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célula T cooperadora

célula T citotdxica o supresora

complejo mayor de histocompatibilidad

concanavalina A

c¢lula presentadora de antigeno

condicionamiento de preferencia de lugar

cuentas por minuto

factor liberador de corticotropina (del inglés, corticotropin releasing factor)
dopamina

3-4-dihidroxi-fenilacético

error estandar de la media

ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (del inglés, enzyme linked
immunoabsorvent assay)

estrés medio cronico
estrés social

hormona estimulante del foliculo (del inglés, follicle stimulant hormone)
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HPA
HPLC
IFN
Ig

IL

P
ISRS
LH
LPS
MC
NA
NK

NPV

PFC
PHA
POMC
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PVE
RFC
RIA

rpm

glucocorticoides

factor liberador de hormonas gonadotrdpicas (del inglés, gonadotropics
releasing factor)

eje hipotalamo pituitario adrenal

cromatografia liquida de alta resolucidn (del inglés, Aigh performance liguid
chromatography)

interferén

inmunoglobulina

interleucina

indice de proliferacion

inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina
hormona luteinizante

lipopolisacérido o endotoxina

mineralocorticoides

noradrenalina

células asesinas naturales (del inglés, nafural killers)

nucleo paraventricular

nucleo del tracto solitario

células formadoras de plaquetas (del inglés, plaque-forming cells)
fitohemaglutinina

propiomelanocortina

prolactina

postura de vigilancia extrema

células formadoras de rosetas (del inglés, rosefte-forming cells)
radioinmunoanalisis

revoluciones por minuto



SAM

SBF

SI

SN

SNC

SNP

SNS

SRBC

TEPT

TH

TNF

TSH

VIP

simpdtico adrenomedular

suero bovino fetal

sistema inmunitario

sistema nervioso

sistema nervioso central

sistema nervioso periférico

sistema nervioso simpédtico

eritrocitos de carnero (del inglés, sheep red blood cells)
trastorno de estrés post-traumatico

tiroxina hidroxilasa

factor de necrosis tumoral (del inglés, fumor necrosis factor)
hormona estimulante de la glandula tiroides

péptido intestinal vasoactivo (del inglés, vasoactive intestinal peptide)
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Introduccion

L. INTRODUCCION.

A lo largo de la evolucién los organismos han adquirido un sistema de
respuesta eficaz para poder hacer frente a las situaciones adversas a las que estan
constantemente sometidos. Nos referimos a la respuesta de estrés, en la que estas
situaciones producen cambios en el sistema neuroendocrino y en la conducta. La
respuesta fisiologica de estrés, que se produce ante una amenaza es un
mecanismo que permite al organismo mantener la homeostasis. Ahora bien, esta
respuesta que es necesaria y crucial para la supervivencia del individuo, tras
situaciones de estrés traumadticas o cronicas, puede comprometer seriamente el
estado de salud de los mismos. Muchos datos obtenidos en seres humanos indican
que el estrés puede inducir una mayor susceptibilidad a la enfermedad, o
provocar alteraciones emocionales, como la depresion o la ansiedad. Estas
alteraciones estan estrechamente relacionadas con un desequilibrio neuroquimico
y suponen importantes cambios en el sistema neuroendocrino y en el sistema
inmunitario. De esta manera, son muchos los estudios que han tratado de
esclarecer la relacion entre el estrés y los efectos que produce; asi, no es poco el
conocimiento adquirido desde los trabajos pioneros de Walter Cannon (Cannon,
1932) y Hans Selye (Selye, 1936) en torno a las implicaciones del estrés sobre el
sistema neuroendocrino y sus consecuencias negativas, hasta los hallazgos en
torno a la interaccion bidireccional del sistema nervioso-sistema inmunitario y la
relacion entre el estrés y la susceptibilidad a la enfermedad, dentro del marco de
la Psiconeuroinmunologia. A lo largo de la década de los afios 80, dentro de este
area de conocimiento se realizaron gran cantidad de estudios dirigidos a explorar
las bases celulares y moleculares de la comunicacion entre ambos sistemas
(Bellinger y cols., 1988; Bernton y cols., 1988; Blalock y Smith, 1980; Blalock,
1984; Blalock y cols., 1985a; Blalock y cols., 1985b; Felten y cols., 1985; Felten y
cols., 1987; Felten y Felten, 1988; Felten y cols., 1988). A su vez, el interés por la
importancia de los factores psicoldgicos y la modulacién de la actividad
inmunitaria fue impulsada por dos tipos de hallazgos experimentales: la
posibilidad de condicionar la respuesta inmunitaria (Ader y Cohen, 1975) y la

capacidad de modificar el impacto del estrés sobre el sistema inmunitario
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mediante la manipulacion de variables de tipo conductual (Laudenslager y cols.,
1983). Sin embargo, el estrés no solo puede comprometer la salud a través de
modificaciones de la actividad de sistemas como el inmunitario. En ocasiones, el
estrés puede producir alteraciones en el funcionamiento cerebral que dificultan
una adaptacion psicologica y disminuyen la capacidad de afrontamiento del
individuo ante el mismo, lo que puede dar lugar al desarrollo de trastornos como
la ansiedad y la depresion. Estas patologias pueden manifestarse tanto de forma
independiente, como en forma de un trastorno mixto. En estudios realizados tanto
en animales como en humanos, los estresores pueden inducir una amplia gama
de respuestas, desde la reaccion de alarma inicial, hasta procesos de ansiedad
subsiguientes que pueden desembocar en procesos depresivos.

La relacion general entre las situaciones estresantes y la patologia esta bien
cimentada en datos obtenidos en el laboratorio con animales de experimentacion
y en datos epidemioldgicos y clinicos. A este respecto, podemos mencionar que los
cambios bioquimicos, tales como los implicados en el aumento de la actividad del
eje hipotalamo pituitario adrenal y los cambios en monoaminas cerebrales
producidos por el estrés cronico se han equiparado a los encontrados en
trastornos como la depresion (Ayensu y cols., 1995; Flugge, 1995; 1996; Flugge y
cols., 1997a; 1997b; Flugge, 1999; 2000; Froger y cols., 2004; Fuchs y Flugge,
1995; Grippo y cols., 2005b; Kudryavtseva y Avgustinovich, 1998; Mckitrick y
cols., 1995; Ohl y Fuchs, 1998; Papp y cols., 1994b). Asimismo, se ha
encontrado que el tratamiento con farmacos antidepresivos revierte o mejora la
sintomatologia inducida por el estrés (Czeh y cols., 2001; Dziedzicka-
Wasylewska y cols., 1997; Fuchs y cols., 1996; Kubera y cols., 1998; Li y cols.,
2003; Marona-Lewicka y Nichols, 1997; Papp y cols., 2002; Van Der Hart y
cols., 2002). No obstante, el impacto patologico que las situaciones de estrés
producen en humanos, asi como los mecanismos implicados en la aparicion de
dichas patologias, estan todavia por determinar con precision. La utilizacion de
tratamientos farmacoldgicos con un mecanismo de accidén conocido y que estan
mostrando su eficacia clinica se convierte en una herramienta de gran utilidad
que nos permite determinar con mayor precision los mecanismos implicados en

las alteraciones producidas por el estrés. Esto a su vez, revertird en el desarrollo
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de nuevos farmacos mas eficaces y con un inicio de accidén terapéutica mads

rapida.

Por otra parte, la investigacion animal es una herramienta indispensable para
ayudar a esclarecer diversas cuestiones relacionadas con las alteraciones
producidas por el estrés; contrasta sus hallazgos con los realizados en la clinica, a
la vez que supera las limitaciones experimentales y éticas que se plantean en los
estudios con humanos. Investigaciones realizadas utilizando modelos animales
han estudiado el impacto de diferentes estresores sobre distintos parametros
conductuales y bioldgicos. Los estresores empleados en muchos de estos estudios
son estresores fisicos, como los shocks eléctricos, el frio o el calor extremo, la
inmovilidad inducida...No obstante, a la hora de estudiar los efectos del estrés
tendriamos que tener en cuenta que este tipo de situaciones rara vez se presentan
en humanos, ya que en la sociedad actual la inmensa mayoria de las fuentes de
estrés son de origen psicosocial o psicologico. Ademas de la cualidad de los
estimulos estresantes (fisicos o psicologicos), el tiempo de exposicion al estrés es
otro factor importante en relacidon a los efectos adversos que produce, la
cronicidad de la situacion estresante parece ser una condicion importante a la
hora de causar una sintomatologia de tipo depresivo o ansioso (Claes, 2004; Elliot
y Eisdorfer, 1982; Holmes y Rahe, 1967; Kar y Bastia, 2006; Kendler y cols.,
2003; Matheson y cols., 2006; Pflanz y Ogle, 2006). Teniendo en cuenta estos
aspectos, se han desarrollado modelos de estrés social y psicoldgico en animales,
que tratan de emular situaciones estresantes que posean una validez ecoldgica y
etologica y a su vez mimeticen signos conductuales y bioldgicos que acontecen en
las patologias relacionadas con el estrés en humanos. En esta linea, existen datos
que senalan la importancia de los factores psicosociales, como la pugna por los
recursos territoriales, el hacinamiento, el aislamiento social, o los cambios en la
relacion de jerarquia a la hora de producir alteraciones relacionadas con el estrés.
En este contexto, se ha desarrollado el modelo de estrés social por derrota en
animales, en el que los sujetos derrotados son sometidos a una confrontacion
diaria con un oponente dominante. Ademads, en este modelo, la exposicion de este
sujeto a un contacto sensorial permanente con el dominante (sin posibilidad de

interaccién fisica) constituye una fuente de estrés crénica e inescapable, sin
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posibilidad de control sobre la misma (Flugge y cols., 1997a; 1997b; Flugge,
1999; 2000; Flugge y cols., 2004; Fuchs y Flugge, 1995; Fuchs y cols., 1996;
Kudryavtseva y cols., 1991a; Kudryavtseva, 1994; Kudryavtseva y Avgustinovich,
1998; Kudryavtseva y cols., 2004). Ademas de la derrota social, existen otras
situaciones estresantes con potencial para provocar alteraciones y a su vez
garantizan su validez ecoldgica. En esta linea podemos mencionar el modelo de
estrés medio cronico (EMC), que utilizando diferentes estresores fisicos aplicados
de forma intermitente e impredecible consigue crear una situacion de estrés
psicolédgica con capacidad potencial para producir alteraciones relacionadas con
el estrés (Bekris y cols., 2005; Dalla y cols., 2005; Grippo y cols., 2003; Grippo y
cols., 2004a; Grippo y cols., 2005a; Grippo y cols., 2005b; Grippo y cols., 2005c;
Gronli y cols., 2004; Gronli y cols., 2005; Li y cols., 2003). Asi mismo, se ha
argumentado que el modelo de EMC emula las situaciones de estrés cotidianas,
poco intensas pero que ocasionan molestias continuas que perjudican la calidad
de vida de las personas afectadas (Willner, 1997Db).

El trabajo que aqui se presenta, en su conjunto, aporta una serie de datos que
consideramos de interés y que contribuyen a un mejor conocimiento del
fendmeno del estrés asi como de los mecanismos bioldgicos implicados y de sus
consecuencias sobre la salud. Este conocimiento puede ser de utilidad para el
desarrollo de tratamientos farmacoldgicos cada vez mas especificos, asi como
para el estudio de aquellas estrategias conductuales y cognitivas que sean mas

eficaces para reducir el impacto de los efectos del estrés.
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1. EL FENOMENO DE ESTRES.

El término estrés tiene su origen en el campo de la ingenieria y hace
alusion a las diferentes tensiones fisicas ejercidas sobre un punto determinado y a
la deformacion que sufre el material ante tales presiones. Ahora bien, este
término fue trasladado al campo de la biologia para definir un fenémeno que
crea un desequilibrio fisioldgico. Por lo general, el término estrés suele utilizarse
para referirnos a la situacion en la cual los estimulos estresantes provocan una
respuesta del organismo frente a estos (Sapolsky, 2002). Desde esta perspectiva y
en particular desde el campo de la psicologia y la medicina se ha definido como
estresor o estimulo estresante aquello que ejerce un desajuste en el organismo y
por otro lado la respuesta de estrés como un fendmeno de respuesta integra del
organismo para el restablecimiento de su equilibrio fisioldgico. No obstante no
todas las situaciones de estrés son negativas o nocivas para el individuo, las
situaciones negativas a corto plazo pueden servir como aprendizaje para
ulteriores situaciones mas comprometedoras, incluso hay situaciones novedosas
de caracter estresante que pueden ser percibidas como placenteras o estimulantes
y provocar un impacto positivo en el desarrollo emocional e intelectual del
individuo. En este caso hablariamos del eustrés en contraposicion al distrés que es
el término que se le da a la respuesta del organismo ante situaciones de estrés de
gran intensidad o de cardcter incontrolable (Selye, 1976). Generalmente en el
campo cientifico y mds concretamente en el clinico se emplea el término estrés

refiriéndose al distrés.

Remontandonos a los albores del estudio de la fisiologia del estrés
podemos destacar los trabajos de dos autores, el de Walter Cannon (1871-1945)
y el de Hans Selye (1907-1982). Ambos investigadores aportaron ideas y datos
clave sobre el concepto y la fisiologia de la respuesta de estrés. La primera de las
aportaciones por orden cronoldgico fue la de Walter Cannon. Este autor se centrod
en los mecanismos adaptativos del organismo. Para ello introdujo el término
“homeostasis” para referirse a los procesos fisioldgicos coordinados que operan

para mantener constantes la mayoria de los estados del organismo. Para Cannon
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existe un equilibrio entre los distintos componentes fisiologicos del individuo y
ante las desviaciones del mismo, el organismo pone en marcha una serie de
mecanismos homeostaticos compensatorios para restaurar dicho equilibrio y
proteger al organismo ante diversas circunstancias adversas. Asi, el concepto de
estrés fue descrito por vez primera como una reaccion de emergencia que ayuda
al organismo a movilizar energia para preparar una respuesta de lucha o huida
ante una situacion de peligro (Cannon, 1929). Cannon enfatizé la importancia
del sistema simpatico y descubrid que ante un evento estresante la médula
adrenal segrega dos hormonas, la adrenalina y la noradrenalina.

Hans Selye se interesd por la problematica del estrés, considerandolo no
solo como un proceso fisioldégico de adaptacion, sino también como un fendmeno
que prolongado en el tiempo, puede acabar produciendo enfermedad. Selye, a lo
largo de sus experimentos, descubrid que ante una situacion de estrés la corteza
adrenal libera glucocorticoides a la circulacion sanguinea (Selye, 1936). También
desarrollé un nuevo concepto que denomind “sindrome general de adaptacion”,
en el cual distinguio 3 fases: la primera, reaccion de alarma, la segunda fase de
resistencia y la tercera fase de agotamiento. En la primera fase se da una
respuesta fisioldgica rapida y enérgica ante la amenaza, liberandose adrenalina y
noradrenalina a la circulacion sanguinea. En la segunda fase, si la situacion
amenazante persiste, el objetivo del organismo es asegurarse una distribucion
paulatina de los recursos para que estos no se agoten y poder seguir haciendo
frente a la situacidbn amenazante. En esta fase, la respuesta fisioldgica
predominante es la liberacién de los glucocorticoides al flujo sanguineo, a la vez
que el organismo inhibe los procesos que no son inmediatamente necesarios para
la supervivencia. La tercera fase se produce cuando la situacion estresante tiene
cierta magnitud y se prolonga en el tiempo, perdiéndose la capacidad de
adaptacion del organismo. Esto conllevaria a la aparicidon de enfermedades que
Selye denomino como “enfermedades de la adaptacion”.

De esta manera, a partir de los descubrimientos de Cannon y Selye, a las
glandulas adrenales se les atribuyd un papel clave en la respuesta fisiologica de
estrés. Los dos autores ademas coincidian en la idea de que la respuesta fisioldgica

de estrés no es especifica, esto quiere decir que cualquier tipo de situacidon
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estresante, sea fisica, psicoldgica o social, genera el mismo tipo de respuesta
fisiolégica y el parametro que variaria seria la magnitud de ésta.

Mas recientemente surge un concepto clave para el entendimiento de la
relacion entre el estrés y la enfermedad y es el de “alostasis” (McEwen y Stellar,
1993; Sterling y Eyer, 1988), entendido como un proceso de reajuste fisioldgico
ante la situacidn de estrés con el objetivo de conseguir el retorno a su homeostasis
(McEwen y Wingfield, 2003). Este continuo reajuste ante situaciones adversas
supone un desgaste para el individuo, fendmeno que se ha denominado “carga
alostatica”. McEwen y otros autores proponen que la misma respuesta capaz de
aportar energia al sujeto para poder hacer frente a la situacion de estrés, puede
ser tan perjudicial como la amenaza en si misma, bien porque se mantienen
niveles elevados y prolongados de estrés o porque los sistemas hormonales no son
eficaces activando y desactivando la respuesta de estrés. De esta manera el
organismo no consigue restablecer la homeostasis de una forma mas o menos
rapida y eficaz, llegando a descompensarse y a producir una reduccién de la
capacidad de resistencia del individuo, haciéndolo mas susceptible a padecer
enfermedades (Korte y cols., 2005; McEwen, 2000; McEwen y Wingfield, 2003).
Estas enfermedades pueden ser de distinta indole e implicar alteraciones de
diferentes sistemas organicos. Por ejemplo, ante las situaciones de estrés cronicas
la funcién metabodlica se ve constantemente acelerada y se dificulta el
almacenamiento de energia produciendo fatiga, debilidad y dando lugar
finalmente a problemas musculares. La activacién continua de la respuesta
cardiovascular produce una aceleracion de la tasa cardiaca, causando
hipertensidén crdnica y consecuentemente aumentando el riesgo de accidentes
cardiovasculares. La actividad del sistema digestivo no es prioritaria en la fase de
la respuesta de estrés, alterando la digestion y facilitando el desarrollo de tlceras
gastricas. Asi mismo, la fisiologia de la reproduccion y la conducta reproductora
se ve dificultada por una serie de interacciones hormonales y neurovegetativas en
respuesta al estrés: impotencia en el caso de los machos e inhibicién de la
ovulacion e incluso amenorrea en el caso de las hembras. También se pueden ver
afectadas otras funciones como el crecimiento, la reparacién de los tejidos, o la
calcificacion osea. Por otra parte, la supresion de las funciones inmunolédgicas

que suele causar el estrés, se ha asociado con una mayor susceptibilidad a
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desarrollar infecciones y enfermedades como el cancer. Los efectos nocivos de la
respuesta de estrés cronica también pueden observarse en el cerebro
produciéndose alteraciones en la sinaptogénesis neural, que pueden llegar a
provocar una disminucion de la capacidad del aprendizaje y la memoria u otras
alteraciones cognitivas, asi como trastornos emocionales, tales como la ansiedad o
la depresidn en los sujetos afectados.

De esta forma, todos los seres vivos son susceptibles de ver amenazada su
integridad fisica ante diferentes situaciones con potencial para ejercer un
desajuste en su organismo. Y es ante este problema, presion adaptativa y
necesidad de equilibrio constante de los organismos vivos, en el que la evolucion
les ha dotado de un sistema eficaz de respuesta frente a la amenaza. Esta
respuesta puede ser de distinta indole, desde la respuesta fisioldgica de estrés,
hasta conductas de supervivencia (depredacion, lucha, huida...), e incluso
conductas mas sofisticadas, como las dirigidas a mantener el estatus dentro de un
grupo social. La importancia de este tipo de respuesta para la supervivencia ha
sido claramente establecida; sin embargo, también se ha considerado su utilidad
en situaciones de estrés cotidianas, a las que continuamente se enfrentan los seres
humanos, y que son principalmente de tipo psicologico o social. Estas se
caracterizan por continuos cambios (economicos, politicos, laborales, cambios en
el seno familiar...) que requieren en la mayoria de las ocasiones una respuesta
inteligente, flexible y adaptada. Ante este tipo de estresores la sobreactivacion
fisiologica de la respuesta de estrés no parece ser la mds idonea, ya que es una
respuesta que prepara mds bien para la lucha o la huida y en ocasiones puede
incluso interferir con un comportamiento adecuado ante tales situaciones. Sin
embargo, esta sobreactivacion también actua sobre el sistema nervioso agilizando
la tarea cerebral. La percepcion sensorial se facilita y se ha propuesto que ciertas
capacidades cognitivas relacionadas con la memoria de datos relevantes para
resolver la situacion, o tomar y ejecutar soluciones, mejoran notablemente (Sandi
y cols., 1997; Sandi, 1998). De acuerdo con esto, se ha propuesto que el estrés
actuaria como un mecanismo promotor de cambios en la estructura y
funcionamiento del cerebro. A través de una accidn cerebral, el estrés facilita la
ampliacion del repertorio conductual de los sujetos para hacer frente a un mundo

externo en continuo cambio. La respuesta de estrés actuaria como un detonante
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para la produccion de modificaciones adaptativas en la estructura y
funcionamiento del cerebro, facilitando asi el ajuste a las nuevas circunstancias
(Huether, 1996).

Dentro del estudio del fendmeno del estrés, hoy en dia es conocido que
existen notables diferencias individuales en la respuesta de los sujetos ante un
mismo estresor. Las variables psicologicas ejercen un papel fundamental en este
proceso. El proceso psicologico bédsico para entender y predecir la respuesta de
estrés de un individuo ante un estresor sera la percepcion y valoracion cognitiva
de la situacion que éste lleve a cabo. El modo en que los factores psicoldgicos
pueden modular la respuesta de estrés es muy diverso. Se ha demostrado que
variables como la falta de control del estimulo estresante, la falta de prediccién de
¢ste o la ausencia de vias de escape para la frustracion, entre otras, modulan la
respuesta fisiologica de estrés (Dantzer, 2001) e influyen en las posibles

consecuencias patoldgicas que produce el estrés.
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2. LA RESPUESTA NEUROFISIOLOGICA DE ESTRES.

En términos generales, cuando un evento es percibido como
potencialmente peligroso por el cerebro de un animal, comienza una reaccion
que comprende una serie de cambios, tanto conductuales como neurofisioldgicos,
y que tiene como objetivo primordial la minimizaciéon de los efectos
potencialmente perniciosos y la recuperacion de la homedstasis. La respuesta
neurofisioldgica de estrés esta enfocada a cubrir las necesidades de un organismo
que debe hacer frente a un evento estresante y el principal requerimiento es,
desde luego, energético. Cuando un animal ve su vida amenazada, por ejemplo,
por el ataque de un depredador, el orden de prioridades de su organismo es claro:
primero la supervivencia inmediata. La apuesta es de todo o nada y hay que
movilizar todos los recursos para hacer frente al peligro. Asi, una vez que el
cerebro ha recibido la informacidén sensorial, si ésta es evaluada como una
situacion amenazante, o estresante, se desencadena una respuesta neuroquimica,
fisioldgica y conductual que es modulada por el sistema limbico. La activacion de
los sistemas noradrenérgico, dopaminérgico y serotoninérgico cerebrales es
crucial en la respuesta de estrés. Por otra parte, de entre las estructuras del
sistema limbico, el hipotalamo es la estructura neural que integra la respuesta
auténoma y neuroendocrina principalmente a través de dos sistemas, por una
parte el sistema simpatico-adrenomedular (SAM) y por otra parte el eje
hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) (McEwen, 1995; Sapolsky, 1992; 2002).
También se ha propuesto un tercer eje denominado eje hipotdlamo-pituitario-
gonadal (HPG) (Mazur, 1985; Mazur y Booth, 1998; Ursin y OIff, 1993a;
1993b). De esta manera, a través de estas vias, se activan sistemas que movilizan
toda la energia disponible y a su vez se inhiben los sistemas que no son

prioritarios para la supervivencia inmediata del individuo.
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El sistema monoaminérgico y la respuesta de estrés.

Los estudios acerca de la implicacion de los diferentes neurotransmisores
en el control de la respuesta de estrés han aportado multiples datos aunque
todavia los mecanismos de los estimulos estresantes dentro del sistema nervioso
central no son bien conocidos. La activacion de las proyecciones noradrenérgicas
a la corteza frontal, a la amigdala, a los nucleos hipotalamicos y a otras regiones
limbicas, tienen un efecto potenciador en la generacidén del miedo ante una
situacidon de amenaza y también en la activacion del eje HPA. El encargado de esta
activacion es principalmente el nucleo del locus coeruleus en el tronco cerebral,
que es un componente critico en el sistema de alerta y vigilancia cerebral
(Charney, 2004). Ademds existe una conexion reciproca entre las células
noradrenérgicas del nucleo del locus coeruleus y las neuronas parvocelulares
secretoras de factor liberador de corticotropina (CRF) del nucleo paraventricular
(NPV) del hipotalamo (Habib y cols., 2001), ambos nucleos se estimulan
mutuamente y responden de forma similar a los neurotransmisores, ambos son
estimulados por la serotonina y la acetilcolina e inhibidos por opidceos, GABA y
glucocorticoides (Vermetten y Bremmer, 2002). Las situaciones de amenaza
activan el sistema noradrenérgico-/ocus coeruleus aumentando la atencion, la
vigilancia y la reactividad a los estimulos ambientales, asi como el procesamiento
de la informacion sensorial y de la respuesta motora, facilitando la respuesta

conductual de lucha-huida.

Las situaciones de estrés también activan el sistema dopaminérgico. El
sistema dopaminérgico se divide en varios subsistemas, dos de estos, el
mesolimbico y el mesocortical, estan implicados en los procesos de adaptacion a
la situaciones estresantes. El sistema dopaminérgico mesolimbico proyecta al
nucleo accumbens y al septo desde el area tegmental ventral del mesencéfalo y
estd implicado en el procesamiento y condicionamiento de los estimulos
reforzantes y en la motivacion de las respuestas conductuales (Willner, 1983). Fl
sistema dopaminérgico mesocortical proyecta al 16bulo frontal y esta implicado
en la anticipacidn de los sucesos, planificacion de las respuestas conductuales y

en la focalizacién de la atencion (Smelik, 1987). Cabe decir que en la respuesta
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de estrés el nucleo del locus coeruleus y el sistema autdnomo activan tanto el

sistema dopaminérgico mesolimbico como el mesocortical.

Fl sistema serotoninérgico esta implicado en la respuesta de estrés a través
de sus proyecciones que van desde los nucleos del rafe a dreas limbicas y a
extensas dreas de la corteza cerebral. Se ha relacionado al sistema serotoninérgico
con conductas de ansiedad anticipada, que tienen una funcién adaptativa en
situaciones de alarma. Se ha sugerido que este sistema informa al sistema limbico
de qué estimulos o situaciones se asocian con experiencias desagradables y esta
implicado en el control de las reacciones emocionales ante estas situaciones
(Smelik, 1987). Ademas el sistema serotoninérgico tiene proyecciones al NPV del
hipotalamo, ejerciendo asi un control positivo sobre el eje HPA y la respuesta
fisiologica de estrés (Chauloff, 1993).

El sistema simpatico~-adrenomedular.

En el desencadenamiento de la respuesta del sistema SAM frente a una
situacion amenazante, participa el NPV del hipotdlamo bien directamente, o bien
a través del nucleo del tracto solitario y del nucleo del locus coeruleus, ambos en
el tronco cerebral. Estos nucleos modulan mediante sus conexiones descendentes
la actividad de las células nerviosas de la cadena simpadtica, liberando asi
noradrenalina sobre las células diana. Cuando la rama simpatica activa la médula
suprarrenal, ésta libera adrenalina y noradrenalina al flujo sanguineo que llega
asi a los tejidos que la rama simpdtica no inerva directamente e intensifica su
accion en los lugares en los que si disponen de inervacion directa. De esta
manera, por ejemplo, la activacion de los receptores adrenérgicos en el corazon
produce un aumento de la fuerza de contraccion, de la frecuencia cardiaca y una
vasodilatacidn de las arteriolas coronarias. Ademas la activacion simpdtica causa
la relajacion de la musculatura bronquial en los pulmones, asi como un
incremento de la frecuencia respiratoria, lo cual permite una mejor ventilacién
pulmonar y, por lo tanto, un mayor aporte de oxigeno a la sangre. Por otra parte,

se produce una contraccién de los vasos sanguineos en los 6rganos y tejidos cuya
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funcién no es imprescindible en la respuesta inmediata de estrés. Este fendmeno
permite una redistribucion del flujo sanguineo hacia los érganos que precisen
mayor actividad o aporte energético. Ademads, también se producen cambios
metabolicos que tienen como resultado la liberacion de glucosa en el torrente
sanguineo aumentando la disponibilidad de ésta en drganos necesarios, como la
musculatura esquelética para una respuesta mas optima al esfuerzo fisico, y en el
cerebro para producir una mayor atencidén y aumentar la capacidad de respuestas

rapidas y flexibles.

El eje Hipotdlamo-pituitario~adrenal.

En el desencadenamiento de la respuesta de estrés el otro sistema efector
que trabaja conjuntamente con el sistema SAM es el eje Hipotalamo-pituitario-
adrenal (HPA). EI NPV del hipotalamo sintetiza un péptido, el CRF, que es liberado
en la adenohipdfisis y estimula la secrecion de la hormona adrenocorticotrdpica
(ACTH) y de la B-endorfina. La activacion de las células parvocelulares del NPV
del hipotalamo aumenta también la sintesis y liberacion de arginina-vasopresina
(AVP), la cual refuerza los efectos de la CRF (Tafet y Bernardini, 2003). Una vez
segregada la ACTH a la circulacion sanguinea esta llega a la corteza de la
glandula adrenal y estimula la secrecion de glucocorticoides. Durante el estrés, el
incremento en la liberacion de CRF ocurre en unos pocos segundos, de ACTH en
unos 15 segundos y de glucocorticoides en unos pocos minutos. De esta manera,
el eje HPA se sirve en su tarea de los glucocorticoides, fundamentalmente del
cortisol en el caso de los seres humanos y otros primates; y de la corticosterona en
el caso de las ratas y ratones (Sapolsky, 1992).

Los glucocorticoides son hormonas esteroides que producen
modificaciones en el metabolismo de la glucosa, incrementando el nivel de ésta en
sangre. En concentraciones elevadas poseen un marcado efecto anti-inflamatorio,
reduciendo la respuesta corporal a las lesiones tisulares, también inhiben la
secrecion de la hormona del crecimiento (GH) y la somatomedina y aceleran la
degradaciéon de proteinas (Rosenzweig y Leiman, 1992; Sapolsky, 1992). Los

glucocorticoides ademas intervienen en los procesos de aprendizaje y memoria
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(Sandi y cols., 1997; Sandi, 1998). En definitiva, la accion de los glucocorticoides
ayuda al organismo a responder a las exigencias de las condiciones ambientales,

preparandolo para demandas especificas a corto plazo (Rotenberg y cols., 1996).

El eje hipotalamo-pituitario~gonadal.

Para entender mejor el efecto que induce el estrés sobre el eje hipotalamo-
pituitario-gonadal (HPG) hay que tener en cuenta que la reproduccién es uno de
los fendmenos fisioldgicos que mas costes conllevan para el organismo, sobre todo
para las hembras que se encargan de la gestacion de las futuras crias. En
condiciones estables en el nucleo arcuato del hipotdlamo se libera el factor
liberador de hormonas gonadotrdpicas (GnRF) que estimula la secrecion de
gonadotropinas, hormona estimulante de los foliculos (FSH) y hormona
luteneizante (LH) desde la adenohipdfisis. La cantidad y patron de liberacidn de
estas dos hormonas dirigen la actividad gonadal, incluida la produccién de los
esteroides gonadales, de las cuales la hormona predominante en las hembras es el

estradiol y en los machos es la testosterona (Worthman, 1999).
En situaciones de estrés tanto el CRF como la [-endorfina inhiben la

secrecion de GnRF. Ademads, ante una situacion de estrés intensa se libera gran
cantidad de prolactina en la adenohipofisis, que disminuye la accidon de la GnRF,
con la consiguiente disminucion de la secrecidén de LH y FSH. Los glucocorticoides
por su parte también inhiben la liberacion de GnRF hipotaldmica, también de LH
y FSH en la adenohipdfisis, ademas de inhibir la sensibilidad a la LH en los ovarios
o testiculos. Todas estas acciones dan como resultado una inhibicion de los
mecanismos relacionados con la conducta sexual y la reproduccion (Sapolsky y
cols., 2000; Sapolsky, 2002; Torpy y Chrousos, 1996).

