centrifugd a 4°C 10 minutos a 12000 g, obteniéndose un
pellet de ARN que se lavo y guarddé a -70°C con 1 ml de etanol 75% hasta su

utilizacion.

19.2- Evaluacion de los niveles de ARNm por RT-PCR.

El pellet de ARN en etanol se centrifugd a 4°C 5 minutos a 7500 g. Se descarto el
sobrenadante y se dejé secar 10 minutos. EI ARN se resuspendié en 15 ul de agua
estéril y se incubo en un bafio a 60°C durante 10 minutos. Se cuantificé el ARN por
absorbancia a 260 nm con un Nano Drop (Eppendorf). Para descartar contaminacion
con ADN, la muestra de ARN fue tratada con DNAsa (Kit de Invitrogen). A cada tubo
se le agregd agua estéril, 4ul de buffer 10X, la muestra de ARN y la DNAsa (1ug de
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ARN por cada 1ug de DNAsa); en un volumen final de 40ul. Esta mezcla se realiz6
en hielo. Luego se incub6é a 37°C durante 30 minutos y se agregdé 4ul de stop
solution. Se incubé a 65°C durante 10 minutos y el ARN fue cuantificado
nuevamente en el Nano Drop. Se tomaron alicuotas con 4 ug de ARN y se llevaron a
10,2 ul con agua estéril.

Para la obtencién del cDNA se utilizdé el kit MML-V (Invitrogen). A cada tubo se
agregaron random primers (Invitrogen) y dNTPs (Invitrogen). Se incub6 a 65°C por 5
minutos. Luego se agrego buffer first strand (Invitrogen), DTT (Invitrogen) y RNAsa-
OUT (Invitrogen). Se incubd 2 minutos a 37°C en un termo-ciclador (Biometra, T-
Personal) y se agregé 1ul de MMLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Finalmente
se incubo en el ciclador 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C y 15 minutos a 70°C,
obteniéndose el cDNA.

Se realizé la amplificacion del cDNA con GoTaq mix (Promega) utilizando primers
especificos para NT3, NGF, BDNF o B-actina realizando ciclos de 45 segundos a
94°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C en el ciclador. El producto fue
corrido electroforéticamente junto con marcadores de peso molecular de cDNA
(Invitrogen) en geles de agarosa con bromuro de etidio (SIGMA-ALDRICH). Las
bandas se revelaron con luz UV (UVP), y su fotografia fue analizada con el software
Image J 1.42.

Los valores de densidad éptica obtenidos para BDNF, NT3 y NGF mediante este
programa fueron relativizados con los valores de B-actina.

A continuacién se muestra la secuencia de los primers utilizados y el numero de

ciclos realizados:

SENTIDO (5'- 3) ANTISENTIDO (5°- 3") N° de

ciclos
BDNF | GGTTCGAGAGGTCTGACGAC GCTCCAAAGGCAACTTGACTG 34
NT3 GATCCAGGCGGATATCTTGA AGCGTCTCTGTTGCCGTAGT 40
NGF CATGGGGGAGTTCTCAGTGT GCACCCACTCTCAAGAGGAT 38
B-actina | CAACTTGATGTATGAAGGCTTGGT | ACTTTTATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAG | 30
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20- Analisis estadistico.

Para realizar las pruebas estadisticas que se mencionan a continuacién se utilizaron
los siguientes programas estadisticos: Instat, InfoStat y GraphPad Prims 5.00.

Para verificar la distribucion normal de los datos se utilizé la prueba de Shapiro-Wilks
(modificado). En algunos casos se procedio a la transformacion matematica de los
datos para ajustarlos a una distribucién normal.

Para determinar el nivel de significacién entre dos grupos de datos con distribucién
normal se utilizé la prueba t de Student para valores no apareados ().

Las diferencias entre tres o0 mas grupos de datos fueron evaluadas por analisis de
varianza (ANOVA) de un factor seguido por el método de Bonferroni (f) o de dos
factores, seguido de una comparacién multiple utilizando el analisis de efectos
simples (F) o el método de Bonferroni (t) dependiendo si hay o no interaccién entre
los factores, respectivamente.

Los resultados de la prueba de habituacién fueron analizados por ANOVA de dos
factores con mediciones repetidas.

En aquellos casos en que no fue posible ajustar los datos a una distribuciéon normal,
se utilizaron las pruebas no paramétricas de Friedman (T2) para comparar 3 0 mas
grupos y de Mann- Whitney (U) para comparar dos grupos.

Los datos fueron expresados como los valores medios * error estandar de la media
(X £ ES). Las diferencias entre las medias se consideraron significativas cuando
p<0,05.

Para evaluar la correlaciéon entre dos variables se utilizé la prueba de Pearson (r).
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Resultados

1- Efectos del estrés crénico sobre el hipocampo.

1.1- Efectos del estrés crénico sobre el aprendizaje y la memoria.

A fin de investigar el efecto del estrés crénico sobre la capacidad de aprendizaje y
memoria en las cepas de ratones BALB/c y C57BL/6, se realizaron diferentes test

conductuales para evaluar distintos tipos de memorias dependientes del hipocampo.
1.1.1- Efecto del estrés cronico en una prueba de habituacion.

Con el fin de evaluar la memoria no asociativa, se utilizé la prueba de campo abierto
para determinar la capacidad de habituarse a un ambiente novedoso. Ratones
BALB/c y C57BL/6, control y CMS fueron colocados en el campo abierto durante 5
minutos en una primera fase y fueron expuestos nuevamente al mismo ambiente 24
horas después. Se evalud la actividad exploratoria mediante el registro del numero
de lineas cruzadas, el numero de exploraciones verticales (rearing) y el tiempo que
el animal se quedo quieto.

En la primera etapa los ratones BALB/c CMS mostraron un aumento de la actividad
locomotora horizontal (t = 3,56; p<0,01) y vertical (t = 3,01; p<0,05) y wuna
disminucién en el tiempo que se queda quieto (t = 4,52; p<0,01) respecto a los
BALB/c controles (figura 26 A, B y C respectivamente).

Los animales C57BL/6 CMS presentaron un aumento en la actividad locomotora
horizontal (t = 4,33; p<0,001) sin cambios en la actividad locomotora vertical (t =
1,51; NS) y una disminucion en el tiempo que se queda quieto (f =2,99; p<0,05) en
la primera exposicién al campo abierto con respecto a los C57BL/6 controles (figura
26 A, B y C respectivamente).

El analisis estadistico utilizando la prueba de ANOVA para mediciones repetidas,
indicé que los animales BALB/c controles presentaron una disminucion significativa
del 51% en el numero de lineas cruzadas (t = 5,92; p<0,001; figura 26 A) y del 62%
en el numero de rearing (t = 6,12; p< 0,001; figura 26 B), y un aumento en el tiempo
que se quedaron quietos del 62% (t = 5,90; p< 0,001; figura 26 C) en la fase de

testeo (24 horas) respecto de la primera exposicion (0 hora). Estos resultados
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indican que los ratones BALB/c controles fueron capaces de habituarse al ambiente
novedoso.

Sin embargo, los ratones BALB/c expuestos al CMS, mostraron una menor
capacidad de habituacion. No se observaron cambios significativos en el nimero de
lineas cruzadas (t = 1,59; NS; figura 26 A) y en el tiempo que se quedaron quietos (t
= 2,04; NS; figura 26 C) en el testeo respecto de la primera exposicion. Si bien se
observd una disminucién significativa en los rearing a las 24 horas esta diferencia

fue menor que la del grupo control (t = 2,70; p < 0,01; figura 26 B).

Por otra parte, los ratones C57BL/6, control y CMS, no mostraron diferencias es su
capacidad de habituacién. Tal como se muestra en la figura 26, pudo observarse
una disminucion significativa en el numero de lineas cruzadas del 57% (t = 3,19; p<
0,01) para los controles y del 58% (t = 5,78; p< 0,001) para los CMS (figura 26 A),
una disminuciéon en el numero de exploraciones verticales del 54% (t = 2,97; p<
0,05) en controles y de 60% (t = 4,56; p< 0,001) en los CMS (figura 26 B) y un
aumento en el tiempo que se quedd quieto de 94% (t = 4,89; p< 0,001) y 144% (t =
5,34; p< 0,001) para los ratones controles y CMS respectivamente (figura 26 C) en

el testeo con respecto a la primera etapa.
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Figura  26. Prueba de
habituacion. Se grafica el
numero de lineas cruzadas (A),
el nimero de rearing (B) y el
tiempo que se queda quieto (C);
para animales BALB/c (barras
rosas) y C57BL/6 (barras
verdes) en los grupos control
(N) y CMS, para la primera
exposicion (0 h)y el testeo (24
hs). Los resultados expresan la
media % ES de las
determinaciones realizadas con
doce animales de cada grupo.
+p<0,05; ++ p<0,01 y
+++p<0,001 respecto del
correspondiente grupo control;
*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001
respecto de la primera

exposicion.
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1.1.2- Efecto del estrés cronico en una prueba de evitacion condicionada por

shock eléctrico plantal.

Con el fin de evaluar si el estrés cronico afecta la memoria asociativa, se realizo6 la
prueba de evitacion condicionada por shock eléctrico plantal. Se registré el tiempo
que tardd en entrar a la camara oscura, en la fase de entrenamiento y en la fase de
testeo.

En la fase de entrenamiento, ambos grupos (control y CMS), de las cepas BALB/c y
C57BL/6, no mostraron diferencias significativas en la latencia de escape (entre 10 y
15 segundos) (datos no mostrados).

Sin embargo, en la fase de testeo, el porcentaje de ratones BALB/c CMS que
mostraron la maxima latencia de escape hacia la camara oscura fue menor que en
los animales BALB/c control (CMS: 20%; control: 77%). El analisis estadistico
realizado por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney indicé que la latencia de
escape en los ratones CMS fue significativamente menor que la observada para los
controles (U = 21; p<0,05) (figura 27).

Por el contrario, el porcentaje de ratones C57BL/6 CMS que mostraron una menor
latencia de escape hacia la camara oscura no fue significativamente diferente del
grupo C57BL/6 control (CMS: 66,7%; control: 40%), siendo la latencia de escape
similar en ambos grupos (U = 44; NS) (figura 27).

Figura 27. Prueba de evitacion
condicionada por shock eléctrico
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- 0 O?O * (,)O ’?’— el valor medio de cada grupo.
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BALB/c C57BL/6 correspondiente control.
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1.1.3- Efecto del estrés cronico en el laberinto en forma de Y.

Con el objetivo de evaluar si el estrés crénico produce cambios en la memoria
espacial, se analizdé el comportamiento espontaneo de alternancia en un laberinto en
formade Y.

En la figura 28 se muestran los porcentajes de alternancia espontanea obtenidos
para ratones control y CMS, de ambas cepas.

La prueba de ANOVA de dos factores revel6 que los ratones BALB/c CMS tuvieron
una disminucién significativa de la alternancia respecto a sus controles (F (1,33) =
35,25; p<0,00001).

En los ratones C57BL/6 no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje

espontaneo de alternancia entre el grupo estresado y el control (F (1,33) = 0,97; NS).

BALB/c C57BL/6
80-
2 60-
g *k%
S 40-
=
2
< 20-
0
N CMS N CMSs

Figura 28. Comportamiento de los ratones en el laberinto en forma de Y. El grafico muestra
el comportamiento espontaneo de alternancia en porcentaje en ratones BALB/c (barras
rosas) y C57BL/6 (barras verdes) en los grupos control (N) y CMS. Los resultados expresan
la media + ES de ocho animales de cada grupo. ***p<0,001 respecto al correspondiente

control.
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1.1.4- Efecto del estrés cronico en una prueba de reconocimiento de objetos.

Para evaluar el efecto del estrés crénico sobre la memoria de reconocimiento de
objetos en ambas cepas de ratén, se realizo la prueba de reconocimiento de objetos.
En esta prueba, no se encontraron diferencias significativas entre los animales
estresados y controles, en ambas cepas de raton (BALB/c y C57BL/6) ya que ambos
grupos exploraron el objeto novedoso aproximadamente el mismo porcentaje de

tiempo (figura 29).

100  BALBIc C57BL/6

Tiempo que exploro el
objeto novedoso (%)

N CMS N CMS

Figura 29. Comportamiento de los ratones en la prueba de reconocimiento de objetos. El
grafico muestra el promedio del porcentaje de tiempo que los ratones exploraron el objeto
novedoso, en ratones BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes) en los grupos

control (N) y CMS. Los resultados expresan la media + ES de ocho animales de cada grupo.
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1.2- Efectos del estrés crénico sobre la morfologia del hipocampo.

Para evaluar si el estrés provoca cambios estructurales en el hipocampo se realizé
una técnica de histoquimica que utiliza como colorante hematoxilina-eosina, el cual
tine los nucleos de color violeta y el citoplasma de color rosado. De esta manera se
pueden apreciar al microscopio los somas neuronales como se observa en la figura
30. Se determiné el espesor y la densidad neuronal en las regiones CA1, CA3 y el
giro dentado del hipocampo.

En los ratones BALB/c estresados (CMS), se observaron modificaciones histolégicas
evidentes en las regiones CA1 y CA3 (figura 30 A y B), no encontrandose cambios
en el giro dentado (datos no mostrados). EI ANOVA de dos factores revel6 que el
estrés indujo una disminucién significativa en el espesor de las regiones CA1 (F
(1,47) = 16,33; p< 0,001) y CA3 (F (1,45) = 21,55; p< 0,001). La densidad neuronal
sbélo muestra diferencias significativas en la zona CA3 (F (1,45) = 32,55; p<
0,00001).