Como podemos observar la respuesta neuroquimica y fisiologica de estrés
esta integrada por multiples sistemas, regulados por el hipotdlamo y otras
estructuras neurales. Ademas es importante entender que todos los ejes y sistemas
que se han comentado trabajan conjuntamente tanto en la respuesta de estrés

como en el restablecimiento de la homedstasis del organismo y que la alteracion
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de uno de estos sistemas conlleva en una alteracion en mayor o menor medida de

los demas sistemas.
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3. ESTRES Y SISTEMA INMUNITARIO: LA PSICONEUROINMUNOLOGIA.

Tradicionalmente se ha aceptado la idea de que los avatares negativos de
la vida influian de manera causal en el padecimiento de malestar y enfermedad
por parte de las personas afectadas. No era rara la creencia general que ante la
pérdida de un ser querido los familiares o personas afectadas fueran maés
proclives a padecer desde enfermedades de tipo sistémico hasta trastornos
psicologicos, como la depresion. No obstante, en el seno de la comunidad
cientifica no habia pruebas que relacionaran de manera causal los factores
psicosociales negativos con la susceptibilidad a la enfermedad. Ahora mirando
hacia atras se puede mencionar un trabajo clave que suscité el comienzo de toda
una nueva linea de investigacion, la Psiconeuroinmunologia. Este trabajo es el de
Robert Ader y Nicholas Cohen (1975). Demostraron que la respuesta inmunitaria
es susceptible de ser condicionada. Las ratas se inmunodeprimian y enfermaban
cuando se les administraba sacarina (estimulo condicionado) tras la previa
exposicion emparejada a un farmaco inmunosupresor (ciclofosfamida, estimulo
incondicionado) (Ader y Cohen, 1975). En un principio los resultados de esta
investigacion causaron escepticismo por parte de la comunidad cientifica, pero
hubo algunos investigadores que indagaron en los mecanismos que podrian estar
mediando entre las situaciones de estrés y la respuesta inmunitaria. Durante
mucho tiempo el sistema inmune fue considerado como un sistema de defensa, en
cierta forma auténomo, que se autorregulaba y que su funcionamiento era
independiente del sistema nervioso. Pero, a raiz del trabajo de Ader y Cohen
(1975) se han ido acumulando evidencias que han puesto de manifiesto las
complejas interacciones entre el sistema nervioso, el sistema endocrino, el sistema
inmunitario y la conducta (Ader y cols., 1991; Ader y cols., 1995; Schedlowsky y
Tewes, 1999). Asi, la Psiconeuroinmunologia, dedicada al estudio de estas
relaciones, se presenta como una disciplina con identidad propia, cuyas
investigaciones muestran la existencia de una regulacién nerviosa y endocrina de
las respuestas del sistema inmunitario y viceversa, que las respuestas defensivas
del sistema inmunitario pueden afectar la actividad del sistema nervioso y del

sistema endocrino. Igualmente, existe amplia evidencia de que los factores
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psicolédgicos y conductuales pueden afectar al sistema inmunitario y que éste es

capaz. de modular la conducta. Pero antes de comenzar a hablar de estas vias

bidireccionales haremos una breve descripcion del sistema inmunitario.
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3.1. EL SISTEMA INMUNITARIO.

Fl sistema inmunitario es una compleja red de organos y de células
especificas que tienen la capacidad de reconocer, luchar contra y suprimir
agentes extranos (antigenos), tales como virus, bacterias, hongos, parasitos o
procesos neopldsicos, mientras que reconoce y respeta los tejidos propios sanos.
La distincidn entre “lo propio” y “lo ajeno” por parte del sistema inmune, se basa
en la capacidad de reconocimiento de un grupo de moléculas, que se expresa en
la superficie de todas las células del organismo y que, en conjunto, recibe el
nombre de Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), protegiendo al
organismo de la accion inmunologica de su propio sistema de defensa. A fin de
protegerse frente a los antigenos, el huésped utiliza las células leucociticas o
también denominadas células blancas, ademads de factores solubles. Estas células
circulan a través del torrente sanguineo y del sistema linfatico o en algunos casos,
se encuentran fijadas a tejidos especificos.

Para poder entender mejor el funcionamiento del sistema inmune
podemos tomar en consideracion el tipo de respuesta emitida ante los antigenos.
Esta podria clasificarse en dos respuestas generales: inmunidad innata e

inmunidad adaptativa.

LA INMUNIDAD INNATA.

La inmunidad innata o también denominada inmunidad natural o
inespecifica, representa la primera linea de defensa contra los agentes extrafios o
microorganismos una vez que éstos han conseguido penetrar la barrera natural
de la piel, tracto respiratorio o tracto intestinal del huésped. Las caracteristicas
que definen a la inmunidad innata son: su accién de tipo local, la celeridad de
respuesta, la no especificidad ante los antigenos y no poseer memoria
inmunoldgica. Este tipo de respuesta inmunitaria opera para restringir y aplacar
la infeccion y el dano en los tejidos en el mismo lugar y desde el mismo instante

(el inicio de la defensa ocurre en unos pocos minutos) en el que se ha efectuado el
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dafio o donde el antigeno ha conseguido penetrar. Ademas, no tiene capacidad
para discriminar diferentes agentes infecciosos y no responde mas rapido la
segunda vez o las sucesivas veces que penetran los mismos antigenos al
organismo. La inmunidad innata media en la respuesta inflamatoria, en la cual se
produce la migracién y acumulacion de las moléculas solubles y de los agentes
celulares desde la circulacién sanguinea hasta el tejido infectado. La accion
molecular transcurre a través de la via alternativa del complemento, que consiste
en un conjunto de proteinas que circulan por la sangre. Estas proteinas se activan
cuando reconocen en el tejido celular o en las membranas de las bacterias
estructuras poliméricas que corresponden a moléculas tipicas que portan las
bacterias y las células infectadas por virus. La activacién del complemento es
importante en la respuesta inflamatoria y media en la quimiotaxis, el aumento de
la fagocitosis y la opsonizacidon (recubrimiento) de las células infectadas o
bacteriales, llevando a la destruccion de las células por perforacion de su
membrana.

Ademas del complemento, los agentes celulares implicados en la respuesta
inmunitaria inespecifica son denominados células inflamatorias porque median
en dicha reaccion, e incluye a las células fagociticas mononuclerares, a los
macréfagos, y a los granulocitos o células polimorfonucleares (neutrdfilos y
eosinofilos). Estos agentes capturan a los microorganismos e incluso a las células
que han sido infectadas y los digieren de manera rapida y eficaz. Otras células
también inflamatorias como los mastocitos en tejido o los polimorfonucleares
basofilos en sangre, son capaces de liberar aminas vasoactivas, como la histamina
e iniciar asi reacciones inflamatorias ante la presencia de antigenos en el
huésped. Ademas la Interleucina-1 (IL-1) y el Factor de Necrosis Tumoral-a
(TNF-a) liberadas por los macrofagos ante la deteccion de un agente invasor
provoca la migracion de granulocitos a la zona infectada.

Otro grupo de células también implicadas en la respuesta innata son las NK
(Natural Killers). Estas son un tipo de células linfociticas inespecificas que
reconocen ciertos componentes, como glucoproteinas, que portan en su
membrana las células afectadas (células tumorales o infectadas por determinados
virus). Ademsds, las células infectadas liberan interferones que provocan la

activacion de las NK y aumentan su citotoxicidad. Ante la presencia de antigenos
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y células infectadas las NK liberan sus granulos llenos de enzimas al espacio
intercelular (como la perforina) acabando con las células afectadas o con los

agentes extranos.

LA INMUNIDAD ESPECIFICA.

La inmunidad especifica también denominada inmunidad adaptativa o
adquirida, podria decirse que constituye una segunda linea de defensa y se activa
una vez que la primera linea, la inmunidad innata, ha sido superada. La
inmunidad especifica esta basada en la proliferacion y diferenciacion de células
inmunes especificas para un antigeno en concreto. Ademds la inmunidad
especifica cuenta con la denominada “memoria inmunoldgica”, en la cual se da
una respuesta inmunitaria mas rapida ante posteriores invasiones del mismo
antigeno. En general cuando se habla de este tipo de respuesta mas compleja, se
consideran a los linfocitos B y T como los agentes celulares principales. Los
linfocitos B son las células responsables de la denominada “inmunidad humoral”

mientras que los linfocitos T se encargan de la “inmunidad celular”.

LA INMUNIDAD HUMORAL.

Dado que los agentes patogenos son muy diversos y son capaces de
mutaciones rdpidas, el organismo ha desarrollado un mecanismo capaz de hacer
frente a la gran diversidad de estos agentes. Con este fin, los organismos han
desarrollado un tipo de moléculas con capacidad de adhesion a los antigenos y
activacion de los mecanismos fagociticos contra estos. Estas moléculas son los
denominados anticuerpos o también inmunoglobulinas que son producidos y
liberados por los linfocitos B. Cada linfocito B genera un unico tipo de molécula,
que se une especificamente al antigeno formando el denominado “complejo
antigeno-anticuerpo”. Este hecho activa a la célula B especifica, la cual genera y
libera mayor cantidad del mismo anticuerpo y desencadena una expansion clonal

con el fin de crear mayor numero de células que secreten el mismo anticuerpo.
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Existen 5 tipos bdsicos diferentes de anticuerpos, los cuales son la
Inmunoglobulina A (IgA), IgM, 1gG, IgD e IgE.

Una parte de las células B activadas se desarrollaran para convertirse en “células
memoria” que haran posible una respuesta inmunitaria mas rdpida ante
ulteriores invasiones del mismo antigeno. Es decir, este mecanismo tiene
“capacidad de aprendizaje” y es especifico; no obstante, es muchisimo mas lento
que la inmunidad innata porque se estima que requiere de al menos de 3 a 5 dias
para que pueda darse el complejo antigeno-anticuerpo una vez el antigeno ha

penetrado en el organismo (Maier y Watkins, 1998).

LA INMUNIDAD CELULAR.

Numerosos agentes patdgenos que penetran en el organismo, como los
virus, infectan y viven en el interior de las células del huésped para poder
autorreplicarse. Los anticuerpos no alcanzan a estos antigenos intracelulares y es
necesaria otra estrategia defensiva contra ellos. Los linfocitos T son los agentes
encargados de esta defensa mediante la denominada inmunidad celular. Los
linfocitos T solo son capaces de reconocer a los agentes extranos cuando éstos son
presentados en la superficie externa de una Célula Presentadora de Antigeno
(CPA) junto con una molécula del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH). Las CPA son células dendriticas, macréfagos y linfocitos B. Las dos
primeras son células fagociticas que forman parte también de la inmunidad
innata. Estas células engullen a los antigenos inactivandolos y presentandolos en
su superficie. Cuando un linfocito T con un receptor especifico para el antigeno
se encuentra con una CPA presentando un antigeno (o un fragmento de este)
asociada a una molécula del CMH, se produce la activacion del linfocito T que
comienza a proliferar y éstos a ser liberados a la circulacion sanguinea. Los
linfocitos T liberados tienen diferentes funciones y se clasifican como linfocitos T
cooperadores, citotoxicos y supresores. Las células T cooperadoras constituyen las
tres cuartas partes de toda la poblacion linfocitica T. Cuando son activados
liberan gran cantidad de citocinas al espacio intercelular, los cuales regulan el

crecimiento de los linfocitos B (con la consiguiente liberacion de nuevas
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inmunoglobulinas), potencian la accion de los macrofagos, potencian la
expansion clonal de los linfocitos T citotoxicos y activan a las células T
supresoras. Por otra parte, los linfocitos T citotoxicos son los agentes encargados
del ataque directo contra los antigenos, uniéndose directamente a estos y
liberando sustancias nocivas responsables de su eliminacién. La activacidn de las
células T supresoras ayuda a regular la respuesta inmune celular para que ésta no
sea desmedida y no tenga efectos nocivos contra el propio sistema del huésped.
Por otro lado, al igual que ocurre con las células B, también se desarrollan
linfocitos T memoria para una respuesta mas rapida en el caso de que el huésped
contrajese posteriormente la misma infeccidén. Gracias a estas células memoria
(linfocitos T y B) los animales poseemos lo que se denomina memoria
inmunoldgica, gracias a la cual las infecciones que se producen una segunda o

sucesivas veces, son reducidas con mayor brevedad e intensidad.

Por ultimo, cabe decir que los diferentes tipos de respuesta inmune no
actuan de forma separada, de manera que los agentes que participan en la
inmunidad innata como en la adaptativa actian conjuntamente con el objetivo de
proteger al organismo contra los agentes patogenos. Para llevar a buen término
una respuesta conjunta es necesario un sistema de comunicacion eficaz entre los
diferentes agentes inmunitarios. En este sistema de comunicacion podemos
destacar a las citocinas o interleucinas que son liberadas por diferentes células,
incluidos los macréfagos, monocitos, linfocitos, fibroblastos, células endoteliales y
astrocitos entre otros. Las citocinas pueden clasificarse dependiendo de su
estructura molecular, segun el tipo de receptor al que se liguen y segun su accion
bioldgica. Entre sus multiples funciones estd la regulacion del crecimiento de las
poblaciones de linfocitos y la produccién de la respuesta especifica, la activacion
de la respuesta inflamatoria o la estimulacion del crecimiento de células

indiferenciadas de la médula ésea (Ader y cols., 2001).
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3.2. RELACIONES ENTRE EL SISTEMA NERVIOSO Y EL SISTEMA INMUNITARIO:
LA RESPUESTA DE ESTRES.

Las investigaciones en el campo de la Psiconeuroinmunologia en los
ultimos 25 anos han puesto de manifiesto las complejas relaciones existentes
entre la conducta, los factores psicosociales, el sistema mnervioso (SN),
neuroendocrino, inmunitario (SI) y la enfermedad. Numerosas investigaciones en
esta drea demuestran la existencia de una comunicacion entre el sistema nervioso
y el sistema inmunitario a través de neurotransmisores, hormonas, neuropéptidos
y citocinas (figura 11, pagina 29) que se ha puesto en evidencia mediante cuatro

lineas de investigacion fundamentalmente:

1-Estudios que han utilizado la lesion o estimulacion de determinadas
regiones encefdlicas que causan alteraciones en la respuesta inmune (Belluardo y
cols., 1990; Hefco y cols., 2004; Pezzone y cols., 1994; Wrona, 2006).

2-Investigaciones que han revelado una extensa presencia de fibras del
sistema nervioso autonomo que inervan oOrganos linfoides primarios y
secundarios (Bellinger y cols., 1988; Bellinger y cols., 1997; Felten y cols., 1985;
Felten y Felten, 1988; Felten y cols., 1988).

3-Trabajos que se han centrado en la influencia de numerosas hormonas
de origen central, principalmente hipotalamico-hipofisiarias, que ejercen un
importante papel regulador en el sistema inmunitario (Bernton y cols., 1988;
Blalock y Smith, 1980; Blalock y cols., 1985a; Blalock y cols., 1985b; Carr y
cols., 1996; Marx, 1995; Sheridan, 2003), asi como en la expresion de
numerosos receptores para estas hormonas en las células inmunitarias (Ganea y
cols., 2003; Webster y cols., 1990; Webster y cols., 1997).

4-Estudios que han aportado evidencias de que las citocinas liberadas por

las células inmunitarias presentan actividad neuroendocrina capaz de influir en

diversas funciones nerviosas activando mecanismos de respuesta integra, asi
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como, de retroalimentacidon inhibitoria para su propia regulacion (Anisman y
cols., 2002; De La Garza Ii, 2005; Dunn y cols., 2005; Kent y cols., 1992;
Konsman y cols., 2002; Licinio y cols., 1998).

Los estudios sobre lesiones o estimulacion de diferentes zonas cerebrales
muestran evidencias de la relacion existente entre el SN-SI. Las zonas cerebrales
mas estudiadas son areas del sistema limbico y diferentes nucleos hipotaldmicos y
la técnica mas empleada es la lesion por ablacion electrolitica. La lesion de estas
zonas cerebrales en general provoca una disminucion de la capacidad de la
respuesta inmunitaria, manifestada por una disminucion de la capacidad
citotoxica de las células NK, disminucion de la capacidad fagocitica de los
neutroéfilos, disminucion de la capacidad proliferativa de los linfocitos T ante la
estimulacion con mitdgenos, supresion blastogénica de los linfocitos y aceleracion
del crecimiento tumoral (Belluardo y cols., 1990; Hara, 1986; Hefco y cols.,
2004; Pezzone y cols., 1994; Wrona, 2006). Sin embargo, no siempre se observa

una disminucion de la respuesta inmunitaria tras la lesion (Wrona y cols., 2003).

Por otra parte, son numerosos los trabajos que han revelado una extensa
presencia de fibras nerviosas del sistema auténomo, tanto en los érganos linfoides
primarios (médula dsea y timo) como en los secundarios (bazo, ganglios linfaticos
y tejido linfoide asociado a las mucosas) (Felten y cols., 1985; Felten y cols., 1987;
Felten y Felten, 1988; Felten, 1993; Felten y cols., 1988; Maier y cols., 1994).
Estas fibras nerviosas son en su mayoria noradrenérgicas y pertenecen al sistema
simpatico. Ante una situacion de estrés el sistema simpatico es activado liberando
noradrenalina directamente sobre los érganos linfoides inervados, uniéndose a
receptores especificos de las células linfociticas. Ademads, en situaciones de estrés
la inervacion simpatica de la médula adrenal produce una liberacion de
catecolaminas que pueden actuar sobre los receptores de las células linfociticas,
ya que los linfocitos expresan receptores adrenérgicos especificos del tipo 0z y B
(Aarons y Molinoff, 1982; Bidart y cols., 1983; Motulsky y Iinsel, 1982) (figura
I1, pagina 29). Existen trabajos que han tratado de esclarecer los efectos de la

noradrenalina sobre las células inmunitarias; asi, se ha observado que la

25



Estrés y sistema inmunitario

incubacion de células mononucleares con adrenalina disminuye la capacidad de
fagocitosis de estas (Bermudz y cols., 1990), también inhibe la produccién de
TNF-a en las primeras horas, mientras que produce un aumento de la produccion
de la citocina tras 24 horas (Van Der Poll y cols., 1996). La importancia de este
hecho estriba en que las células inmunitarias proliferan y se diferencian en un
entorno cuya composicion depende en parte de la actividad del sistema nervioso

simpatico (Dantzer, 2001).

Existen evidencias de que las sustancias de origen central liberadas
cuando el cerebro interpreta una situacién como amenazante ejercen un papel
regulador del SI (Riley, 1981; Weigent y Blalock, 1990; Weigent y cols., 1990). A
través de la interaccion ligando-receptor estas sustancias pueden afectar a
diversos procesos de la respuesta inmunitaria, tales como el desarrollo y
diferenciacién celular, proliferacion linfocitica, migracion celular, liberacion de
interleucinas y expresion de receptores para estas. Asi, se ha encontrado que las
células inmunitarias expresan receptores no solo para monoaminas, si no que
también para el CRF, ACTH, cortisol, B~endorfina, metionina-encefalina, leucina-
encefalina, neurotensina, sustancia P, colecistocinina, péptido intestinal
vasoactivo (VIP), prolactina (PRL), supresina, somatostatina, hormona estimulante
de la glandula tiroides (TSH) y hormonas gonadales (Delgado, 2003; Ganea y
cols., 2003; Liebmann y cols., 1997; Yada y cols., 2004). Hay que senalar que
numerosas investigaciones han puesto de manifiesto la importancia de la relacion
entre el estrés y los diferentes componentes del eje HPA y del sistema inmunitario
(Anisman y cols., 1996; Besedovsky y cols., 1975; Besedovsky y cols., 1986;
Besedovsky y Del Rey, 1988; Daynes y cols., 1995) (figura I1, pagina 29). Se ha
encontrado que la administracion continua de CRF intraventricular disminuye la
capacidad proliferativa de los linfocitos T y B ante la estimulacion con mitégenos.
La CRF también induce a un aumento de los niveles de ARNm de la IL-1 de las
células esplénicas (Labeur y cols., 1995). La incubacién de células leucociticas
con ACTH provoca una disminucién de la produccion de citocinas (Heijnen y
cols., 1991). Los efectos de los glucocorticoides sobre el sistema inmunitario son
numerosos y aunque hay estudios que indican que sus efectos no son meramente

inmunosupresores (McEwen, 1998; Ramirez y cols., 1996; Wilckens y De Rijjk,
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1997), existe un consenso generalizado acerca de su capacidad inhibidora sobre
el sistema inmunitario. Entre los efectos de los glucocorticoides es muy conocido
su efecto anti-inflamatorio utilizado en la practica médica desde hace bastante
tiempo (Hench y cols., 1949). Los glucocorticoides se emplean también para la
supresion de la respuesta inmunitaria patoldgica asociada a la autoinmunidad, o
para inhibir el rechazo de tejidos en los trasplantes de 6rganos (Cohn, 1997).
Tanto en animales como en humanos un tratamiento continuo de
glucocorticoides induce una supresion inmunitaria tanto a nivel humoral como
celular inhibiendo también la sintesis y produccién de citocinas necesarias para
la comunicacion inmunitaria. Asi, se ha observado que los glucocorticoides
pueden alterar la transcripcion de numerosos genes responsables de la sintesis de
diversas citocinas, como la IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, TNF-a e IFN-y y el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) (Auphan y cols., 1995). También
pueden inhibir la respuesta de los linfocitos ante la estimulacion antigénica o
mitogénica (Calvano y cols., 1982) y disminuir la funcién de los linfocitos T
citotoxicos (Fernandes y cols., 1975). También pueden inhibir la formacion de
anticuerpos o la respuesta producida por los mismos (Del Rey y cols., 1984;
Friedman y cols., 1996). Ademds, los glucocorticoides pueden bloquear la
maduracion de los linfocitos en el bazo y expulsar a los ya activos del torrente
sanguineo e incluso pueden destruirlos, activando los mecanismos de apoptosis
celular (Sapolsky, 2002). Los glucocorticoides también afectan a otros
componentes del sistema inmunitario, de esta forma se ha observado que pueden
suprimir la funcion de los macrofagos, al igual que la diferenciacion celular de
estos (Baybutt y Holsboer, 1990) y se ha observado que inhiben la actividad de
las células NK (Gatti y cols., 1987).

Es importante senalar que ademds de la modulacién de la actividad
inmunitaria via sistema nervioso, existe otra via de comunicacién, mediante la
cual el sistema inmunitario envia informacion al sistema nervioso central, para
que este module la respuesta tanto nerviosa, neuroendocrina, como conductual.
En esta via de comunicacion tienen especial relevancia las citocinas o
interleucinas. Estas presentan la capacidad de inducir cambios fisioldgicos y

conductuales mediante la modulacion de la actividad del sistema nervioso,
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ademas de autoregular la respuesta inmunitaria. El sistema inmunitario en
condiciones normales trabaja constantemente eliminando cualquier antigeno o
sustancia nociva para nuestro organismo. Sin embargo, cuando la respuesta del
sistema inmunitario adquiere una dimensién suficientemente amplia, las
citocinas liberadas comunican al sistema nervioso de dicha activacion y este
responde produciendo un conjunto de sintomas que se han denominado conducta
de enfermedad. Entre estos sintomas se observan pérdida del apetito, malestar,
fatiga, insomnio, irritabilidad, disminucién de la actividad motora, disminucion
de la conducta sexual, menor capacidad cognitiva, apatia y disminucion de la
actividad social (De La Garza li, 2005; Dunn y cols., 2005; Kent y cols., 1992;
Konsman y cols., 2002). Aunque estos sintomas han sido habitualmente
interpretados como resultado de una disminucién de la resistencia que sufre el
organismo durante la enfermedad, datos recientes han demostrado que
representan una respuesta de estrés adaptativa desencadenada por la infeccion
(Dantzer, 2001), ya que tiene el objetivo de ahorrar energia, inhibiendo la
conducta activa y dirigiendo toda la energia contra los agentes patdégenos (Maier,
2003). Los cambios fisiologicos y conductuales que acontecen en el estado de
enfermedad son dirigidos por el sistema nervioso, pero para ello es necesaria la
participacion conjunta del sistema inmunitario. De esta manera, hay autores que
entienden el sistema inmunitario como un érgano sensorial interno y presente
por todo el organismo, que informa al sistema nervioso del estado del medio
interno (Besedovsky y Del Rey, 1996; 2002; Dantzer y cols., 2001; Kelley y cols.,
2003; Miller, 2003) (figura I1, pagina 29).
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Webster y cols., 2002

Figura I1. Representacion esquematica de las principales vias de comunicacién entre el SNC y el SI,

incluyendo el eje HPA (en verde), el sistema SAM (en rojo) y el circuito de retroalimentacion al

cerebro, a través de las citocinas (en azul).
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4. ESTRES Y ALTERACIONES ASOCIADAS.

Sabemos que la respuesta de estrés es necesaria y positiva para poder
hacer frente a las amenazas y a las demandas del medio en el que vivimos los
individuos. Sin embargo, cuando un individuo se enfrenta durante largo tiempo a
una situacién de estrés, o con demasiada frecuencia y de forma impredecible, el
estimulo estresante puede llegar a ser traumatico. En estas situaciones, la
respuesta de estrés se mantendra activa de forma continua y supondrd un
desgaste para el organismo o carga alostatica (Korte y cols., 2005; McEwen,
2000; 2003; McEwen y Wingfield, 2003), dando lugar a una serie de efectos
indeseables que pueden llegar a repercutir en mayor o menor medida en todos los
sistemas del organismo. Estas alteraciones son diversas y comprometen a todas las
dimensiones del individuo, como la salud fisica, el estado emocional, la cognicion
e incluso su entorno social. Se ha observado que ademads de las situaciones
traumaticas, como los desastres naturales o la guerra, o vivencias estresantes
como el divorcio o la muerte de un familiar cercano, también las situaciones de la
vida cotidiana que generan estrés, influyen en el desarrollo de la enfermedad y de
alteraciones emocionales como la depresion o los trastornos de ansiedad (Cherry
y cols., 2006; Holmes y Rahe, 1967; Kar y Bastia, 2006; Lazarus y Cohen, 1977;
Matheson y cols., 2006; Pflanz y Ogle, 2006; Sandin y cols., 2004). Asi, las
situaciones de estrés prolongado pueden producir cambios neuroquimicos,
neuroendocrinos ¢ inmunitarios que afecten tanto al funcionamiento como a la

supervivencia neuronal, predisponiendo al desarrollo de estos trastornos.

En general, el estrés parece producir una activacion de los diferentes
sistemas neurotransmisores monoaminérgicos (Avgustinovich y cols., 1999;
Berton y cols., 1998; Blanchard y cols., 1991; Deutch y Roth, 1990; Devoino y
cols., 2003b; Thierry y cols., 1998; Tidey y Miczek, 1996; Watanabe y cols.,
1995). Sin embargo, la exposicion repetida a la situacion de estrés puede
finalmente dar lugar a una disminucion de la actividad de neurotransmisores
como la noradrenalina (Flugge, 1996; Flugge y cols., 1997a; 1997b; Flugge,
2000), la serotonina (Van Praag, 2004) y la dopamina (Imperato y cols., 1993).
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Asi, la actividad persistente del nucleo del Jlocus coeruleus generada en
situaciones de estrés prolongadas puede contribuir a la ansiedad cronica, miedo,
memoria intrusiva e incremento del riesgo de hipertension y enfermedades
cardiovasculares (Charney, 2004). De acuerdo con esto, algunos pacientes con
depresion mayor, trastorno de panico y trastorno de estrés postraumatico (TEPT)
muestran una actividad elevada del sistema noradrenérgico-locus coeruleus
(Charney, 2004; Geracioti y cols., 2001; Wong y cols., 2000). Sin embargo, una
continua activacion de este sistema debido al estrés podria llegar a producir un
agotamiento con una disminuciéon de los niveles de noradrenalina, tal y como se
ha encontrado en algunas formas de depresion (Schildkraut, 1965) y tal y como
sugiere la hipotesis monoaminérgica de la depresion (Bunney y Davis, 1965;
Janowsky y cols., 1972; Schildkraut y Kety, 1967). Los cambios en los niveles de
NA, también se han relacionado con diversos cambios en los receptores a y B~
adrenérgicos cerebrales en modelos animales de estrés crénico (Flugge, 1996;
Flugge y cols., 1997a; 1997b; Flugge, 2000; Papp y cols., 1994b; Papp y cols.,
1994c), que son similares a los encontrados en pacientes depresivos (De
Parmentier y cols., 1993; Garcia-Sevilla y cols., 1999; Litte y cols., 1993; Ordway
y cols., 1994) y en victimas de suicidio (Biegon y Israeli, 1988; Mann y cols.,
1986). Por otra parte, la disminucién de serotonina que causa el estrés también se
ha encontrado en pacientes deprimidos y victimas de suicidio los cuales muestran
menores niveles de 5-HIAA en el liquido cefalorraquideo que los sujetos no
deprimidos (Asberg y cols., 1976; Van Praag, 1969; Van Praag y cols., 1970; Van
Praag y Korf, 1971). Las evidencias que implican a la serotonina en la depresion
ademas proceden de estudios donde se observa que la manipulacion
farmacoldgica que aumenta la serotonina mejora la depresion (Blier, 2003). El
impacto del estrés crénico se manifiesta también a través de cambios en los
sistemas de receptores 5-HTia y 5-HT2 que se han relacionado con el estado
depresivo y los trastornos de ansiedad (Arango y cols., 1990; Arias y cols., 2001;
Avgustinovich y cols., 1999; Berton y cols., 1998; D 'Haenen y cols., 1992; Flugge
y cols., 1997b; Griebel, 1995; Lesch, 1991; Mckitrick y cols., 1995; Meyer y cols.,
2003; Neumeister y cols., 2004; Ossowska y cols., 2001; Papp y cols., 1994b).
Aunque la dopamina no ha sido evaluada con tanto detalle como otros

neurotransmisores en relacion a la depresion, la actividad disminuida de este
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neurotransmisor, particularmente en el area tegmental y el nucleo accumbens, se
ha relacionado con episodios depresivos que se caracterizan por la presencia de
anhedonia como sintoma principal. Por otra parte, también existen pruebas de un
aumento en la actividad dopaminérgica en la depresion psicotica (Aberg-Wistedt
y cols., 1985; Devanand y cols., 1985; Schatzberg y cols., 1985). Los datos en
relacion a los cambios en receptores dopaminérgicos encontrados tanto en
modelos animales de estrés cronico (Dziedzicka-Wasylewska y cols., 1997,
Mijnster y cols., 1998; Papp y cols., 1994a; Willner y cols., 1991) como en
estudios de pacientes con trastornos de depresion y ansiedad son poco
consistentes (D'haenen y Bossuyt, 1994; Klimke y cols., 1999; Parsey y cols.,
2001). Otros datos indican que las situaciones de estrés crénicas pueden producir
una mayor sensibilidad al refuerzo que producen las drogas, mediante cambios
en la actividad dopaminérgica mesolimbica, aumentando asi la vulnerabilidad al

abuso de las mismas (Nestler y Carlezon, 2006).

Los efectos patologicos del estrés parecen darse a través de cambios
neuroquimicos que son similares a los encontrados en trastornos como la
depresion. Sin embargo, tal y como reflejan las diferentes investigaciones, los
datos existentes no apoyan uniformemente el papel de la disfuncion
monoaminérgica en este trastorno (Anguelova y cols., 2003; Mitani y cols., 2006;
Stockmeier, 2003). Es posible que algunas de las inconsistencias encontradas sean
reflejo de las complejas interacciones que pueden ocurrir entre los diferentes
sistemas neurotransmisores implicados en la depresion. Ademas, la depresion es
un desorden heterogéneo, y existen diferentes subtipos que pueden implicar no
solo caracteristicas neuroquimicas comunes, sino también cambios
neuroquimicos distintivos de cada uno de ellos (Gold y Chrousos, 2002; Griffiths
y cols., 2000).

Existe una gran evidencia de la alteracidn del eje HPA tras las situaciones
de estrés cronicas, asi como en los trastornos asociados al estrés, siendo la
activacion crénica lo que daria lugar a los efectos nocivos de la respuesta de
estrés con la aparicion consiguiente de procesos patoldgicos. De esta manera, los

cambios observados en el CRF se han relacionado con el estrés crénico, la
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ansiedad y la depresion (Arborelius y cols., 1999; Banki y cols., 1992; Dunn y
Berridge, 1990; McEwen, 2000; Mckitrick y cols., 1995; Nemeroff y cols., 1984).
Igualmente, se ha observado que los altos niveles de glucocorticoides que se
producen tras una situacion de estrés crénica se relacionan con el estado de
miedo y las memorias traumadticas, haciendo al individuo mads vulnerable al
desarrollo de un estado psicopatoldgico (Korte, 2001). Concretamente, existen
datos consistentes acerca de la hiperactividad del eje HPA que caracteriza a
algunos pacientes depresivos. Asi, se han encontrado niveles elevados de CRF en
el liquido cefalorraquideo de enfermos depresivos (Arato y cols., 1989; Arborelius
y cols., 1999; Banki y cols., 1992; Heuser y cols., 1998; Nemeroff y cols., 1984;
Wong y cols., 2000), menor respuesta de la ACTH a la administracion exdgena de
CRF, mayor tamano de las glandulas adrenales y resistencia al test de supresion de
la dexametasona, indicativo de un fallo del feedback negativo del eje HPA a
consecuencia de una hipercortisolemia cronica (Arborelius y cols., 1999;
Holsboer, 2000; Nemeroff, 1996; Pariante y Miller, 2001). Ademas, la
farmacoterapia y la terapia electroconvulsiva normalizan los altos niveles de CRF
y cortisol asociados a la depresion (Heuser y cols., 1998; Nemeroff y cols., 1991).

Por otra parte, los resultados de los estudios con modelos animales de
estrés no siempre muestran un incremento de glucocorticoides (Van Dijken y
cols., 1992; Van Dijken y cols., 1993). Paralelamente otros estudios en humanos
proporcionan evidencias de que las glandulas adrenales estdan hipoactivas en
algunos trastornos relacionados con el estrés. El hipocortisolismo ha sido
relacionado con el TEPT (Shalev y cols., 1996; Yehuda, 2002), pero no es
exclusivo de esta enfermedad, ya que también se ha encontrado en sujetos sanos
que vivieron bajo condiciones de estrés cronico (Caplan y cols., 1979; Dekaris y
cols., 1993; Friedman y cols., 1963). Hasta el momento el TEPT ha sido muy poco
investigado a nivel experimental y no hay una explicacidn satisfactoria que aclare
por qué las situaciones de estrés que activan el eje HPA, en algunas personas
supone una deficiencia de los niveles de cortisol asociada con el TEPT, mientras
que en otras personas se expresa con altos niveles de cortisol asociados con la

depresion.
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En los ultimos anos ha aumentado el interés por el estudio de los efectos
del estrés sobre la neuroplasticidad y la implicacién de factores neurotroficos,
tales como el BDNF. Existen multiples datos de que las situaciones de estrés
cronico producen alteraciones importantes en la formacién hipocampal,
causando muerte neuronal y pérdida del arbol dendritico en neuronas
piramidales del hipocampo (Sapolsky y cols., 1985; Sapolsky y cols., 1990). Los
efectos del estrés parecen estar en gran parte mediados por los glucocorticoides,
que potencian la accién de otros factores degenerativos, como la isquemia
cerebral, la hipoglucemia o los compuestos excitotoxicos como el glutamato. En
relacidn con esto existen datos de que muchas alteraciones cognitivas de personas
en edad avanzada parecen relacionarse con dafio hipocampal e hipercortisolemia
(Sapolsky y cols., 1986). Ademas de los glucocorticoides, la existencia de un
turnover alterado de serotonina en situaciones de estrés que puede provocar
alteraciones en factores de crecimiento importantes para la neurogenésis, se ha
propuesto como otro mecanismo degenerativo posible (Mattson y cols., 2004).
Por otra parte, los datos indican que también la depresion se relaciona con
alteraciones en la plasticidad o con dano neuronal, y que el tratamiento con
antidepresivos pueden producir sus efectos terapéuticos actuando sobre
mecanismos asociados a un aumento de la plasticidad y la supervivencia neuronal
(Altar, 1999; Shirayama y cols., 2002).

Muchas evidencias procedentes de la investigacion en 1la
Psiconeuroinmunologia sugieren que el estrés produce cambios en la actividad
inmunitaria, tanto en animales como en humanos, que hacen al sujeto mas
vulnerable al desarrollo de enfermedades, incluidos algunos procesos neoplasicos
(Biondi y Zannino, 1997; Cohen y Herbert, 1996; Kiecolt-Glaser y Glaser,
1999; Thomas y cols., 2002; Turner-Cobb y cols., 2001). Los datos muestran que
diversas situaciones de estrés psicoldgico crénico en humanos alteran la respuesta
inmunitaria (Camacho y Dimsdale, 2000; Dimitroglou y cols., 2003; Frimerman
y cols., 1997; Kaur y cols., 2004; Sakami y cols., 2002; Wadee y cols., 2001). Asi,
por ejemplo, las personas sometidas a situaciones de estrés cronico en el trabajo y
que acusan el sindrome de “burnout”, presentan mayores niveles de TNF-a

indicativos de una mayor respuesta inflamatoria (Grossi y cols., 2003). La
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situacion de estrés generada por el divorcio se ha asociado con menor porcentaje
de células CD4+ y NK (Kiecolt-Glaser y cols., 1987). El enviudamiento también
ha sido asociado con el aumento de niveles de cortisol en sangre y la disminucion
de la capacidad citotoxica NK (Gerra y cols., 2001; Goodkin y cols., 1996; Irwin y
Livnat, 1987).

En los ultimos anos ha surgido la hipotesis de que las interleucinas
liberadas por el sistema inmunitario en situaciones de estrés, pueden producir
cambios conductuales, neuroendocrinos y monoaminérgicos centrales similares a
los implicados en diferentes trastornos, tales como la ansiedad y la depresion
(Anisman y cols., 2003; Hayley y cols., 2003). Por otra parte, existe evidencia de
que a menudo estas patologias van acompanadas de alteraciones de la funcion
inmunitaria. Asi, pacientes diagnosticados de trastorno de ansiedad sin
tratamiento, mostraron una disminucion de la respuesta proliferativa de los
linfocitos T ante la estimulacion con mitdgenos (Koh y Lee, 1996). Incluso altos
niveles de ansiedad no patoldgica se han relacionado con mayor vulnerabilidad a
la enfermedad periodontal persistente (Vettore y cols., 2003). Igualmente, se han
observado infecciones de herpes genitales recurrentes que van precedidas de altos
niveles de ansiedad (Fawzy, 1995) y situaciones de estrés crénicas (Ehrstrom y
cols., 2005). La depresion es también un factor de riesgo en la susceptibilidad a la
enfermedad y las personas depresivas muestran un ratio de mortalidad dos veces
mayor que la poblacion normal (Rudisch y Nemeroff, 2003). La proporcién de
pacientes depresivos con enfermedades crénicas esta entre un 15%-36%
(Feldman y cols., 1987). También se ha observado que las personas al cuidado de
familiares con Alzheimer son mads propensas a padecer depresion (Crook y
Miller, 1985; Leonard y Song, 1996) y muestran una disminucion de la
respuesta de anticuerpos ante la vacuna de la gripe (Kiecolt-Glaser y cols., 1996).
Sin embargo, aunque existen datos que indican un empeoramiento de la funcién
inmunitaria en la depresién (Biondi y Picardi, 1996; Constantino y cols., 2000;
Herbert y Cohen, 1993; Irwin y cols., 1990; Kronfol y House, 1984; Krueger y
cols., 1984; Maes y cols., 1992; Miller y cols., 1999; Stein y cols., 1985; Zisook y
cols., 1994), todavia no se conoce bien la relacién entre dicha patologia y el

desarrollo de enfermedades infecciosas o trastornos inflamatorios (Irwin, 2002),
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Asi, podemos considerar el estrés como uno de los factores de riesgo
importantes en la etiologia de los trastornos de ansiedad y de la depresion,
ademas de estar relacionado con una mayor susceptibilidad a la enfermedad. Sin
embargo, todavia no estan claros los mecanismos a través de los cuales el estrés
puede producir esas alteraciones. De esta manera, la utilizacion de modelos
animales de estrés resulta de gran utilidad para abordar este tipo de estudios.
Concretamente, dos de estos modelos, el Estrés Social y el Estrés Medio Croénico,
han sido objeto de nuestra investigacion y a ellos nos referiremos en los proximos

apartados.
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5. ESTRES SOCIAL.

5.1. Introduccion.

En la mayoria de las especies sociales los individuos se exponen
constantemente a relaciones de dominancia y sumision que generan situaciones
de conflicto social que adquieren un gran significado bioldgico, ya que producen
marcadas diferencias en el acceso a recursos, generando situaciones de estrés que
se han considerado similares a las que se dan en humanos (Henry y cols., 1993;
Rohde, 2001). Asi, el rango de dominancia influye en la medida en que un
individuo soporta los estresores fisicos y psicosociales y repercute en la
vulnerabilidad individual a sufrir enfermedades relacionadas con el estrés. Ya
que la mayoria de los estimulos estresantes que producen psicopatologias en
humanos, tales como la ansiedad o la depresion son de naturaleza social, el
estudio de las consecuencias del estrés social en modelos experimentales animales
se considera de gran utilidad (Buwalda y cols., 2005). La busqueda de estrategias
de investigacidén que, por un lado tengan suficiente validez etoldgica y por otro,
tengan en cuenta factores psicosociales y ademas, permitan una rigurosidad y el
control experimental necesario, ha llevado al estudio de los fendmenos de
regulacion neuroinmunoendocrina implicados en las situaciones de estrés social
en animales de laboratorio. En esta linea de investigacion, existen también
estudios que han tratado de revertir las alteraciones provocadas por el estrés
social mediante el uso de tratamientos farmacoldgicos especificos, no solo para
corroborar el estado patoldgico suscitado por éste y para validar la eficacia de los
farmacos empleados, sino que también para aportar datos de los mecanismos

implicados en las alteraciones producidas por el estrés social.

Los estudios experimentales que analizan los efectos del estrés social sobre
la conducta y sobre los aspectos biologicos se llevan a cabo fundamentalmente
con roedores, siendo lo mas tipico la utilizacion de ratas y ratones, aunque hay
estudios realizados con otras especies, como tupayas, hamsters o también con

primates en condiciones naturales o en semi-libertad. En los modelos de estrés
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social, las situaciones agonisticas son el mecanismo principal por el cual la
experiencia social es considerada como productora de estrés (Blanchard y cols.,
2001b). La conducta agonistica es un componente obvio y registrable en términos
de lucha y de resultados, como victoria o derrota, que se da en la mayoria de las
especies y grupos sociables estudiados. El comportamiento agonistico ritual ha
evolucionado para la obtencion de beneficios (jerarquia social,
adquisicion/mantenimiento territorial...), preservando la integridad de los
individuos (Lorenz, 1967; Price, 1998). Los oponentes manifiestan gestos y
acciones de amenaza pero generalmente superficiales y sin provocar heridas
mortales. El final del conflicto lo marca la rendicién del “perdedor”, con lo cual
se establece un nuevo estatus social que se mantiene mediante continuas sefniales
de superioridad e inferioridad por parte del dominante y del sumiso

respectivamente.

Con el objetivo de conocer los cambios conductuales y bioldgicos
ocasionados por el estrés social se han utilizado diferentes modelos animales de
estrés social, en los cuales se emplea una exposicion aguda, intermitente o crénica
a uno o varios sujetos de la misma especie. Los modelos animales de estrés social
van desde los modelos que utilizan colonias, hasta los que se centran en
interacciones diadicas. En los trabajos que han utilizado los modelos de colonia
para el estudio del estrés social, el medio fisico y social varia desde cajas de
estabulacidon estandar con varios sujetos del mismo o de ambos sexos, hasta
entornos semi-naturales con sistemas de tuneles y madrigueras. Este ultimo es un
modelo muy empleado que se ha denominado “sistema de madriguera visible”,
desarrollado por Blanchard y colaboradores (1988), en el que los animales tienen
un area exterior comun, con libre disposicion a agua y a comida y un sistema de
tuneles y madrigueras en los que los animales se guarecen pero son visibles para
el investigador (Blanchard y Blanchard, 1990; Blanchard y cols., 1993;
Blanchard y cols., 1995; Blanchard y cols., 1988; Blanchard y cols., 1998). Este
modelo es muy util para el estudio del estrés social, ya que las colonias de ratas
alojadas en el sistema de madriguera visible muestran conductas agresivas y
defensivas, entre otras, y desarrollan relaciones claras de esfafus social de

dominancia-subordinacion. En los modelos de estrés social en colonia, también se
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utiliza la manipulacién de la estructura de un grupo social estable, mediante la
introduccion de un sujeto macho seleccionado como muy agresivo. Se consigue
asi un modelo social inestable con el consiguiente aumento de los conflictos
sociales y del estrés social (Padgett y cols., 1998).

Otros modelos animales de estrés social han utilizado las interacciones
diadicas, como en el caso del paradigma residente-intruso, el cual se basa en el
establecimiento de un territorio por parte de un animal que lo defiende contra un
macho intruso no familiar. El animal residente defiende el territorio y
generalmente domina al intruso estableciéndose un estafus social de dominancia-
subordinacion. Generalmente, después de la interaccion entre el residente-
intruso, el intruso derrotado o sumiso es alojado en su propia caja o en un
entorno protegido. No obstante, hay variantes del modelo en los que los animales
sometidos a estrés social son alojados en la misma caja en la cual tienen lugar las
interacciones, conviviendo asi de forma continua el sujeto sumiso junto con el
dominante (Cacho y cols., 2003; Fano y cols., 2001). Otra variante del paradigma
residente-intruso es el modelo de estrés social con contacto sensorial, desarrollado
por Kudriavtseva y colaboradores (1991) y que ha sido empleado en esta tesis
doctoral, en el que los animales una vez finalizada la interaccién, son alojados en
la misma caja, pero separados mediante una barrera transparente agujereada, la
cual permite el contacto sensorial, pudiendo olerse, oirse y verse pero impidiendo
el contacto fisico con el oponente (Kudryavitseva, 1991; Kudryavtseva y cols.,
1991a; Kudryaviseva y cols., 1991b). Ademas de emplearse con ratones, este
modelo también se ha utilizado con ratas (Berton y cols., 1998; Berton y cols.,
1999; Rygula y cols., 2005) y tupayas (fupaia belangeri) (Fuchs y cols., 1996;
Kramer y cols., 1999; Ohly Fuchs, 1998). El modelo de estrés social con contacto
sensorial surgio con el objetivo de ser un modelo animal de depresion basado en
la experiencia de derrotas repetidas y del contacto sensorial ininterrumpido y
cronico con el oponente dominante (Kudryavtseva, 1991; Kudryavtseva y cols.,
1991a). De hecho, a este modelo también se le ha denominado “Depresion
inducida por confrontacién social” (Kudryavtseva y Avgustinovich, 1998). La
situacion de estrés por contacto sensorial, una situacion de estrés cronica
inescapable, donde los sujetos sumisos no tienen control alguno de la situacidn, es

un modelo de estrés que induce cambios conductuales relacionados con el
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trastorno depresivo y/o la ansiedad (Avgustinovich y cols., 1997; Avgustinovich y
cols., 1999; Avgustinovich y cols., 2003; Fuchs y cols., 1996; Kramer y cols.,
1999; Kudryavtseva y cols., 1991a; Kudryaviseva y Avgustinovich, 1998; Zelena
y cols., 1999). Las alteraciones del sistema catecolaminérgico y glucocorticoideo
que se observan en situaciones de pérdida de control social y especificamente en
la derrota social indican que son las situaciones estresantes mas potentes en
animales (Koolhaas y cols., 1997). Asi mismo, la experiencia de derrota social
repetida, la emotividad negativa crénica (miedo y estado no satisfactorio), asi
como los largos periodos bajo un estado de sumision, se consideran factores
etioldgicos inductores de un cuadro de tipo ansioso y/o depresivo en los sujetos
perdedores (Kudryavtseva y Avgustinovich, 1998). Precisamente el interés de
esta tesis se centra en el estudio de las posibles alteraciones que sufre el sujeto

sumiso sometido a continuas derrotas.

5.2. Cambios conductuales.

Fl estrés social altera multiples conductas estudiadas en diferentes
situaciones, tanto en la fase de interaccion social como una vez que concluye ésta.
De esta forma, tras repetidas situaciones de estrés social, tanto en modelos de
colonia con ratas, como en modelos de residente-intruso con contacto sensorial
en ratas y ratones, los sujetos sumisos muestran una disminucion de la actividad
locomotora en general, disminucion de la actividad exploratoria, un aumento de
la conducta de inmovilidad, una reduccién o desaparicion de la conducta
agresiva y un incremento de la evitacion del area protegida por el sujeto
dominante (Blanchard y cols., 1995; Blanchard y cols., 2001¢; Kudryaviseva y
cols., 1991a; Kudryavtseva y Avgustinovich, 1998; Tuma y cols., 2005). En
modelos de colonia, las ratas sumisas muestran mayor conducta de ocultamiento
en los lugares protegidos, asi como un aumento de las conductas de “valoracion
del riesgo”, que implican actividades relacionadas con la recogida de informacion
concerniente a las posibles amenazas con acercamiento cauteloso hacia el
estimulo amenazante (Blanchard y cols., 1991; Blanchard y cols., 1995;

Blanchard y cols., 2001c¢). En ratones sometidos a derrota crénica con contacto
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sensorial, también se observa un aumento de la conducta de valoracion de riesgo
con un aumento de la conducta de espera, en la cual el raton sumiso vigila a
distancia los movimientos del raton agresor (Kudryavtseva y Avgustinovich,
1998). También se ha observado una disminucion de la interaccion social con
otros sujetos coespecificos tanto en ratas como en ratones derrotados, sometidos a
diferentes variantes del modelo residente-intruso (Avgustinovich y cols., 1997;
Kudryavtseva y cols., 1991a; Kudryaviseva, 1994; Meerlo y cols., 1996b). Asi
mismo, la derrota crénica en ratones altera la conducta manifestada a lo largo de
las repetidas interacciones con el sujeto dominante, observandose una
disminucion paulatina de la defensa activa, de la retirada y un aumento de la
defensa pasiva y de la inmovilidad. Ademas, se ha observado una conducta de
inmovilidad especial en los derrotados, los cuales se situan de espaldas al
dominante con la nariz en una de las esquinas de la caja, en los intervalos entre
los sucesivos ataques que emite el ratdn dominante, o cuando este se acerca u
olfatea al ratén sumiso. Se ha sugerido que esta conducta indicaria una completa
indiferencia hacia los estimulos sociales e incluso hacia el raton agresor, tal
alteracion de la conducta social también se observa en la depresion humana
(Kudryavtseva y cols., 1991a; Kudryavtseva y Avgustinovich, 1998). También se
ha encontrado una disminucion del tiempo invertido junto al separador en el
“test de particion” en el modelo de estrés social con contacto sensorial en ratones
derrotados (Kudryavtseva y cols., 1991a; Kudryavtseva y cols., 2004), asi como
en tupayas derrotadas, que muestran una tendencia a mantener una distancia lo
mas alejada posible del sujeto dominante (Fuchs y cols., 1996; Kramer y cols.,
1999). Se ha sugerido que la disminucién del tiempo invertido junto al separador
en el test de particion indica una reduccién de la conducta de interaccidon social
provocada por un estado de ansiedad, suscitado por las continuas derrotas y el
contacto sensorial cronico (Avgustinovich y cols., 2003; Kudryavtseva y cols.,
1991a). Sin embargo, ni los agentes antidepresivos, imipramina y clomipramina,
ni los ansioliticos, ipsapirona y buspirona, mejoran la conducta en el test de
particion en los animales derrotados sometidos a contacto sensorial croénico
(Avgustinovich y cols., 1999; Avgustinovich y cols., 2003; Fuchs y cols., 1996;
Kramer y cols., 1999; Kudryavtseva y cols., 1991a).
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Otros estudios han investigado la conducta del subordinado fuera de la
situacidon de interaccion social. De esta manera, se ha observado en diferentes
especies una disminucién de la actividad exploratoria en el test de campo abierto,
test de caja perforada, cajas de actividad o en la propia caja de los sujetos
derrotados sometidos a diferentes variantes del modelo residente-intruso (Berton
y cols., 1998; Fuchs y cols., 1996; Kramer y cols., 1999; Kudryavtseva y cols.,
1991a; Meerlo y cols., 1996a; Meerlo y cols., 1996b; Rygula y cols., 2005). Se ha
sugerido que la disminucién de la actividad locomotora y exploratoria representa
una pérdida del interés por una situacién estimulante novedosa, generada por
una mayor ansiedad (Rygula y cols., 2005). Las alteraciones en la actividad
locomotora producidas por el estrés social tienen cierta similitud a las observadas
en algunas personas con depresion, ya que es frecuente observar una
disminucion de la actividad locomotora en estas personas (Lopez y Valdés,
2003). El tratamiento prolongado con farmacos antidepresivos, como la
clomipramina, revierte la disminucion de la actividad exploratoria en la propia
caja en tupayas sometidas a estrés social cronico con contacto sensorial (Fuchs y
cols., 1996; Kramer y cols., 1999). Existen una variedad de trabajos que indican
que la derrota social induce un aumento de la ansiedad medida en el test del
laberinto elevado en ratas y ratones (Avgustinovich y cols., 1997; Avgustinovich y
cols., 2003; Berton y cols., 1998; Berton y cols., 1999; Haller y Halasz, 2000;
Heinrichs y cols., 1992; Heinrichs y cols., 1994; Kudryavtseva y cols., 2004). Fl
tratamiento prolongado con farmacos ansioliticos de la familia de las azapironas,
como con la ipsapirona y la buspirona produce una mejoria de la conducta en el
laberinto elevado en los ratones derrotados (Avgustinovich y cols., 2003). En
pruebas tipicas para la valoracion de la depresién animal, como en el test de
Porsolt, se ha encontrado un aumento de la inmovilidad en ratas y ratones
derrotados sometidos a contacto sensorial créonico (Kudryaviseva y cols., 1991a;
Rygula y cols., 2005). Se ha sugerido que este resultado representa un signo de
desesperacion conductual que podria deberse a una alteracion del sistema
motivacional, alteracién que es caracteristica en la depresion humana (Rygula y
cols., 2005). El tratamiento prolongado con imipramina resulta en una
disminucion de la inmovilidad en el test de Porsolt en ratones derrotados

sometidos a contacto sensorial cronico (Kudryavtseva y cols., 1991a), hecho que
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no se ha observado tras la administracion prolongada de ipsapirona y buspirona
(Avgustinovich y cols., 2003). También existen datos que muestran una
disminucion de la capacidad de memoria tras estrés social. Se ha observado una
disminucioén de la capacidad de memoria visoespacial en el test de caja perforada
en tupayas derrotadas sometidas a contacto sensorial cronico. La disminucién en
la capacidad de memoria se observo a las 4 semanas que duro el estrés social y 10
semanas después de haber finalizado éste (Ohly Fuchs, 1998).

Por otra parte, se ha observado que la ingesta de agua y comida
disminuye tras sucesivas derrotas en diferentes especies (Kramer y cols., 1999;
Meerlo y cols., 1996b), aunque no se ha encontrado lo mismo tras una unica
derrota (Meerlo y cols., 1996b). La preferencia por la sacarosa disminuye en
ratas derrotadas y mantenidas en contacto sensorial con el dominante a partir de
la segunda semana y semanas posteriores. Resultado que indica una disminucion
de la respuesta al refuerzo o anhedonia, un sintoma que también se observa en la
depresion humana (Rygula y cols., 2005). Sin embargo, tras una unica o tras dos
derrotas repetidas no se ha observado alterada la preferencia por la solucién de
sacarosa en ratas sometidas al modelo residente-intruso (Meerlo y cols., 1996b).
También se ha observado una reduccion de la conducta de autoestimulacion
eléctrica intracerebral (AFIC) en sujetos sumisos (Kureta y Watanabe, 1996). Asi
como, una disminucién del condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) en
los sujetos derrotados, utilizando cocaina y morfina como refuerzo (Coventry y
cols., 1997; Long y cols., 1993). Sin embargo, en numerosos modelos animales se
ha puesto de manifiesto que el estrés facilita el desarrollo de la conducta de
autoadministracién de varias drogas de abuso, aumentando probablemente la
capacidad reforzadora de estas sustancias. De acuerdo con esto, los datos
muestran que la exposicion a situaciones de estrés social en roedores produce un
aumento de la conducta de consumo de diferentes drogas de abuso, como la
cocaina (Haney y cols., 1995; Mickzek y Mutschler, 1996; Tidey y Mickzek,
1997) o el etanol (Kudryaviseva y cols., 1991b).

Otros trabajos muestran que conductas como el autoaseo pueden
aumentar (Tornatzky y Mickzek, 1994) o disminuir (Fuchs y cols., 1996)
(Kramer y cols., 1999; Van Erp y cols., 1994) en animales derrotados. También se

ha encontrado que la conducta de marcaje territorial disminuye tras la derrota
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crénica en tupayas (Fuchs y cols., 1996; Kramer y cols., 1999) y que los sujetos
derrotados disminuyen su investigacion en el area marcada con orina por parte
de un sujeto agresivo después de un enfrentamiento (Jones y Nowell, 1973). Se
ha encontrado que los ratones subordinados prefieren el olor de hembras no
familiares y ante el olor de un macho dominante prefieren el olor de un
dominante conocido al de un dominante desconocido (Rawleigh y cols., 1993).
Ademas, los ratones derrotados siguen mostrando un aumento de las conductas
relacionadas con la valoracidén de riesgo ante el olor del oponente una vez ha
desaparecido este (Garbe y Kemble, 1994). También se ha observado una
disminucion de la conducta de apareamiento (Yosimura y Kimura, 1991) y de la
eyaculacion espontanea en los sujetos sumisos (Huber y Bronson, 1980). Asi
mismo, otros estudios muestran una alteracion del patrén de suefio en animales
derrotados, de forma similar al que muestran los pacientes depresivos,

caracterizado por un “despertar precoz” (Riither, 1989)

5.3. Cambios neuroquimicos.

Tal y como hemos observado en el apartado anterior, el estrés social
induce cambios conductuales que son revertidos por el tratamiento con agentes
antidepresivos y ansioliticos. Dado que la eficacia mostrada por estos farmacos se
ha relacionado con cambios en diferentes sistemas de neurotransmision, como el
sistema serotoninérgico y el noradrenérgico entre otros, es posible que en los
mecanismos subyacentes a estas alteraciones estén implicados estos sistemas. Por
ello, en las proximas lineas expondremos los resultados obtenidos en diferentes
investigaciones que emplean modelos animales de estrés social y los cambios

neuroquimicos producidos tras el conflicto social.

La mayoria de los trabajos sobre los efectos del estrés social sobre el
sistema serotoninérgico cerebral muestran una activaciéon de este sistema. Asi, las
ratas y ratones subordinados muestran altos niveles del metabolito (5HIAA) de la
serotonina en diferentes dreas cerebrales y un aumento del ratio SHIAA/SHT en

el cerebro medio (Avgustinovich y cols., 1999; Berton y cols., 1998; Blanchard y
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cols., 1991; Devoino y cols., 2003b), nucleo acumbens (Devoino y cols., 2003b),
amigdala (Blanchard y cols., 1991) e hipotalamo (Blanchard y cols., 1991;
Devoino y cols., 2003b). Otros estudios indican que hamsters adultos que fueron
socialmente derrotados durante su pubertad, presentan un aumento de la
inervacidn serotoninérgica en el septo lateral y en el hipotdlamo, sugiriendo que
la derrota provoca un aumento de la capacidad para liberar 5HT en estas dreas
cerebrales (Delville y cols., 1998). La activacion serotoninérgica permanente esta
relacionada con bajos niveles de agresividad y con un sfafus de subordinacion. De
hecho, se ha encontrado que la administracion de sertralina, un agente inhibidor
selectivo de la recaptacion de SHT (ISRS), revierte el sfafus de dominancia en
animales sometidos a estrés social (Larson y Summers, 2001). También se ha
observado un aumento de los niveles de proteina c-fox en el nucleo dorsal y
medial del rafe, corteza prefrontal e hipotdlamo en ratas sometidas a continuas
derrotas cuando se compararon con los sujetos control y con ratas derrotadas
pero que fueron tratadas intraventricularmente con un deplector serotoninérgico.
Resultado que indica que la derrota repetida da lugar a una intensificacion de la
actividad serotoninérgica en dichas areas cerebrales (Chung y cols., 1999). En
este mismo sentido, otros datos muestran un aumento de la actividad de la enzima
triptofano hidroxilasa (TPH) en el estriado (Amstislavkaya y Kudryavtseva, 1997)
e hipotalamo (Amstislavkaya y Kudryavtseva, 1997; Avgustinovich y cols., 1999)
en ratones sometidos a continuas derrotas. También se han encontrado cambios
en la expresion del gen del transportador de 5-HT en diferentes dreas del cerebro
(Berton y cols., 1999; Filipenko y cols., 2002a; Filipenko y cols., 2002b; Mckitrick
y cols., 1995), que se han relacionado con cambios conductuales indicativos de
ansiedad y depresidn en los animales derrotados. Paralelamente, los pacientes que
tienen una regulacion a la baja de la expresion del transportador de 5HT,
muestran un aumento de las conductas de miedo y ansiedad, ademds de mayor
actividad neuronal en la amigdala en respuesta a los estimulos que causan miedo
y mayor sintomatologia depresiva en relacion con la situacion estresante (Caspi y
cols., 2003; Hariri y cols., 2002).

El estrés social por derrota también causa una alteracion en los receptores
serotoninérgicos. Se ha encontrado una disminucion de los receptores 5HT14 en la

corteza frontal (Avgustinovich y cols., 1999; Flugge y cols., 1997b), la amigdala
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(Avgustinovich y cols., 1999) y en el hipocampo (Berton y cols., 1998; Flugge,
1995; Mckitrick y cols., 1995) en diferentes especies sometidas a diferentes
periodos de tiempo y modelos de estrés social. Se ha sugerido que la regulacién a
la baja de los receptores 5HTia en el hipocampo de tupayas sometidas a derrota
social cronica, podria ser responsable de la supresion de la neurogénesis
encontrada en esta drea cerebral. El tratamiento con antidepresivos previene la
reduccion del volumen y neurogénesis hipocampal (Czeh y cols., 2001; Jacobs y
cols., 2000; Van Der Hart y cols., 2002), lo que sugiere que la pérdida de
plasticidad neuronal y la disminucion de la supervivencia neuronal constituyen
factores clave en la fisiologia patoldgica de la depresion en humanos (Duman y
cols., 1997; Manji y cols., 2000). Por otra parte, se ha observado que los farmacos
que selectivamente activan los receptores 5HTia y 5HTis reducen la agresion
social en ratas en el paradigma de residente-intruso (Mickzek y cols., 1994).
Ademas, los ratones a los que se les elimina el gen que codifica los receptores
5HTis muestran un aumento de la conducta agonistica en el modelo de residente-
intruso (Saudou y cols., 1994). Estos datos sugieren un aumento de la actividad
de los receptores 5HTis en animales sumisos que no manifiestan una conducta
agresiva contra el oponente.