Por otra parte, en los ratones C57BL/6 CMS no se encontraron estas alteraciones
estructurales (figura 30 C y D). Se observé un aumento significativo en el espesor
de la zona CA3 en los CMS respecto a los controles (F (1,45) = 9,96; p< 0,05). En
estos animales no se evidenciaron cambios respecto al espesor en la zona CA1 del
hipocampo ni en el numero de neuronas de ambas regiones. Tampoco se

observaron cambios estructurales en el giro dentado (datos no mostrados).
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Figura 30. Histologia del hipocampo. La figura muestra microfotografias representativas de
secciones coronales las regiones CA1 y CA3 del hipocampo de ratones BALB/c (panel de
arriba) y C57BL/6 (panel de abajo) en los grupos control y estresados. Barra: 100 um. La
estructura del hipocampo fue evaluada en ratones BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras
verdes), en los grupos control (barras claras) y CMS (barras oscuras). Los graficos A y B
muestran el espesor y el nimero de neuronas de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo en
ratones BALB/c respectivamente. Los graficos C y D muestran el espesor y el numero de
neuronas en ambas regiones del hipocampo en ratones C57BL/6 respectivamente. El
espesor y el numero de neuronas se representan como el porcentaje respecto del control.
Los resultados expresan la media + ES de cinco animales de cada grupo. *P<0,05;

***P<0,001 con respecto a su control.
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1.3- Efectos del estrés crénico sobre la neurogénesis en ratones

adultos.

Con el fin de evaluar el efecto del estrés crénico sobre la generacion de neuronas,
los ratones fueron inyectados con 5-bromo-2’-deoxiuridina bromo (BrdU)
realizandose posteriormente la técnica de inmunohistoquimica en cortes de
cerebros, utilizando un anticuerpo anti-BrdU, tal como se detalla en materiales y
métodos. Se cuantificaron el numero de células BrdU positivas en ratones CMS y
controles tanto en BALB/c como en C57BL/6 (figura 31).

El ANOVA de dos factores indicé que los ratones BALB/c CMS presentaron una
disminucion significativa en el numero de células BrdU positivas respecto de sus
controles (F (1,17) = 23,69; p<0,001). Estas diferencias no fueron observadas entre
los grupos control y CMS de los animales C57BL/6 (F (1,17) = 1,91; NS).
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Figura 31. Fotografias representativas del giro dentado del hipocampo de ratones BALB/c
(paneles izquierdos) y C57BL/6 (paneles derechos), control (paneles de arriba) y CMS
(paneles de abajo). Los puntos mas brillantes indican las células BrdU positivas. Los
graficos representan el nimero de células BrdU positivas para ratones BALB/c (barras
rosas) y C57BL/6 (barras verdes), controles (N) y CMS. Los resultados expresan la media *
ES de ocho cortes de diferentes partes del hipocampo, de al menos cuatro animales de
cada grupo. ***p< 0,001 respecto a su control.
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1.4- Determinacion de los niveles de ARNm de neurotrofinas en

hipocampo.

Para estudiar el efecto del estrés cronico sobre los niveles de ARNm de
neurotrofinas (BDNF, NT3 y NGF) en el hipocampo, se cuantificaron los mismos
mediante la técnica de RT-PCR en ratones BALB/c y C57BL/6.

Como puede observarse en la figura 32, no se encontraron diferencias significativas
en los niveles de ARNm de BDNF (panel A), NT3 (panel B) y NGF (panel C) entre
los ratones controles y estresados en ninguna de las cepas estudiadas [ANOVA de 2
factores, BALB/c (BDNF: t = 1,57; NS, NT3: t = 1,06; NS y NGF: t = 1,83; NS) y
C57BL/6 (BDNF: t = 0,59; NS, NT3: t = 1,18; NS y NGF: t = 1,22; NS)].
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1.5- Efectos del estrés cronico sobre la actividad y los niveles

proteicos de enzimas.

Se decidid evaluar el efecto del estrés crénico sobre la actividad y los niveles
proteicos de las enzimas, 6xido nitrico sintasa (NOS) y proteina quinasa C (PKC), y

sus isoformas, involucradas en los procesos de aprendizaje y memoria.

1.5.1- Efectos del estrés cronico sobre la actividad de la 6xido nitrico sintasa
(NOS) en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6.

Para determinar si en los ratones estresados cronicamente (CMS) existen cambios
en los niveles de la NOS, se evalu6 la actividad de la misma por un método
bioquimico en el cual se midié como producto final la produccion de ["C] L-citrulina.
En la figura 33 se grafica la produccién de ['*C] L-citrulina en pmoles formados en
30 minutos de reaccién por gramo de tejido en hipocampos de ratones BALB/c y
C57BL/6, controles (N) y estresados (CMS). Se observa que los ratones BALB/c
estresados mostraron una disminucion significativa de la actividad de NOS total con
respecto a los ratones controles (ANOVA de dos factores, F (1,29) = 25,01; p<
0,0001). Por el contrario, los animales C57BL/6 estresados no presentaron
diferencias significativas respecto de la actividad de NOS total comparado con su
controles (F (1,29) = 2,03; NS).

En presencia de EGTA, no se encontraron diferencias significativas, es decir que el
estrés créonico no aumentaria la actividad de iINOS ni en ratones BALB/c ni en
C57BL/6 (figura 34 A). Ademas si se toma en cuenta que la iINOS produce NO en un
rango 1000 veces superior a la NOS constitutiva (hNOS y eNOS), puede apreciarse
en la figura 34 A, que la actividad de iINOS es practicamente despreciable tanto en
ratones normales como en ratones CMS de ambas cepas. En la figura 34 B se
muestra la actividad de NOS dependiente de calcio y su inhibicion en presencia de
L-NAME (inhibidor especifico de NOS), verificando que la produccion de citrulina es
debida principalmente a la actividad de NOS.

Con el fin de investigar si es estrés cronico afecta de igual manera la actividad de las
isoformas calcio dependiente (nNOS y eNOS), se realizaron experimentos en

presencia de 7-NI o L-NIO (inhibidores especificos de la nNOS y eNOS,
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respectivamente). Como se muestra en la figura 34 C, la actividad de nNOS
disminuye significativamente (ANOVA de 2 factores, F (1,29) = 15,4; p<0,001)
mientras que la actividad de eNOS aumenta en los hipocampos de los animales
BALB/c CMS con respecto a su control (F (1,29) = 6,10; p<0,05). Por el contrario, los
ratones C57BL/6 CMS no presentaron diferencias significativas en la actividad ni de
nNOS (F (1,29) = 0,76; NS) ni de eNOS (F (1,29) = 0,42; NS) con respecto a sus
controles (figura 34 C).
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Figura 33. Produccién total de ['“C] L-citrulina expresada en pmoles/g de tejido/30 min en
hipocampos de ratones BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), controles (N) y
estresados (CMS). Los resultados expresan la media + ES de las determinaciones

realizadas con 8 animales de cada grupo. ***p<0,001 respecto a su control.
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Figura 34. Produccién de ["C] L-citrulina expresada en pmoles/g de tejido/30 min en
hipocampos de ratones BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), controles (N) y
estresados (CMS), en A incubados en presencia (+EGTA) y en ausencia (-EGTA) de EGTA,;
en B basales (B) y con el agregado de L-NAME (+L-NAME) y en C se grafica la actividad de
nNNOS y eNOS. Los resultados expresan la media + ES de 4 experimentos independientes

realizados con 2 ratones de cada grupo. *p<0,05; ***p<0,001 con respecto a su control.
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1.5.2- Efectos del estrés crénico sobre los niveles proteicos de la nNOS y la
eNOS en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6.

Con el fin de investigar si la disminucién en la actividad de nNOS inducida por
exposicion a estrés cronico en ratones BALB/c se relacionaba con los cambios en
los niveles proteicos de nNOS en hipocampo, se analizé la misma mediante la
técnica de western blot.

Como se muestra en la figura 35 los hipocampos de los ratones BALB/c CMS
presentaron una banda de 160 kDa, correspondiente a la nNOS, de menor
intensidad comparada con la banda que se obtuvo para los hipocampos de los
ratones BALB/c controles (N). La banda de 130 kDa, correspondiente a la eNOS, a
diferencia de lo que ocurre con la nNOS, es mas intensa en los hipocampos de los
ratones BALB/c CMS comparada con los controles. El analisis estadistico de los
datos de la densidad 6ptica (D.O.) de las bandas normalizadas con respecto a la p-
actina indicé una disminucion significativa del nivel de nNOS (ANOVA de dos
factores, F (1,37) = 17,21; p<0,001) y un aumento de eNOS (F (1,37) = 5,90; p<0,05)

en los animales sometidos a estrés cronico.

Por otro lado, los ratones C57BL/6 estresados también presentaron una banda de
menor intensidad correspondiente a la nNOS (ANOVA de dos factores, F (1,37) =
6,22; p<0,05) con respecto a los animales C57BL/6 controles y no se observaron
diferencias en las bandas correspondientes a la eNOS (F (1,37) = 1,14; NS) entre los
ratones C57BL/6.
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Figura 35. Western blot para nNOS, eNOS y B-actina en hipocampo de ratones BALB/c
(barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), controles (N) y estresados (CMS). En A se
muestra una banda representativa de las isoformas de NOS calcio dependientes y de -
actina con su peso en kDa (nimeros que se encuentran a la derecha), para cada uno de los
grupos estudiados. En B se gréfica la densidad optica de las bandas para las isofomas
eNOS y nNOS relativa a p-actina. Los resultados expresan la media + ES de 5 experimentos
realizados independientemente con 2 muestras por grupo. *p<0,05; ***p<0,001 con respecto

a su control.
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1.5.3- Actividad de PKC en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6

estresados.

Con el fin de evaluar si existen diferencias en la actividad total de PKC en
hipocampos de ratones BALB/c y C57BL/6, CMS y controles, se determiné mediante
un meétodo bioquimico la actividad de esta enzima. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 36. El ANOVA de dos factores indico que no se encontraron
diferencias significativas en la actividad total de PKC en el hipocampo de ratones
BALB/c estresados (CMS) (F (1,17) = 0,85; NS) comparados con el grupo BALB/c
control (N). Por otro lado, los ratones C57BL/6 CMS muestran una disminucién de la
actividad de PKC cuando se los compara con su grupo control (F (1,17) = 5,53;
p<0,05).

No se encontraron diferencias significativas en la actividad de PKC en las fracciones
citosdlicas y de membrana entre controles y CMS de las cepas en estudio (tabla 2)
(F (3,35) = 1,52; NS).

200,  BALBIC C57BL/6

200

1004

Actividad de PKC
(pmoles/min/mg de tejido)

N CMS N CMS

Figura 36. Actividad de PKC expresada en pmol/min/mg de tejido en hipocampo de ratones
BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), controles (N) y estresados (CMS). El
grafico indica la media + ES de 3 experimentos realizados independientemente con 3

animales por grupo. *p<0,05; respecto a su correspondiente control.
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% de PKC Tabla 2. Porcentaje de actividad
Cepa Grupo de PKC en citosol y membrana
Citosol | Membrana | o, animales BALB/c y C57BL/S,
N 69 +5 31+5 control y CMS.
BALB/c
CMS 627 387
N 53+6 47+ 6
C57BL/6
CMS 52+ 8 48 + 8

1.5.4- Niveles proteicos de PKC en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6

estresados.

Para determinar si el estrés provoca cambios en el nivel proteico de algunas de las
isoformas de PKC, se realizé un western blot para siete de las isoformas de PKC en
hipocampos de ratones BALB/c y C57BL/6, estresados (CMS) y controles (N). Como
se observa en la figura 37 se encontré un aumento significativo del 49% y 55% para
la PKCC y PKCy respectivamente, en hipocampos de ratones BALB/c estresados
respecto del control (prueba t de Student, t = 3,63; p<0,01 y t = 3,11; p<0,01,
respectivamente). En los ratones C57BL/6 CMS se observé un aumento de 30%
para PKC3 y una disminucion del 29% de la PKCpI con respecto a sus controles, (t =
2,06; p<0,05 y t = 2,37; p<0,05, respectivamente). Para las demas isoformas
analizadas no se encontraron diferencias significativas en hipocampos de ratones

CMS respecto de los controles para ambas cepas estudiadas (datos no mostrados).
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Figura 37. Niveles proteicos de las isoformas de PKC. Western blot para las diferentes
isoformas de PKC en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6, controles (N) y estresados
(CMS). Las bandas mostradas son representativas de 5 experimentos realizados
independientemente con 3 muestras de cada grupo. Los graficos indican la media + ES de la
densidad ¢ptica (D.O.) para cada isoforma. *p<0,05; **p<0,01 respecto de su

correspondiente control.
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1.5.5- Participacion de la PKC en la regulaciéon de la NOS en el hipocampo de

animales BALB/c y C57BL/6, controles y estresados crénicamente.

Con el fin de evaluar si la PKC esta implicada en la regulacién de la actividad de
NOS, se determind la actividad de la misma en presencia y ausencia de GF
109203X (inhibidor de PKC), en hipocampos de ratones BALB/c y C57BL/6, CMS y
controles.

En la figura 38 se observa que en presencia del inhibidor de PKC, la actividad de
NOS calcio dependiente medida en homogenatos de hipocampos, disminuyd
significativamente en ratones BALB/c control y se mostro incrementada en ratones
BALB/c CMS (ANOVA de 2 factores, F (1,29) = 9,45; p<0,01 y F (1,29) = 11,38;
p<0,01, respectivamente).

En hipocampo de ratones C57BL/6 control y CMS la inhibicion de PKC produjo una
disminucion significativa de la actividad de NOS (t = 4,67; p< 0,001 y t = 4,76;
p<0,001).

BALB/c C57BL/6
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Figura 38. Produccion de ["C] L-citrulina expresada en pmoles/g/30 min en hipocampos de
ratones BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), normales (N) y estresados (CMS)
en ausencia (B) y presencia de GF 109203X (G). El grafico representa la media + ES de 4
experimentos realizados independiente con 2 animales por grupo. **p<0,01; ***p<0,001

respecto a su correspondiente control.
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1.6- Efectos del estrés cronico sobre el estado REDOX del

hipocampo en ratones BALB/c y C57BL/6.

1.6.1- Producciéon de ROS en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6,
controles y CMS.

Para determinar si los cambios morfolégicos y neuroquimicos se relacionaban con
una mayor sensibilidad al estrés oxidativo, se determiné la produccion basal y con
estimulacion con NMDA en hipocampos de ratones BALB/c y C57BL/6, control y
CMS. La misma se evalué por un método bioquimico en el cual se midi6 como
producto final la produccion de DCF.

En hipocampos de animales BALB/c CMS se observaron diferencias significativas
respecto a la produccion de ROS tanto basal como estimulados con NMDA (ANOVA
de 2 factores, F (1,20) = 28,00; p<0,0001 y F (1,20) = 81,81; p<0,00001,
respectivamente).

Cuando se midi6 la produccion de ROS en hipocampo de ratones C57BL/6 no se
observaron diferencias significativas entre controles y CMS tanto basal como cuando
fueron estimulados con NMDA (F (1,20) = 3,98, NS y F (1,20) = 0,90; NS,

respectivamente) (figura 39).

Figura 39. Niveles de ROS.
Produccién de ROS, expresada en

representan la media + ES de dos
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< *kk NMDA (barras rayadas) fueron
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1.6.2- Niveles de catalasa en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6,
controles y CMS.

Para evaluar si el estrés cronico produce alguna alteracion en los niveles de
catalasa, se determinaron los niveles de esta enzima en hipocampos de ratones
BALB/c y C57BL/6, controles y sometidos a estrés cronico.

En los ratones BALB/c, el estrés crénico produjo una disminucion en los niveles de la
enzima catalasa, pero estos no fueron significativos. Similarmente en los ratones
C57BL/6 no se encontraron diferencias en los niveles de catalasa entre animales
controles y estresados (ANOVA de 2 factores, entre tratamiento: control y CMS, F
(1,23) = 0,64; NS) (figura 40).
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Figura 40. Niveles de catalasa. El grafico representa las unidades enzimaticas de catalasa/
mg de hipocampo en animales BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), control (N)
y CMS. Los resultados representan la media + ES de dos experimentos independientes

realizados por duplicado con tres animales por grupo.
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1.6.3- Niveles de superdxido dismutasa (SOD) en hipocampo de ratones
BALB/c y C57BL/6, controles y CMS.

Para determinar si el estrés provoca algun efecto en los niveles de la SOD, se
estudiéo la misma en hipocampos de ratones BALB/c y C57BL/6, controles y
sometidos a estrés cronico.

Como se muestra en la figura 41, si bien los niveles de SOD disminuyeron en los
ratones CMS BALB/c respecto a los animales controles, esta diferencia no fue
significativa. Tampoco se encontraron diferencias significativas respecto a los niveles
de SOD en hipocampos de animales estresados C57BL/6 respecto de sus controles
(ANOVA de 2 factores, entre tratamiento: control y CMS, F (1,23) = 1,03; NS).
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Figura 41. Niveles de SOD. El grafico representa las unidades enzimaticas de SOD/ mg de
hipocampo en animales BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), control (N) y
CMS. Los resultados representan la media *+ ES de dos experimentos realizados

independientemente por duplicado con tres animales por grupo.
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1.6.4- Produccidon de glutation en hipocampo de ratones BALB/c y C57BL/6,
controles y CMS.

Para estudiar si el estrés afecta estas proporciones de glutation reducido (GSH) y
glutation oxidado (GSSG), fueron medidos sus niveles en hipocampos de ratones
BALB/c y C57BL/6.

En los ratones BALB/c y C57BL/6 sometidos a estrés cronico no se encontraron
diferencias ni en los niveles de GSH total ni en los niveles de GSH y GSSG respecto
a los controles (figura 42) (ANOVA de 2 factores, entre tratamiento: control y CMS, F
(1,23) = 0,17; NS).

Ademas los porcentajes correspondientes a los niveles de GSH y GSSG para
animales estresados y controles de ambas cepas de ratones se encuentran dentro

de los niveles normales esperados (tabla 3).

Figura 42. Niveles de glutation. El

500+ BALB/c C57BL/6 -
grafico representa los pmoles de
400- glutatién reducido (GSH) en hipocampo
é 300- en animales BALB/c (barras rosas) y
g C57BL/6 (barras verdes), control (N) y
© 2001 CMS. Los resultados representan la
g'100- media * ES de dos experimentos
independientes realizados por duplicado

0

N CMS N  CMS con tres animales por grupo.

% de glutation Tabla 3: Porcentaje de glutation reducido

Cepa Grupo (GSH) y oxidado (GSSG) en animales

GSH GSSG | BaLB/c y C57BL/6 control y CMS.
N 90,6 + 3 94+3
BALB/c
CMS 91,8+2 82+2
N 91,21 881
C57BL/6

CMS 91,32 8,7%2
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1.6.5- Produccion de ROS en presencia de 7-Nl, un inhibidor especifico de la

nNOS, en hipocampos de ratones normales BALB/c y C57BL/6.

Para estudiar la participacion de la nNOS sobre la produccion de especies reactivas
del oxigeno, se determinaron las mismas en presencia de 7-NI, un inhibidor
especifico de la nNOS en ratones BALB/c y C57BL/6 normales.

En los animales BALB/c la inhibicion de nNOS provoc6 un aumento paulatino de las
ROS a medida que fue aumentando con el tiempo (ANOVA de 2 factores de
medidas repetidas, t = 3,29; p<0,01; t = 6,84; p<0,001 y t = 66,99; p<0,00001 para
30 minutos, 2 horas y 24 horas respectivamente), mientras que en los C57BL/6 sélo
se observo un aumento 24 horas después de haber sido agregado el inhibidor (t =
66,21; p<0,00001) (figura 43).
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Figura 43. Niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS). Produccién de ROS,
expresada en pmoles/mg de tejido/min como porcentaje del valor basal, en hipocampo de
ratones controles BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes). Los resultados
representan la media + ES de 2 experimentos independientes realizados con 3 animales de

cada grupo. **p<0,01; ***p<0,001 respecto a su correspondiente control.
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1.7- Prueba de campo abierto en ratones BALB/c y C57BL/6
tratados con L-NAME.

Teniendo en cuenta que de acuerdo a nuestros resultados el estrés aumenta los
niveles de ROS, que estarian relacionados con una disminucion en la produccién de
NO, resulto de interés analizar el alcance in vivo de estos hallazgos. Para investigar
si la inhibicion de NOS modifica el comportamiento de ratones normales BALB/c y
C57BL/6, se administr6 a los animales L-NAME por via oral y se estudio el
comportamiento durante 4 semanas.

La administraciéon del inhibidor de NOS indujo en ratones BALB/c normales un
incremento en la actividad locomotora como se muestra en la figura 44. A la semana
de ser administrado el L-NAME, los ratones BALB/c mostraron un aumento en la
actividad horizontal (t = 6,16; p<0,001) y vertical (t = 4,64; p< 0,001) asi como una
disminucién en el tiempo que se quedaron quietos (t = 6,52; p< 0,001) (paneles A, B
y C respectivamente). Resultados similares se observaron con dos semanas de
administracion con L-NAME (paneles D, E y F).

Por otra parte, después de dos semanas de administracion con L-NAME, los
animales BALB/c mostraron menor capacidad de habituacion comparado con sus
controles. Puede observarse en la figura 44 D, E y F, que los ratones controles
mostraron una disminucién en la actividad locomotora cuando fueron re-expuestos al
campo abierto 24 horas después de la primera exposicion (lineas cruzadas (t = 6,74,
p< 0,0001), rearing (t = 7,67; p < 0,001) y tiempo que se queda quieto (t = 7,08; p<
0,001). Sin embargo, para los ratones tratados con L-NAME por dos semanas sélo
se observo una disminucién en el rearing [lineas cruzadas (t = 0,80; NS), rearing (t =
2,51; p < 0,05) y tiempo que se queda quieto (t = 1,20; NS)]. Resultados similares a
los de la segunda semana fueron observados para animales BALB/c luego de cuatro

semanas de tratamiento con L-NAME (datos no mostrados).

Por otro lado, en ratones C57BL/6 normales, la inhibicion de la actividad de NOS con
L-NAME indujo una disminucién en la actividad exploratoria recién a las dos
semanas de tratamiento [lineas cruzadas (t = 5,35; p< 0,001), rearing (t = 5,91; p <
0,001) y tiempo que se queda quieto (t = 4,75; p< 0,001); figura 44 D, E y F

respectivamente]. Ademas, los animales controles mostraron una disminucién en la
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actividad locomotora cuando fueron re-expuestos a la prueba de campo abierto 24
horas después de la prueba inicial [lineas cruzadas (t = 13,47; p< 0,0001), rearing (t
= 1,42; NS) y tiempo que se queda quieto (t = 10,32; p< 0,0001)]. Para los ratones
tratados con L-NAME durante 1 semana, la disminucién encontrada no fue
significativa [lineas cruzadas (t = 1,10; NS), rearing (t = 1,30; NS) y tiempo que se
queda quieto (t = 0,90; NS)].

Cabe resaltar que resultados similares se obtuvieron al tratar con el inhibidor

especifico de la nNOS (7-NI) (datos no mostrados).

En conclusién, la inhibicién de la actividad de nNOS indujo alteraciones en la
actividad exploratoria y en la capacidad de habituacién tanto en los ratones BALB/c
como en los C57BL/6. Sin embargo, en los ratones BALB/c con una semana de
tratamiento se produjo un aumento de la actividad locomotora y fueron necesarias
dos semanas de tratamiento para afectar la capacidad de habituacién a un ambiente
novedoso. Por el contrario, con sélo una semana de tratamiento los ratones C57BL/6
mostraron una menor habituacibn y con dos semanas de tratamiento pudo

observarse una disminucidn en la actividad exploratoria.
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Figura 44. Comportamiento de los ratones en la prueba de campo abierto después de ser
tratados una o dos semanas con L-NAME, un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa. El nimero
de lineas cruzadas, el numero de rearing y el tiempo que se queddé quieto fue determinado
en ratones BALB/c normales (barras rosas) y C57BL/6 normales (barras verdes), tratados
con L-NAME (L) y en animales no tratados (B), al finalizar la primera (A, B y C
respectivamente) y segunda semana (D, E y F respectivamente) de tratamiento. Los
resultados representan la media + ES de seis animales de cada grupo. Los resultados
representan la media + ES de seis animales de cada grupo. ** p<0,01; ™" p<0,001 respecto

al correspondiente control; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 respecto a la prueba inicial (0 h).
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2- Efectos del estrés cronico sobre el sistema inmune.

El segundo objetivo del trabajo fue evaluar el efecto del estrés crénico en el sistema
inmune de los ratones BALB/c y C57BL/6.

2.1- Evaluacion del sistema inmune ex vivo.

El analisis de la 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 los linfocitos T y B se utilizaron como mitégenos selectivos

concanavalina A (Con A) y lipopolisacarido (LPS), respectivamente.

2.1.1-Estudio de la proliferacion de linfocitos inducida por mitégenos en
ratones BALB/c y C57BL/6, control y CMS.

Para investigar si el estrés produce diferencias en cuanto a la proliferacién de los
linfocitos T y B en las distintas cepas de raton, los linfocitos de cada grupo de
animales fueron estimulados con concentraciones 6ptimas de mitégenos T o B. La
incorporacion de *H-timidina en linfocitos controles sin estimular fue similar para
ambas cepas de raton. Como se muestra en la figura 45, las células T provenientes
de los animales BALB/c CMS presentaron una baja reactividad en respuesta al
mitégeno Con A (ANOVA de 2 factores, F (1,44) = 41,18; p< 0,00001) mientras que
las células B de estos animales mostraron una alta reactividad al LPS (F (1,44) =
32,83; p< 0,00001) (figura 45).