Respecto a los receptores 5HT24, se ha encontrado que la derrota social
repetida provoca una regulacion al alza de estos receptores en la corteza cerebral
(Berton y cols., 1998; Mckitrick y cols., 1995). Aunque los mecanismos
responsables en la regulacion de estos cambios estan relacionados con una
disminucion de los niveles de B5HT, también parece estar implicada la
corticosterona, ya que el numero de receptores 5HT»a varia en funcién de los
niveles basales de corticosterona y del peso adrenal (Chaouloff, 1995; Mckitrick y
cols., 1995). La estimulacién de los receptores 5HT2a se ha relacionado con
ansiedad y aversion (Griebel, 1995). La alteracion de estos receptores también se
ha relacionado con la depresion, ya que se ha encontrado un aumento de los
receptores BHT2a en la corteza cerebral de pacientes depresivos y victimas
suicidas (Arango y cols., 1990; Arias y cols., 2001; Meyer y cols., 2003). Se ha
sugerido la hipdtesis de que las situaciones de estrés cronicas, en las cuales hay
una secrecidon cronica de glucocorticoides, provocan una intensificacion de la

liberacion de 5-HT (e incremento de la ansiedad), lo que finalmente resultaria en
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un agotamiento de las neuronas serotoninérgicas que como consecuencia
produciria una regulacion al alza en los receptores serotoninérgicos tal y como es
caracteristico en la depresion (Korte, 2001).

Esta secuencia de acontecimientos estaria de acuerdo con el reconocido papel de
la ansiedad como factor llave en la vulnerabilidad a la depresion (Kar y Bastia,
2006; Momartin y cols., 2004; Parker y cols., 1997).

En cuanto a la relacidn entre el estrés social y el sistema noradrenérgico
central, los datos muestran un aumento del ARNm de la tiroxina hidroxilasa (TH)
y de los niveles de TH en el Jocus coeruleus tras la aplicacion de un estrés social
en ratas subordinadas, que refleja un aumento de la actividad neuronal
noradrenérgica (Watanabe y cols., 1995). También se ha encontrado que en las
fases iniciales de estrés social se da una regulacion a la baja de los receptores Q-
adrenérgicos, indicativos de un aumento de los niveles de noradrenalina, sin
embargo, las situaciones de derrota cronica producen el efecto contrario (Flugge,
1996; Flugge y cols., 1997a; 1997b; Flugge, 2000). Paralelamente, los estudios
postmorfem de cerebros de pacientes depresivos muestran bajos niveles de
noradrenalina junto con una regulacion al alza de los receptores Qz-adrenérgicos
en diferentes dreas cerebrales (Garcia-Sevilla y cols., 1999; Ordway y cols.,
1994). Se ha sugerido que la regulacion a la alza de los receptores 0z~
adrenérgicos podria estar también mediada por los glucocorticoides, los cuales se
encuentran elevados tras el estrés cronico (Jhanwar-Uniyal y Leibowitz, 1986).
Ademas, existen datos que muestran que la administracion prolongada de cortisol
a tupayas provoca un aumento de los lugares de ligamiento de los receptores Oz~
adrenérgicos en varias dreas cerebrales (Flugge, 1999).

Por otra parte, los animales sometidos a una experiencia de derrota
cronica presentan una regulacion a la baja de los receptores B-adrenérgicos en
diferentes zonas cerebrales, fundamentalmente en el hipocampo y en la corteza
parietal (Flugge y cols., 1997a; 1997b). Paralelamente, se ha encontrado una
regulacién a la baja de los receptores Pi-adrenérgicos en la corteza frontal y

temporal de victimas suicidas (De Parmentier y cols., 1993; Litte y cols., 1993).
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Pocos estudios se han centrado en la relacion entre el estrés social y el
sistema dopaminérgico, pero hay evidencias relativas al aumento de los niveles de
dopamina (DA) y de su metabolito, DOPAC, en el nucleo accumbens y en la
corteza prefrontal en respuesta a experiencias de derrota en ratas y ratones
(Haney y cols., 1990; Tidey y Miczek, 1996). Este aumento de la actividad
dopaminérgica se ha relacionado con la conducta de atencidn selectiva que
muestran las ratas sumisas hacia el sujeto dominante y no con el aumento de la
actividad psicomotora (Tidey y Miczek, 1996). De acuerdo con esto, se ha
observado que la administracion de agentes ansidgenos pueden incrementar la
liberacion de DA en el nucleo accumbens sin que haya aumento de la actividad
locomotora (Mccullough y Salamone, 1992). Este y otros trabajos sugieren una
relacion entre un aumento de la actividad dopaminérgica y el estado de ansiedad
(Graeff y cols., 1997; Talalalenko y cols., 2001; Tidey y Miczek, 1996).

5.4. Cambios neuroendocrinos.

En relacidn con el estrés social y la respuesta neuroendocrina, el sistema
mas estudiado es el eje HPA. Existen datos que indican que no existen diferencias
en los niveles de CRF en animales socialmente estresados (De Goij y cols., 1992),
aunque se observa un incremento del numero de receptores (Fuchs y Flugge,
1995; Veenema y cols., 2004) que vuelven a los niveles normales tras una
situacion de estrés social prolongada (Veenema y cols., 2004). Otros datos
muestran un aumento de los niveles de ACTH en sangre tras una o varias derrotas
repetidas (Heinrichs y cols., 1992; Huhman y cols., 1991; Pich y cols., 1993;
Saltzman y cols., 2004; Skutela y cols., 1994), aunque no siempre se observe este
aumento (De Gojj y cols., 1992). El estrés social también provoca un aumento de
los niveles de B-endorfina y B-lipotropina y una disminucion de los niveles de
prolactina en animales derrotados y subordinados (Dijkstra y cols., 1992;
Huhman y cols., 1990; Huhman y cols., 1991; Huhman y cols., 1995). También
se ha encontrado un aumento de los niveles de cortisol en tupayas (Fuchs y cols.,
1996; Ohl y Fuchs, 1998), o de corticosterona en ratas, ratones, hamsters y

cobayas tras la derrota social (Blanchard y cols., 1995; Cacho y cols., 2003;

50



Estrés social

Dijkstra y cols., 1992; Fano y cols., 2001; Huhman y cols., 1990; Huhman y cols.,
1991; Pich y cols., 1993; Raab y cols., 1986; Sachser y Lick, 1991; Stark y cols.,
2001; Vegas y cols., 2006). El incremento de la corticosterona provocado por la
derrota social, parece depender de diferentes factores, tales como el tipo de
exposicion ante el sujeto dominante (cohabitacion-interacciones diarias) y del
numero de interacciones o tiempo en cohabitacion (Fano y cols., 2001). Ademas,
el incremento de los niveles de corticosterona parece aumentar la tendencia a
manifestar conductas de subordinacion. Los datos indican que la administracion
exdgena de corticosterona y ACTH producen un aumento de las conductas se
subordinacion en posteriores interacciones agonisticas cuando existe una
experiencia previa de derrota (Leshner y Roche, 1977; Leshner, 1980; Nock y
Leshner, 1976; Roche y Leshner, 1979). La disminucién experimental de los
niveles de corticosterona produce el efecto contrario (Nock y Leshner, 1976). Por
otro lado, se ha observado que los farmacos antidepresivos revierten el aumento
de los niveles de cortisol, asi la administracion prolongada de clomipramina
normaliza los niveles de cortisol en tupayas sometidas al modelo de estrés social
con contacto sensorial cronico (Fuchs y cols., 1996).

Ademas de los niveles de glucocorticoides, se han encontrado cambios en
los receptores para estas hormonas tras situaciones de estrés social en animales
subordinados. Se sabe que el hipocampo contiene un gran numero de receptores
glucocorticoideos y existen datos que muestran una disminucion del ratio entre
receptores de mineralocorticoides (MC) y receptores de glucocorticoides (GC) en
el hipocampo tras situaciones de estrés social (Buwalda y cols., 2001; Veenema y
cols., 2003a; Veenema y cols., 2003b). Ratas sometidas a tres semanas de derrota
social muestran una disminucién del 56% en el ligamiento de los receptores MC
(Buwalda y cols., 2001). También, se ha encontrado que la administracion
prolongada de cortisol causa una reduccion del volumen hipocampal en tupayas.
Igualmente, el estrés social crénico también redujo el volumen hipocampal de los
sujetos estresados (Czeh y cols., 2001; Ohl y cols., 2000; Van Der Hart y cols.,
2002). Hay constancia de que tras el estrés social por derrota, se produce una
inhibicion de la proliferacion de células granulares en el giro dentado del
hipocampo (Czeh y cols., 2001; Fuchs y Gould, 2000; Van Der Hart y cols.,

2002), asi como, una retraccion dendritica en las neuronas piramidales del area

51



Estrés social

CA3 del hipocampo (Magarinios y cols., 1996). El tratamiento con agentes
antidepresivos, como la tianeptina y la clomipramina revierte los cambios que
induce el estrés social en los sujetos derrotados (Czeh y cols., 2001; Van Der Hart
y cols., 2002). A la vista de estos resultados, se ha sugerido que los cambios en la
neurogénesis hipocampal producidos por el estrés estan mediados por los
sistemas serotoninérgico y glucocorticoideo.

Por ultimo, el estrés social también produce alteraciones a nivel de las
glandulas adrenales produciendo un aumento del peso de las mismas en animales
derrotados o subordinados (Blanchard y cols., 1995; Brain, 1972; Hukelbridge y
cols., 1981; Krugers y cols., 1996; Rygula y cols., 2005).

Ademas de en el eje HPA el estrés social produce alteraciones en otros
sistemas hormonales, como el eje HPG. Se ha encontrado una disminucion de la
actividad de este eje tras el estrés social en animales subordinados. Las
experiencias de derrota y subordinacion disminuyen los niveles de FH, LH y de
testosterona (Blanchard y cols., 1993; Blanchard y cols., 1995; Huhman y cols.,
1991; Kudryaviseva y Avgustinovich, 1998; Raab y Haedenkamp, 1981).
Aunque no todos los estudios encuentran diferencias en los niveles de testosterona
(Dijkstra y cols., 1992).

En relacién al sistema SAM, se ha observado que tras una interaccidén
agonistica los animales derrotados muestran un aumento de la actividad de los
enzimas responsables de la sintesis de las catecolaminas, como la
feniletanolamina N-metiltransferasa (Brain, 1980; Hukelbridge y cols., 1981) y la
tirosina-hidroxilasa (TH) (Raab y Haedenkamp, 1981; Raab y cols., 1986), asi
como de los niveles de adrenalina (A) y/o NA (Brain, 1980; Fuchs y cols., 1996;
Hukelbridge y cols., 1981; Kramer y cols., 1999; Sgoifo y cols., 1996). Sin
embargo, este efecto parece depender del numero de derrotas ya que en otros
estudios con mayor numero de derrotas no se observa un aumento de los niveles
de NA en los animales subordinados (Brain, 1980; Cacho y cols., 2003; Fano y
cols., 2001).
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5.5. Sistema inmunitario.

Cada vez son mds los estudios que se realizan con el objetivo de conocer
de que manera y en que grado el estrés social afecta al sistema inmunitario y a la
susceptibilidad a la enfermedad. A grandes rasgos se sabe que el estrés social en
general induce un estado de inmunosupresién que se relaciona con un aumento
de la predisposicion al desarrollo de enfermedad. Sin embargo, como veremos en

las proximas lineas no todos los datos apuntan en la misma direccion.

De esta manera y en relacion a la respuesta inmunitaria ante las
situaciones de estrés social, son diversos los pardmetros inmunitarios que se han
medido, siendo lo mas frecuente el registro de la cantidad de células inmunes, la
capacidad proliferativa celular ante la estimulacidén con mitégenos y la actividad
citotoxica de las células NK. Asi, existen estudios que reportan una disminucion
leucocitica por parte de los animales sumisos tras situaciones de estrés social
(Stefanski, 1998; Stefanski y Engler, 1999). No obstante, otros estudios no
encuentran diferencias en la cantidad de las diferentes poblaciones leucociticas
(Stark y cols., 2001) e incluso hay trabajos que reportan un incremento de la
cantidad de granulocitos (Stefanski, 2000) y de neutrofilos (Engler y cols., 2004;
Ghosh y cols., 1983) en los animales sumisos. También se ha encontrado un
incremento de la capacidad fagocitica de las células del bazo tras estrés social
(Lyte y cols., 1990).

Otros estudios en general muestran una disminucion de la capacidad
proliferativa de los linfocitos T tras el estrés social en los animales sumisos
(Bartolomucci y cols., 2001; Hardy y cols., 1990; Raab y cols., 1986; Stefanski,
1998; Stefanski y Engler, 1998; 1999; Vegas y cols., 2006). Sin embargo hay
estudios que no encuentran diferencias (Klein y cols., 1992) e incluso existen
trabajos que hallan un aumento de ésta (Bohus y cols., 1993). Ademads, se ha
observado que el aumento de esta capacidad proliferativa de las células esplénicas
es mas acusado en ratones sometidos durante mas tiempo a estrés social (Cacho y
cols., 2003). Por otra parte, aunque en algunos estudios se haya observado una

relacion entre altos niveles de corticosterona y un decremento de la capacidad de
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proliferacion linfocitica T en los animales sumisos (Raab y cols., 1986; Vegas y
cols., 2006), en otros experimentos no se encuentra ésta correlacion (Cacho y
cols., 2003; Dréau y cols., 1999; Fano y cols., 2001; Klein y cols., 1992; Lyte y
cols., 1990; Stark y cols., 2001). Se ha sugerido que ésta falta de correlacion no es
debida al hecho de que la corticosterona no tenga un efecto inmunosupresor, si
no mas bien, a que las células inmunitarias desarrollan una resistencia a los
glucocorticoides (Avitsur y cols., 2001; Stark y cols., 2001). En general los datos
indican que no es posible establecer una simple relacion entre los altos niveles de

glucocorticoides y la actividad inmunitaria.

La respuesta humoral ante situaciones de estrés social se manifiesta
mediante una disminucion de la produccién de inmunoglobulinas G (IgG) en
animales sumisos (Tuchscherer y cols., 1998) y una disminucion de la
produccién de anticuerpos anti eritrocitos de carnero en ratas y ratones
derrotados (Beden y Brain, 1982; Bohus y cols., 1993), que es mas pronunciada
cuanto mayor es la cantidad de derrotas sufridas (Beden y Brain, 1982). También
se ha encontrado una disminucién de la expresion de células formadoras de
rosetas (RFC) (Devoino y cols., 2003b) y células formadoras de placas (PFC)
(Devoino y cols., 1993; Devoino y cols., 2003b) en respuesta a la inoculacion de
eritrocitos de carnero en ratones sumisos con diferentes periodos de derrota
cronica. En cuanto a la capacidad proliferativa de los linfocitos B ante la
estimulacidén con mitdgenos no se han hallado cambios en relacion con el estrés
social (Hardy y cols., 1990; Stark y cols., 2001).

Por otra parte, se ha encontrado una reduccién de la actividad citotoxica
de las células NK tras el estrés social, pero no se han observado diferencias entre
los sujetos dominantes y sumisos (Azpiroz y cols., 1994; Petito y cols., 1993;
Stefanski y Engler, 1999). No obstante, existen datos de que la reduccion en la
actividad citotoxica de las células NK es mas persistente en los animales sumisos
que en los dominantes (Stefanski y Engler, 1999). En otros trabajos no se han
encontrado diferencias en este pardmetro tras el estrés social (Hardy y cols.,
1990; Klein y cols., 1992).
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El estrés social también produce cambios en los mensajeros
inmunoldgicos. Se ha encontrado un incremento de los niveles de IL-6 (Merlot y
cols., 2004; Stark y cols., 2001) e interferon-y (IFN-y) (Merlot y cols., 2004) y
una disminucién de los niveles de IL-2 (Hardy y cols., 1990), IL-4 (Bartolomucci
y cols., 2001) e IL-10 (Bartolomucci y cols., 2001; Merlot y cols., 2004) en

ratones derrotados.

En general, el efecto que mas frecuentemente aparece como consecuencia
del estrés producido por pertenecer a un esfatus social bajo, ser sumiso, o estar
sometido a amenaza y ataque continuamente, es una reduccion de la capacidad
de respuesta del sistema inmunitario. En este sentido es razonable suponer que los
animales que se encuentran bajo estas circunstancias, presenten menor
resistencia en los modelos de enfermedad que los sujetos controles. De acuerdo
con esto, se ha encontrado que el estrés social exacerba el dano neuronal
provocado por la inoculacion del virus de Theiler (Johnson y cols., 2004),
provoca un aumento significativo de los focos tumorales experimentalmente
inducidos (Vegas y cols., 2006) y causa una mayor retencion de células tumorales
(Stefanski y Ben-Eliyahu, 1996) en animales derrotados. Este aumento es mas
acusado en los sujetos derrotados que muestran un afrontamiento del estrés social
mas pasivo que los que expresan un afrontamiento mads activo (Vegas y cols.,
2006). También se ha observado que las ratas genéticamente seleccionadas como
menos agresivas, manifiestan mayor susceptibilidad al desarrollo de enfermedad
tumoral ante la inoculacién de 3-metilcolantreno, que las ratas seleccionadas

como mds agresivas (Petito y cols., 1993).

Como podemos observar en relacion al estrés social y el estado
inmunitario los diferentes parametros inmunoldgicos estudiados no siempre han
dado resultados que apuntan en la misma direccion e indican que la relacion
entre el estrés y el sistema inmunitario es compleja. Las investigaciones, en
general, indican una estrecha interrelacion entre el estrés y la vulnerabilidad a
desarrollar enfermedades relacionadas con el funcionamiento del sistema

inmunitario. Sin embargo, a la vista de los datos, por el momento es dificil
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establecer un modelo de estado inmunitario en los animales que sufren

situaciones de estrés social.
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6. ESTRES MEDIO CRONICO.

6.1. El modelo de Estrés Medio Cronico.

El modelo de estrés medio cronico (EMC) fue desarrollado a finales de los
anos 80 como un modelo animal de depresion que diferia con respecto a otros
modelos disponibles en que reproduce un sintoma principal de la depresion, la
anhedonia (Willner y cols., 1987). La anhedonia definida como un fenémeno de
pérdida de respuesta ante estimulos o eventos placenteros es uno de los
principales sintomas de la depresion mayor definidos por el DSM-IV y es a su vez

el sintoma principal de la depresion melancolica (Lopez y Valdés, 2003).

El modelo de EMC desarrollado por Willner (1987) se basa en los estudios
previos realizados por Katz (1981) que muestran que ratas expuestas a una
variedad de estresores relativamente severos, durante un periodo prolongado,
reducian la ingesta de liquidos dulces, lo que sugirid que podria ser reflejo de una
disminucion hedodnica, o anhedonia. Este estudio fue el primero de una serie de
trabajos acerca de los efectos del estrés cronico sobre la actividad locomotora y la
reversion de tales efectos por el tratamiento con antidepresivos (Katz y Hersch,
1981; Katz y cols., 1981a; Katz y cols., 1981b; Katz, 1982; Katz y Baldrighi,
1982; Katz y Sibel, 1982). El procedimiento de EMC difiere del utilizado por
Katz (1981) en que la intensidad del estrés utilizado es menor con el objetivo de
suministrar una estimulacion que reproduzca de forma mds parecida a la de los
estresores de la vida diaria en humanos y en que utiliza la sensibilidad a la
recompensa como medida conductual principal de la anhedonia. El modelo de
EMC implica la exposicion a una variedad de estresores inesperados de intensidad
media durante un periodo de tiempo prolongado, tales como periodos de
privacion de agua y comida, pequenas reducciones de la temperatura, cambios
del ciclo de luz oscuridad, aplicacion de luz estroboscopica, aplicacion de sonidos
de alta frecuencia, inclinacién de la jaula, etc. Los datos iniciales de la
investigacion mostraron que los animales expuestos durante varias semanas a

dichos estresores reducian gradualmente el consumo de y la preferencia por, una
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solucién de sacarosa y que este déficit podia ser revertido por el tratamiento con
antidepresivos (Willner y cols., 1987). Muchos estudios han utilizado este test
como instrumento para la evaluacion de la anhedonia inducida por el EMC
(Bekris y cols., 2005; D'aquila y cols., 1994; D'aquila y cols., 1997a; Dalla y cols.,
2005;, Grippo y cols., 2003; Grippo y cols., 2005a; Grippo y cols., 2005b; Gronli
y cols., 2004; Gronli y cols., 2005; Li y cols., 2003; Papp y cols., 1994b; Papp y
cols., 1994c; Papp y cols., 1996; Papp y cols., 2002; Silberman y cols., 2004;
Willner y cols., 1996).

Sin embargo, la dificultad mostrada por diferentes grupos de
investigadores para reproducir los resultados ha puesto en duda la replicabilidad
del modelo de EMC. Se ha criticado el procedimiento de EMC no solo en relacion
a la consistencia de los efectos conductuales sino también en relacion al efecto
preventivo o paliativo de los antidepresivos (Nestler y cols., 2002). Algunos
estudios ponen en duda que la disminucion de la ingesta de soluciones dulces
pueda interpretarse como anhedonia, debido al papel que juega la privaciéon de
comida y la consecuente pérdida de peso que se produce, en la génesis de estos
efectos (Hatcher y cols., 1997; Mathews y cols., 1995). No obstante, Willner
(1997) argumenta que los efectos que ejerce el EMC no pueden ser solamente
atribuidos a la pérdida del peso corporal, ya que en procedimientos que se
privaba de agua y comida por igual a los sujetos experimentales y controles la
disminucion de la preferencia se observa solo en sujetos sometidos a EMC (Cheeta
y cols., 1994; Dauge y cols., 1996; Valverde y cols., 1997). También en estudios
en los que no hubo privacion de agua y comida se ha observado una disminucion
significativa de la preferencia a la sacarosa unicamente en los animales sometidos
a EMC (Cheeta y cols., 1994; Dauge y cols., 1996; Valverde y cols., 1997),
aunque estas diferencias no se han encontrado en todas las cepas estudiadas
(Duccottet y Belzung, 2005). Otros estudios muestran que la disminucion de la
ingesta de sacarosa es inestable a lo largo del tiempo (Dalla y cols., 2005; Nielsen
y cols., 2000; Pothion y cols., 2004) o que se habitua rapidamente (D'aquila y
cols., 1997b; Harro y cols., 1999). Ademds, se ha referido que un mismo grupo
de investigadores no siempre consigue reproducir una disminucidén de la

preferencia de sacarosa (Harris y cols., 1997) e incluso en algunos casos observan
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un aumento de esta conducta (Murison y Hansen, 2001). También hay otros
estudios en los que no se encuentran cambios significativos en la conducta de

ingesta de sacarosa (Haidkind y cols., 2003; Harro y cols., 2001).

Por otro lado, se ha encontrado una gran variabilidad de la conducta de
ingesta o preferencia de sacarosa tras el EMC en funcién de la cepa (Ayensu y
cols., 1995; Duccottet y Belzung, 2005; Marona-Lewicka y Nichols, 1997;
Nielsen y cols., 2000; Pothion y cols., 2004; Pucilowski y cols., 1993), sexo
(Baker y cols., 2006; Konkle y cols., 2003), estado endocrino (Duncko y cols.,
2001a; Duncko y cols., 2001b; Gamaro y cols., 2003), estado nutritivo (Harris y
cols., 1997; Hatcher y cols., 1997) hora del dia (D'aquila y cols., 1997b),
condiciones de la cria (D'aquila y cols., 1994) o estatus social (Strekalova y cols.,
2004).

Una serie de estudios han encontrado que el tratamiento crénico con
antidepresivos con diferentes mecanismos de accion, revierte o previene la
disminucion de o la preferencia por la ingesta de sacarosa producida por el EMC.
De esta manera, se ha observado reversion de la disminucién de la preferencia a
la sacarosa tras el tratamiento con agentes inhibidores selectivos de la recaptacion
de serotonina (ISRS), como el citalopran (Papp y cols., 2002) y la fluoxetina
(Ayelli-Edgar y cols., 2002; D'aquila y cols., 1997a; Dziedzicka-Wasylewska y
cols., 1997; Grippo y cols., 2005a; Li y cols., 2003; Muscat y cols., 1992;
Sluzewska y Szczawinska, 1996). También se ha encontrado el mismo efecto con
el agente inhibidor de la recaptacién de noradrenalina, maprotilina (Muscat y
cols., 1992), asi como con el antidepresivo atipico mianserina (Cheeta y cols.,
1994). También fueron efectivos los antidepresivos triciclicos, como la
imipramina (Bekris y cols., 2005; Bijak y Papp, 1995; Dziedzicka-Wasylewska y
cols., 1997; Kubera y cols., 1995; Kubera y cols., 1996; Monleon y cols., 1995;
Munoz y Papp, 1999; Papp y cols., 1994a; 1994b; Papp y cols., 1994c; Papp y
cols., 1996; Papp y cols., 2002; Sampson y cols., 1991; Sluzewska y Szczawinska,
1996; Willner y cols., 1987), desipramina (Kubera y cols., 2001) y amitriptilina
(Sampson y cols., 1991) y los inhibidores de la mono-amino-oxidasa (IMAO),

como la brofaromina (Papp y cols., 1996). Asi mismo, los agonistas parciales 5-
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HTa, buspirona (Papp y cols., 1996) y alnespirona (Mufioz y Papp, 1999) y el
agonista 5-HTia/antagonista 5-HT., fiblanserina (D'aquila y cols., 1997a)
revertieron, también, los efectos del EMC. Sin embargo otros estudios no
encuentran este efecto tras el tratamiento con fluoxetina, fiblanserina, ni con
imipramina (Azpiroz y cols., 1999; D'aquila y cols., 1997a). Los estudios con
farmacos no antidepresivos, como la d-anfetamina, morfina, o los neurolépticos,
haloperidol y clorprotixeno no encuentran una reversion de la disminucion de la
preferencia de sacarosa inducida por el EMC (Muscat y cols., 1992; Papp y cols.,
1996).

El estudio de los efectos del EMC sobre la sensibilidad a la recompensa
también se ha abordado utilizando otros parametros diferentes a los que se basan
en la conducta del consumo de soluciones dulces. Algunos estudios que utilizan la
prueba de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) indican que el EMC
impide o disminuye el condicionamiento. Se ha encontrado disminucion del CPL
utilizando diferentes refuerzos, como quinpirole (Papp y cols., 1993a; Papp y
cols., 1993b), d-anfetamina (Papp y cols., 1991; Papp y cols., 1993a), morfina
(Papp y cols., 1992; Valverde y cols., 1997), solucién de sacarosa (Papp y cols.,
1991) o comida (D'aquila y cols., 1997a; Papp y cols., 1991). Ademas, la
disminucion del condicionamiento de lugar coexistié con una disminucion de la
ingesta de sacarosa (Benelli y cols., 1999; D'aquila y cols., 1997a; Muscat y cols.,
1992; Papp y cols., 1991; Papp y cols., 1992). También existen datos de un efecto
contrario tras la aplicacion del EMC, que muestran un aumento del
condicionamiento de preferencia de lugar utilizando cocaina como refuerzo
(Haile y cols., 2001). Algunos trabajos que muestran una disminucién del CPL
tras la aplicacién del EMC también encuentran una reversion de este efecto tras el
tratamiento con antidepresivos como la fluoxetina (D'aquila y cols., 1997a;
Muscat y cols.,, 1992), imipramina (Valverde y cols., 1997), fiblanserina
(D'aquila y cols., 1997a), y maprotilina (Muscat y cols., 1992). Por el contrario,
farmacos no antidepresivos, como el clordiazepoxido no producen una reversion
del CP (Muscat y cols., 1992).
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En contraste con la disminucién de la respuesta a la recompensa
observada en animales sometidos a EMC, los estudios que miden la respuesta ante
estimulos aversivos no encuentran cambios (Papp y cols., 1992) o encuentran un
aumento de esta respuesta (Gambarana y cols., 1999; Gambarana y cols., 2001;
Murua y cols., 1991). Estos estudios indican que el EMC no causa una atenuacion
generalizada de las conductas motivadas sino que produce un deterioro especifico

de las conductas recompensadas.

Otro tipo de prueba también dirigida a medir la sensibilidad al refuerzo
evalua la conducta de “auto-estimulacion eléctrica intracraneal” (AEIC) mediante
la estimulacion de estructuras cerebrales implicadas en el sistema de refuerzo.
Existen trabajos que muestran un aumento del umbral para la auto-estimulacion
cerebral reforzante en el area tegmental ventral mesencefalica en ratas expuestas
a EMC (Moreau y cols., 1992; Moreau y cols., 1993; Moreau y cols., 1994a;
Moreau y cols., 1994b; Moreau y cols., 1995; Moreau y cols., 1996; Nielsen y
cols., 2000; Willner y cols., 1996; Willner, 1997b). Asi, los animales requieren
una mayor intensidad de estimulacion eléctrica para que manifiesten la conducta
de AEIC, lo que sugiere una disminucion hedonica. Ademds, se ha visto que el
tratamiento con antidepresivos revierte este efecto del EMC (Moreau y cols.,
1993; Moreau y cols., 1994b; Moreau y cols., 1995). Sin embargo, en otros
trabajos no se observan cambios (Baker y cols., 2006; Nielsen y cols., 2000) o
incluso se observa una disminucién en el umbral de AEIC (Linn y cols., 2002;
Nielsen y cols., 2000). En relacion a esto ultimo, se ha sugerido que la exposicion
a situaciones de estrés de manera crénica podria inducir un estado de mayor
sensibilidad al refuerzo que incrementaria la sensibilidad a los efectos de las
drogas de abuso modificando los circuitos de la recompensa, especialmente la via
dopaminérgica mesolimbica y podria repercutir en una mayor vulnerabilidad al

consumo de las mismas (Linn y cols., 2002).

Algunos trabajos dirigidos a estudiar los efectos del EMC sobre la
conducta manifestada por los sujetos en el test de natacion forzada, utilizado
como modelo animal de depresidon, muestran un aumento de la conducta de

inmovilidad (Bielajew y cols., 2003; Fujisaki y cols., 2002; Garciamarquez y
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Armario, 1987; Griebel y cols., 2002a; Griebel y cols., 2002b; Griebel y cols.,
2005; Molina y cols., 1994; Sikiric y cols., 2000; Solberg y cols., 1999; Strekalova
y cols., 2004; Tannenbaum y cols., 2002) la cual es revertida por el tratamiento
con antidepresivos (Fujisaki y cols., 2002; Sikiric y cols., 2000). Aunque este test
no mide sensibilidad a la recompensa, diferentes grupos de investigacion han
mostrado que los efectos del EMC sobre la conducta manifestada en este test son
consistentes con los efectos del EMC sobre la conducta reforzada: en condiciones
en las que el EMC causa anhedonia, también aumenta la inmovilidad en el test de
natacién forzada (Bielajew y cols., 2003; Molina y cols., 1994; Solberg y cols.,
1999; Strekalova y cols., 2004; Tannenbaum y cols., 2002). Sin embargo también
existen trabajos que encuentran una disminucion de la inmovilidad tras el EMC
(Haidkind y cols., 2003; Harro y cols., 1999; Harro y cols., 2001).

Ademas de las medidas de respuesta a la recompensa, se han estudiado
otra serie de conductas en animales sometidos a EMC cuya alteracion refleja
paralelismo con los sintomas de la depresion. Asi, se ha encontrado cambios en
las caracteristicas del suefio, como una menor latencia de suefio MOR
(Movimiento Ocular Répido) (Cheeta y cols., 1997; Moreau y cols., 1995), un
aumento del tiempo y la frecuencia dedicada a esta fase (Gronli y cols., 2004) y la
presencia de suetio fragmentado en los animales expuestos a EMC (Cheeta y cols.,
1997; Gronli y cols., 2004; Moreau y cols., 1995). También se ha observado una
disminucion de la actividad sexual en ratas sometidas a EMC (D'aquila y cols.,
1994; Gronli y cols., 2005).

Los cambios que el EMC produce en la actividad locomotora no siempre
van en la misma direccidn. Asi, algunos trabajos senalan una disminucién de la
actividad registrada en la propia caja del sujeto (Grippo y cols., 2003), en el “test
de eleccion de lugar” (Duccottet y cols., 2004) y en la prueba de campo abierto
(Dalla y cols., 2005; Zheng y cols., 2006), efecto que es revertido tras el
tratamiento con fluoxetina y con fiblanserina (D'aquila y cols., 1994). Sin
embargo, otros estudios no han encontrado diferencias en la actividad locomotora
en la prueba de campo abierto (Ossowska y cols., 2004) e incluso muestran un

aumento de la actividad en la misma prueba en los animales sometidos a EMC de
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diferente duracién (Benelli y cols., 1999; Duncko y cols., 2001b; Gronli y cols.,
2005; Silberman y cols., 2004).

El estudio de los efectos del EMC sobre el aprendizaje espacial, utilizando
la prueba del “laberinto de agua de Morris”, ha dado lugar a resultados que
muestran tanto una disminucion (Zheng y cols., 2006) como una ausencia de
cambios en tres cepas diferentes de ratones (Pothion y cols., 2004) en relacion
con esta conducta. Otra serie de trabajos han encontrado una disminucion de la
conducta de autoaseo tras la aplicacion de EMC (Alonso y cols., 2004; D'aquila y
cols., 2000a; Duccottet y cols., 2003; Duccottet y cols., 2004; Duccottet y
Belzung, 2005; Griebel y cols., 2002a; Griebel y cols., 2002b; Mineur y cols.,
2003; Pardon y cols., 2000; Pothion y cols., 2004; Santarelli y cols., 2003).
Aunque existen pocas evidencias de que la disminucion de esta conducta este
relacionada con el efecto del EMC sobre la sensibilidad a la recompensa (Pothion
y cols., 2004), si que se ha relacionado la disminucion del autoaseo con el
aumento de la inmovilidad en el test de natacion forzada (Griebel y cols., 2002a;
Griebel y cols., 2002b). Ademas, se ha observado una reversion de la disminucion
de la conducta de autoaseo tras el tratamiento con fluoxetina o antalarmina
(inhibidor del CRF) (Duccottet y cols., 2003; Duccottet y Belzung, 2005).

Varios estudios han encontrado que el EMC disminuye la conducta
agresiva en ratas o ratones (D'aquila y cols., 1994; Ossowska y cols., 2004). Los
animales muestran menor frecuencia de ataque contra el sujeto oponente, un
mayor numero de ataques recibidos y un aumento en la frecuencia de la
conducta de sumision ante el oponente (D'aquila y cols., 1994). Algunos de estos
estudios también han encontrado que la disminucion de la conducta agresiva se
manifestaba junto a un déficit hedonico (D'aquila y cols., 1994; Tannenbaum y
cols., 2002). El ftratamiento prolongado con fluoxetina, imipramina,
moclobemida y tianeptina revierte este efecto, no asi el oxacepan, un agente

ansiolitico (Ossowska y cols., 2004).

Los trabajos que han estudiado los efectos del EMC en la conducta

manifestada por los sujetos en pruebas que miden el nivel de ansiedad observan
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alteraciones de la misma. Asi, ratas sometidas a EMC muestran tanto un aumento
como una disminucion de la frecuencia y del tiempo invertido en los brazos
abiertos del “laberinto elevado” lo que sugiere un efecto tanto ansiolitico
(D'aquila y cols., 1994) como ansiogeno (Griebel y cols., 2002a). En la “prueba
de eleccion de zona clara-oscura”, se ha observado que los ratones expuestos a
EMC invierten mayor tiempo en la zona clara de la caja (Duccottet y cols., 2003;
Koop y cols., 1999), que se ha interpretado como una desensibilizacién de la
respuesta emocional tras la exposicién a EMC (Duccottet y cols., 2003). Este
efecto es revertido tras el tratamiento con fluoxetina y con antalarmina

(Duccottet y cols., 2003).

6.2. Cambios neuroquimicos.

Las investigaciones dirigidas a estudiar los cambios neurobioldgicos que
subyacen a los efectos del EMC muestran datos que implican tanto al sistema
noradrenérgico como al sistema serotoninérgico. De esta manera y en relacidén
con el sistema noradrenérgico, se ha observado que la anhedonia causada por el
EMC, registrada a través de la reduccion del consumo de sacarosa en animales, se
asocia con un aumento del ligamiento en los receptores B-adrenérgicos corticales
(Klimek y Papp, 1994; Papp y cols., 1994a; Papp y cols., 1994c; Papp y cols.,
2002). De acuerdo con esto, el tratamiento farmacologico que disminuye la
inmovilidad en el test de natacion forzada en animales, se relaciona con una
disminucion del ligamiento a estos receptores (Haidkind y cols., 2003).
Paralelamente, se ha encontrado un aumento del ligamiento de los receptores B~
adrenérgicos en los cerebros de las victimas suicidas (Biegon y Israeli, 1988;
Mann y cols., 1986). Otros estudios muestran que el tratamiento crénico con
antidepresivos, asi como la terapia electroconvulsiva causan una regulacion a la
baja de los receptores B-adrenérgicos. Por todo ello, el aumento en la densidad de
estos receptores se ha relacionado con el desarrollo de un estado depresivo (De

Parmentier y cols., 1991; Papp y cols., 1994c).
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El EMC también produce cambios funcionales en el sistema
serotoninérgico. Se ha encontrado una disminuciéon de la actividad
serotoninérgica (ratio 5-HIAA/5-HT o bien niveles de 5-HT o 5-HIAA) en la
corteza de ratas sometidas a EMC durante 7 y 10 semanas. El tratamiento
prolongado con imipramina o fluoxetina normaliza la actividad serotoninérgica
en las ratas expuestas a EMC (Bekris y cols., 2005; Li y cols., 2003). Otros datos
también muestran una disminucion de los niveles de 5-HIAA y de 5-HT en el
hipocampo de ratas sometidas a EMC durante 10 semanas. El tratamiento diario
durante 6 semanas con fluoxetina normalizo los niveles del neurotransmisor y su
metabolito (Li y cols., 2003). También se ha encontrado un aumento del ratio 5-
HIAA/5-HT en el hipocampo y en el hipotalamo de ratas sometidas a EMC
durante 7 semanas, que fue normalizado con un tratamiento con imipramina de

4 semanas de duracién (Bekris y cols., 2005).

Las investigaciones dirigidas a estudiar los cambios que el EMC produce
en los receptores cerebrales aportan datos que indican aumento del ligamiento en
los receptores 5-HT? en la corteza cerebral de ratas sometidas a EMC (Ossowska y
cols., 2001; Papp y cols., 1994b) junto con una disminucion del consumo de
sacarosa (Papp y cols., 1994b). El tratamiento cronico con imipramina revierte el
aumento del ligamiento en los receptores 5-HT: (Papp y cols., 1994b). De
acuerdo con esto, los analisis post-mortem (Mckeith y cols., 1987; Yates y cols.,
1990), asi como, las pruebas de neuroimagen “in vivo” de los cerebros de
pacientes depresivos (D Haenen y cols., 1992) indican un aumento del numero
de receptores 5-HT>. Este mismo cambio también se ha observado en los cerebros
de las victimas suicidas (Arango y cols., 1990). Los receptores 5-HT1s también
han sido implicados en los efectos del EMC observandose un aumento del niimero

de los mismos en el hipocampo (Papp y cols., 1994b).

La mayoria de los trabajos que estudian la implicacion de la dopamina en
los efectos del EMC se han centrado en el estudio de los mecanismos cerebrales de
la recompensa. Si bien es cierto que existen muchos datos que relacionan el
estado depresivo con alteraciones de los sistemas serotoninérgico 'y

noradrenérgico, es el sistema dopaminérgico mesolimbico quien juega un papel
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crucial en la ejecucién de las conductas recompensadas y por lo tanto en la
anhedonia como sintoma de la depresion (Beninger, 1983; Schultz, 1997; Wise,
1982). La anhedonia inducida por el EMC se ha relacionado con la disminucion
de la conducta de condicionamiento de preferencia de lugar asociada a agonistas
dopaminérgicos, como la anfetamina y quinpirole, y con una disminucion de los
efectos psicoestimulantes de estos agonistas dopaminérgicos (D'aquila y cols.,
2000b; Papp y cols., 1991; Papp y cols., 1993a; Papp y cols., 1993D). Estos efectos
se acomparnian de una disminucion en el ligamiento de los receptores D, asi como
en los mensajeros intracelulares de estos receptores en el nucleo accumbens
(Dziedzicka-Wasylewska y cols., 1997; Papp y cols., 1994b; Willner y cols.,
1991), pero se observa el efecto opuesto en los estudios que encuentran un
aumento en la respuesta a la recompensa (Olsen y Carstensen, 2001). Asi, el
EMC parece que puede producir aumento y disminucion de la respuesta a la
recompensa y que estos dos efectos se han asociado con cambios opuestos en el

sistema cerebral de la recompensa, el sistema mesolimbico dopaminérgico.

Por otra parte, se ha encontrado que los cambios en la actividad
dopaminérgica producidos por el EMC son dependientes de la zona cerebral
estudiada. Asi, se ha observado una disminucion de la actividad dopaminérgica
(ratio DOPAC/DA y HVA/DA) en el estriado y un aumento de ésta (ratio
DOPAC/DA) en el hipotdlamo de ratas expuestas a 7 semanas de EMC. El
tratamiento con imipramina durante 4 semanas revierte este efecto (Bekris y cols.,
2005). Diferentes datos indican que los cambios en la neurotransmision
dopaminérgica pueden jugar un papel funcional importante mediando en las
acciones de los antidepresivos. Se ha sugerido que el tratamiento cronico con
antidepresivos, produce una sensibilizacion de los receptores Dz/Ds en las areas
mesolimbicas (Maj, 1990; Willner, 1989; 2002; Willner y cols., 2005), asi este
podria ser el mecanismo por el cual los antidepresivos revierten la anhedonia
causada por el EMC (Willner, 1997a; Willner y cols., 2005). La disminucion del
numero de receptores D2/Ds observada en animales sometidos a EMC ha sido
revertida tras el tratamiento con imipramina (Papp y cols., 1994a). Ademas el
aumento de la ingesta de sacarosa en animales sometidos a EMC que fueron

tratados con antidepresivos fue revertida tras la administracion aguda con
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antagonistas D»/Dj3 a dosis bajas (Cheeta y cols., 1994; Willner y cols., 1992). En
este sentido, Willner y colaboradores han observado que la administracion aguda
del antagonista D./Ds, sulpiride, producia un empeoramiento de los sintomas en

los pacientes depresivos (Willner y cols., 2005).

6.3. Cambios neuroendocrinos.

Las investigaciones sobre el EMC y sus efectos sobre el sistema
neuroendocrino se han centrado principalmente en el estudio del eje HPA. Los
datos muestran un aumento de los niveles de ARNm del CRF en el nucleo
paraventricular del hipotdlamo en ratas sometidas a EMC durante 3 semanas
(Duncko y cols., 2001b). Sin embargo, no se han encontrado diferencias en los
niveles de ACTH en ratas sometidas a EMC durante 4 semanas (Grippo y cols.,
2005¢). Otros estudios muestran un aumento de los niveles de corticosterona en
suero y de noradrenalina en bazo en animales sometidos a EMC durante periodos
no superiores a 4 semanas (Ayensu y cols., 1995; Bielajew y cols., 2002; Froger y
cols., 2004; Grippo y cols., 2005b; Silberman y cols., 2002; Silberman y cols.,
2003; Silberman y cols., 2004; Zheng y cols., 2006). Aunque hay excepciones y
otros trabajos no encuentran diferencias (Duncko y cols., 2001b; Grippo y cols.,
2005¢). Estudios realizados con periodos superiores a 4 semanas de EMC no
reportan diferencias en los niveles de corticosterona ni de catecolaminas (Ayelli-
Edgar y cols., 2003; Azpiroz y cols., 1999; Gronli y cols., 2004; Silberman y cols.,
2002; Silberman y cols., 2003; Silberman y cols., 2004). Tal y como senala
Mizoguchi (2001) (Mizoguchi y cols., 2001) el estrés cronico puede dar lugar a
una habituacion a los estimulos estresantes de manera que se produzca una
menor secrecion de corticosteroides en respuesta a la aplicacidon de una situacion

de estrés subsiguiente.

Los estudios que se han centrado en los cambios que el EMC produce en
los receptores glucocorticoideos (GC), observan que el incremento de
corticosterona producido por la aplicacidon de EMC durante 4 semanas fue

acompafiado de una disminucién del ARNm de los receptores GC (Froger y cols.,
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2004; Zheng y cols., 2006) asi como del ARNm del factor neurotrédfico derivado
del cerebro (BDNF) (Zheng y cols., 2006) en el hipocampo de ratas y ratones. Se
ha sugerido que la regulacion a la baja de los receptores GC en el hipocampo
podria provocar una alteracion del mecanismo de retroalimentacion negativo del
eje HPA, resultando en cambios degenerativos en el hipocampo. Asi mismo,
sugieren que la disminuciéon del ARNm del BDNF podria deberse a que el
ligamiento del complejo corticosterona-receptores glucocorticoideos produjera
un bloqueo de la expresién del gen de BDNF. Dado que el BDNF induce
neurogénesis, la disminucion de éste podria causar la alteracion de los procesos
neurotrdficos y la atrofia hipocampal por un exceso de apoptosis neuronal
(Zheng y cols., 2006). Ademas, la disminucion en la expresion de los receptores
GC, asi como en la expresion del BDNF en el hipocampo es duradera ya que
perdura dos semanas después de la finalizacion del EMC, a pesar de que los

niveles de corticosterona se normalicen (Zheng y cols., 2006).

Otros estudios aportan datos sobre los cambios que produce el EMC en la
actividad del sistema nervioso auténomo. Se ha encontrado un aumento del tono
simpatico con un incremento de la tasa cardiaca en las ratas sometidas a EMC
(Grippo y cols., 2002; Grippo y cols., 2003; Grippo y cols., 2005a). Los datos en
animales relativos al aumento de la tasa cardiaca son similares a los encontrados
en pacientes depresivos (Lahmeyer y Bellur, 1987). También se ha encontrado
que la exposicion a EMC puede causar un aumento de la vulnerabilidad a las
arritmias coronarias ventriculares (Grippo y cols., 2004b). Ademads, se ha
observado un incremento de la actividad del sistema renina-angiotensina-~
aldosterona, observandose un aumento de la actividad de la renina y de los
niveles de aldosterona en ratas sometidas a EMC. Los autores relacionan este
hecho con datos similares hallados en humanos con enfermedad cardiovascular
(Grippo y cols., 2005a). Otro dato relevante es que el tratamiento prolongado con
fluoxetina mejora la alteracion de la tasa cardiaca inducida por el EMC (Grippo y
cols., 2005a). La aplicacion de EMC inferior a 4 semanas no altera los niveles de
hormonas tiroideas T3 y T4. Sin embargo, situaciones de estrés crénico se han

relacionado generalmente con una inhibicion del eje tiroideo, ya que a partir de 4
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semanas de EMC hay una disminucién de los niveles de estas hormonas
(Cremaschi y cols., 2000; Silberman y cols., 2002).

6.4. Sistema Inmunitario.

Las investigaciones que se han centrado en el conocimiento del estado
inmunitario de los sujetos afectados por el EMC han hallado diferentes resultados
dependiendo del parametro inmunitario estudiado. Existen datos que muestran
que el EMC causa inmunosupresion; del mismo modo se ha relacionado la
depresion con una disminucion de la respuesta inmunitaria, que se manifiesta
por una reduccion de la proliferacion linfocitica, de la fagocitosis neutréfila o de
la actividad citotoxica de las células NK (Herbert y Cohen, 1993; Irwin, 1995;
Leonard, 1995) aunque como veremos en las préximas lineas no todos los

resultados van en la misma direccion.

Uno de los primeros estudios mostrd que el EMC produce una
disminucion de la respuesta del complemento. Esta disminucion fue mas acusada
en una linea de ratas seleccionada por su mayor predisposicion a manifestar
conductas indicativas de depresion, evidenciando su mayor vulnerabilidad a los
efectos del EMC (Ayensu y cols., 1995). También se ha encontrado una
disminucién de la capacidad proliferativa de los linfocitos T ante la estimulacion
con diferentes mitdgenos en ratas y ratones sometidos a EMC de diferentes
periodos de duracidén (Ayelli-Edgar y cols., 2002; Ayelli-Edgar y cols., 2003;
Kubera y cols., 1998; Silberman y cols., 2002; Silberman y cols., 2003; Silberman
y cols., 2004). El tratamiento prolongado con fluoxetina revierte este efecto
(Ayelli-Edgar y cols., 2002). Esta disminucion se ha relacionado con una
diferente reactividad de los linfocitos de los sujetos sometidos a EMC en respuesta
a la activacion del sistema SAM y del eje HPA. Los sujetos sometidos a EMC no
muestran un aumento de los niveles de catecolaminas o corticosterona, sin
embargo se observa una regulacion al alza de los receptores B-adrenérgicos en
los linfocitos T de estos sujetos (Ayelli-Edgar y cols., 2003), que explicaria la

menor respuesta proliferativa de los linfocitos T cuando son incubados con NA o
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corticosterona (Ayelli-Edgar y cols., 2003; Silberman y cols., 2004). Otros autores
sugieren que la disminucion de la proliferacion de linfocitos T en los sujetos
estresados es debida a una activacion de las células T supresoras (CD8) que a su
vez inhiben la respuesta de los linfocitos T (Kubera y cols., 1998). Sin embargo,
en otros estudios se ha encontrado que el EMC induce un aumento de la
capacidad proliferativa de los linfocitos T tras la estimulacion con mitdgenos
(Azpiroz y cols., 1999; Kubera y cols., 1996), que fue disminuida por el
tratamiento crénico con imipramina y desipramina (Azpiroz y cols., 1999;
Kubera y cols., 1995; Kubera y cols., 1996; Kubera y cols., 2001). En esta misma
linea, en otros modelos animales de estrés prolongado también se ha observado
una intensificaciéon de la respuesta inmunitaria (Jessop y cols., 1987; 1988).
Otros trabajos no encuentran diferencias en la proliferacion de las células T en
ratas y ratones expuestos a EMC de diferente duracion (Kubera y cols., 1995;
Silberman y cols., 2002).

Por otra parte, la mayoria de los estudios acerca de los efectos del EMC en
la capacidad proliferativa de los linfocitos B, muestra un aumento de esta
respuesta tras la estimulacion con diferentes mitdgenos en ratones sometidos a
periodos superiores a 3 semanas de EMC (Ayelli-Edgar y cols., 2002; Kubera y
cols., 1998; Silberman y cols., 2002).

La actividad de las células NK también se ha visto alterada tras el EMC.
Los datos muestran una disminucion de la actividad citotéxica de la células NK
en ratones y ratas sometidos a EMC (Kubera y cols., 1998; Li y cols., 2003). El
tratamiento prolongado con fluoxetina revierte esta disminucion (Li y cols.,
2003). Se ha sugerido que la disminucién de la citotoxicidad de las células NK
podria estar relacionada con una disminucion de la IL-2, la cual actua como
estimuladora de la actividad de las NK (Kubera y cols., 1998; Li y cols., 2003). Sin
embargo, también aqui hay que senalar que no todos los trabajos encuentran
diferencias en la actividad citotoxica de las células NK en los animales sometidos
a EMC (Kubera y cols., 2001).
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Caben senalar los estudios que han tratado de esclarecer la influencia del
EMC sobre el sistema inmunitario centrandose en las citocinas como mecanismos
mediadores. Algunos datos muestran un aumento significativo de la produccion
esplenocitica de IL-1, asi como un aumento de IL-1 en plasma sanguineo y en el
hipotalamo de ratones y ratas sometidas a EMC (Grippo y cols., 2005b; Kubera y
cols., 1996; Kubera y cols., 1998). Se ha sugerido que este aumento de los niveles
de IL-1 puede estar relacionada con la severidad de la depresion ya que se ha
asociado con el grado de anhedonia encontrado en los sujetos sometidos a EMC
(Grippo y cols., 2005b). La administracion prolongada de imipramina revierte el
aumento de IL-1 producido por el EMC (Kubera y cols., 1996). El aumento de los
niveles de IL-1 podria estar implicado en la inmunosupresion encontrada en los
ratones estresados cronicamente (Kubera y cols., 1998), ya que existen datos que
indican que el aumento de IL-1 produce un efecto inmunosupresor mediante la
liberacion de monoaminas y CRF de diferentes areas cerebrales (Friedman y cols.,
1994; Irwin y cols., 1988). El aumento de liberacion de citocinas encontrado en
sujetos sometidos a EMC (Grippo y cols., 2005b) ha sido interpretado como
resultado de la continua activacién del eje HPA, producida por el estrés cronico,
que induciria una regulacién a la baja de los receptores de glucocorticoides en las
células inmunitarias con la consecuente disminucion de la sensibilidad de las
mismas a la corticosterona (Miller y cols., 2002). Se ha observado también un
aumento de la liberacién de IL-2 en las ratas sometidas a EMC que fue revertido
tras el tratamiento prolongado con imipramina (Kubera y cols., 1996). Se ha
interpretado que el aumento de la IL-2 podria ser debida a la estimulacion
inducida por la IL-1, que a su vez estaria activada por la alteracion del eje HPA en
las ratas sometidas a EMC. Otros trabajos obtienen resultados opuestos, es decir,
encuentran una disminucion de la liberacidon esplenocitica de IL-2 en ratones y
ratas sometidos a EMC (Kubera y cols., 1998; Li y cols., 2003). Segun los autores
la disminucién de la liberacion de IL-2 podria estar relacionada con la
disminucion hallada en la actividad citotoxica NK y en la inmunidad celular
(Kubera y cols., 1998; Li y cols., 2003), ya que la IL-2 actua como factor
estimulador en estas poblaciones celulares (Kim y cols., 2006). Por otro lado, no
se han encontrado diferencias en los niveles de IL-10 en ratones sometidos a

EMC, aunque, el tratamiento prolongado con desipramina produjo un aumento
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de la liberacion de IL-10 tanto en los ratones sometidos a EMC como en los
controles (Kubera y cols., 2001). También se ha investigado la relacion del EMC
con el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), observandose un aumento de la
concentracion de este en plasma sanguineo, en hipotalamo y en la hipofisis en los
ratones sometidos a EMC. Ademas, se observa una relacion entre el nivel de TNF-
a y la preferencia en el test de sacarosa, observandose que los animales con
mayor concentracion de TNF-a expresan mayor disminucion en el consumo de
sacarosa (Grippo y cols., 2005b). Se ha sugerido que el incremento de TNF-a en
el hipotalamo puede intensificar la actividad del eje HPA, la cual también se

encuentra aumentada en un gran numero de pacientes depresivos (Grippo y
cols., 2005b).

Como podemos observar gran parte de los trabajos encuentran que el
EMC en general provoca una disminucién de la respuesta inmunitaria en la
mayoria de los parametros inmunitarios, aunque todavia los datos disponibles no
nos permiten tener una idea clara acerca de como el EMC afecta al sistema

inmunitario.
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7. LA FLUOXETINA.

La fluoxetina es un farmaco que pertenece al grupo de los inhibidores
selectivos de la recaptacidén de la serotonina (ISRS). Los ISRS son eficaces en el
tratamiento de la depresion, pero ademads lo son también en el tratamiento de
diversos trastornos asociados a una disfuncion de la serotonina, como el trastorno
de ansiedad, trastorno de estrés postraumatico (TEPT), trastorno obsesivo
compulsivo, obesidad, bulimia, sindrome premenstrual, eyaculacion precoz e
incluso en el tratamiento de la conducta agresiva (Anderson, 1999; Coccaro y
cols., 1997; Perez y cols., 1997; Raap y Van De Kar, 1999; Sanchez y Meier,
1997; Wong y cols., 1995).

La fluoxetina, administrada oralmente, tras el primer paso metabolico
hepatico tiene una biodisponibilidad bastante alta, alrededor del 90%. La
fluoxetina se desmetila en el higado, produciéndose varios metabolitos, de los
cuales, el unico activo es la norfluoxetina que parece ser tan -efectivo
farmacolégicamente como la fluoxetina. Las concentraciones plasmaticas
maximas se alcanzan a las 6~-8 horas. Las concentraciones en estado de equilibrio
de la fluoxetina y la norfluoxetina se alcanzan a las 2-4 semanas. La fluoxetina se
une en gran medida a las proteinas de plasma, sobre todo a la glicoproteina a-1
y se distribuye ampliamente por todo el organismo, cruzando facilmente la
barrera hematoencefalica. La dosificacion varia dependiendo del tratamiento, por
ejemplo para el tratamiento de la depresion la dosis usual estd entre 20-80
mg/dia en personas adultas y ancianos. De todos los ISRS la fluoxetina es la que
mayor vida media tiene, esta se encuentra en torno a los 2-7 dias y la
norfluoxetina en torno a los 4-15 dias. La larga vida media del farmaco puede ser
ventajosa cuando un paciente omite su toma (Gourion y cols., 2004; Vaswani y
cols., 2003). La eliminacion del farmaco depende de las diferencias
interindividuales, probablemente debido a las diferentes velocidades de
metabolizacion entre los diferentes sujetos. Aproximadamente el 60% de una
dosis se elimina en los 35 dias siguientes en la orina, mientras que en las heces se

excreta alrededor del 12%. En algunos pacientes se han encontrado efectos
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adversos tras el tratamiento con fluoxetina u otros ISRS, como agitacion,
alteraciones del suenio, temblor, disfuncion sexual (principalmente anosgarmia),
cefalea, alteraciones de la motilidad gastrointestinal, nauseas, sequedad de boca,
sudoracioén profusa y modificaciones del peso (Rosenbaum y Tollefson, 2006;
Stahl, 1998).

La accion antidepresiva de la fluoxetina y de los ISRS en general, esta
relacionada con su efecto inhibidor de la recaptacion de la serotonina, ddndose
un aumento de la concentracion del neurotransmisor tanto en la zona
somatodendritica como en la terminal nerviosa. Sin embargo, mientras que la
inhibicién del transportador es inmediata, el efecto terapéutico necesita semanas
para poder observarse y la demora del efecto terapéutico es una cuestion que
todavia queda por resolver (Gourion y cols., 2004; Vaswani y cols., 2003). Se ha
propuesto la hipdtesis de que la demora en el efecto terapéutico de los ISRS se
relaciona con un mecanismo de regulacion del feedback negativo de la
transmision serotoninérgica. El aumento de la concentracion de serotonina en el
nucleo del rafe producido por la fluoxetina podria explicar la desensibilizacion
de los autorreceptores somatodendriticos 5-HTi4 y el aumento de la liberacidn de
serotonina en las regiones cerebrales criticas que median en los mecanismos
fisiopatoldgicos de la depresion (Goodwin, 1996; Hjorth y Auerbach, 1994; Le
Poul y cols., 1995; Le Poul y cols., 2000; Mongeau y cols., 1997, Stahl, 1998). Por
otra parte, existen datos de que el aumento del metabolismo serotoninérgico en el
hipotalamo, hipocampo y corteza prefrontal producido por el tratamiento crénico
con fluoxetina es contrarrestado por el tratamiento combinado con un
antagonista 5-HTs (SB-224289), sugiriendo que los autorreceptores terminales
5-HTis podrian también estar implicados en el aumento de la actividad
serotoninérgica inducido por la fluoxetina (Stenfors y Ross, 2002). Este aumento
de la actividad serotoninérgica producido por la administracion crénica de ISRS
finalmente induce a una desensibilizacion de los receptores 5-HTa hipotalamicos
postsinapticos (Li y cols., 1994; Li y cols., 1996; Li y cols., 1997; Raap y cols.,
1999a; Raap y cols., 1999b; Van De Kar y cols., 2002) que coincide en el tiempo
con la mejora terapéutica observada en los pacientes depresivos. Asi mismo, ante

el tratamiento cronico con los ISRS algunos estudios reportan que no se observa
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un cambio en la densidad de los receptores 5-HTia pero si se observa una
disminucion en los niveles de proteina G, relacionada con estos receptores (Ii y
cols., 1996; Li y cols., 1997; Raap y Van De Kar, 1999). Por otra parte, la
implicacion de los receptores 5-HTa en el efecto ansiolitico de la fluoxetina no
esta del todo clara. Existen datos de que la administracion conjunta de fluoxetina
con un antagonista de los receptores 5-HT1a no revierte su efecto ansiolitico (De
Vry y cols., 2004).

En relacion a los efectos que induce la fluoxetina en la liberacidon
hormonal, se sabe que la administracion aguda de los ISRS tiene una débil
respuesta neuroendocrina (Raap y cols., 1999b; Raap y Van De Kar, 1999). Una
posible explicacion para ésto se basa en la hipotesis de que el bloqueo de la
recaptacidén de serotonina en el nucleo del rafe eleva los niveles de serotonina,
activando asi los autorreceptores somatodendriticos 5-HT14, lo que induciria una
inhibicion de la liberacién de serotonina por accion de feedback negativo.
Consecuentemente, se observaria una menor activacion postsindptica de los
receptores serotoninérgicos en las células hipotalamicas, con una menor

respuesta neuroendocrina a la administracion aguda de los ISRS.

Los estudios sobre los efectos de la administracion cronica de fluoxetina y
de los ISRS, tanto en personas voluntarias como en animales, en general,
muestran que estos farmacos no producen cambios significativos en los niveles
hormonales basales (Berlin y cols., 1998; Duncan y cols., 1998; Durand y cols.,
1999; Faull y cols., 1991; Raap y Van De Kar, 1999; Zhang y cols., 2000). Los
hallazgos efectuados en pacientes depresivos tampoco son consistentes, dado que
existen grandes variaciones en los niveles hormonales que en parte pueden
deberse a la propia alteracion del eje HPA observada en muchos de estos pacientes
(Duncan, 1996; Lesch, 1991; Raap y Van De Kar, 1999). No obstante, el
tratamiento crdnico con los ISRS junto con la administracién aguda de agonistas
5-HTa en experimentacion animal y en voluntarios sanos, reduce la secrecién de
ACTH, corticosterona o cortisol y oxitocina (Berlin y cols., 1998; Li y cols., 1993;
Li y cols., 1994; Raap y cols., 1999a; Raap y cols., 1999b; Van De Kar y cols.,

2002). Una menor liberacion de estas hormonas por los agonistas 5-HTia se ha
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relacionado con una desensibilizacion de los receptores postsinapticos 5-HT14 en
el hipotalamo que se desarrolla gradualmente hacia las dos semanas del inicio de
la administracion cronica de fluoxetina u otros ISRS (Berlin y cols., 1998; Li y
cols., 1994; Li y cols., 1996; Li y cols., 1997; Raap y cols., 1999a; Raap y cols.,
1999b; Van De Kar y cols., 2002), un periodo similar al de la mejora terapéutica
observada en los pacientes depresivos.

Por otro lado, estudios realizados con modelos animales de estrés
encuentran que la administracion cronica de la fluoxetina produce una reversion
del aumento de los niveles de ACTH en ratones sometidos a estrés auditivo
cronico (Freire-Garabal y cols., 2002). Sin embargo, otros trabajos en los que se
emplearon diferentes modelos de estrés animal no han encontrado cambios en los
niveles hormonales de ACTH, corticosterona, oxitocina o prolactina tras el
tratamiento cronico con fluoxetina (Duncan y cols., 1998; Durand y cols., 1999;
Zhang y cols., 2000).