Por otra parte, en ratones C57BL/6 CMS, las células T tuvieron una alta respuesta
proliferativa con respecto a las células T normales (F (1,44) = 16,64; p< 0,001) y no
se encontraron diferencias significativas en la proliferacién de células B (F (1,44) =
3,50; NS) entre animales C57BL/6 controles y CMS (figura 45).
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Figura 45. Ensayo de proliferaciéon celular. La proliferacién de linfocitos T y B (LT y LB,
respectivamente) fue determinada por incorporacion de timidita tritiada, medida en
desintegraciones por minuto (dpm), en BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras verdes), en
ratones controles (N) y CMS. Los resultados representan la media + ES de cuatro
experimentos independientes con tres animales de cada grupo. ***p<0,001 respecto a su
correspondiente control. La incorporacién de *H-timidina (dpm) para células no estimuladas
fue: BALB/c, control: 2194 + 442 y CMS: 2677 + 546 y C57BL/6, control: 3515 £+742 y CMS:

3251 +546.
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2.1.2- Producciéon de citoquinas en ratones BALB/c y C57BL/6, controles y

estresados cronicamente.

Los ratones BALB/c y C57BL/6 normales poseen un perfil de citoquinas tipo Th2 y
Th1 respectivamente. El objetivo fue estudiar si el estrés cronico modifica el balance
Th1/Th2 en las dos cepas estudiadas. Para ello se determind la liberacion de IFN-y e
IL-2 (citoquinas Th1) y de IL-4, IL-10 e IL-6 (citoquinas Th2) en sobrenadantes
provenientes de linfocitos estimulados con Con A.

El ANOVA de 2 factores mostr6 en ratones BALB/c CMS una disminucion
significativa en la produccion de IFN-y (F (1,20) = 22,89; p< 0,001; figura 46 A), no se
encontraron diferencias en los niveles liberados de IL-2 (F (1,20) = 2,50; NS; figura
46 B) y se observé un aumento significativo para la IL-4 (F (1,20) = 46,45; p<
0,00001; figura 46 C), IL-10 (F (1,20) = 265,63; p< 0,00001; figura 46 D) e IL-6 (F
(1,20) = 287,26; p< 0,00001; figura 46 E).

En los C57BL/6 estresados se observé un aumento significativo en la produccion de
IFN-y (F (1,20) = 22,89; p< 0,001; figura 46 A) e IL-2 (F (1,20) = 24,00; p< 0,001;
figura 46 B), una disminucién en los niveles liberados de IL-4 (F (1,20) = 37,73; p<
0,00001; figura 46 C) e IL-10 (F (1,20) = 56,25; p< 0,00001; figura 46 D) y no se
encontraron cambios en la produccion de IL-6 (F (1,20) = 0,29; NS; figura 46 E).

Por lo tanto el estrés indujo un aumento de las citoquinas tipo Th2 en los ratones

BALB/c, mientras que en los C57BL/6 exacerbé el balance hacia Th1.
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Figura 46. Niveles de citoquinas. Concentracion de IFNy (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-10 (D) e
IL-6 (E) determinadas en sobrenadantes de linfocitos, provenientes de los nédulos linfaticos,
estimulados con Con A por 24 horas en animales BALB/c (barras rosas) y C57BL/6 (barras
verdes), control (N) y CMS. Los resultados representan la media + ES de tres experimentos
realizados en forma independiente con dos animales por grupo. *** p< 0,001 respecto de su

correspondiente control.
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2.2- Evaluacion del sistema inmune in vivo.

2.2.1- Analisis de la respuesta inmune humoral en ratones BALB/c y C57BL/6

controles y estresados cronicamente.

Para estudiar el correlato in vivo de los resultados obtenidos in vitro, se analizo la
respuesta inmune humoral inducida por inoculacién con antigenos T-dependientes
(globulos rojos de carnero, GRc) y T-independientes (LPS).

Como se mencioné anteriormente, para antigenos T-dependientes, se produce
primero IgM y luego IgG, siendo la contribucion global de la IgM mas importante.
Tras una segunda inoculacion (respuesta secundaria) el anticuerpo predominante es
de tipo 1gG. Para la produccién de anticuerpos tipo IgG por parte de los linfocitos B
(LB) es necesaria la colaboracion de los linfocitos T (LT). Para los antigenos T-
independientes, tanto si la respuesta es primaria o secundaria, el anticuerpo
producido es de tipo IgM y no es necesaria la colaboracidén de los LT. Por este
motivo tras la inoculacién con GRc se determind la produccion de anticuerpos tipo
IgM a los 10 dias de inoculacion (respuesta primaria) e IgG 18 dias después de la
primera inoculacion (respuesta secundaria). Para analizar la respuesta a LPS se
determiné la produccion de anticuerpos tipo IgM siguiendo el esquema experimental
detallado en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 47. Puede observarse que en los
ratones BALB/c, el desafio antigénico con GRc indujo una produccién de anticuerpos
tipo IgM, que no mostré diferencias entre los grupos control y estresado (Mann-
Whitney U = 26; NS; figura 47 A). Contrariamente, la produccion de anticuerpos tipo
IgG se vio seriamente afectada en los animales CMS tras una segunda inmunizacién
antigénica (U = 3; p<0,001; Figura 47 B). Como puede observarse en la figura 47 C,
el titulo de IgM anti-LPS fue similar en los ratones normales y CMS (U = 21,5; NS).
Es importante aclarar que la disminucion en la produccion de anticuerpos tipo 1IgG no
se debié a un retardo en la cinética de la produccién ya que no se observd un
aumento del titulo, al menos hasta dos semanas post-inoculacion (datos no
mostrados).

Por otra parte, en los ratones C57BL/6 CMS el titulo de IgM tampoco se vio afectado
ni para la inmunizacion con GRc (U = 27; NS; figura 47 D) ni para LPS (U = 23; NS;
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figura 47 F). El titulo de anticuerpos tipo IgG anti-GRc fue menor en los ratones CMS
que en los controles (U = 16; p<0,05; figura 47 E). Cabe aclarar que en los ratones
C57BL/6 estresados la disminucion del titulo para anticuerpos tipo IgG no alcanzo la

magnitud observada para los ratones BALB/c CMS.
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Figura 47. Se determinaron los titulos de anticuerpos en ratones BALB/c (rosa) controles
() y CMS (@) y C57BL/6 (verde), controles (&) y CMS (@) inmunizados con glébulos rojos
(GRc), y luego de un refuerzo dado al dia 11 con GRc o inmunizados con LPS. Los sueros
fueron recolectados al dia 10 o al dia 18 y se ensay0 la presencia de IgM o IgG. Las curvas
representan las densidades opticas (D.O.) a las distintas diluciones de los sueros. Se
realizaron 2 experimentos independientes con 4 animales de cada grupo. La linea punteada

representa los valores de D.O. + 2 veces el desvio estandar respecto del suero de animales

normales (sin inmunizar).
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2.2.2- 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 distribucién de los subtipos celulares de linfocitos T se
analizaron los porcentajes de células CD4", CD8*, CD4'CD8" y CD4°CD8 por
citometria de flujo en ganglios de animales BALB/c y C57BL/6, control y CMS
(ANOVA de 2 factores, entre tratamiento: control y CMS, CD4™: F (1,17) = 1,31; NS,
CD8™ F (1,17) = 0,99; NS, CD4'CD8": F (1,17) = 0,24; NS, CD4CD8": F (1,17) =
1,31; NS; tabla 4).

Los estudios demostraron que la alteracién de la respuesta inmune observada no es

debida a una alteracion de la distribucion de las subpoblaciones linfocitarias T.

Subpoblaciones linfocitarias (% de linfocitos totales)

CD4" CD4'CD8" CD4°CD8
N 60+6 11+3 0,47+0,05 290+2
CMS 6615 9+3 0,49+0,05 25+2
N 253 269 0,05+0,01 49+11
CMS 24+2 23+6 0,08+0,02 5348

Tabla 4. Porcentaje de subpoblaciones linfocitarias en animales BALB/c y C57BL/6 control y
CMS. Analisis por citometria de flujo realizado en suspensiones celulares obtenidas de
ganglios linfaticos de animales BALB/c y C57BL/6 control y estresados (CMS). Los
resultados estan expresados como el porcentaje de los linfocitos totales y representan la
media £ ES de 2 experimentos realizados por separado utilizando dos animales de cada

grupo experimental.
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3- Participacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
y del sistema adrenérgico sobre los efectos del estrés

cronico en el Sl y SNC.

Es bien conocido que el estrés involucra la activacion del eje HPA y el SNC. Por tal
motivo se decidid determinar dos hormonas clasicas relacionadas con el estrés, la
corticosterona y las catecolaminas.

Por ultimo evaluar si existe correlacion entre el comportamiento observado y los

niveles de citoquinas en ratones estresados BALB/c y C57BL/6.
3.1- Determinacién de los niveles de corticosterona.

Se midieron los niveles de corticosterona en ratones BALB/c y C57BL/6 a lo largo de
las 6 semanas de exposicion al modelo de estrés cronico.

La prueba de Friedman revel6 que existen diferencias significativas en los niveles de
corticosterona de BALB/c (T? = 18,20; p< 0,001) y C57BL/6 (T? = 5,90; p< 0,001).
Los animales BALB/c sometidos al modelo CMS mostraron un aumento significativo
en los niveles de esta hormona durante las primeras dos semanas de estrés (CMS
versus control, p<0,01 para 1 y 2 semanas de exposicién al CMS). Después de la
tercera semana de exposicién, los niveles de corticosterona retornan al valor basal y
no muestran diferencias significativas respecto a los animales controles (después de
6 semanas, NS).

Los ratones C57BL/6 estresados cronicamente mostraron un aumento significativo
de corticosterona en la tercera y cuarta semana de exposiciéon al modelo CMS
(p<0,01). A la sexta semana se reestablecen los niveles de corticosterona (CMS

versus control, NS) (tabla 5).
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3.2- Determinacion de los niveles de catecolaminas.

Se determinaron los niveles de catecolaminas en ratones BALB/c y C57BL/6 a lo
largo de las 6 semanas de exposicion al modelo de estrés cronico.

El ANOVA de 2 factores mostr6 que existen diferencias en los niveles de
catecolaminas para los ratones BALB/c (F (5,72) = 12; p<0,00001) y C57BL/6 (F
(5,72) = 4; p<0,01). Los animales BALB/c sometidos al modelo CMS mostraron un
aumento significativo en los niveles de catecolaminas durante las primeras tres
semanas de estrés (CMS versus control, p<0,001 para la 1, 2 y 3 semanas de CMS).
Después de la cuarta semana de exposicion, los niveles de catecolaminas retornan
al valor basal y no muestran diferencias significativas respecto a sus controles (tabla
6).

En los animales C57BL/6 se observé un aumento significativo de catecolaminas a la

cuarta semana de exposicién a estrés cronico (CMS versus control, p<0,01). A la

sexta semana estos niveles vuelven a los valores basales (tabla 5).

C57BL/6
Tiempo de
- [Corticosterona] [Catecolaminas] [Corticosterona] [Catecolaminas]

exposicion

GG (ng/ml) (pg/mg) (ng/mi) (pg/mg)

Control 1315 760 £ 70 746 405 + 53
1 semana 432 £28 ** 1338 + 91™** 73+3 548 + 37
2 semanas 392 £ 21 ** 1248 £ 101*** 796 464 £ 48
3 semanas 181+ 18 1314 £ 117 102 +6 ** 335 £ 67
4 semanas 140 £ 19 812+ 73 135+ 17 ** 726 £ 96 **
6 semanas 1439 889 £ 93 85+ 10 448 + 46

Tabla 5. Concentracion de corticosterona en sueros y de catecolaminas en muestras de
bazo de animales BALB/c y C57BL/6, controles y expuestos al modelo de estrés cronico
moderado. El analisis de corticosterona y catecolaminas se realizé en animales controles
(no expuestos) y animales expuestos al modelo de CMS de 1 a 6 semanas. Los resultados
expresan la media + ES de tres experimentos independientes con tres animales de cada

grupo. **P<0,01; ***P<0,001 con respecto a su control.
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3.3- Correlacion entre el comportamiento espontaneo de alternancia

en el laberinto en Y y la relacion Th2/Th1.

Para evaluar si existe o no una correlacion entre el comportamiento espontaneo de
alternancia observado en el laberinto en forma de Y y la relacion Th2/Th1, se realizd
una prueba de correlaciéon en ratones BALB/c y C57BL/6, controles y CMS.

Como se muestra en la figura 48 la prueba de correlacion de Pearson mostré una
correlacion negativa entre el porcentaje espontdneo de alternancia y la relacion
Th2/Th1 (definido como la relacion entre IL-10/IFN-y) en ratones BALB/c tomando
los grupos control y CMS (r = -0,8657; p = 0,0012). En ratones C57BL/6 no se
encontré correlacion (r =-0,01271; p = ns).
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< <404 ® o
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g ‘5 °
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Figura 48. Correlacion entre el comportamiento espontaneo de alternancia en el laberinto en
forma de Y y la relacién Th2/Th1. La figura muestra un experimento representativo de 3
realizados de forma independiente en ratones BALB/c (A), r = -0,8657; p = 0,0012 y
C57BL/6 (B), r=-0,01271; p = ns.
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4- Efecto del Copaxone® sobre los ratones BALB/c

estresados cronicamente.

Como se menciond en la introduccién, el Copaxone® puede producir una débil
reaccion cruzada con autoantigenos residentes en el CNS y puede estimular los
efectos de reparacion y proteccion producidos por las células T autoreactivas. Por lo
tanto, el siguiente objetivo fue evaluar la accion del Copaxone® sobre los efectos

deletéreos del estrés observado en los ratones BALB/c.

4.1- Efecto del Copaxone® en ratones estresados sobre el

aprendizaje y memoria.