Las investigaciones que abordan el estudio de los efectos conductuales de
la fluoxetina en diferentes especies animales sometidas a situaciones de estrés
han mostrado una mejoria de la conducta tras el tratamiento crénico con este
farmaco. Asi, se ha observado, en ratas sometidas al paradigma de miedo
condicionado mediante shock eléctrico, un aumento del tiempo dedicado a la
exploraciéon, una disminucion del tiempo que permanecen inméviles y una
disminucion de la defecacion (Zhang y cols., 2000). En ratones, se observa un
aumento de la conducta de exploracion tras previa exposicion a un gato (Belzung
y cols., 2001). La administracion cronica de fluoxetina también inhibe los efectos
ansidgenos producidos por la administracion de CRF en un paradigma de
interaccidn social en ratas (To y cols., 1999). Asi mismo, se ha encontrado que la
fluoxetina disminuye la cantidad de vocalizaciones emitidas por crias de rata y
cobaya en la prueba de separacion materna, la cual mide el nivel de ansiedad de
las crias expuestas (Dawson y cols., 2006). También se ha encontrado un
aumento de la locomocion en la prueba de campo abierto (Dulawa y cols., 2004).
Sin embargo, otros estudios no encuentran una mejora conductual tras el
tratamiento cronico con fluoxetina en pruebas como el laberinto elevado, caja de

exploracién de la zona clara-oscura o en el test de campo abierto (Duccottet y
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cols., 2003; Durand y cols., 1999; Silva y Brandao, 2000). Por otra parte, la
fluoxetina produce una disminucién de la inmovilidad en la prueba de estrés por
natacion forzada (Dulawa y cols., 2004; Duncan y cols., 1998) y una
disminucion de la conducta de inmovilidad en situaciones de derrota social en
ratas (Berton y cols., 1999), conductas que han sido relacionadas con el estado
depresivo. El tratamiento prolongado con fluoxetina también mejora las
conductas motivadas para la obtencidon del refuerzo en diferentes pruebas que
miden el nivel heddnico de los animales. Asi, se observa un aumento de la ingesta
de leche condensada en la prueba de “hipofagia asociada a un lugar novedoso”
(Dulawa y cols., 2004), una reversion de la disminucion de la ingesta de sacarosa
(Ayelli-Edgar y cols., 2002; Muscat y cols., 1992) y de la disminucién del
condicionamiento de preferencia de lugar tras la exposicion a EMC (Muscat y
cols., 1992). El efecto reforzante de la fluoxetina podria darse a través de la
modulacion que el sistema serotoninérgico ejerce sobre la actividad del sistema

dopaminérgico mesolimbico (Subhan y cols., 2000).

La fluoxetina, al igual que otros antidepresivos con diferentes mecanismos
de accidén influye en la actividad del sistema inmunitario. Ensayos “in vifro” con
células sanguineas humanas, estimuladas con diferentes antidepresivos, incluida
la fluoxetina muestran un aumento significativo de la produccion de IL-10
(citoquina anti-inflamatoria) y/o una disminucién de la produccion de IF-y, IL-1,
IL-6 y TNF (Kubera, 1999; Kubera y cols., 2000a; Maes y cols., 1999; Xia y cols.,
1996). Se ha sugerido que el aumento de la IL-10 podria contribuir a la
reduccion de los efectos adversos que pueden ejercer las citoquinas pro-
inflamatorias y regular la respuesta inmune (Kubera y cols., 2000a). También se
ha encontrado que la fluoxetina aplicada “in vifro” inhibe la respuesta
proliferativa de linfocitos T, estimulada con Con-A, tanto en células humanas
como de animales (Ayelli-Edgar y cols., 1996; Ayelli-Edgar y cols., 1999). Otros
estudios realizados “/n vivo” muestran que la administracion aguda de fluoxetina
esta relacionada con una disminucion de la actividad citotoxica de las células NK,
asi como de la respuesta proliferativa de las células linfociticas en ratas. Estos
efectos se han relacionado con la activacion de los receptores 5-HTza (Pellegrino

y Bayer, 2002). Sin embargo, cuando la fluoxetina se administra de forma
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crdnica, no se observan estos cambios en el sistema inmunitario posiblemente
debido a una desensibilizacion de los receptores serotoninérgicos implicados

(Pellegrino y Bayer, 1998).

Otros estudios realizados en animales sugieren que el tratamiento
prolongado con fluoxetina junto con la administracion aguda de B5-HTP
aumentan la liberacidn del factor liberador de prolactina (PRF) y la prolactina
(Garthwaite y Hagen, 1979). También se ha observado que el tratamiento
cronico de fluoxetina junto con la administracion aguda de dexametasona
produce un aumento de los niveles de GH (Thakore y Dinan, 1995). Estas
hormonas, intensifican la inmunidad celular y revierten algunos de los efectos
negativos que ejerce la corticosterona sobre la funcién inmune, participando en

la repoblacion celular del timo (Bernton y cols., 1992; Holaday y cols., 1988).

Por otra parte, estudios con modelos animales de estrés encuentran una
mejora del sistema inmunitario tras la administracion cronica de fluoxetina. De
este modo, se ha encontrado una reversidn de la disminucion proliferativa de los
linfocitos T tras la aplicacion de EMC en animales (Ayelli-Edgar y cols., 2002) y
un aumento de la actividad fagocitica de las células macrofagas tanto “in vivo”
como “in vifro” en ratones sometidos a estrés auditivo cronico (Freire-Garabal y
cols., 2002). La fluoxetina también revierte el efecto inmunosupresor sobre las
células del bazo, del timo, y de la poblacion linfocitica periférica que produce el
estrés auditivo cronico en ratas (Freire-Garabal y cols., 1997). Ademas, Fl
tratamiento prolongado con los ISRS en pacientes depresivos normaliza los altos
niveles de produccion de IL-6, [F-gamma y los niveles de proteinas de fase aguda

(Maes y cols., 1997; Sluzewska y cols., 1995).
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II. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

Este trabajo de investigacion plantea dos objetivos generales. El primer
objetivo es estudiar los efectos de dos tipos de estrés, el estrés social y el estrés
medio cronico de diferente duracidn sobre la conducta, actividad neuroendocrina
y la actividad inmunitaria, en ratones. Un segundo objetivo consiste en el estudio
de los efectos del tratamiento con el antidepresivo fluoxetina sobre las
alteraciones producidas por la aplicacion cronica de ambos tipos de estrés, para
observar si produce una reversion de las mismas. El interés se centra en aportar
un conjunto de datos que permitan un acercamiento al conocimiento de los
mecanismos implicados en los efectos del estrés y su posible relacidén con las

psicopatologias.

Efectos del estrés social y del estrés medio crénico.

A pesar de que la respuesta de estrés cumple una funcidén adaptativa que
prepara al organismo para hacer frente a los estimulos amenazantes (alostasis)
puede, en funcién de la cronicidad e impredictibilidad, suponer un coste para el
organismo (carga alostatica) y finalmente favorecer el desarrollo de patologias
tanto fisioldgicas como conductuales (Korte y cols., 2005; McEwen, 2000; 2003;
McEwen y Wingfield, 2003). La duracion y el tiempo de exposicién al estresor es
un factor crucial y puede dar lugar a diferentes patrones de alteraciones
fisioldgicas y emocionales en los sujetos sometidos a estrés (Avgustinovich y cols.,
1999; Avgqustinovich y cols., 2001; Cacho y cols., 2003; Devoino y cols., 2003b;
Fano y cols.,, 2001; Flugge y cols., 1997b; Kudryaviseva y cols., 1991a;
Kudryavtseva y Avgustinovich, 1998; Zelena y cols., 1999).

Puesto que el objetivo de la mayoria de los modelos animales de estrés es
mimetizar patologias humanas relacionadas con el estrés, se intenta inducir un
estado en los animales experimentales que de lugar a signos conductuales o

fisiolégicos similares a los que se dan en los desordenes clinicos. La continua
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aportacion de nuevos conocimientos procedentes de la investigacidn clinica, hace
necesaria la experimentacion con modelos animales de psicopatologias para
aportar nuevos datos que contrastar con los hallados en la investigacién clinica.
En este sentido, la utilizacion de dos modelos animales diferentes, el estrés social
por derrota (Kudryavtseva, 1991; Kudryaviseva y cols., 1991a) y el estrés medio
crénico (Monleon y cols., 1995; Willner y cols., 1987), considerados como
modelos animales de depresion, nos permitira aportar datos a cerca de los
cambios tanto fisiologicos como conductuales que producen y considerar su

similitud con los encontrados en humanos.

Existen datos que indican la importancia de factores sociales tales como el
aislamiento social, la sobrepoblacién, o cambios en la relacion jerdrquica, a la
hora de producir alteraciones en la conducta y la fisiologia de los animales
(Valdman y Poshivalov, 1980). Concretamente, el estrés social producido por la
derrota en roedores tiene claras consecuencias conductuales, como la
disminucion de la actividad exploratoria, alteracion de los ritmos circadianos y
del sueno (Harper y cols., 1996; Meerlo y cols., 1997a; Meerlo y cols., 1997b),
disminucion de la sensibilidad a la recompensa (Rygula y cols., 2005), asi como
aumento del tiempo de inmovilidad en el test de Porsolt que se han considerado
signos indicativos de depresion (Avgustinovich y cols., 2003; Bartolomucci y
cols., 2003; Berton y cols., 1998; Kudryavtseva y cols., 1991a). La derrota social
también ha sido relacionada con aumento de la ansiedad (Avgustinovich y cols.,
1997; Avgustinovich y cols., 2003; Berton y cols., 1998; Haller y Halasz, 2000;
Keeney y Hogg, 1999; Zelena y cols., 1999).

Por ofra parte, existen evidencias de cambios en la actividad
serotoninérgica y dopaminérgica en animales derrotados sometidos a estresores
sociales que sugieren una disfuncion de este sistema (Berton y cols., 1999;
Devoino y cols., 2003b; Flugge, 1995; Haney y cols., 1990; Tidey y Miczek,
1996). Igualmente, se han observado cambios neuroendocrinos que implican una
activacion cronica del eje hipotalamo-pituitario-adrenal aunque también han
sido implicados otros sistemas hormonales (Bartolomucci y cols.,, 2001;
Blanchard y cols., 2001b; Fuchs y cols., 1996; Martinez y cols., 1998). Ademds

hoy en dia, se sabe que los estresores psicoldgicos pueden comprometer la
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funciéon inmune. Asi, aunque no todos los resultados son consistentes, diferentes
estudios indican que el estrés social producido por la derrota se asocia con una
disminucion de la competencia inmunitaria (Devoino y cols., 2003a; Stefanski y
Engler, 1998).

En general, los datos existentes apoyan la idea de que el estrés social
producido por la derrota puede ser valido como modelo animal de depresion. Sin
embargo, pocos trabajos han utilizado el modelo de estrés social por contacto
sensorial (Kudryavtseva y cols., 1991a) para estudiar el papel jugado por los
neuromediadores y su posible influencia en la respuesta conductual e inmune. En
este modelo, el sujeto derrotado tras la interaccidon agonistica, permanece en
contacto sensorial permanente con el oponente dominante, aunque sin
posibilidad de interaccion fisica, quedando sometido a una situacién de estrés
social permanente. Lo cual nos permite estudiar de una manera mas fehaciente el
impacto de los estresores sociales. Otros datos indican, que los efectos de los
estresores sociales pueden depender de la duracion y tiempo de exposicion al
estrés (Cacho y cols., 2003; Fano y cols., 2001; Zelena y cols., 1999) pudiendo
producir diferentes alteraciones conductuales e inmunitarias que reflejen un
estado del individuo diferente que podria llegar a manifestarse mediante diversas
patologias, por lo que un estrés de diferente duracidon nos permitira estudiar
cuando el estrés tiene efectos que puedan ser generadores de psicopatologias,

como la depresién o la ansiedad.

Por otra parte, las investigaciones que utilizan un modelo de estrés medio
cronico mediante la aplicacidn de diferentes estresores fisicos de caracter variable
e impredecible también aportan datos que relacionan este tipo de estrés con
diferentes alteraciones conductuales y fisioldgicas, que reflejan un estado de
depresion (Bekris y cols., 2005; Papp y cols., 1994b; Willner y cols., 1987;
Willner y cols., 1996). Sin embargo, los resultados no son siempre consistentes.
Existe controversia con respecto a la validez de este modelo, ya que la anhedonia
en la que se basa principalmente no siempre se encuentra como sintoma de un
estado de depresion (Duccottet y Belzung, 2005; Linn y cols., 2002; Mathews y
cols., 1995; Nielsen y cols., 2000).
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Las medidas del consumo de sacarosa y de la conducta de

autoestimulacion eléctrica intracraneal (AEIC) muestran una gran variabilidad y
no siempre indican un estado de anhedonia, por lo que se plantea si son
instrumentos adecuados para medirla. Algunos estudios muestran que la
disminucion de la ingesta de sacarosa en ratas es inestable a lo largo del tiempo
(Nielsen y cols., 2000) o que se habitua rapidamente (D'aquila y cols., 1997a;
Harro y cols., 1999). Otros investigadores no siempre encuentran una
disminucion de la preferencia de sustancias dulces cuando replican los
experimentos (Gronli y cols., 2004; Gronli y cols., 2005; Harris y cols., 1997) e
incluso se ha encontrado el efecto opuesto, es decir, un aumento del consumo de
sacarosa (Murison y Hansen, 2001) o que no se altera (Haidkind y cols., 2003;
Harro y cols., 2001). Sin embargo, los datos existentes procedentes de estudios
que utilizan la preferencia de lugar como medida heddnica (D'aquila y cols.,
1997a; Muscat y cols., 1992; Papp y cols., 1991; Papp y cols., 1992; Valverde y
cols., 1997), parecian mas consistentes por lo que nos planteamos la utilizacion
de esta medida con el interés de observar si se producia el efecto esperado.
Los efectos del estrés medio cronico sobre otras conductas relacionadas con el
estado de depresion también han dado lugar a resultados opuestos. Asi, se ha
encontrado tanto disminucion (Dalla y cols., 2005; Duccottet y cols., 2004;
Grippo y cols., 2003; Zheng y cols., 2006) como aumento de la actividad
locomotora (Benelli y cols., 1999; Duncko y cols., 2001b; Gronli y cols., 2005;
Silberman y cols., 2004). Igualmente, el EMC produce tanto una disminuciéon
(D'aquila y cols., 1994; Koop y cols., 1999) como un aumento (Griebel y cols.,
2002a) de la conducta de ansiedad.

Aungque los resultados no siempre son homogéneos existen datos de que el
EMC produce una disminucién de la actividad serotoninérgica (Bekris y cols.,
2005; Liy cols., 2003) junto con una disminucién del consumo de sacarosa (Papp
y cols., 1994b); sin embargo, son pocas las investigaciones realizadas y no esta
clara la implicacion de la serotonina en los efectos del EMC. Los datos de las
investigaciones a cerca de los efectos del EMC sobre la actividad dopaminérgica,
tampoco son muy clarificadores (Bekris y cols., 2005; Ossowska y cols., 2001).

Por otra parte, aunque no hay muchos datos sobre los efectos del EMC sobre la
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actividad del eje HPA, algunos trabajos indican una hiperactividad del mismo
manifestada por el aumento de los niveles de corticosterona (Bielajew y cols.,
2002; Froger y cols., 2004; Grippo y cols., 2005b;, Silberman y cols., 2004; Zheng
y cols., 2006). En general, los trabajos realizados sobre los efectos del EMC sobra
la funcidon inmunitaria muestran una disfuncidén de la respuesta inmunitaria
(Ayelli-Edgar y cols., 2002; Ayelli-Edgar y cols., 2003; Kubera y cols., 1998;
Silberman y cols., 2002; Silberman y cols., 2003; Silberman y cols., 2004).

Los datos de las investigaciones sobre el estrés social y el EMC a veces son
inconsistentes y pocos estudios analizan conjuntamente los cambios conductuales,
neuroquimicos, hormonales e inmunitarios que producen y queda por establecer
si dichos cambios son signos conductuales y/o fisioldégicos de la depresion. La
aplicacion de ambos tipos de estrés esperamos produzcan alteraciones en las
variables fisioldgicas y conductuales medidas que ademas seran diferentes en

funcion del tipo y tiempo de estrés aplicado.

Considerando la importancia de los estresores sociales y mas
concretamente de la derrota social a la hora de producir respuesta de estrés en los
sujetos (Koolhaas y cols., 1997; Kudryaviseva y cols., 1991b), esperamos que un
modelo de estrés psicosocial produzca alteraciones fisiologicas y conductuales de
mayor impacto que las producidas por un modelo que utiliza estresores no

sociales.

Nuestro primer objetivo general podemos desglosarlo en dos objetivos concretos:

- Estudio de los efectos del estrés social producido por nueve y veintitrés derrotas
sobre la conducta agonistica de ratones subordinados, la actividad
monoaminérgica hipotaldmica, la actividad inmunitaria medida a través de la
capacidad proliferativa de los linfocitos T del bazo y la actividad del eje HPA

medida a través de los niveles séricos de corticosterona.
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~ Estudio de los efectos del estrés medio cronico de una y tres semanas de
duracion sobre la conducta de condicionamiento de preferencia de lugar, la
actividad monoaminérgica hipotaldmica, la actividad inmunitaria medida a
través de la capacidad proliferativa de los linfocitos T de bazo y la actividad del

eje HPA medida a través de los niveles séricos de corticosterona.

Efectos del tratamiento crénico con fluoxetina sobre los cambios producidos por

el estrés social y el estrés medio cronico.

Diferentes datos indican la eficacia de los tratamientos antidepresivos a la
hora de revertir las alteraciones conductuales y fisiologicas producidas por el
estrés e indicativas de un estado depresivo (Czeh y cols., 2001; Dziedzicka-
Wasylewska y cols., 1997; Fuchs y cols., 1996; Kubera y cols., 1998; Li y cols.,
2003; Marona-Lewicka y Nichols, 1997; Papp y cols., 2002; Van Der Hart y
cols., 2002). La fluoxetina, un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina,
ha demostrado su eficacia en trastornos como la ansiedad y la depresion. Su
efecto terapéutico se ha relacionado con los cambios neuroadaptativos de los
receptores serotoninérgicos que se producen como consecuencia de un aumento
de la transmision serotoninérgica inducida por el fadrmaco (Goodwin, 1996;
Hjorth y Auerbach, 1994; Le Poul y cols., 2000). Aunque no todos los datos son
consistentes, algunas investigaciones sugieren que el tratamiento con ISRS reduce
la secrecion de ACTH y de corticosterona a través de una desensibilizacion de los
receptores 5-HTa hipotaldmicos (Li y cols., 1996; Li y cols., 1997) que coincide
en el tiempo con el inicio de la mejora terapéutica observada en los pacientes
depresivos. Ademas, varios estudios que utilizan modelos animales de estrés
encuentran que la fluoxetina revierte los cambios producidos por el estrés en la
actividad inmunitaria (Ayelli-Edgar y cols., 2002; Freire-Garabal y cols., 1997,
Freire-Garabal y cols., 2002). Igualmente, en pacientes depresivos el tratamiento
prolongado con ISRS parece tener un efecto beneficioso en la normalizacién de la
funcién inmunitaria (Maes y cols., 1997; Sluzewska y cols., 1995).

Teniendo en cuenta lo anteriormente dicho, esperamos que el tratamiento croénico

con fluoxetina produzca un efecto de mejora de las alteraciones producidas en la
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conducta, reflejandose también en cambios a nivel fisioldgico en monoaminas

cerebrales, glucocorticoides y sistema inmunitario.

Nuestro segundo objetivo podemos desglosarlo en dos objetivos concretos:

- Estudio de los efectos del tratamiento crénico con fluoxetina sobre los
cambios producidos por el estrés social, generado por cincuenta y dos dias de
experiencia de derrota en ratones subordinados, sobre la actividad
monoaminérgica hipotaldmica, la actividad inmunitaria medida a través de la
capacidad proliferativa de los linfocitos T de bazo y la actividad del eje HPA

medida a través de los niveles séricos de corticosterona.

~ Estudio de los efectos del tratamiento crénico con fluoxetina sobre los
cambios producidos por el estrés medio crénico de siete semanas de duracion
sobre la conducta de condicionamiento de preferencia de lugar, sobre la
actividad monoaminérgica hipotalamica, la actividad inmunitaria medida a
través de la capacidad proliferativa de los linfocitos T de bazo y la actividad

del eje HPA medida a través de los niveles séricos de corticosterona.
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I1I. MATERIAL Y METODOS.

1. SUJETOS Y ALOJAMIENTO

Todos los experimentos fueron realizados en el laboratorio de
Psicobiologia de la Facultad de Psicologia de la UPV/EHU (San Sebastian). Para
ello se emplearon ratones macho de las cepa OF1 (CRIFFA, Barcelona, Espafia) en
los diferentes experimentos llevados a cabo. A su llegada al animalario eran
ratones adultos de 10 semanas de edad. Los sujetos fueron individualmente
alojados durante 5 dias para su habituacion en cajas de plastico transparente de
24.5 x 24.5 x 15 cm de medida (PANLAB). La habitacion donde residian se
mantuvo durante todo el tiempo en condiciones estables, temperatura constante
de 20°C =* 1, ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (luz blanca de 20,00-8,00 en su
hora local). Fl ciclo de luz-oscuridad fue invertido para asegurarse de que los
animales fueran testados durante su fase activa (nocturna). Todo el
procedimiento experimental se llevd a cabo bajo condiciones estables en una sala
adyacente al animalario. Asi mismo el acceso al pienso (PANLAB) y al agua por
parte de los ratones fue ad libifum (menos en las ocasiones que hubo privacion de
agua y/o comida las cuales se especifican en otro apartado). Todo el
procedimiento de manipulacién animal se realizoé de acuerdo con la Legislacion
de la Convencidon Europea para la Proteccion de los Animales Vertebrados
Utilizados para Propodsitos Experimentales y otros Propositos Cientificos
(Estrasburgo, 18/02/1986).

2. PROCEDIMIENTO GENERAL.

Se realizaron cuatro experimentos diferentes utilizando dos modelos de
estrés como modelos animales de depresion: el modelo de Estrés Social, mediante
contacto sensorial, basado en una situacidén de experiencia de derrota continua

(Kudryavtseva y cols., 1991a) y el modelo de Estrés Medio Cronico, basado en la
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impredectibilidad de los diferentes estimulos estresantes aplicados (Monleon y
cols., 1995; Willner y cols., 1987).
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2.1. EXPERIMENTO 1. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES SOCIAL.

Los animales (n=48) después de un periodo 5 dias de adaptacion fueron
divididos en 2 grupos homogéneos de acuerdo con su peso corporal. La mitad de
los ratones (n=24) fueron sometidos a interacciones sociales diarias durante diez
minutos, en los que sujetos experimentales intrusos (de menor peso) fueron
introducidos en la caja (24.5 x 24.5 x 15 cm, PANLAB) de sujetos residentes (de
mayor peso) dejandoles interactuar libremente con el objetivo de obtener sujetos
subordinados. Posteriormente fueron sometidos a un procedimiento de contacto
sensorial, en el que los sujetos subordinados fueron separados en la propia caja de
los residentes mediante una estructura especial de metacrilato perforada de forma
que ambos sujetos no accediesen el uno al otro fisica y directamente pero si
mantuviesen contacto sensorial (figura M1, pagina 90).

Este procedimiento se repitid cada 24 horas a lo largo de 3 dias sucesivos de
forma que el estatus de dominancia-sumision quedase completamente establecido
para el 4° dia (a partir del 4° dia las interacciones sociales se redujeron a 5
minutos y todos los dias se cambiaba al subordinado a una nueva caja habitada
por un residente dominante diferente). Las interacciones tuvieron lugar siempre
en la fase activa (nocturna) en una sala cercana al animalario. Los sujetos
controles (n=24) fueron animales manipulados de forma idéntica a los
experimentales pero sin contrincante (de forma que a lo largo de todo su
tratamiento estaban separados de la otra media caja por un separador idéntico al
empleado con los sujetos experimentales menos el intervalo de tiempo analogo a
los experimentales en el cual podian deambular por toda la caja).

Este protocolo se aplicd cada 24 horas a lo largo de diferentes tiempos: 9 y 23 dias
tanto en los ratones experimentales como en los grupos control.

Después de 9 o 23 dias de tratamiento, 12 sujetos de cada grupo
(experimental y control) fueron sacrificados mediante dislocacion cervical.
Inmediatamente se practicd una puncion cardiaca extrayendo la sangre (1 ml).
Cada muestra de sangre se centrifugd a 1500 rpm durante 15 min a 4°C, se

extrajo el suero, inmediatamente se congeld en nitrdgeno liquido isopentano y
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posteriormente se almacend a —70°C para el posterior andlisis de los niveles de

corticosterona.

Los cerebros se extrajeron y se sustrajeron los hipotalamos congelandolos
inmediatamente en nitrogeno liquido isopentano y se almacenaron a —70°C. Las
muestras de tejido neurolodgico se analizaron posteriormente mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

Los bazos también se extrajeron bajo condiciones de completa esterilidad para la
determinacion de la respuesta proliferativa de las células mononucleares

estimuladas con mitdgeno.

De la misma forma otro grupo de sujetos (grupo no manipulado, n=12)
después de un periodo de 5 dias de adaptacion fueron alojados individualmente
sin ningun tipo de tratamiento durante 9 dias. Posteriormente fueron sacrificados
y sus muestras se extrajeron y almacenaron de igual manera a la descrita

anteriormente (figura M2, pagina 91).

Inforaceitn Flsica-Diracta Inferaceitn Sansoria-indirecta

Figura M1. Representacion de la interaccidn fisica directa y de la interaccion sensorial indirecta

entre el sujeto dominante (negro) y el sujeto sumiso (rojo).
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Figura M2. Disefio experimental del experimento 1.
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2.2. EXPERIMENTO 2. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES SOCIAL CRONICO Y DEL TRATAMIENTO CON
FLUOXETINA.

Los sujetos experimentales fueron sometidos a 23 dias consecutivos de
derrota y a contacto sensorial con un oponente dominante diferente.
Posteriormente éstos (n=24) fueron divididos en dos grupos diferentes, uno
(n=12) recibid tratamiento con fluoxetina y el otro grupo (n=12) fue tratado con
vehiculo, mientras las interacciones diarias continuaban durante 4 semanas mas.
El resto de animales del grupo control (n=24) fueron igualmente divididos en dos
categorias de la misma forma que el grupo experimental. Tras 52 dias de
experimento fueron sacrificados 24 horas después de la ultima inyeccidn y sus
muestras bioldgicas se extrajeron de igual forma a la descrita anteriormente en el

experimento 1 (figura M3, pagina 93).
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Figura M3. Disefio experimental del experimento 2.
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2.3. EVALUACION CONDUCTUAL DE LOS EXPERIMENTOS 1Y 2.

La conducta de los sujetos experimentales en situacion de interaccion
social con sus respectivos oponentes dominantes fue grabada durante 5 minutos
mediante una videocdmara (Panasonic RX66) el dia anterior al sacrificio de los
mismos. Las grabaciones de cada sujeto se evaluaron posteriormente utilizando
un programa informatico para la evaluacion de la conducta THE OBSERVER 3.0
(NOLDUS. IT). Este programa nos permitié cuantificar el tiempo invertido por
cada sujeto en cada una de las 9 categorias conductuales establecidas, basandonos
en el etograma desarrollado por Brain (Brain, 1984), Kudryaviseva y cols.
(Kudryavtseva y cols., 1991a) y Blanchard y cols. (Blanchard y cols., 1988).

Las categorias evaluadas fueron:

1. Postura de vigilancia extrema (PVE)
a~ Observacion inmoévil al oponente desde una distancia. Fl sujeto esta

inmdvil y vigila atento al oponente desde una distancia.

2. Inmovilidad
a- Agachado. El sujeto permanece inmovil con las cuatro patas pegadas al
suelo sin dirigir la atencién al oponente.
b- Con la nariz pegada a una esquina. El ratén permanece inmévil con su
nariz pegada a una esquina de la caja.
c- Bipedo. El animal permanece inmévil en posicion bipeda sin dirigir la

mirada al oponente.

2. Defensa activa.
a~- Defensa lateral. El sujeto ante la cercania del oponente adopta una
posicion tripedal lateral a éste, con los ojos abiertos y las orejas
extendidas.
b- Defensa vertical. El sujeto ante la cercania del oponente adopta una

posicion bipeda, con los ojos abiertos y las orejas extendidas.
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Evitacion
a~ El sujeto gira el cuerpo, la cabeza y se vuelve de lado al acercarse el

oponente.

Sumision.
a~ Fl sujeto adopta una posicion bipeda con una total extensién corporal

llevando la cabeza hacia atras.

Huida
a~ Salto. El raton salta hacia otro lugar al aproximarse el oponente.
b- Retirada. El sujeto se aleja corriendo al acercarse el oponente o cuando

este lo ataca.

Investigacion social.

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

b- Andando debajo. Fl sujeto mete la cabeza y parte delantera del cuerpo por
debajo del oponente.

c- Andando alrededor. El animal se mueve alrededor del oponente con la
cabeza dirigida a este.

d- Seguimiento. El sujeto camina detrds del oponente mientras este se aleja.

e~ Encuentro. Los ratones se encuentran de frente o lateralmente.

f- Aseo. El sujeto asea al oponente con su boca.

g~ Olfateo. El sujeto olfatea al oponente.

Exploracion no social.

a~ Exploracion dinamica. Fl sujeto deambula dirigiendo su atencion hacia el
ambiente fisico.

b~ Exploracion sin deambulacion. El sujeto en posicion cuadrupeda explora
el ambiente, no al oponente, moviendo la cabeza de un lado a otro.

c- Erguido. El sujeto explora el ambiente fisico en postura bipeda.
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d- Erguido contra la pared. El sujeto explora el ambiente en postura bipeda

pero con las patas delanteras apoyadas contra la pared.
8. Otros

a- Autoaseo. El sujeto se lame la piel de los flancos, del abdomen y el rabo.

b~ Escarbar. El sujeto escarba sobre el sustrato.
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2.4. EXPERIMENTO 3. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES MEDIO CRONICO.

Los animales (n=40) después de un periodo de 5 dias de adaptacion a las
nuevas condiciones de estabulacion fueron divididos en 2 grupos homogéneos de
acuerdo con su peso corporal. La mitad de los sujetos (n=20) fueron sometidos al
procedimiento de Estrés Medio Cronico (EMC) durante 1 semana (n=10) o
durante 3 semanas (n=10) segun el protocolo empleado por Monleon y col.

(1995) en ratones, que consistio en:

1. Tres periodos de privacion de agua y comida durante 3 horas.

2. Un periodo adicional de privacion de agua durante 16 horas.

3. Dos periodos de continua iluminaciéon en el periodo correspondiente a la
oscuridad.

4. Dos periodos (7 y17 horas) de inclinacién de caja a 45°.

5. Un periodo de caja sucia (100 ml de agua vertida sobre el serrin) durante 17
horas.

6. Dos periodos (3 y 5 horas) de sonido intermitente (tono de 30 dBy 10 Kc/s). El
tono era emitido durante 2 minutos continuos a intervalos irregulares por cada
hora correspondiente a su periodo completo.

7. Tres periodos (7, 9 y 17 horas) de iluminacidon estroboscopica de baja
intensidad (300 flashes/min).

Todos los estimulos estresantes fueron aplicados a lo largo de 1 semana
siendo repetidos en el caso del grupo sometido a EMC durante 3 semanas. Cada
uno de los estimulos estresantes aplicados en el protocolo de EMC han sido
clasificados de intensidad media de acuerdo con el Acta Animal de
Procedimientos Cientificos de 1986 (Legislacion de UK).