4.1.1- Efecto del Copaxone® en ratones BALB/c estresados en una prueba de

habituacion.

En el punto 1.1.1 se mostré que el estrés indujo un aumento en la actividad
locomotora tanto horizontal como vertical y una menor habituacion al ambiente
novedoso al ser re-expuestos 24 horas después de la primera exposicion.

La administracion de Copaxone® (COP) pudo revertir los efectos producidos por el
estrés cronico. Los resultados representados en la figura 49 indican que estos
ratones presentaron una disminucién en la actividad locomotora horizontal (t = 2,24,
p<0,05; panel A) y tuvieron la capacidad de habituarse al ambiente novedoso de
manera similar a los BALB/c controles. EIl ANOVA de 2 factores con mediciones
repetidas mostrd una disminucion en el numero de lineas cruzadas (t = 2,76; p<0,05;
panel A) y de rearing (t = 3,87; p<0,01; panel B), asi como un aumento en el tiempo
que los animales se quedaron quietos (t = 4,51; p<0,01; panel C) a las 24 horas
respecto del entrenamiento. Cabe senalar que el tratamiento con COP no afecto el

desempeno de los ratones controles (figura 49).
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Figura 49. Comportamiento de los ratones en la prueba de campo abierto. Se grafica el numero de
lineas cruzadas (A), el numero de rearing (B) y el tiempo que se queda quieto en segundos (C); para
animales BALB/c inyectados con PBS (barras lisas) o Copaxone® (COP, barras rayadas), en los
grupos control (N) y CMS, en la primera exposicién (Oh) y en la fase de testeo a las 24 hs. Los
resultados expresan la media + ES de 10 animales de cada grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

respecto a la primera etapa. 'p<0,05; *'p<0,01 respecto al correspondiente ratén no expuesto a CMS.

# p<0,05 respecto al correspondiente ratén no tratado con Copaxone®.
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4.1.2- Comportamiento espontaneo de alternancia evaluado en ratones BALB/c

estresados créonicamente y su reversion con Copaxone®.

El tratamiento con Copaxone® revirtid la disminucién en el porcentaje espontaneo
de alternancia provocado por la exposicion de los ratones BALB/c a CMS (ANOVA
de 2 factores, F (1,17) = 9,36; p<0,01; figura 50). La administracién de COP no

afecto el comportamiento de alternancia de ratones controles (F (1,17) = 2,42; NS).
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Figura 50. Comportamiento de los ratones en el laberinto en forma de Y. El grafico muestra
el comportamiento espontaneo de alternancia en porcentaje en ratones BALB/c inyectados
con PBS (barras lisas) o Copaxone® (COP, barras rayadas), en los grupos control (N) y
CMS. Los resultados expresan la media + ES de ocho animales de cada grupo. **p<0,01

respecto a su control (N), “p<0,01 respecto a su control (CMS).

4.2- Efecto del estrés cronico en la neurogénesis y su reversion con

Copaxone®.

La administracion de COP fue capaz de revertir parcialmente la disminucién de la
neurogénesis observada en ratones BALB/c CMS (ANOVA de 2 factores, F (1,20) =
5,32; p<0,05), no modificando la neurogénesis en ratones controles (F (1,20) = 0,68;
NS) (figura 51).
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Figura 51. Fotografias representativas del giro dentado del hipocampo de ratones BALB/c
control (paneles de arriba) y CMS (paneles de abajo) inyectados con PBS (paneles
izquierdos) o Copaxone® (paneles derechos). Los puntos mas brillantes indican las células
BrdU positivas. El grafico representa el numero de células BrdU positivas para ratones
BALB/c controles (N) y CMS, inyectados con PBS (barras lisa) o Copaxone® (barras
rayadas). Los resultados expresan la media + ES de ocho cortes de diferentes partes del
hipocampo, de seis animales de cada grupo. ***p< 0,001 respecto a su control (N). *p<0,05

respecto a su control (CMS).
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4.3- Efecto del Copaxone® sobre la actividad de NOS en hipocampo

de animales CMS y control.

El tratamiento con Copaxone® revirtio parcialmente la disminucién de la actividad de
NOS observada en los ratones estresados cronicamente (ANOVA de 2 factores, F
(1,20) = 10,60; p<0,01; figura 52 A), asi como también, restablecié la formacién de
['*C] L-citulina producida por ambas isoformas de NOS, nNOS (F (1,20) = 13,31;
p<0,01; figura 45 B) y eNOS (t = 2,98; p<0,05; figura 52 B).
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4.4- Efecto del Copaxone® sobre los niveles de ROS y las defensas
antioxidantes en hipocampo de ratones BALB/c estresados y

controles.

4.4.1- Niveles de ROS en hipocampo de ratones controles y CMS inyectados

con Copaxone®.

En el punto 1.6.1 se mostrd que los ratones BALB/c expuestos a CMS presentaron
un aumento en los niveles de ROS.

El ANOVA de 2 factores indicé una disminucion en los niveles de las especies
reactivas del oxigeno en los ratones CMS cuando fueron inyectados con COP (F
(1,20) = 18,78; p<0,001). Cabe sefialar que el Copaxone® no indujo ningun efecto
sobre los niveles de ROS en los ratones controles (F (1,20) = 1,78; NS) (figura 53).
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Figura 53. Efecto del COP sobre los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS) en
ratones CMS BALB/c. Produccion de ROS, expresada en pmoles/mg de tejido/min, en
ratones controles (barras claras) y CMS (barras oscuras), inyectados con PBS (barras lisas)

0 COP (barras rayadas). Los resultados representan la media + ES de dos experimentos
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independientes realizados por duplicado con tres animales por grupo. ***p <0.001 respecto a
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su control (N); " "p<0.001 respecto a su control (CMS).
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4.4.2- Efecto del Copaxone® sobre las defensas antioxidantes en ratones
BALB/c expuestos a CMS.

A pesar de no encontrar diferencias en la actividad de catalasa, SOD y en los niveles
de glutation entre los ratones controles y CMS, se investigo la posibilidad de que la
accion del COP sobre los niveles de ROS fuera debida a un aumento de las
defensas antioxidantes.

El ANOVA de 2 factores indicd que no existieron diferencias significativas en la
actividad de catalasa (F (1,12) = 0,01; NS; figura 54 A), en la actividad de SOD (¢t =
0,62; NS; figura 54 B) y en los niveles de glutation (t =0,75; NS; figura 55), para los
ratones BALB/c CMS tratados con COP. Sdlo se observé un aumento significativo en
los ratones controles inyectados con Copaxone® respecto de los no tratados (F
(1,12) = 13,73; p<0,01).

Ademas los porcentajes correspondientes a los niveles de GSH y GSSG para
ratones estresados y controles, inyectados con Copaxone® o PBS, se encontraron

dentro de los niveles esperados (tabla 7).
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Figura 54. Efecto del Copaxone® sobre la actividad de catalasa y SOD en ratones BALB/c
CMS. En A se grafican las unidades enzimaticas de catalasa/ mg de hipocampo y en B las
unidades enzimaticas de SOD/ mg de hipocampo en animales BALB/c control (N) y CMS,
inyectados con PBS (barras lisas) o Copaxone® (COP, barras rayadas). Los resultados
representan la media + ES de dos experimentos realizados por duplicado, con un total de
n=4 de cada grupo para el experimento de catalasa y con un total de n=5 de cada grupo

para el experimento de SOD. **p<0,01 con respecto a su control.
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Resultados

Figura 55. Niveles de glutation. El
grafico representa los pmoles de
glutation  reducido (GSH) en
hipocampo en animales BALB/c
control (N) y CMS, inyectados con
PBS (barras lisas) o Copaxone®
(COP, barras rayadas). Los
resultados representan la media
ES de dos experimentos realizados

por duplicado con dos animales por
grupo.

Tabla 6. Porcentaje de glutation
reducido (GSH) y oxidado (GSSG)
en animales BALB/c control y CMS

inyectados con Copaxone® o PBS.
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4.5- Produccion de citoquinas por linfocitos de ratones BALB/c
sometidos al modelo de estrés crénico y su reversion con

Copaxone®.

Para estudiar el efecto del Copaxone® sobre la liberacion de citoquinas en animales
CMS BALBI/c, se evalud la concentracién de IFN-y e IL-2 (citoquinas tipo Th1) e IL-4,
IL-10 e IL-6 (citoquinas tipo Th2) por enzimo inmuno ensayo (ELISA) en
sobrenadantes de linfocitos provenientes de ganglios estimulados con Con A
durante 24 horas.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 56. Puede observarse que el
tratamiento con COP revirtio la disminucion de los niveles de IFN-y producida por la
exposicion a CMS, no modificando la produccién en los ratones controles (ANOVA
de 2 factores, F (1,20) = 23,24; p<0,0001 y F (1,20) = 1,21; NS, respectivamente,
panel A). Por otra parte, la administracion de COP no modificé la produccion de IL-2
tanto en ratones controles como en los CMS (t = 0,54; NS y t = 0,91; NS,
respectivamente, panel B). Asimismo, se encontré que el tratamiento con COP
disminuyo los niveles de IL-4 (F (1,20) = 49,33; p<0,00001), IL-10 (F (1,20) = 31,67;
p<0,0001) e IL-6 (F (1,20) = 577; p<0,00001) (paneles C, D y E, respectivamente)
aumentados por la exposicién a estrés crénico. Ademas, el tratamiento de animales
controles con COP no modifico la produccion de citoquinas tipo Th2 [IL-4 (F (1,20) =
4,28; NS), IL-10 (F (1,20) = 0,33; NS) e IL-6 (F (1,20) = 1,00; NS)] (paneles C, D y E,

respectivamente).
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Figura 56. Niveles de citoquinas liberadas en sobrenadantes de linfocitos de ganglios
estimulados con Con A en ratones BALB/c inyectados con PBS (barras lisas) o Copaxone®
(COP, barras rayadas), en los grupos control (N) y CMS. Los resultados se expresan en
pg/ml y representan la media £ ES de dos experimentos independientes con 3 animales de

+++

cada grupo. ***p<0,001 respecto a su control (N); ™ p<0,001 respecto a su control (CMS).
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Discusion

Numerosas evidencias demuestran que el sistema neuroendocrino (SNE) modula la
funcién inmunoldgica y, a su vez, mediadores solubles del sistema inmune (Sl) son
capaces de influenciar la funciéon neuroendocrina. Asimismo, se ha demostrado que
variables psicologicas pueden condicionar esta interrelacion.

En estudios realizados en seres humanos el principal foco de atenciéon ha sido
establecer si existe una asociacion entre las caracteristicas psicolégicas (rasgos o
estados) y la inmunidad, qué circuitos de conexion, bioldgicos y conductuales,
pueden explicar dicha relacion y a través de qué vias las alteraciones inmunolégicas
pueden ser inducidas psicolégicamente con la consecuente susceptibilidad a
contraer enfermedades que afecten tanto el S| como el SNE.

En la ultima década el area 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, neurotransmisores y citoquinas) y
receptores formando una compleja red de informaciéon bioquimica. 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
fisiologicas no especificas del organismo a diferentes agentes del ambiente que son
percibidos como nocivos. El resultado fisioldgico de la respuesta al estrés involucra
cambios en casi todos los 6rganos y funciones del cuerpo. Estos cambios preparan
al organismo adecuadamente para enfrentar cualquier situacion que represente un
desafio. Es decir, que a corto plazo, el estrés resulta en un beneficio y no en un
dafio para los seres vivos. Pero si la situacidén persiste, las consecuencias a largo

plazo pueden ser desfavorables para el organismo.

El efecto del estrés sobre el aprendizaje y la memoria ha sido bien documentado en
diversas especies de animales que van desde los peces hasta el humano (Kim y
Yoon, 1998). El hipocampo ha sido identificado como una estructura crucial

involucrada en aspectos claves en los procesos de aprendizaje y memoria (Florian y
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Roullet, 2004). Esta estructura es particularmente sensible a los efectos del estrés
(Kim y Yoon, 1998). En diversos modelos animales se ha descripto que el estrés
produce una retraccion dendritica de las neuronas piramidales CA3 (Watanabe y
col.,, 1992; Fluchs and Flugge, 2002), inhibicion de la neurogénesis de células
granulares del giro dentado (McEwen, 2001) y disminucion de la expresion de genes
involucrados en la neurogénesis, diferenciacion neuronal y remodelacion neuritica
(Alfonso y col., 2006).

En el presente trabajo de tesis analizamos el efecto del estrés sobre la capacidad de
aprendizaje y memoria, su relacién con cambios morfolégicos y neuroquimicos a
nivel del hipocampo y el correlato de estas alteraciones con cambios inmunolégicos,
especificamente con la secrecion de citoquinas tipo Th1 y Th2. Ademas
investigamos si la regulacion del sistema inmune es capaz de mejorar las
consecuencias deletéreas de la exposicion a estrés cronico. Como estrategia
experimental utilizamos dos cepas de ratén que difieren en el tipo de respuesta
inmunoldgica frente a un desafio antigénico. La cepa BALB/c tiene respuestas con
predominio de citoquinas tipo Th2, mientras que la cepa C57BL/6 tiene respuestas
tipo Th1, presentando diferencias tanto en la inmunidad innata como en la adquirida
(Watanabe y col., 2004; Guifiazu y col., 2004). Por otra parte, difieren en varias
respuestas comportamentales, en el neurodesarrollo y en parametros
neuroquimicos. La cepa BALB/c es considerada emotiva y ansiogénica, con
actividad locomotora basal baja y aumentada reactividad al estrés; mientras que la
cepa C57BL/6 es considerada no emotiva, no ansiogénica y activa en diferentes
situaciones experimentales, como la prueba de campo abierto y el laberinto elevado
en forma de cruz (Tassin y col., 1980; Marona-Lewicka y Vertulani, 1989; Lepicard y
col., 2000; Belzung y Griebel, 2001; Tang y col., 2002; Dulawa y col., 2004). En lo
que respecta a los estudios neuroquimicos, los ratones BALB/c presentan la mitad
de los niveles de serotonina en el prosencéfalo que los ratones C57BL/6 (Zhang y
col., 2004). La concentracion de 17-OH-pregnenolona, un neuroesteroide asociado
con el comportamiento como la agresion, adaptacion al estrés o aprendizaje en
ratones, en el cerebro entero en C57BL/6 fue significativamente mayor que en los
ratones BALB/c (Tagawa y col., 2006). Ademas, elevados niveles de corticosterona
inducidos por estrés fueron observados en ratones BALB/c comparado con los

C57BL/6 (Priebe y col., 2006).
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A fin de estudiar los efectos producidos por el estrés crénico en ambas cepas de
raton, BALB/c y C57BL/6, elegimos el modelo de estrés crénico impredecible
desarrollado por Willner y col. (1992) en rata y por Monleén y col. (1995) en raton.
Este es un modelo que utiliza estresores calificados como moderados implicando un
bajo grado de estrés ofreciendo una aproximacion razonable a los diversos
estresores que enfrenta el ser humano en su vida cotidiana. Es decir, que ofrece una

simulacién realista de los efectos biolégicos del estrés crénico (Willner y col., 1992).

En primer lugar analizamos si la exposicion a este modelo era capaz de producir
alteraciones en el aprendizaje y memoria en las dos cepas de raton, BALB/c y
C57BL/6. Comprobamos en la prueba de habituaciéon, en la de evitacion
condicionada por shock eléctrico plantal y en el laberinto en forma de Y, que los
ratones BALB/c estresados mostraron una menor capacidad de aprendizaje y
memoria no asociativa, asociativa y espacial evaluadas respectivamente en estas
pruebas. Los animales C57BL/6 estresados no presentaron diferencias respecto a
los controles en cuanto a la capacidad de aprendizaje y memoria en las pruebas
mencionadas anteriormente. En la prueba de reconocimiento de objetos, ni los
ratones BALB/c ni los ratones C57BL/6 sometidos a CMS mostraron diferencias
respecto a sus controles. Esto puede deberse a que en este tipo de procesamiento,
no solo esta involucrado el hipocampo, sino también otras areas cerebrales como la
corteza inferotemporal (Hoffman y Logothetis, 2009). De hecho, ha sido demostrado
que para alterar este tipo de memoria es necesaria una destruccion de alrededor del
75%-100% del hipocampo dorsal (Broadbent y col., 2004).

Asimismo observamos en los animales BALB/c que el estrés produjo cambios
estructurales en el hipocampo, encontrandose una disminucion en el espesor de las
zonas CA1 y CAS3. Ademas, encontramos una menor cantidad de neuronas,
especialmente evidente en la zona CA3. Es posible que este menor numero de
neuronas sea principalmente debido a la disminucion en la neurogénesis en el giro
dentado del hipocampo. Efectivamente comprobamos que se generaron alrededor
de un 40% menos de neuronas en estos animales. Markakis and Gage (1999) han
demostrado que las nuevas neuronas que se encuentran en la capa de células
granulares envian sus axones a las células piramidales de la zona CA3, area

apropiada de proyecciodn para las células granulares. Las células maduras marcadas
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con BrdU en la capa de células granulares estan también rodeadas por vesiculas
sinapticas, indicando que ellas reciben inputs sinapticos (Gould y col., 1999; van
Praag y col., 2002). Ademas, el aumento de la neurogenésis en respuesta a una
carrera voluntaria ha sido correlacionado con un aumento en la potenciacion a largo
término (LTP) en las células granulares (van Praag y col., 1999). Estos estudios
demuestran que las células recién formadas que se diferencian en neuronas
maduras se integran en el circuito hipocampal existente y podrian aumentar la
capacidad funcional de esta estructura.

Por el contrario, en los ratones C57BL/6 estresados no observamos cambios en el
numero de neuronas en las zonas CA1 y CA3. Interesantemente, hallamos un
aumento significativo en el espesor de la regidon CA3 del hipocampo. Resultados
similares fueron reportados por Duric y McCarson (2005) en un modelo de estrés y
dolor en rata. Estos autores encuentran edema en el hipocampo en las etapas mas
tempranas de exposicibn a estrés que tiende a desaparecer con el tiempo,
apareciendo atrofia celular en estadios mas avanzados. Es posible que dado que los
ratones C57BL/6 son mas resistentes a los efectos del estrés, este aumento de
espesor se corresponda a una etapa mas temprana de los cambios producidos por
el estrés en el hipocampo.

Muchos estudios han demostrado la participacion del hipocampo en los procesos de
aprendizaje y memoria. En particular la zonas CA1 y CA3 constituyen importantes
areas involucradas en estos procesos (Daumas y col., 2005). La plasticidad de la
zona CA3 actuaria como una matriz autoasociativa capaz de relacionar y almacenar
patrones de informacion proyectados desde el hipocampo hacia la corteza 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).

El estrés oxidativo, caracterizado por un aumento en los niveles de radicales libres y
especies reactivas que no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa
antioxidantes, ha sido fuertemente implicado en patologias que cursan con
neurodegeneracion. Entre las especies reactivas de mayor trascendencia en los
sistemas biolégicos se encuentran las especies reactivas del oxigeno (ROS) vy las
del nitrégeno (RNS). Entre estas especies, se encuentra el NO que al tener en su

molécula un electrén no apareado, es altamente reactivo con diferentes moléculas
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como los radicales superéxido, las hemoproteinas, los grupos tiol y amino, asi como
con el oxigeno, y consecuentemente participa en diferentes mecanismos de
sefalizacién al regular la actividad de varias proteinas y la expresién de genes.

El NO es un importante regulador de la funcién neural siendo neuroprotector a bajos
niveles y neurotdxico a altas concentraciones (Colasanti y Susuki, 2000). EI NO es
una molécula de sefializacion retrograda que transfiere informacién de los terminales
nerviosos post a presinapticos y estaria involucrado en procesos de aprendizaje y
memoria conservados a lo largo de la evolucion (Bredt y Snyder, 1992; Blackshaw y
col.,, 2003). La produccién de este mensajero esta regulada por una serie de
quinasas entre las que esta especialmente involucrada la proteina quinasa C.
Ademas se ha propuesto que esta enzima podria jugar un papel importante en los
procesos que participan en el aprendizaje y la memoria (Nogués y col., 1996).

Si bien los efectos del estrés crénico sobre el aprendizaje y la memoria, asi como los
cambios estructurales en el hipocampo han sido bien definidos, la participacion de la
NOS y la PKC en estos fendmenos no han sido estudiados.

A fin de analizar si el deterioro de la memoria provocado por el estrés se relaciona
con la produccion de NO, utilizamos dos estrategias: la produccion de NO in vitro en
el hipocampo y el efecto en el comportamiento producido por inhibicién de la NOS in
vivo.

Los resultados mostraron que los ratones BALB/c estresados presentan una
marcada disminucion en la actividad de la NOS calcio dependiente. Esta disminucién
fue debida principalmente a una importante disminucion en la actividad de nNOS
que no puede compensarse con el aumento de la actividad de la eNOS. Estos
cambios en la actividad se relacionaron con la expresion proteica de estas
isoenzimas (eNOS y nNOS). En los ratones C57BL/6 expuestos a estrés si bien
disminuyeron los niveles proteicos de NOS en el hipocampo, la actividad de NOS no

se alterd significativamente.

La produccion de NO puede conducir tanto a neurotoxicidad como a neuroproteccién
dependiendo de la concentracion, del sitio donde se produce, de la presencia de
estrés oxidativo y del tipo de proceso neurodegenerativo implicado (Lipton, 1999;
ladecolo, 1997; Chiueh, 1999). Asi se ha descripto que bajas concentraciones de
NO protegen contra la toxicidad mediada por especies reactivas del oxigeno (Wink y

col.,, 1995). Ademas fue demostrado, tanto in vitro como in vivo, que durante la
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injuria cerebral el NO puede ser parte de una respuesta fisiolégica para contrarrestar
el dano celular (Khaldi y col., 2002). Se ha propuesto que una respuesta
fisiopatolégica normal del tejido dafiado puede involucrar una controlada produccién
de NO y la inhibicion de esta respuesta podria interferir con el proceso de reparacion
tisular. Es posible que el aumento observado en la actividad de eNOS pudiera
representar un mecanismo compensatorio para balancear la produccion de NO en el
hipocampo, tal como fuera encontrado por Zorrilla-Zubilete y col. (2005) en cerebelo
de ratas irradiadas al nacimiento y como fuera sugerido por Hernandez y col. (2004)
para el cerebelo de ratas con cirrosis.

Sin embargo altas concentraciones de NO después de la induccién de iNOS
participa en eventos neurodestructivos a través de la formacion de especies toxicas
y de la nitrosilacién de proteinas (Szabo y col., 2007; Pacher y col., 2007). Asi, ha
sido sugerido que la inducciéon de iNOS juega un importante papel en el déficit
cognitivo que aparece durante el envejecimiento (McCann y col., 2005). En tal
sentido, Law y col. (2002) encuentra una significativa disminucion de la actividad y
expresion de nNOS y un incremento en la de iINOS en el hipocampo de ratas
envejecidas, junto con un impedimento en la memoria espacial, sugiriendo una
asociacion entre déficit cognitivo y la variacion en las isoformas de NOS. Asimismo
en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Hungtington y Parkinson
existe un incremento en los genes que codifican para iINOS, conduciendo a un
subsecuente aumento en la produccion de NO que podria contribuir a la
etiopatogénesis de estas enfermedades (Liberatore y col., 1999).

La posibilidad de un mecanismo de modulacion de la produccion de NO por el propio
NO surge cuando Griscavage (1993) demuestra la inhibicion de la actividad de iINOS
por NO. Asimismo se ha demostrado que el NO fue capaz de suprimir la
transcripcién de genes que codifican la INOS en una amplia variedad de tipos
celulares (Mariotto y col., 1995; Colasanti y col., 1995). Sin embargo, en nuestro
modelo no encontramos un aumento significativo en la actividad de iNOS inducido
por la exposicion a estrés cronico. Ademas los niveles de esta proteina fueron muy
bajos tanto en el hipocampo normal como en el estresado, no pudiendo detectarse ni
expresion proteica por técnicas de western blot ni presencia del ARN mensajero por
técnicas de RT-gPCR (RT-PCR en tiempo real) (datos no mostrados). De manera
similar otros autores (Necchi y col., 2002 y Liu y col., 2003) tampoco encontraron

actividad detectable ni expresion proteica de INOS en hipocampo de ratas
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envejecidas. Ademas, Blum-Degen y col. (1999) reportaron que la iINOS no fue
detectable en el cerebro humano durante el envejecimiento. Finalmente, Liu y col.
(2003) proponen que es posible especular que la nNOS y la eNOS pueden tener un

papel de mayor importancia en el proceso normal de envejecimiento que la iINOS.

En lo que respecta al efecto sobre la memoria producido por la administracién de un
inhibidor de nNOS, el déficit cognitivo fue observado en los animales BALB/c
después de la segunda semana de tratamiento. De manera similar, los ratones
C57BL/6 mostraron un deterioro en la memoria después de una semana de
tratamiento con el inhibidor de NOS. Estos resultados indicarian que el desempeno
en las pruebas de aprendizaje y memoria en los C57BL/6 no esta afectado por el
estrés porque la produccién de NO no es alterada significativamente por el estrés.
Ademas cuando la produccion de NO fue inhibida, se observé un deterioro de la
memoria tanto en los ratones C57BL/6 como en los BALB/c.

Estos resultados refuerzan el importante papel del NO en el aprendizaje y la
memoria. Varios estudios sostienen la idea de que una produccién deficiente de NO
esta relacionada con el deterioro en el aprendizaje y la memoria y con la
neurodegeneracion. Las neuronas que contienen NOS son resistentes a la
neurodegeneracion en la enfermedad de Huntington (HD) y la reduccion de los
niveles de ARNm de nNOS han sido encontrados en esta enfermedad (Norris y col.,
1996). Estudios en los cuales se utilizaron ratones transgénicos como modelo para
la HD también sugieren que la disminucién en la produccion de NO por la nNOS,
participaria en la neurodegeneracion caracteristica de esta enfermedad (Deckel y
col., 2001). Ademas, Garcia-Arenas y col. (2004) indican que el déficit en la memoria
por intoxicacion con plomo en animales adultos podria ser relacionado con el efecto
inhibitorio de la actividad de NOS constitutiva en una regiéon especifica del
hipocampo. Baratti y col. (2008) demostraron que la administracion de L-NAME
después de la primera prueba de retencion (reactivacion de la memoria) de la
respuesta de evitacion inhibitoria deteriora el funcionamiento de la retencién mas de
seis dias consecutivos.