Se utilizo un grupo control de animales para cada tiempo experimental, 1 semana
(n=10) y 3 semanas (n=10). Los cuales se mantuvieron individualmente alojados
durante estos periodos de tiempo. Después de 1 y 3 semanas los animales

sometidos a EMC y sus controles fueron sacrificados por dislocacién cervical.
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Inmediatamente se practicd una puncion cardiaca extrayendo la sangre (1 ml).
Cada muestra de sangre se centrifugd a 1500 rpm durante 15 min a 4°C, se
extrajo el suero, inmediatamente se congeld en nitrdégeno liquido isopentano y
posteriormente se almacend a —70°C para el posterior andlisis de los niveles de

corticosterona.

Los cerebros se extrajeron para la obtencidn del hipotdlamo que fue
inmediatamente congelado en nitrogeno liquido isopentano y almacenado a
~70°C. Las muestras de tejido neuroldgico se analizaron posteriormente mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Los bazos también se
extrajeron bajo condiciones de completa esterilidad para la determinacion de la
respuesta proliferativa de las células mononucleares estimuladas con mitdgeno

(Figura M4, pagina 99).
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Figura M4. Disefio experimental del experimento 3.
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2.5. EXPERIMENTO 4. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES MEDIO CRONICO Y DEL TRATAMIENTO CON
FLUOXETINA.

Los animales experimentales (n=20) tras tres semanas de exposicion a
Estrés Medio Cronico (EMC) fueron divididos en dos grupos diferentes, uno
recibio tratamiento con fluoxetina (n=10) y el otro grupo vehiculo (n=10),
mientras el EMC continuaba durante 4 semanas. El resto de animales del grupo
control (n=20) continuaron alojados individualmente durante un total de 7
semanas y divididos en dos grupos que recibieron fluoxetina (n=10) o vehiculo
(n=10) durante 4 semanas. Tras 7 semanas de experimento los animales (n=40)
fueron sacrificados 24 horas después de la ultima inyeccion y sus muestras
biologicas se extrajeron de igual manera a la descrita en el experimento 3 (Figura
M5, pagina 101).
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Figura M5. Disefio experimental del experimento 4.
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2.6. PRUEBA DE CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA DE LUGAR DE LOS
EXPERIMENTOS 3 Y 4.

Esta prueba se realizo a sujetos sometidos a 3 semanas de EMC (n=20)
(Figura M4, pagina 99) y a sujetos sometidos a 7 semanas de EMC y tratamiento
con fluoxetina o vehiculo (n=40) (Figura M5, pagina 101), asi como a sus

respectivos controles.

Material utilizado.

Todo el procedimiento de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL)
se llevé a cabo en una caja de metacrilato de 43x30x15 cm en total, con dos
compartimentos simétricos y opuestos de 15,5X30X15 cm cada uno, unidos por
un pasillo de 12X11X15 cm. Los compartimientos eran de idénticas medidas pero
en uno de éstos las paredes y el suelo eran completamente de color negro y el
suelo estaba revestido de goma, mientras que en el otro compartimiento las
paredes y el suelo eran completamente de color blanco y el suelo era de
metacrilato. La caja llevaba una tapa transparente y agujereada del mismo
material que cubria todo el laberinto para impedir que los sujetos escaparan o se
distrajesen con el ambiente exterior pero a su vez pudieran respirar a través de
los agujeros y se pudiese observar el interior de ésta. El pasillo ubicado en la
mitad de los dos compartimentos unia éstos pero quedaba separado por dos
puertas en guillotina de metacrilato que permitian la entrada o el aislamiento de
los compartimentos.

Para el registro de la prueba se empled una videocamara (Panasonic
RX66) y para la evaluacion conductual se utilizd un programa informético THE
OBSERVER 3.0 (NOLDUS. IT) que nos permitié registrar el tiempo que pasaban
los sujetos en cada uno de los compartimentos.

Como estimulo reforzante se utilizd la comida habitual de los animales
(PANLAB).
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Procedimiento del condicionamiento de preferencia de lugar.

El protocolo de prueba de condicionamiento de preferencia de lugar
(CPL) se realizd durante 12 dias consecutivos en una habitacidén silenciosa
cercana al animalario entre las 12,00-14,00 horas (periodo de oscuridad
invertido en el animalario, horario activo). La prueba de CPL consistid en una
primera fase de exposicion con 3 dias de duracion. Una segunda fase de
condicionamiento con 8 dias de duracion y una tercera fase de evaluacion post-

test de un dia.

Fase de periodo de exposicion. Tras 9 dias de aplicacion de EMC (n=10) o
alojamiento individual (n=10), los sujetos fueron expuestos al test de CPL durante
un total de 12 dias. El test comienza con un periodo de exposicion libre por el

laberinto que dura 10 minutos cada dia durante 3 dias.

El primer dia de protocolo se les acomodd individualmente en el pasillo
intermedio de la caja y se les permitio el libre acceso a toda la caja durante 10
minutos. El segundo y tercer dia de prueba se procedié de manera exacta al
primer dia pero el tercer dia se filmo por videocdmara individualmente a cada
sujeto durante todo el tiempo de exposicion libre por la caja. Posteriormente se
evalué el tiempo total que pasaban en cada uno de los compartimentos mediante
un programa informatico THE OBSERVER 3.0 (NOLDUS. IT) para conocer en que
compartimento emplearon menos tiempo (fase pre-test). Se eligid el
compartimento en el cual dedicaba menos tiempo cada individuo (fase que
denominamos pre-test, que es el tiempo de estancia en el compartimento “menos
preferido”) como el lugar en el cual se iba a proceder al condicionamiento del

lugar mediante el refuerzo a lo largo de las diferentes exposiciones.

Fase de condicionamiento. Consistid en situar al sujeto de forma alterna

en cada uno de los compartimentos durante 30 minutos cada dia durante 8 dias
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consecutivos. Los dias 1,3,5 y 7 se situd al sujeto en el compartimento de la caja
en el que invirtid menos tiempo en la fase pre-test y en el cual se ponia el
refuerzo (comida). Los dias 2,4,6 y 8 se alojaba al sujeto sin refuerzo en el
compartimento que inicialmente (fase pre-test) dedicé mds tiempo. Todos los
animales fueron privados de alimento las 20 horas previas al ensayo y no se
restablecio la toma de alimento hasta una hora después del ensayo de
condicionamiento, de forma que no asociasen cualquiera de los compartimentos
de la caja con la obtencion del refuerzo. Todos los ensayos se efectuaron de
manera exacta, el sujeto era depositado en el pasillo central y solo se le permitia el
acceso al compartimento que ese dia estaba establecido, cerrando de nuevo el
pasillo. El ultimo dia de ensayo, una hora después de la finalizacion de este se

restablecio el libre acceso a la comida en las cajas que residian los ratones.

Fase post-test. Tras los 8 dias de condicionamiento y 24 horas después del
ultimo ensayo se registro el tiempo invertido por los sujetos en cada uno de los
compartimentos en ausencia de refuerzo. Tras situar al animal en el pasillo
central de la caja se le permitid la libre deambulacién durante 10 minutos

mientras se le grabo por videocamara.

Fase de evaluacion del condicionamiento de preferencia de lugar.
Mediante la utilizacion del programa de evaluacion conductual THE OBSERVER
3.0 (NOLDUS. IT) se evalué el tiempo que cada sujeto pasaba en la fase post-test.
Posteriormente se compararon los 2 registros de tiempo invertido en cada uno de
los compartimentos en la fase pre-test y post-test entre los sujetos experimentales
y controles mediante el programa estadistico SPSS 11.0.1 de Windows (SPSS Inc.,
USA).

Este mismo procedimiento de CPL se utilizo en animales que fueron expuestos
a 7 semanas de EMC o alojamiento individual y recibieron tratamiento de
fluoxetina o vehiculo durante 4 semanas. El protocolo de la prueba de CPL se
comenzo a aplicar tras 37 dias de experimento, 12 dias antes de la finalizacion

del mismo.
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3. FARMACO.

Se empled Fluoxetina Hidroclorida (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) que
fue disuelta en una solucién salina fisiologica (Grifols, Barcelona, Espaiia), la cual
también se empleo como sustancia vehiculo. Todas las inyecciones se
administraron intraperitonealmente en un volumen de 10 ml por kg de peso
corporal. La dosis administrada fue de 5mg/kg por dia, administrada en una

unica inyeccion entre las 12:00-14:00 horas.

4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LAS CELULAS
MONONUCLEARES DEL BAZO.

4.1. Aislamiento y cultivo de las células mononucleares.

Los bazos se extrajeron en el interior de una campana de flujo laminar
(BC100. Cultair S. L., Madrid, Espana) bajo condiciones de completa esterilidad y
se disgregaron sobre una malla esterilizada de acero inoxidable de 50 um de
porosidad (Sigma, Madrid, Espana). Cada muestra disgregada fue resuspendida
en 10 ml de medio celular (RPMI-1640. Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) y estas
centrifugadas (modelo CR4-12. Jouan, Saint Herblain, Francia) durante 5
minutos a 1500 rpm a 4°C. Posteriormente el pellet obtenido de cada muestra es
resuspendido en 3 ml de medio celular y depositado con sumo cuidado sobre 3 ml
de Ficoll-Paque (Pharmacia-Biotech, Barcelona, Espafia) a temperatura ambiente.
Las muestras se centrifugan durante 30 minutos a 2000 rpm a 21°C. El Ficoll-
Paque permite separar las células polimorfonucleares, los eritrocitos y las células
muertas de las células mononucleares. Asi después de la centrifugacidn, podemos
encontrar las células mononucleares en la interfase entre el Ficoll-Paque y el
medio celular, mientras que los eritrocitos, las células polimorfonucleares y las
células muertas se depositan en el pellet. Ulteriormente se extrae la interfase de

cada muestra y se resuspende en 3ml de medio celular y estas son centrifugadas
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durante 5 minutos a 1500 rpm a 4°C extrayéndose los pellets de cada muestra y
se resuspenden en 3 ml de medio celular para asi de nuevo centrifugarlas durante
5 minutos a 1500 rpm a 4°C. Esta operacion de lavado celular se repite una vez
mas de manera que las células mononucleares queden exentas de cualquier resto
de Ficoll-Paque. Completada esta fase de lavado se extrae el sobrenadante y el
substrato para resuspenderlo en 5 ml de medio celular suplementado al 10% con
suero bovino fetal (SBF) (Gibco, Life-Technologies, Inc., Gaithersburg, MD.,
EE.UU.).

Una vez realizado el recuento y viabilidad celular se ajustan las
concentraciones de cada muestra a 2,5 x 106 células/ml.

Para la determinacion del recuento y la viabilidad celular se utilizo un
microscopio invertido CK2 (Olympus, Hamburgo, Alemania) y una camara
cuentaglobulos Burker (Brand, Wertheim/Main, Alemania) que contiene un drea
cuadriculada estandar. Una pequeiia cantidad de muestra es situada en la camara
y el numero de células es contado. Mediante una sencilla formula se determina el
numero total de células en la muestra. Para determinar la viabilidad celular esta
pequena muestra es mezclada con azul tripan (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana),
ya que las células con la membrana intacta son impermeables a esta tincion. Se
procede al recuento de las células no teniidas (viables), debiendo ser siempre
mayor del 80% de células totales de la muestra.

Para la realizacién del cultivo de las células mononucleares esplénicas,
previamente se depositaron en una placa Falcon de 96 pocillos (Beckton-
Dickinson, Meylan, Francia) 100 pl compuestos de RPMI-1640 y SBF (10%)
como sustrato celular, anadiendo en 5 pocillos por cada muestra el mitdgeno
Concanavalina-A (Con-A, lectina de Concanavalina ensimorfis. Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) (5pg/ml), el mitégeno Fitohemaglutinina (PHA, lectina de
Phaseolus vulgaris agglutinin. Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) (6,5 pug/ml) y en
otros 5 pocillos unicamente el medio celular con el SBF. En total cada muestra fue
sembrada en 15 pocillos.

Posteriormente todas las muestras se introducen en una estufa de cultivo
(IG-150. Jouan, saint Herblain, Francia) a 37°C y un 5% de COs:.
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4.2. Determinacion de la capacidad proliferativa de las células mononucleares del

bazo.

La determinacion de la capacidad proliferativa de las células
mononucleares del bazo se llevo a cabo mediante el uso de un kit de proliferacion
celular IT XTT (Boheringer-Mannheim, Barcelona, Espana). Este kit de ensayo de
proliferacidén celular es de tipo colorimétrico, no radiactivo, y se basa en la
conversion colorimétrica debida a la degradacion de las sales de XTT (4cido
sulfénico de sodio 3'-[1-(fenilaminocarbonil)-3, 4 tetrazolio]-bis (4-metoxi-6-~
nitro)) a sales de formazan. La conversion del XTT al compuesto de formazan de
tinte naranja solo ocurre en las células vivas. F1 compuesto de formazan naranja
es soluble en soluciones acuosas y directamente cuantificable utilizando un lector

espectrofotométrico.

Después de 72 horas de incubacidon se sacaron las placas con las
muestras, se llevaron a la campana de flujo laminar y se anadieron 100
pl/pocillo del compuesto de XTT y se resuspendieron. Las placas fueron
introducidas de nuevo en la incubadora durante 20 horas. Finalizado este periodo
las placas se sacaron y se procedid a la lectura en un lector de placas
colorimétrico EIx800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VE., EE.UU.), con un
filtro de absorbancia de 490 nm de longitud de onda y un filtro de referencia de
720 nm.

Para la determinacién de la capacidad proliferativa de las células bajo
estimulacion con cualquiera de los 2 mitdégenos, los datos se expresaron

utilizando un indice de proliferacion calculado de la siguiente forma:

Densidad Optica media del mitdégeno/ Densidad Optica media sin

estimulacion mitdgena.
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5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DOPAMINERGICA Y
SEROTONINERGICA EN EL HIPOTALAMO.

La determinacion de la actividad dopaminérgica y serotoninérgica en el
hipotalamo, se realizd mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),

siguiendo el método descrito por Esteban y cols. (Esteban y cols., 1996).

5.1. Preparacion de las muestras.

Las muestras de tejido hipotalamico se descongelaron a temperatura
ambiente, se pesaron en una balanza analitica AG204 (Mettler. Toledo, Espana) y
fueron homogeneizadas en Iml de solucion tampdn (agua Milli-Q, 0.27 mM
K:EDTA, 5.26 mM Na;S;05 y 9,14 M HCLO4), durante 15 segundos, a 20.000
rpm, en un homogenizador-dispersador eléctrico DIAX 600 (Heidolph Elektro &
Co.). A continuacién se centrifugd el homogeneizado durante 15 minutos a
40.000 g a 4°C (Sorvall RC-5B; rotor SM-24), y se filtrd6 con una filtro de
membrana de teflén de 0.45 um (Sigma, Madrid, Espana).

5.2. Analisis Cromatografico.

Las muestras fueron inyectadas en alicuotas de 100 ul en un equipo de
HPLC (Hewlett Packard 1100 system) empleando una columna Agilent Zorbax
SB~-C18 y una solucidén de fase movil (agua Milli-Q, 0.1 M KH2PO4, 2.1 mM 4cido
sulfénico octano, 0.1 mM K:EDTA y 10% v/v de metanol) a un flujo constante de
1 ml/min y a una temperatura constante de 35°C.
La cuantificacion de monoaminas y sus metabolitos se realizd mediante un
detector electroquimico HP 1049A, aplicando un potencial de 0.70 V.

Los datos fueron analizados mediante el software de Hewlett Packard
ChemsStation empleando una curva de calibrado establecida previamente para

cada una de las monoaminas y metabolitos analizados, corrigiendo el nivel de la
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curva de calibrado cada 10 muestras con el fin de controlar cualquier

modificacion ambiental.

6. DETERMINACION DE CORTICOSTERONA EN SUERO SANGUINEO.

Para la determinacion del nivel de corticosterona en suero sanguineo se
empled un kit de andlisis de radioinmunoensayo (RIA) (ICN. Costa Mesa,
California, EEUU), un tipo de radioinmunoanalisis de competencia. Este tipo de
andlisis se basa en la competicion entre dos ligandos por la union especifica a un
anticuerpo. Los ligandos suelen ser la hormona u otra sustancia a determinar y su
homologa marcada con un elemento radiactivo. De este modo, cuanto mayor sea
la cantidad de hormona presente en la muestra, menor serd la cantidad de
hormona marcada que se ligue al anticuerpo. Tras incubar la solucién compuesta
por una determinada cantidad de muestra, una cantidad fija de hormona
marcada y un anticuerpo, se elimina el sobrenadante y se mide el nivel de
radioactividad del precipitado. Este ultimo es una medida indirecta e
inversamente proporcional a la concentracién de la hormona presente en la

muestra.

6.1. Procedimiento de radioinmunoensayo.

En primer lugar, todos los reactivos y muestras a emplear en el ensayo se
llevan a temperatura ambiente. A continuacion se prepara el control para la
determinacion del nivel de unién no especifica, dispensando 0,3 ml de medio

diluyente por tubo. Para la elaboracion de la curva patrén se preparan los siete
calibradores, disponiendo en 14 tubos de vidrio 100 Pl de las diluciones estandar
incluidas en el ensayo (1000, 500, 250, 100, 50, 25, 0 ng/ml). Para el calibrador

de 0 ng/ml se disponen 100 pl de medio diluyente. Se preparan también, dos

controles (alto y bajo) anadiendo 100 pl de las concentraciones control incluidas
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en el kit. Por ultimo, se toman 10 ul de cada muestra. Se diluyen 2 ml de medio
diluyente y se dispensan 500 I de esta dilucion en cada tubo.

Una vez preparadas las muestras, los calibradores y los controles, en cada
tubo se anaden 200 Wl de dilucidn de corticosterona marcada con 125 . A
continuacion en todos los tubos excepto en los correspondientes al control de
unidn no especifica, se aniaden 200 [l de antisuero. Se agita cada tubo por medio
de un agitador para tubos y se dejan incubar durante dos horas a temperatura
ambiente.

Tras la incubacién se afiaden 500 Pl de la solucidn precipitante incluida
en el kit. Esta solucioén esta compuesta por una mezcla de PEG e IgG de cabra-
anticonejo en tampdn fosfato. Se agita cada tubo y se centrifugan a 1000 g
durante 15 minutos.

Se evalua el nivel de radioactividad del precipitado en un contador de
centelleo (Gamma counting 5500 System, Beckman Instruments, Bioanalitical
Systems Group. Fullerton, California, EEUU). El formato de los datos emitidos por
el aparato (cuentas por minuto) ha de ser transformado para conseguir los datos
en forma de ng/ml de corticosterona.

Para la transformacién de los datos directos, previamente se obtienen las
medias de todos los tubos duplicados. A estas medias se les sustrae la media del
control de unién no especifica (UNE), con lo que se obtienen los valores
corregidos. Cada valor corregido es dividido por el valor corregido del calibrador
correspondiente a la concentracion de 0 ng/ml y posteriormente es multiplicado
por 100. Los datos asi obtenidos representan el porcentaje de union especifica de

cada muestra.

% Unidn especifica= CPM (muestra) ~ CPM (unidn no especifica) x 100

CPM (calibrador O ng/ml) - CPM (unidén no especifica)

Con los porcentajes de union especifica de los calibradores incluidos en el kit se
elabora la curva patrén de la que se extrae en ng/ml la concentracion presente
en cada muestra con la ayuda del programa Graphapd Prism 3.00 para

Windows.
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7. ANALISIS ESTADISTICO.

El efecto del Estrés Social (experimento 1) sobre las conductas
manifestadas por los sujetos socialmente estresados se analizd mediante un
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor, en el que se considerd el factor
estrés (estrés social, control manipulado y control no manipulado). El andlisis de
las variables biologicas, se realizé mediante un ANOVA de un factor, en el que se
considerd el factor estrés, en el caso de los sujetos sometidos a 9 dias de estrés
social. También se realizo un ANOVA de dos factores, en el que se consideraron el
factor estrés, el factor tiempo y la interaccion entre ambos factores, en los sujetos

sometidos a 9 y 23 dias de estrés social.

El efecto del Estrés Social y del tratamiento con fluoxetina (experimento
2) sobre las conductas manifestadas por los sujetos socialmente estresados se
analizd mediante un ANOVA de un factor, en el que se considerd el factor
tratamiento farmacologico. El analisis de las variables bioldgicas, se realizod
mediante un ANOVA de dos factores, en el que se consideraron el factor estrés, el

factor tratamiento farmacoldgico y la interaccion entre ambos factores.

El efecto del Estrés Medio Cronico (experimento 3) sobre la conducta
manifestada en la prueba de CPL se analizd en el grupo de 3 semanas de
tratamiento mediante un ANOVA de medidas repetidas de un factor, en el que se
considerd el factor estrés. Fl analisis de las variables bioldgicas, se realizod
mediante un ANOVA de dos factores en el que se consideraron el factor estrés, el

factor tiempo y la interaccion entre ambos factores.

El efecto del Estrés Medio Cronico y del tratamiento con fluoxetina
(experimento 4) sobre la conducta manifestada en la prueba de CPL se analizd
mediante un ANOVA de medidas repetidas considerando dos factores, el factor
estrés, el tratamiento farmacoldgico y la interaccion entre ambos. El analisis de las
variables bioldgicas, se realizd mediante un ANOVA de dos factores en el que se
consideraron el factor estrés, el factor tratamiento farmacoldgico y la interaccion

entre ambos factores.
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Para un andlisis mas pormenorizado de los efectos significativos
observados en los ANOVAS se realizaron analisis post hoc de Bonferroni. Se
realizaron andlisis de regresion por pasos para determinar la mediacion de la
actividad monoaminérgica en los efectos del estrés sobre la capacidad
proliferativa de las células mononucleares. Los niveles de significacion para todos
los analisis realizados fueron de p < 0.05. Todos los estadisticos fueron calculados
con el programa SPSS 11.0.1 de Windows (SPSS Inc., EEUU).
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IV. RESULTADOS.

1. EXPERIMENTO 1. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES SOCIAL.

1.1. Estrés Social y conducta.

El analisis conductual en los sujetos sometidos a estrés social (ES) muestra que
los ratones expuestos a nueve derrotas emplean mayor porcentaje de tiempo en la
conducta de “postura de vigilancia extrema” (PVE) que los sujetos sometidos a
veintitrés derrotas consecutivas (F(1, 20 ) = 5,56, p < 0,03). Se observd una reduccion
del porcentaje de tiempo dedicado a la conducta de defensa activa en los ratones
sometidos a nueve derrotas (F(1, 20) = 4,65, p < 0,05). No se encontraron diferencias

entre los dos grupos en las demads categorias conductuales registradas (figura 1).
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Figura 1. Porcentaje medio (= E.E.M.) de tiempo dedicado a cada una de las categorias conductuales en

interaccién social, de un total de 5 minutos registrados, en los grupos sometidos durante 9 y 23 dias a

estrés social (9ES y 23ES respectivamente). o (p <0,05).
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1.2. Estrés Social y sistema inmunitario.

Capacidad proliferativa de Ilas células esplénicas mononucleares ante Ia
estimulacion con Concanavalina-A (Con-A).

El anélisis de los datos correspondiente al periodo de nueve dias de estrés social

y su efecto sobre el indice de proliferacion linfocitica (IP) cuando se utilizd6 Con-A
como antigeno mostrd un efecto significativo del factor estrés (F(2, 29) = 5,19, p <
0,02). El grupo sometido a estrés social presenté un menor IP que el grupo control no

manipulado (p < 0,01). No se observaron diferencias significativas con el grupo
control manipulado (figura 2).
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Figura 2. Indices de proliferacién (IP) medios (+ E.E.M.) cuando se utilizdé Con-A del grupo sometido
durante 9 dias a estrés social (9ES), el grupo control manipulado durante 9 dias (9CM) y el grupo control

no manipulado durante 9 dias (9CNM). @ 9ES < 9CNM (p < 0,01).
L4

Cuando se compard el IP en los grupos sometidos a nueve y veintitrés dias de

estrés social y sus respectivos grupos controles, se observé un efecto significativo del
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estrés (F(1, 35) = 22,01, p £ 0,0001) y del tiempo (F(1, 35) = 54,04, p < 0,0001) ), asi
como de la interaccidén de ambos factores (F(1, 35) = 7,55, p < 0,01). Los andlisis post-
hoc mostraron un menor IP en el grupo expuesto a nueve derrotas respecto al grupo

sometido a veintitrés derrotas consecutivas (p < 0,02). El grupo control manipulado

durante veintitrés dias mostré mayor IP que todos los demas grupos (p< 0,0001 en
todos los casos) (figura 3).
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Figura 3. Indices de proliferacion (IP) medios (+ E.E.M.) cuando se utilizé Con-A de los grupos sometidos

durante 9 y 23 dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante
9y 23 dias (9CM y 23CM respectivamente).

W 9ES < 23ES (p = 0,05). o 23CM > Todos los grupos (p < 0,001).

Capacidad proliferativa de las células esplénicas mononucleares ante la estimulacion
con Fitohemaglutinina (PHA).

No se observd un efecto significativo del factor estrés sobre el IP cuando se

utilizé PHA como antigeno en ninguno de los grupos de nueve dias de tratamiento.
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Cuando se compard el IP en los grupos de nueve y veintitrés dias de
tratamiento, se observd un efecto significativo del factor estrés (F(1, 38) = 8,13, p <
0,01) y del factor tiempo (F(1, 38) = 24,54, p < 0,0001), asi como de la interaccién
entre ambos factores (F(1, 38) = 3,88, p < 0,05). Los analisis post-hoc mostraron un
mayor IP en el grupo control manipulado durante veintitrés dias respecto al grupo

control manipulado durante nueve dias (p< 0,0001) y los grupos sometidos a estrés

social durante nueve derrotas (p< 0,0001) y veintitrés derrotas (p< 0,01), (figura 4).
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Figura 4. Indices de proliferacion (IP) medios (+ E.E.M.) cuando se utilizé PHA de los grupos sometidos

durante 9 y 23 dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante
9y 23 dias (9CM y 23CM respectivamente).

o 23CM > 23ES (p < 0,01), 9CM y 9ES (p < 0,001 en ambos grupos).
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1.3. Estrés Social y actividad monoaminérgica hipotalamica.

Actividad serofoninérgica, niveles de 5-HIAA y 5-HT en hipotdlamio.

Resultados

El analisis de la actividad serotoninérgica (ratio 5-HIAA/5-HT) en los

grupos de nueve dias de tratamiento mostré un efecto significativo del factor

estrés (F(2, 23) = 20,64, p < 0,0001). Los andlisis posf hoc indicaron que el

grupo socialmente estresado presenta un ratio de serotonina mayor que los

grupos control manipulado y no manipulado (p< 0,0001 en ambos casos) (figura

5).
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Figura 5. Medias (= E.E.M.) del ratio SHIAA/5HT en hipotalamo de los sujetos sometidos durante 9

dias a estrés social (9ES), el grupo control manipulado durante 9 dias (9CM) y el control no

manipulado del mismo periodo de tiempo (9CNM). o 9ES > 9CM y 9CNM (p < 0,0001).
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También se observo un efecto significativo del factor estrés cuando se
estudiaron los niveles de 5-HIAA (F(2, 25) = 9,04, p < 0,001). Los analisis post
hoc mostraron que el grupo socialmente estresado presentd mayores niveles de

este metabolito respecto al grupo control manipulado (p < 0,001) (figura 6).
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Figura 6. Niveles medios (+ E.E.M.) de SHIAA (ng/g de tejido hipotalamico) del grupo sometido
durante 9 dias a estrés social (9ES), el grupo control manipulado durante 9 dias (9CM) y control no

manipulado del mismo periodo de tiempo (9ICNM). o 9ES > 9CM (p < 0,001).

Igualmente, se encontré un efecto significativo del factor estrés cuando se
estudiaron los niveles de serotonina (F(2,24) = 7,51, p < 0,01). Los analisis post
hoc indicaron que el grupo socialmente estresado presentaba menores niveles de

este neurotransmisor que el grupo control no manipulado (p < 0,01) (figura 7).
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Figura 7. Niveles medios (+ E.E.M.) de SHT (ng/g de tejido hipotaldmico) del grupo sometido

durante 9 dias a estrés social (9ES), el grupo control manipulado durante 9 dias (9CM) y el control

no manipulados del mismo periodo de tiempo (9CNM). o 9ES < 9CNM (p < 0,01).

Cuando se compar¢ la actividad serotoninérgica (ratio 5-HIAA/5-HT) de los

grupos de nueve y veintitrés dias de tratamiento, el estrés (F(1, 30) = 19,38, p <

0,0001), el tiempo (F(1, 30) 36,80, p < 0,0001) y la interaccion entre ambos
factores (F(1, 30) = 19,97, p < 0,0001) fueron significativos. Los analisis post hoc
mostraron que el grupo sometido a nueve dias de estrés social presentd mayor
actividad serotoninérgica que el resto de los grupos (p< 0,0001 en todos los casos)

(figura 8).
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Figura 8. Medias (+ E.E.M.) del ratio 5HIAA/5HT en hipotalamo de los grupos sometidos durante 9 y 23

dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante 9 y 23 dias

(9CM y 23CM respectivamente). o 9ES > Todos los grupos (p < 0,001 en todos los casos).

Cuando se analizaron los niveles de 5-HIAA, el factor estrés (F(1, 31) = 12,71,
p < 0,001), el factor tiempo (F(1, 31) = 13,34, p < 0,001) y la interaccioén entre ambos
factores (F(1, 31) = 6,13, p < 0,02) fueron significativos. Los analisis post hoc

indicaron que de nuevo el grupo sometido a nueve dias de estrés social presentd

mayores niveles de este metabolito que el grupo control manipulado durante nueve y

veintitrés dias y que el grupo socialmente estresado durante veintitrés dias (p < 0,001

en todos los casos) (figura 9).
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Figura 9. Niveles medios (£ E.E.M.) de SHIAA (ng/g de tejido hipotaldmico) de los grupos sometidos

durante 9 y 23 dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante

9y 23 dias (9CM y 23CM respectivamente). o 9ES > Todos los grupos (p < 0,001 en todos los casos).

El analisis de los niveles hipotalamicos de S5HT mostro un efecto significativo
tanto del factor estrés (F(1, 33) = 3,94, p < 0,05) como del factor tiempo (F(1, 33) =
15,25, p < 0,0001). Los grupos sometidos a estrés social durante nueve y veintitrés dias
mostraron menores niveles de 5-HT que los grupos control manipulados durante nueve
y veintitrés dias. Ademas, los grupos que recibieron nueve dias de tratamiento
(estresados y controles) mostraron menores niveles de 5-HT que los grupos que
recibieron veintitrés dias de tratamiento (estresados y controles). La interaccidén entre
ambos factores no fue significativa. Los analisis post hoc indicaron que el grupo

expuesto a nueve derrotas consecutivas presentaba menores niveles de 5-HT que el

resto de los grupos (p < 0,001) (figura 10).
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Figura 10. Niveles medios (+ E.E.M.) de 5HT (ng/g de tejido hipotalamico) de los grupos sometidos

durante 9 y 23 dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante

9y 23 dias (9CM y 23CM respectivamente). o 9ES < Todos los grupos (p < 0,001 en todos los casos).

El analisis de regresion por pasos confirmo que el efecto de un estrés
social (9 y 23 dias) sobre la capacidad proliferativa de los linfocitos T cuando se

utilizé Con-A o PHA no estd mediado por la actividad serotoninérgica.

Actividad dopaminérgica, niveles de DOPAC y DA en hipotdlamo.

El estudio de la actividad dopaminérgica (ratio DOPAC/DA) hipotalamica en

los grupos expuestos a nueve dias de tratamiento mostrd un efecto significativo del
factor estrés (F(2, 22) = 14,67, p < 0,0001). Los analisis post hoc indicaron que el
grupo sometido a estrés social presentd mayor actividad dopaminérgica que el grupo
control manipulado y el grupo control no manipulado (p < 0,0001 y p < 0,01

respectivamente) (figura 11).
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Figura 11. Medias (+ E.E.M.) del ratio DOPAC/DA en hipotalamo de los sujetos sometidos durante 9 dias a
estrés social (9ES), el grupo control manipulado durante 9 dias (9CM) y el grupo control no manipulado

del mismo periodo de tiempo (9CNM). o 9ES > 9CM y 9CNM (p < 0,0001 y p < 0,01 respectivamente).