En conjunto, estos resultados indican que el NO tiene un papel biolégico
fundamental en los procesos de aprendizaje y memoria, ya que la inhibicién de su
sintesis conlleva a un déficit cognitivo tanto en ratones de la cepa BALB/c como de

la C57BL/6. La diferente susceptibilidad a los efectos deletéreos del estrés sobre la
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memoria de ambas cepas, podria estar relacionada a la regulacién diferencial de la
actividad de NOS en las mismas. Estudios in vitro o en células transfectadas han
documentado claramente la fosforilacion de la NOS constitutiva por diferentes
quinasas, incluyendo la PKC, que inhibe la actividad catalitica de la enzima
(Dimerman y col., 1994; Brown y col., 1999). Otros autores confirmaron similares
efectos en neuronas intactas (Riccio y col., 1996; Kim y col., 2003). Ademas, la
activacion de la NOS por PKC ha sido estudiada en neuronas en cultivo (Marin y
col., 1992) y en estudios in vivo (Hammer y col., 1993). Por otra parte, Okada (1995)
demostré que la PKC es capaz de aumentar la actividad de la NOS a bajas
concentraciones de calcio libre correspondientes a los niveles de células en reposo,
concluyendo que la PKC regula la sensibilidad de la NOS al calcio.

La PKC representa una familia de al menos diez isoformas que juegan un papel
central en la transduccion de sefales involucradas en el control de numerosos
procesos celulares. La existencia de la gran familia de isoformas de PKC que se
encuentran distribuidas de manera diferente en los tejidos, poseen distinta
localizacion subcelular y diferentes propiedades bioquimicas, sugieren que cada
isoforma podria jugar un papel especifico en las funciones celulares. En algunos
casos, las isoformas de PKC poseen distintos e incluso opuestas funciones celulares
(Sossin, 2007).

Con el fin de estudiar el papel de la PKC y como ésta interviene regulando los
niveles de NO, la actividad de esta enzima fue evaluada. Los BALB/c estresados y
controles mostraron una actividad similar de PKC en hipocampo. En los ratones
C57BL/6 CMS se observé una disminucién en la actividad de PKC respecto a los
C57BL/6 controles. Ademas, en los ratones BALB/c la inhibicion de la actividad de
PKC, llevé a la inhibicion de la actividad de NOS en los ratones controles, pero
produjo un incremento de la actividad de NOS en ratones estresados. Por el
contrario, en animales C57BL/6, la inhibicién de la actividad de la PKC produjo una
disminucion en la actividad de NOS tanto en ratones controles como expuestos a
estrés cronico. Es decir, que la PKC podria estar regulando diferencialmente la
actividad de NOS dependiendo de la cepa de raton y de la exposicion o no a estrés.
Por tal motivo evaluamos si diferentes patrones en la expresion de isoformas de
PKC pudieran estar participando en los efectos del estrés sobre la actividad de NOS.
Para analizar esta alternativa, estudiamos por western blot las isoformas mas

importantes descriptas en cerebro (a, Bl, Bll, v, 3, € y ). Los resultados mostraron un
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aumento significativo de PKC{ y PKCy en hipocampo de ratones BALB/c CMS,
mientras que los animales C57BL/6 CMS presentaron un aumento de PKCS y una
disminucién en PKCBI.

A pesar de conocerse el papel para la familia de enzimas de PKC en varias formas
de aprendizaje en mamiferos, las contribuciones especificas de los subtipos de PKC
en el aprendizaje y la memoria aun no se conocen con exactitud. Algunos estudios
utilizando estrategias farmacolégicas o genéticas han investigado el papel especifico
de las isoformas de PKC en el aprendizaje y la memoria. Van der Zee y col. (1992)
demostraron que la memoria espacial esta relacionada con cambios en la PKCy
hipocampal en ratones. Ademas, ratones mutantes para PKCy presentan un déficit
en el LTP en el area CA1 del hipocampo, el cual se correlaciona con el déficit
observado en la memoria espacial y contextual (Abeliovich y col., 1993). Sin
embargo, Colombo y col. (1997) encontraron en ratas envejecidas una correlacion
entre el deterioro de la memoria y la alta expresién de PKCy en el hipocampo. Un
incremento en la expresion de PKCy fue observado en el hipocampo de ratas
sometidas a estrés por inmovilizaciéon durante 8 dias (Krugers y col., 1997) o por
tratamiento crénico con dexametasona (Dwivedi y Pandey, 1999). Ademas, varios
autores han demostrado que las isoformas PKCpII y { intervienen promoviendo la
muerte neuronal en hipocampo de rata (McNamara y col.,, 1999; Koponen y col.,
2003; Tang y col., 2004; Bloch-Shilderman y col., 2005). Paratcha y col. (2000)
mostraron que la PKCBIl es requerida en la fase temprana de formacion de la
memoria en una prueba de aprendizaje de evitacion inhibitaria. Sin embargo, otros
autores mostraron que los ratones C57BL/6 deficientes en PKCp no presentan déficit
en la transmision sinaptica hipocampal o en el LTP. No se han encontrado cambios
en la plasticidad sinaptica en ratones knockout para PKC5.

Todas estas evidencias sugeririan la posibilidad de que el aumento en PKCy y (
observado en los ratones BALB/c sometidos a estrés cronico estuviera
contribuyendo al déficit cognitivo. Por el contrario, la regulacion de las isoformas de
PKC durante la exposicion a estrés, con una importante disminucién en PKCBI,

podria estar protegiendo a los ratones C57BL/6 de los efectos del estrés.

Como ha sido mencionado, el estrés oxidativo ha sido implicado en la patogénesis
de muchas enfermedades neurodegenerativas y neurologicas (Ischiropoulos y
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Beckman, 2003) considerando a las ROS como parte de los efectores intracelulares
del dafo. Bajo condiciones normales, estas especies toxicas son producidas por el
metabolismo celular y neutralizadas por las defensas antioxidantes endégenas. Sin
embargo, bajo condiciones adversas, estas defensas antioxidantes podrian resultar
insuficientes para mantener los niveles de ROS fisiologicos llevando a un aumento
de la vulnerabilidad y eventualmente a la muerte celular (Ischiropoulos y Beckman,
2003). Estudios previos han sugerido que la formacion de ROS durante la exposicion
a NMDA esta involucrada en el disparo de la cascada excitotéxica (Kishida y clan,
2007). Dentro de este contexto, encontramos un aumento en la produccién de ROS
tanto basal como estimulada por NMDA en hipocampo de ratones BALB/c CMS con
respecto a los animales controles. En cuanto a las defensas antioxidantes, no se
observaron diferencias significativas en las actividades de catalasa y SOD como asi
tampoco en los niveles de glutation. En el hipocampo de los ratones C57BL/6 CMS
el estrés no afectd significativamente ni la produccién de ROS, tanto basal como
estimulada con NMDA, ni los niveles de las defensas antioxidantes. Estos resultados
estarian indicando que el estrés induce un aumento en la vulnerabilidad hacia los
mecanismos neurotoxicos en el hipocampo de ratones BALB/c pero no en los
C57BL/6.

Cabe destacar que, al inhibir la actividad de nNOS (principal productor de NO en el
hipocampo), la produccién de ROS aumenta tanto en los ratones BALB/c como en
los C57BL/6, aunque en estos ultimos el aumento fue mas tardio. Estos resultados
indicarian que el aumento basal de ROS inducido por el estrés en los ratones
BALB/c podria ser debido a la disminuciéon en la produccion de NO y no por una
disminucion de las defensas antioxidantes. Estos hallazgos puntualizan el papel del
NO como una importante defensa frente a estimulos neurotdxicos en condiciones

fisiologicas.

Por otro lado, Koponen y col. (2003) han sugerido un papel para PKC( en la
excitotoxicidad inducida por NMDA. Ellos demuestran que la inhibicién de la
actividad de PKC({ confiere proteccién a las neuronas en cultivo expuestas a
concentraciones toxicas de NMDA capaces de producir muerte por excitotoxicidad.
Al respecto en nuestro modelo encontramos una mayor produccion de ROS inducida

por concentraciones téxicas de NMDA en el hipocampo de ratones BALB/c
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sometidos a estrés crénico, conjuntamente con un aumento de los niveles de PKCC.
Queda por dilucidar si el incremento de PKC{ modula la producciéon de ROS de
manera directa o a través de la regulacion de la actividad de NOS, indicando una

mayor susceptibilidad a un estimulo neurotdxico.

Por otra parte, muchos estudios han mostrado que los niveles basales de
neurotrofinas son alterados en situaciones de estrés (Spillantini y col., 1989; Smith,
1996). Niveles anormales de neurotrofinas son también reportados en suero, liquido
cefalorraquideo, érganos periféricos y cerebro de roedores y humanos afectados por
enfermedades neuroldgicas (Zochodne, 1996; Connor and Dragunow, 1998; Stuart
and Apfel, 1999), inflamatorias y autoinmunes (Aloe y col., 1994; 1997).

Tanto los niveles de NGF como los de BDNF en el cerebro son marcadamente
afectados por situaciones de estrés. Se ha hipotetizado que los niveles disminuidos
de BDNF representa uno de los mecanismos moleculares responsables del dafio y
atrofia del hipocampo inducido por el estrés (Duman y Monteggia, 2006; Thoenen,
1995). Sin embargo, los cambios inducidos por el estrés en los niveles de BDNF
varian segun el area cerebral analizada (Cirulli y Alleva, 2009; Smith y col., 1995).
Por ejemplo, se han encontrado niveles disminuidos de BDNF en el hipocampo
(Duman y Monteggia, 2006; Smith, 1996; Vaidya y Duman, 2001; Yan y col., 2010), y
niveles aumentados en el hipotalamo (Rage y col., 2002).

En varios modelos animales de depresion se han estudiado los efectos
antidepresivos por la administracion exégena de BDNF en regiones especificas del
cerebro (Duman y Monteggia, 2006), demostrando que el aumento de BDNF en el
hipocampo, es suficiente para producir una respuesta antidepresiva. También, la
infusion de NT3, pero no de NGF, en el giro dentado induce una respuesta
antidepresiva en dos modelos animales de depresion (prueba de nado forzado y
desesperanza aprendida), sugiriendo especificidad en la accion de las neurotrofinas
(Shirayama y col., 2002).

En este trabajo, no encontramos diferencias significativas en los niveles de ARNm
de las neurotrofinas BDNF, NT3 y NGF en el hipocampo de ratones expuestos a
CMS ni en la cepa BALB/c ni en la C57BL/6. Sin embargo, no podemos descartar la
participacién de las neurotrofinas en nuestro modelo de estrés crénico ya que no
hemos determinado los niveles proteicos de neurotrofinas ni de receptores para las

mismas.
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Estudios sobre las interacciones entre el cerebro y el sistema inmune han revelado
la conexidén bidireccional entre el sistema nervioso, el neuroendocrino y el sistema
inmune (Sternberg, 2000). Se han descripto alteraciones inmunoldgicas asociadas al
estrés, tales como una disminucion de la actividad citotoxica de células asesinas
naturales (NK) (Nufiez y col., 2006), disminucién de la respuesta T proliferativa (Frick
y col., 2009), disminucion de la actividad fagocitica de macréfagos (Palerno-Neto y
col., 2003), cambios en la relacion de las poblaciones de linfocitos T CD4" y CD8*
(Stefanski y Engler, 1998) y cambios del patrén de citoquinas (Liu y col., 2007; Kiank
y col., 2006). Por lo tanto, evaluamos el efecto del estrés crénico sobre el sistema
inmune mediante un abordaje ex vivo, por la capacidad para proliferar de los
linfocitos y de producir citoquinas Th1 y Th2; y un abordaje in vivo mediante el
analisis de la respuesta inmune humoral y la determinacién de las subpoblaciones
de linfocitos T. En ratones BALB/c CMS encontramos una disminucion en la
proliferacion de linfocitos T inducida por mitégenos, mientras que la proliferacion de
linfocitos B aumentd. Por el contrario, en ratones C57BL/6 CMS se observd un
aumento en la proliferacion de linfocitos T y no se encontraron cambios en la
proliferacion de linfocitos B.

Al estudiar in vivo la respuesta inmune humoral tras la inoculacién de antigenos T-
dependientes (GRc) o independientes (LPS), observamos que la exposicion al estrés
en ratones BALB/c y C57BL/6 tuvo un efecto inmunosupresor sobre la produccién de
anticuerpos tipo 1gG. Este efecto fue especialmente importante en los ratones
BALB/c expuestos a estrés, mientras que en los C57BL/6 CMS so6lo se observé una
leve disminucidn del titulo de anticuerpos comparados con sus respectivos controles.
Ademas, el estrés no afecté la produccion de anticuerpos tipo IgM en ninguna de
estas cepas. Es importante senalar, que si bien el estrés produce en los ratones
BALB/c un aumento en la produccion de citoquinas tipo Th2, que favorece la
inmunidad humoral, nuestros resultados no se corresponden con este supuesto. El
hallazgo de que la sintesis de anticuerpos IgG frente a una inmunizacién con un
antigeno T-dependiente es menor puede deberse a una falla en la estimulacién de
los linfocitos T, que se correlaciona con una menor reactividad medida in vitro y a
una alteracion en la sefializacion intracelular en estas células como fuera

demostrado previamente por Silberman y col. (2005).
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En lo referente a la distribucion de subpoblaciones linfocitarias CD4* y CD8", no se
encontraron cambios significativos inducidos por el estrés en las cepas de raton en
estudio.

Para determinar el balance Th1/Th2, se evalud la produccion de IFN-y e IL-2 como
citoquinas Th1 e IL-4, IL-10 e IL-6 como citoquinas Th2 en sobrenadantes de
linfocitos estimulados provenientes de ratones BALB/c y C57BL/6. Encontramos que
la exposicion al estrés cronico indujo en ratones BALB/c una disminucion en la
produccion de IFN-y y un aumento en IL-4, IL-10 e IL-6. En ratones C57BL/6
estresados encontramos un aumento significativo para IFN-y e IL-2 y una
disminucion en la IL-4 e IL-10. Estos resultados sugieren que el estrés aumenta la
respuesta tipo Th2 en ratones BALB/c y la respuesta tipo Th1 en ratones C57BL/6.
Es importante aclarar que no se encontraron cambios significativos en la produccion
de IL-6 en macréfagos, bajo estas condiciones (datos no mostrados).
Interesantemente encontramos una correlacién entre el aumento de citoquinas tipo
Th2 y el déficit cognitivo inducido por el estrés en ratones BALB/c.

El IFN-y fue sugerido para mejorar la neurodegeneracion en un gran numero de
enfermedades neuroinflamatorias crénicas, incluyendo la esclerosis mdltiple y la
infeccion por HIV-1 (Benveniste, 1997; Popko y col., 1997). Sin embargo, Koustova y
col. (2000) informaron en un modelo de encefalopatia retroviral que los procesos
inmunes regulados por el IFN-y podrian ser requeridos para suprimir la
neurodegeneracion asociada con el estado inflamatorio cronico. Loewenbrueck y col.
(2010) mostraron por primera vez que las células T de memoria tipo Th1 especificas
para la proteina amieloide B1-42 (AB1-42) estan presentes en humanos jovenes,
produciendo altos niveles de IFN-y e IL-2. Por el contrario, en individuos con la
enfermedad de Alzheimer se produce solo IL-10 en ausencia de algun efector de
citoquina. Estos autores postularon que esta respuesta Th1 especifica para Ap1-42
tiene un papel beneficioso en humanos removiendo la Ap1-42. Ademas fue descripta
una asociacion entre el apoyo social percibido y la dominancia hacia Th1 (Miyazaki y
col., 2005).

Considerando estos hallazgos, es posible sugerir que el aumento de IFNy,
observado en ratones C57BL/6 CMS, podria constituir un mecanismo protector
contra los efectos deletéreos del estrés. En los ratones BALB/c, la disminucion de

IFNy sumado a la importante disminucion en la produccién de IL-6, podrian
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constituir un mecanismo que contribuya a procesos que lleven a la
neurodegeneracion. De hecho, el bloqueo de la IL-6 enddgena después de un
aprendizaje espacial de alternancia que depende del hipocampo dio como resultado
una significativa mejora en la memoria a largo término (Balschun y col., 2004).
Ademas, ratones knockout para IL-6 mostraron una facilitacion en el aprendizaje en
el laberinto radial durante 30 dias, en términos de bajo numero de errores en la
memoria de trabajo (Braida y col., 2004). Estudios recientes han sugerido que la IL-
1B hipocampal es también requerida en el cerebro para la regulacién fisiolégica en
los procesos de memoria (Goshen y col., 2007; Labrousse y col., 2009). Ademas,
altos niveles de esta citoquina producen efectos que perjudican el funcionamiento de
la memoria (Goshen y col., 2007). Probablemente, los niveles de IL-18 en el
hipocampo y de otras citoquinas podrian estar alterados en los ratones expuestos a
CMS, como lo describié Koo y Duman (2008). Sin embargo, parece ser improbable
que el aumento de IL-1B esté involucrado, ya que se ha demostrado que la IL-1
media este efecto via activacion adrenocortical (Goshen y col., 2008) y en nuestro
modelo CMS el deterioro de la memoria no esta relacionado con el incremento de
corticosterona. Esta demostrado que el estrés involucra la activacion del eje HPA y
el SNC y a su vez modula la respuesta inmune. También fue demostrado que la
administracion de corticosterona induce atrofia neuronal en el area CA3 del
hipocampo, el cual induce deterioro en la memoria (McEwen, 2001). En este
contexto, se investigd la participacion de la activacion del eje HPA y del SNC en
cuanto a los efectos inmunolégicos y en el comportamiento inducidos por la
exposicion a CMS. Los animales BALB/c sometidos a CMS mostraron un aumento
en los niveles de corticosterona y catecolaminas en las primeras tres semanas,
volviendo a los niveles basales después de cuatro semanas de exposiciéon a estrés.
Sin embargo, tanto las alteraciones en la respuesta inmune como el deterioro de la
memoria aparecen después de la cuarta semana de exposicion a estrés. Teniendo
en cuenta esto, no habria una relacion temporal entre el incremento de
corticosterona (en la primera y segunda semana de estrés) y las alteraciones en el
comportamiento (a partir de la cuarta semana de estrés). Es importante aclarar que
no descartamos que un aumento temprano de la hormona pudiera estar induciendo
cambios tardios a nivel inmunologico y comportamental. Por otra parte, en los

ratones C57BL/6 CMS se observé un aumento de corticosterona en la tercera y
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cuarta semana y de catecolaminas so6lo a la cuarta semana, sin encontrarse
deterioro en la memoria. Estos resultados apoyan la hipétesis de que no hay una
relacion directa entre el aumento de corticosterona y el déficit cognitivo. Sin
embargo, cabe la posibilidad que esta diferencia en el perfil temporal de variacion de
estas hormonas pueda tener alguna relacion con la diferente susceptibilidad al

estrés.

Schwartz y su grupo de investigacion han estado trabajando desde hace mas de un
década sobre las interacciones entre el sistema inmune y el sistema nervioso. Sus
observaciones usando diversas estrategias lo llevaron a formular una interesante
teoria en la cual propone que la propia inmunidad (inmunidad protectora) juega un
papel importante en el mantenimiento, la proteccion y la reparacion del SNC normal
y dafado (Schwartz y col.,, 2009). Esta respuesta inmune beneficiosa es
dependiente de la inmunidad innata y adaptativa, y la pérdida de la autoinmunidad
podria acelerar las condiciones degenerativas en el SNC. Ademas, encontraron un
efecto beneficioso en la vacunacion con Cop-1 (Copaxone®), un farmaco apropiado
para el tratamiento de la esclerosis multiple. Este grupo propuso que este efecto
beneficioso es obtenido a través de una reaccién inflamatoria bien controlada, y que
la actividad del Cop-1 conduce esta reaccion por la capacidad de servir como un
“antigeno universal” mediante la activacion débil de un amplio espectro de células T
autoreactivas. Llama la atencién que el mismo compuesto (Cop-1) podria ser util
para el tratamiento de dos condiciones opuestas. Asi, el Cop-1 regula la supresién
inmune en enfermedades autoinmunes y la activacion inmune en enfermedades
neurodegenerativas. El éxito del tratamiento es encontrar los regimenes terapéuticos
optimos de Cop-1 para las diferentes condiciones. Un tratamiento corto conduce a
una respuesta Th1 débil, regulada y beneficiosa para las enfermedades
neurodegenerativas. Tratamientos cronicos conducen a una respuesta Th2
beneficiosa en enfermedades autoinmunes (Kipnis y Schwartz, 2002). En este
contexto, este grupo encontré que el tratamiento inmune con un péptido relacionado
con el SNC que activa débilmente las células T autoreactivas mejora el
comportamiento depresivo en ratas expuestas al modelo de CMS. Esta mejora en la
conducta fue acompafada por la restauracion de los niveles de BDNF y de la
neurogénesis en el hipocampo (Lewitus y col., 2008). Ademas, este enfoque

terapéutico redujo la ansiedad inducida por el estrés y la respuesta de sobresalto
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acustico, restablecié los niveles de BDNF, demostrando ser importante para la
resistencia al estrés (Lewitus y col., 2009). Es importante notar que en ambos
trabajos el tratamiento fue aplicado una semana antes de la exposicion a estrés, es

decir que el Cop-1 previno los efectos producidos por el estrés.

En este trabajo demostramos, por primera vez, que el tratamiento con Copaxone®
administrado después de la exposicion al modelo de CMS es capaz de revertir el
deterioro en la memoria producido por el estrés. Particularmente, los ratones BALB/c
CMS tratados con Copaxone® pudieron revertir el déficit cognitivo, la disminucion
de la neurogénesis en el hipocampo, de la actividad de NOS y de los niveles de
ROS vy el balance de citoquinas hacia Th2 observado en los ratones BALB/c
estresados.

Finalmente, teniendo en cuenta nuestros resultados podemos concluir que los
ratones BALB/c son mas vulnerables a los efectos del estrés que los ratones
C57BL/6.

Los mecanismos que participan de esta diferente susceptibilidad serian multiples.
Por un lado podria deberse a una regulacion diferencial de la actividad de PKC que
daria como resultado efectos distintos sobre la actividad de NOS dependiendo de la
cepa en estudio y de su exposicion a estrés. Es posible que alguna isoforma de PKC
pueda aumentar o disminuir la actividad de NOS. Asimismo demostramos con
diferentes estrategias experimentales la importancia de la nNOS en los procesos de
aprendizaje y memoria. La disminucion de la actividad de esta enzima llevé a un
aumento del estrés oxidativo que podria conducir a neurotoxicidad que llevaria a una
disminucion en la neurogénesis que finalmente produciria transtornos cognitivos.

Por otra parte, este déficit cognitivo se correlaciona con la regulacion diferencial del
balance de citoquinas Th1/Th2. En los C57BL/6 el estrés induce una respuesta hacia
Th1 con un aumento en la produccion de IFN-y que podria ser un mecanismo
protector contra los procesos neurodegenerativos. De hecho, los C57BL/6
estresados no mostraron cambios significativos en la produccién de ROS ni cambios
en la estructura ni en la neurogénesis en el hipocampo. Por el contrario, el aumento
de las citoquinas tipo Th2 y la disminucién de IFN-y se correlaciona con el déficit

cognitivo en ratones BALB/c CMS. En estos animales el estrés indujo toxicidad en el
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tejido seguido de un aumento de estrés oxidativo, pérdida neuronal y disminucién de
la neurogénesis.

Ademas, los cambios observados en los ratones BALB/c expuestos a estrés crénico
que llevaron al déficit cognitivo pudieron ser revertidos por la administracion de
Copaxone® que restablece el balance Th1/Th2. Faltaria establecer cual seria el
mecanismo molecular a través del cual estas citoquinas restablecen la homeostasis

oxidativa regulando los niveles de NO.

Por ultimo, estos hallazgos senalan que las terapias basadas en la modulacion de la
inmunidad podrian ser muy utiles para el tratamiento de déficit cognitivos inducidos
por estrés. Y dejan abierta la posibilidad de que, la evaluacién del perfil inmunoldgico
de cada individuo constituiria una herramienta importante para elaborar estrategias
mas precisas para el tratamiento de pacientes que sufren patologias relacionadas al

estrés cronico caracterizadas por déficit cognitivo y/o neurodegeneracion.
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En ratones BALB/c la exposicion a estrés cronico moderado indujo:

YV V V V VYV V

una menor capacidad de aprendizaje y memoria;

cambios estructurales en las zonas CA1 y CA3 del hipocampo;

disminucion de la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo;
alteraciones en la actividad y niveles proteicos de nNOS;

un aumento en la expresion de las isoformas de PKCC y v;

un incremento en la produccién de ROS, sin cambios en las defensas
antioxidantes;

una alteracion en la respuesta inmune. Particularmente, disminuye la
respuesta mediada por linfocitos T y aumenta la reactividad de linfocitos B;

un aumento temprano en los niveles de corticosterona y catecolaminas;

un desbalance de citoquinas hacia Th2, evidenciado por una disminucién de
IFN-y y aumento de IL-4, IL-6 e IL-10.

La administracion de Copaxone® restablece el balance Th1/Th2, revirtiendo

los cambios neuroquimicos y cognitivos.

En ratones C57BL/6 la exposicion a estrés crénico moderado:

YV V VYV VY

no provocé cambios en el aprendizaje y la memoria;

no indujo cambios estructurales en las zonas CA1 y CA3 del hipocampo;

no alterd la neurogénesis en el hipocampo;

no altero la actividad ni los niveles proteicos de NOS;

disminuy¢ la actividad de PKC y provoco cambios en los niveles proteicos de
las isoformas de PKC. Puntualmente aumento la PKC3 y disminuy6 la PKCRI;
no provoco cambios en los niveles de ROS ni en las defensas antioxidantes;
aumento la reactividad de los linfocitos T sin cambios en la respuesta B;

un aumento tardio en los niveles de corticosterona y catecolaminas;

indujo un desbalance de citoquinas hacia Th1.
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Finalmente, podemos concluir que los ratones BALB/c son mas vulnerables a los

efectos del estrés cronico que los ratones C57BL/6. Estas diferencias estarian

relacionadas al perfil inmunolégico propio de cada cepa. El restablecimiento de los

parametros inmunolégicos, especificamente el balance Th1/Th2 mejora el déficit

cognitivo que se observa en los ratones BALB/c. A continuacién se muestra un

esquema que resume estos resultados y los posibles mecanismos participantes

luego de la exposicion a estrés crénico en cada una de estas cepas.
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C57BL/6:
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