El analisis de los niveles de DOPAC no mostrd ningun efecto significativo del
factor estrés entre los grupos de nueve dias de tratamiento (9ES, 9CM, 9CNM). Por el
contrario el andlisis de los niveles de DA mostrd un efecto significativo del factor estrés
(F(2, 23) = 3,80, p < 0,04). Los analisis post hoc indicaron que el grupo control
manipulado presentaba mayores niveles de DA que el grupo control no manipulado (p
<0,05) (figura 12).
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Figura 12. Niveles medios (+ E.E.M.) de DA (ng/g de tejido hipotalamico) del grupo sometido durante 9

dias a estrés social (9ES), el grupo control manipulado durante 9 dias (9CM) y el control no manipulado

del mismo periodo de tiempo (9CNM). o 9CM > 9CNM (p < 0,05).

Cuando se compararon los grupos de nueve y veintitrés dias de tratamiento, el

analisis de la actividad dopaminérgica hipotalamica indicd un efecto significativo del
factor estrés (F(1, 28) = 22,73, p < 0,0001), del factor tiempo (F(1, 28) = 22,50, p <
0,0001) y de la interaccidon entre ambos factores (F(1, 28) = 8, 80, p < 0,01). Los
analisis post hoc indicaron que el grupo sometido a estrés social durante nueve dias
presentaba mayor actividad dopaminérgica que los demds grupos (p £ 0,0001 en

todos los casos) (figura 13).
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Figura 13. Medias (+ E.E.M.) del ratio DOPAC/DA en hipotdlamo de los grupos sometidos durante 9 y 23

dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante 9 y 23 dias

(9CM y 23CM respectivamente). o 9ES > Todos los grupos(p < 0,001 en todos los casos).

El analisis de los niveles de DOPAC mostrd un efecto significativo del factor
estrés (F(1, 28)= 4,82, p < 0,04) y del factor tiempo (F(1, 28)= 7,08, p < 0,02), no
obstante la interaccién entre ambos factores no fue significativa. Los grupos
socialmente estresados durante nueve y veintitrés dias mostraron mayores niveles de
DOPAC que los grupos control manipulados durante nueve y veintitrés dias. Ademas el
grupo de nueve dias de tratamiento (estresados y controles) presentd mayores niveles
de DOPAC que el grupo de veintitrés dias (estresados y controles). Los andlisis posf ioc
mostraron que el grupo control de 23 dias presentaba menores niveles de DOPAC que

el resto de los grupos (p < 0,05) (figura 14).
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Figura 14. Niveles medios (£ E.E.M.) de DOPAC (ng/g de tejido hipotalamico) de los grupos sometidos

durante 9 y 23 dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante

9y 23 dias (9CM y 23CM respectivamente). o 23CM < Todos los grupos (p < 0,05 en todos los casos).

El analisis de los niveles de DA indico un efecto significativo de la interaccién
entre el factor estrés y el tiempo (F(1, 30) = 5,72, p < 0,03). Sin embargo, no se

encontraron diferencias en los analisis posf hoc (figura 15).
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Figura 15. Niveles medios (+ E.E.M.) de DA (ng/g de tejido hipotalamico) de los grupos sometidos durante
9y 23 dias a estrés social (9ES y 23ES respectivamente) y los grupos control manipulado durante 9 y 23

dias (9CM y 23CM respectivamente).

El andlisis de regresion por pasos confirmo que el efecto de un estrés social (9 y
23 dias) sobre la disminucion en la capacidad proliferativa de los linfocitos T cuando se

estimularon con Con-A o PHA no esta mediado por la actividad dopaminérgica.

127



Resultados
1.4. Estrés Social y niveles de corticosterona en suero.

No se encontrd un efecto significativo del estrés social sobre los niveles de
corticosterona en el grupo de sujetos sometido a nueve derrotas cuando se compararon

con los niveles hallados en los grupos control manipulados y no manipulados.

Cuando se compararon los grupos de nueve y veintitrés dias de tratamiento, ni

el factor estrés, ni el tiempo, ni la interaccién entre ambos factores fue significativa.
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2. EXPERIMENTO 2. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES SOCIAL CRONICO Y DEL TRATAMIENTO CON
FLUOXETINA.

2.1. Estrés Social crénico y conducta social.

Los resultados muestran que el grupo de sujetos sometido durante
cincuenta y dos dias a estrés social (ES) y tratado con fluoxetina invierte menos
tiempo en la conducta de inmovilidad (F(1, 18) = 547, p < 0,04) y mayor
porcentaje de tiempo en la huida (F(1, 18) = 4.40, p < 0,05) que el grupo
estresado tratado con vehiculo. No se encontraron diferencias significativas entre

ambos grupos en ninguna otra categoria conductual (figura 16).
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Figura 16. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de tiempo dedicado a cada una de las categorias conductuales en

3

interaccidn social, de un total de 5 minutos registrados, en los grupos sometidos durante 52 dias a estrés

social y tratados con vehiculo (ESV) o fluoxetina (ESF). or <0,05.
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2.2. Estrés Social crénico y sistema inmunitario.

Capacidad proliferativa de las células esplénicas mononucleares ante la estimulacion
con Concanavalina A (Con-A).

Los datos muestran un efecto significativo del estrés social de larga duracion
(52 dias) sobre el IP cuando se utilizo el mitégeno ConA (F(1, 44) = 36,70, p <
0,0001). Ni el factor tratamiento farmacoldgico, ni su interaccion con el factor estrés
resultaron significativos. El grupo sometido a estrés social (tratado con fluoxetina o
vehiculo) presentd un menor IP que el grupo control manipulado (tratados con
fluoxetina o vehiculo). Los analisis post hoc indicaron que los grupos estresados
tratados con fluoxetina o vehiculo presentaban menores indices de proliferacion que

los grupos controles tratados con fluoxetina (p< 0.0001 y p< 0.026 respectivamente) o

vehiculo (p< 0.0001 y p< 0.001 respectivamente) (figura 17).
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Figura 17. indices de proliferacién (IP) medios (+ E.E.M.) cuando se utilizé Con-A de los grupos sometidos
durante 52 dias a estrés social tratados con vehiculo (ESV) o fluoxetina (ESF) y de los grupos control
tratados con vehiculo (CMV) o fluoxetina (CMF).

W ESV<CMV y CMF (p 0,001y p < 0,026) ¢, ESF < CMFy CMV (p < 0,0001 y p < 0,0001).
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Capacidad proliferativa de las células esplénicas mononucleares ante la estimulacion
con Fifohemaglutinina (PHA).

Los resultados muestran un efecto significativo del factor estrés sobre el IP (F(1,
44) =29,74, p < 0,0001), asi como de la interaccion entre el factor estrés y el
tratamiento farmacoldgico (F(1, 44) =11.83, p < 0,001). Los analisis post hoc
muestran un mayor IP en el grupo sometido a estrés social tratado con fluoxetina en
comparacion al grupo estresado tratado con vehiculo (p £ 0,01). El grupo de animales
socialmente estresado tratado con vehiculo presentd menor IP que los grupos control

manipulados tratados con vehiculo o fluoxetina (p < 0,0001 en ambos casos) (figura
18).
35

2.0

2.5

2.0+

fodice Proliferacion (PHA)

0,54

oo
CMY CMF ESY  ESF

Figura 18. Indices de proliferacion (IP) medios (+ E.E.M.) cuando se utilizo PHA de los grupos sometidos
durante 52 dias a estrés social tratados con vehiculo (ESV) o fluoxetina (ESF) y de los grupos control
tratados con vehiculo (CMV) o fluoxetina (CMF).

o ESV < CMF, CMV (p < 0,0001 en ambos casos) y ESF (p < 0,01).
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2.3. Estrés Social cronico y actividad monoaminérgica hipotalamica.
Actividad serofoninérgica, niveles de 5-HIAA y 5-HT en hipotdlamo.

El andlisis de la actividad serotoninérgica (ratio S5HIAA/SHT)
hipotalamica indico un efecto significativo del factor estrés (F(1, 33) = 6,87, p <
0,02). El grupo sometido a estrés social (ES) (tratado con fluoxetina o vehiculo)
presentd menor actividad serotoninérgica que el grupo control manipulado

(tratado con fluoxetina o vehiculo) (figura 19). Ni el tratamiento farmacoldgico,

ni la interaccion con el estrés tuvieron un efecto significativo.
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Figura 19. Medias (= E.E.M.) del ratio SHIAA/SHT en hipotalamo del grupo sometido a estrés social

(ES) y del grupo control manipulado (CM). o ES <CM (p £ 0,05).

Cuando se analizaron los niveles de S5HIAA se encontrdé un efecto
significativo del factor estrés (F(1,35)= 5.78, p< 0.03) y del tratamiento

farmacoldgico (F(1,35)= 7.57, p< 0.001), aunque la interaccidon entre ambos
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factores no fue significativa. Se observo una reduccion de los niveles de SHIAA en

el grupo sometido a estrés social y en el tratado con fluoxetina (figura 20 y 21).
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Figura 20. Niveles medios (+ E.E.M.) de SHIAA (ng/g de tejido hipotaldmico) del grupo sometido a

estrés social (ES) y del grupo control manipulado (CM). o ES <CM (p < 0,03).

133



Resultados

Too

G00=

A00=

5

L

=

=
1

SHIAA ngir

200=

i00=

VEH FLX
Figura 21. Niveles medios (+ E.E.M.) de SHIAA (ng/g de tejido hipotaldmico) de los grupos tratados

con vehiculo (VEH) o con fluoxetina (FLX). o FLX < VEH (p < 0,001).

Los niveles de SHT fueron reducidos por el tratamiento con el farmaco
(F(1, 34) = 10,05, p < 0,01) pero no se observd un efecto significativo ni del

estrés ni de la interaccion entre éste y el tratamiento farmacolodgico (figura 22).
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Figura 22 Niveles medios (+ E.E.M.) de 5HT (ng/g de tejido hipotalamico) de los grupos tratados
con vehiculo (VEH) o con fluoxetina (FLX). o FLX < VEH (p < 0,01).

Actividad dopaminérgica, niveles de DOPAC y DA en hipotdlamo.

No se encontrd un efecto significativo del estrés, tratamiento farmacologico o
de la interaccion entre ambos factores sobre la actividad dopaminérgica (ratio

DOPAC/DA) ni en los niveles de DOPAC en ninguno de los grupos estudiados.

El analisis de los niveles de DA mostrd un efecto significativo del tratamiento
farmacoldgico (F(1, 35) = 7,84, p < 0,01) y de su interaccién con el factor estrés (F(1,
35) = 16,84, p < 0,0001). Los niveles de DA fueron superiores en el grupo control
manipulado tratado con fluoxetina respecto a los grupos socialmente estresados
(tratados con fluoxetina o vehiculo) (p < 0,01 en ambos casos) y al grupo control

manipulado tratado con vehiculo (p < 0,0001) (figura 23).
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Figura 23. Niveles medios (£ E.E.M.) de DA (ng/g de tejido hipotalamico) de los grupos sometidos a estrés

social tratados con vehiculo (ESV) o fluoxetina (ESF) y de los grupos control tratados con vehiculo (CMV) o

fluoxetina (CMF). o CMF > ESF, ESV (p < 0,01 en ambos casos) y CMV (p < 0,001).
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2.4. Estrés Social cronico y niveles de corticosterona en suero.

El andlisis de los niveles de corticosterona en suero indico un efecto
significativo de la interaccidn entre el factor estrés y el tratamiento farmacoldgico (F(1,
42) = 4,32, p < 0,05). Los analisis post hoc mostraron que el grupo sometido a estrés
social tratado con vehiculo presentaba menores niveles de corticosterona que el grupo

control manipulado tratado con vehiculo (p < 0,05) (figura 24).
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Figura 24. Niveles medios (+ E.E.M.) de corticosterona en suero (ng/ml) de los grupos sometidos a
estrés social tratados con vehiculo (ESV) o fluoxetina (ESF) y de los grupos control tratados con

vehiculo (CMV) o fluoxetina (CMF). o ESV < CMV (p < 0,05).
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3. EXPERIMENTO 3. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES MEDIO CRONICO.

3.1. EMC y condicionamiento de preferencia de lugar.

El analisis de la varianza de medidas repetidas del tiempo invertido en la
prueba de CPL indicé un aumento significativo del tiempo en el lugar
condicionado por todos los sujetos (F(1, 18) = 26,415; p < 0,001). No se
observaron diferencias significativas en la proporcion de tiempo empleado entre
la fase pre-test y la fase post-test entre el grupo sometido durante 3 semanas a

EMC y el grupo control (figura 25).
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Figura 25. Porcentaje medio (+ E.E.M.) de tiempo invertido en la fase pretest y postest en la prueba
de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) del grupo sometido durante 21 dias a EMC
(21EMCQ) y del grupo control (21C).
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3.2. EMCy sistema inmunitario.

Capacidad proliferativa de Ilas células esplénicas mononucleares ante Ia

estimulacion con Concanavalina-A (Con-A).

El estudio de los efectos del EMC de una y tres semanas de duracidn sobre
la capacidad proliferativa de las células mononucleares de bazo ante la
estimulacion con concanavalina A (Con-A) in vifro, no mostrd efectos
significativos del factor estrés, ni del factor tiempo, ni de la interaccién entre

ambos factores.

Capacidad Proliferativa de la células esplénicas mononucleares anfe Ia

estimulacion con Fifohemaglutinina (PHA).

Tampoco se observd un efecto significativo del EMC de una y tres
semanas de duracion sobre el indice de proliferacion cuando el mitdgeno

utilizado fue la fitohemaglutinina (PHA) in vifro.
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3.3. EMC y actividad monoaminérgica hipotalamica.

Actividad serofoninérgica y niveles de 5HIAA y 5HT en hipotdlamo.

El estudio del efecto del EMC de una y tres semanas de duracion sobre la
actividad serotoninérgica (Ratio SHIAA/5HT) hipotalamica, mostrd un efecto
significativo del factor tiempo (F(1, 28) = 4,578; p < 0,041). Se encontrd un
aumento de la actividad serotoninérgica en el grupo sometido a tres semanas de
tratamiento respecto al grupo de una semana. Ni el factor estrés, ni la interaccion
entre el estrés y el tiempo fueron significativos. Los analisis post hAoc mostraron
que el grupo sometido a tres semanas de EMC presentaba mayor actividad
serotoninérgica que el grupo control correspondiente al periodo de una semana
(p < 0,045) (figura 26).
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Figura 26. Medias (+ E.E.M.) del ratio SHIAA/5HT en hipotalamo de los grupos sometidos durante
7 y 21 dias a EMC (7TEMC y 21EMC respectivamente) y sus respectivos controles (7C y 21C
respectivamente). o 21EMC > 7C (p< 0,05).
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No se observé un efecto significativo del factor estrés, ni del tiempo, ni de

la interaccion entre ambos factores sobre los niveles de SHIAA.

El andlisis de los niveles de S5HT hipotaldmicos mostrd un efecto
significativo del factor tiempo (F(1, 28) = 5,693; p < 0,024). Se observd una
disminucion de los niveles de 5HT en el grupo sometido a tres semanas de
tratamiento respecto al grupo de una semana. Ni el factor estrés, ni la interaccion
entre el estrés y el tiempo fueron significativos. Los analisis post Aoc mostraron
que el grupo sometido a tres semanas de EMC tenia menores niveles de 5HT que

el grupo sometido a una semana de EMC (p < 0,028) (figura 27).
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Figura 27. Niveles medios (£ E.E.M.) de BHT (ng/g de tejido hipotalamico) de los grupos sometidos
durante 7y 21 dias a EMC (7EMC y 21EMC respectivamente) y sus respectivos controles (7Cy 21C

respectivamente). o 21EMC < 7TEMC (p< 0,05).
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Actividad dopaminérgica, niveles de DOPAC y DA en hipotdlamo.

Los datos muestran un efecto significativo del factor estrés (F(1, 27) =
4,14; p < 0,05) sobre la actividad dopaminérgica (Ratio DOPAC/DA)
hipotalamica. Se observd un aumento de la actividad dopaminérgica en el grupo
estresado respecto al grupo control. El factor tiempo también fue significativo
(F(1, 27) = 4,29; p < 0,048), observandose mayor actividad dopaminérgica en el
grupo que recibid tres semanas de tratamiento respecto al de una semana. La
interaccidn entre ambos factores también fue significativa (F(1, 27) = 7,92; p <
0,009). El analisis post hoc efectuado reveld que el grupo estresado durante tres
semanas presentaban mayor actividad dopaminérgica que el resto de los grupos:
control de tres semanas de tratamiento (p < 0,014), control de una semana de

tratamiento (p < 0,039) y estresado de una semana de tratamiento (p < 0,009)
(figura 28).
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Figura 28. Medias (+ E.E.M.) del ratio DOPAC/DA en hipotalamo de los grupos sometidos durante
7 y 21 dias a EMC (7TEMC y 21EMC respectivamente) y sus respectivos controles (7C y 21C
respectivamente). o 21EMC > 21C, 7C (p< 0,05 en ambos casos) y TEMC (p< 0,01).
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Fl analisis de los niveles de DOPAC hipotaldmico no mostrd efectos
significativos ni del factor estrés, ni del tiempo, ni de la interaccidon entre ambos

factores.
El estudio de los niveles de DA hipotalamica tampoco mostrd un efecto

significativo del factor estrés, ni del tiempo, ni de la interaccion entre los dos

factores.
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3.4. EMC y niveles de corticosterona en suero.

El estudio del efecto del EMC de una y tres semanas de duracion sobre los

niveles de corticosterona en suero, no mostro efectos significativos.
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4. EXPERIMENTO 4. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E
INMUNITARIOS DEL ESTRES MEDIO CRONICO Y DEL TRATAMIENTO CON
FLUOXETINA.

4.1. EMC y condicionamiento de preferencia de lugar.

El analisis de la varianza de medidas repetidas del tiempo invertido en la
prueba de CPL indicé un aumento significativo del tiempo dedicado en el lugar
condicionado por todos los sujetos (F(1, 36) = 126,271; p < 0,0001). El analisis
de la proporcion de tiempo empleado entre la fase pre-test y la fase post-test de
la prueba de CPL en el grupo sometido durante 7 semanas a EMC y el grupo
control, indicé un efecto significativo del factor estrés (F(1, 36) = 5,696; p <
0,022). Ni el tratamiento farmacoldgico ni la interaccion de este y el factor estrés
fueron significativos. Con el fin de conocer las diferencias en la evolucion del
condicionamiento en la prueba de CPL entre los diferentes grupos, se realizo un
andlisis de la varianza de la fase pre-test y post-test por separado. El analisis de la
varianza de la fase pre-test mostrd un efecto significativo del factor estrés (F(1,
36) = 10,19; p < 0,003), observandose que el grupo sometido a EMC invertia
menor proporcion de tiempo en el lugar condicionado (el menos preferido) que el
grupo control. El tratamiento farmacoldgico y su interaccidn con el estrés no
mostraron diferencias significativas en la fase pre-test. Los analisis post hoc de la
fase pre-test indico que el grupo estresado tratado con vehiculo presentaba
menor proporcion de tiempo invertido en el lugar condicionado respecto a los
grupos control tratados con vehiculo o fluoxetina (p < 0,05 y p < 0,032
respectivamente) (figura 29). El analisis de la varianza efectuado en la fase post-
test no mostrd un efecto significativo del estrés, ni del tratamiento farmacologico

ni de la interaccidén entre ambos factores.
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Figura 29. Porcentaje de tiempo medio (+ E.E.M.) invertido en la fase pretest y postest en la prueba
de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) de los grupos sometidos durante 7 semanas a

EMC y tratados con vehiculo o fluoxetina (EV y EF respectivamente) y de sus respectivos controles

(CVyCP. @ EV<CVyCF(p<0,05yp<0,032).
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4.2. EMC y sistema inmunitario.

Capacidad proliferativa de las células esplénicas mononucleares anfe la

estimulacion con Concanavalina-A (Con-A).

No se encontraron diferencias significativas cuando se analizo el efecto
del EMC de siete semanas de duracion y del tratamiento con fluoxetina sobre la
capacidad proliferativa de las células mononucleares de bazo ante la estimulacion

con Con-A “in vifro”,

Capacidad proliferativa de las células esplénicas mononucleares ante la

estimulacion con Fifohemaglutinina (PHA).

Tampoco se observaron efectos significativos del EMC y del tratamiento

con fluoxetina sobre el IP cuando el mitdgeno utilizado fue 1la PHA.
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4.3. EMCy actividad monoaminérgica hipotalamica.

Actividad serofoninérgica, niveles de 5SHIAA y 5HT en hipotdlamo.

El estudio del efecto del EMC de 7 semanas de duracion y del tratamiento
con fluoxetina sobre la actividad serotoninérgica (Ratio SHIAA/5HT) mostrd un
efecto significativo de la interaccion entre el factor estrés y el tratamiento
farmacoldgico (F(1, 28) = 4,691; p < 0,039). Los analisis post hioc mostraron una
disminucion de la actividad serotoninérgica del grupo estresado tratado con

vehiculo respecto al grupo control tratado con vehiculo (p < 0,05) (figura 30).
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Figura 30. Medias (+ E.E.M.) del ratio SHIAA/5HT en hipotalamo de los grupos sometidos durante

7 semanas a EMC y tratados con vehiculo o fluoxetina (EMCV y EMCF respectivamente) y de sus

respectivos controles (CV y CF). o EMCV < CV (p< 0,05).

No se observaron efectos significativos del EMC y del tratamiento con

fluoxetina sobre los niveles hipotaldmicos de SHIAA.
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El estudio de los efectos del EMC y del tratamiento con fluoxetina sobre
los niveles de SHT mostrd un efecto significativo de la interaccidon entre ambos
factores (F(1, 28) = 4,536; p < 0,042). Los analisis post hoc mostraron que el
grupo control tratado con vehiculo presentaba menores niveles de 5-HT que el

grupo control tratado con fluoxetina (p < 0,044) (figura 31).
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Figura 31. Niveles medios (+ E.E.M.) de 5HT (ng/g de tejido hipotaldmico) de los grupos sometidos

durante 7 semanas a EMC y tratados con vehiculo o fluoxetina (EMCV y EMCF respectivamente) y

de sus respectivos controles (CV y CF). o CV < CF (p< 0,044).

Actividad dopaminérgica, niveles de DOPAC y DA en hipotdlamo.

El estudio de los efectos del EMC y del tratamiento con fluoxetina sobre la
actividad dopaminérgica (Ratio DOPAC/DA), los niveles de DOPAC y de DA, no
pudieron realizarse por pérdida de los registros de lectura debido a problemas

técnicos en el software.
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4.4. EMC y niveles de corticosterona en suero.

No se observo ningun efecto significativo del EMC ni del tratamiento con

fluoxetina cuando se estudiaron los niveles de corticosterona en suero.
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V. DISCUSION

1. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E INMUNITARIOS DEL
ESTRES SOCIAL (EXPERIMENTO 1).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran que la experiencia
de derrota y el contacto sensorial permanente con el agresor producen cambios
conductuales, principalmente en las conductas de defensa activa y de “postura de
vigilancia extrema” (PVE), dependientes de la duracion del estrés social. La
conducta mostrada por los sujetos derrotados durante nueve dias, se caracteriza
por un predominio de una PVE hacia los movimientos del agresor que implica
inmovilidad y una menor defensa activa en respuesta a los ataques de su
oponente. La atencion extrema manifestada por el sujeto derrotado, conducta de
valoracion del riesgo mediante la cual el sujeto realiza un reconocimiento del
entorno ante un peligro potencial, se ha relacionado con un estado de ansiedad
generado por la presencia amenazante del sujeto dominante (Blanchard y cols.,
1991; Blanchard y cols., 1995; Blanchard y cols., 2001a; Blanchard y cols.,
2001b; Blanchard y cols., 2001c). Asi, el modelo de contacto sensorial, una
situacion de estrés continuo inescapable, donde el sujeto derrotado no tiene
control de la situacién, parece dar lugar de forma aguda a conductas que indican
un aumento de la ansiedad. Otros trabajos, utilizando diferentes pruebas de
ansiedad, también han encontrado que la derrota repetida induce un aumento de
la conducta de ansiedad (Avgustinovich y cols., 1997; Avgustinovich y cols.,
2003; Berton y cols., 1998; Berton y cols., 1999; Kudryavtseva, 1994). El hecho
de que los sujetos expuestos a veintitrés confrontaciones muestren menos PVE y
mas defensa activa que los animales expuestos a nueve confrontaciones sugiere
que la conducta de valoracidon del riesgo en estos sujetos deja de ser adecuada
después de repetidas experiencias de exposicion al estrés social, adoptando una

estrategia mds activa.
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Paralelamente al déficit conductual, los sujetos con una experiencia de
nueve derrotas presentan una menor respuesta inmunitaria mostrando una
menor capacidad proliferativa de los linfocitos T del bazo, cuando son
estimulados con el mitogeno ConA, que los sujetos no manipulados o los
sometidos a un estrés social de veintitrés enfrentamientos. Otros autores también
han encontrado un efecto inmunosupresor estudiando diferentes medidas
inmunitarias tras la aplicacion de diferentes paradigmas de estrés social
(Bartolomucci y cols., 2001; Bohus y cols., 1993; Devoino y cols., 2003b; Hardy y
cols., 1990; Vegas y cols., 2006). Por otra parte, el factor tiempo fue una variable
importante a la hora de valorar los cambios inmunitarios. La capacidad
proliferativa aumentd con el tiempo tanto en los sujetos socialmente estresados
como en los controles manipulados. Ahora bien, la velocidad de este aumento fue
mas lenta en los sujetos estresados socialmente, dando lugar a una diferencia
significativa entre animales socialmente estresados y controles manipulados
después de veintitrés dias con ambos mitdgenos. Asi, se pone en evidencia el
efecto inmunosupresor de la exposicion crénica a estresores sociales. Otros
trabajos también han encontrado una relacion entre la duracion del estrés social
y los efectos sobre la actividad inmunitaria. Asi, aunque la respuesta inmunitaria
aumento en funcién del tiempo, tanto los ratones expuestos a diez como a veinte
derrotas sucesivas mostraron una disminucion significativa de la respuesta
inmunitaria ante una estimulacion antigénica con globulos rojos de carnero

comparados con los sujetos controles intactos (Devoino y cols., 2003b).

El efecto de los estresores sociales sobre la actividad serotoninérgica
(ratio BHIAA/5-HT) del hipotdlamo también parece depender del numero de
derrotas a las cuales se expone al sujeto. Los datos indican que unicamente tras
una experiencia de nueve derrotas consecutivas se produce un aumento
significativo de la misma. Este cambio sugiere un aumento de la transmisiéon
serotoninérgica en esta region. Los resultados de otros estudios también muestran
un aumento en la actividad serotoninérgica en diferentes regiones cerebrales de
ratas y ratones sumisos (Avgustinovich y cols., 1999; Berton y cols., 1999;
Blanchard y cols., 1991; Devoino y cols., 2003b; Filipenko y cols., 2002a).
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Igualmente, solo nueve dias de exposicién al estresor social produjeron un
aumento significativo del ratio DOPAC/DA en el hipotalamo. Pocos estudios se
han centrado en la relacion entre estresores sociales y DA, pero existen evidencias
de un aumento de la actividad dopaminérgica en el nucleo accumbens y en la
corteza prefrontal en respuesta a experiencias de derrota en ratas y ratones
(Haney y cols., 1990; Tidey y Miczek, 1996). Varios datos sugieren una
asociacion entre la disfuncion de la transmision serotoninérgica y dopaminérgica
y los trastornos de ansiedad (Graeff y cols., 1997; Talalalenko y cols., 2001; Tidey
y Miczek, 1996). Los animales expuestos a una variedad de estresores muestran
aumento del turnover de serotonina en diferentes dreas cerebrales y manifiestan
cambios conductuales indicativos de un aumento del miedo y la ansiedad
(Kachler y cols.,, 2000; Wu y cols., 1999). Otros datos muestran que
microinyecciones de DA en el hipotalamo ventromedial en ratas provocan un
aumento de la ansiedad (Talalalenko y cols., 2001). También se ha puesto en
evidencia que los aumentos de la actividad DA no ocurren durante los periodos
de mayor actividad motora, sino mas bien cuando los sujetos sumisos muestran
un mayor grado de atencion hacia el sujeto dominante (Tidey y Miczek, 1996).
De acuerdo con esto, se ha observado que la administracion de farmacos
generadores de ansiedad pueden aumentar los niveles de DA en el nucleo
accumbens sin aumentar la actividad locomotora (Mccullough y Salamone,
1992). Por el contrario, el aumento del ratio S5HIAA/5-HT y DOPAC/DA
observado después de nueve experiencias de derrota no se observa después de
veintitrés confrontaciones. Todos estos datos, junto con los cambios conductuales
observados podrian reflejar una diferente percepcion de la situacion estresante en

funcion del tiempo de exposicion a los estresores sociales.

Por otra parte, existe evidencia de la relacion entre el sistema
serotoninérgico y el sistema inmune (Aune y cols., 1990; Aune y cols., 1993;
Aune y cols., 1994; Mossner y Lesch, 1998) y algunos estudios indican un efecto
inhibitorio de la actividad serotoninérgica central sobre la respuesta inmunitaria
(Devoino y cols., 1988; Devoino y cols., 2003b; Idova y cols., 1997; Qiu y cols.,

1996). Igualmente, se ha destacado el papel inmunoregulador de la DA aunque la
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relacion especifica entre el sistema inmunitario y la DA queda por establecer
(Besedovsky y Del Rey, 1996; Ganong y cols., 1985; Matera y cols., 1992). Asi,
diferentes datos muestran que la DA influye en la sintesis y liberacion de varias
hormonas de la pituitaria anterior las cuales, a su vez, tienen un importante papel
regulador en las actividades funcionales de diferentes células efectoras del
sistema inmunitario (Basu y Dasgupta, 2000; Berezi, 1994). Nuestro estudio
muestra un aumento del ratio 5-HIAA/5-HT y del ratio DOPAC/DA en el grupo
de sujetos sometidos a estrés social durante nueve dias, asi como una menor
respuesta inmunitaria. Sin embargo, el analisis de los posibles mecanismos
mediadores en el efecto inmunosupresor producido por un estrés social de nueve
derrotas, no indicé que los cambios en el sistema inmunitario estuvieran
relacionados con los cambios en la actividad de estas monoaminas. La menor
respuesta inmunitaria encontrada en los sujetos estresados sociales tampoco
parece estar simplemente mediada por la corticosterona, ya que no se han

encontrado diferencias significativas en los niveles de esta hormona.
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2. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E INMUNITARIOS DEL
ESTRES SOCIAL CRONICO Y DEL TRATAMIENTO CON FLUOXETINA
(EXPERIMENTO 2).

El analisis de los datos obtenidos en el estudio de los efectos de la
fluoxetina sobre los cambios conductuales producidos por estrés social de larga
duracion muestran que la fluoxetina reduce el tiempo dedicado a la conducta de
inmovilidad y aumenta el tiempo invertido en la conducta de huida en los sujetos
sumisos estresados socialmente mediante la experiencia de cincuenta y dos
derrotas. Estos datos indican que el farmaco produce una mejoria conductual que
se manifiesta con conductas mas activas por parte de los sujetos sumisos
modificando los efectos del estrés prolongado. Nuestros resultados también
indican que no existen diferencias en la actividad serotoninérgica y
dopaminérgica entre los sujetos estresados que fueron tratados con fluoxetina y
los estresados que no recibieron tratamiento. No obstante, los cambios
conductuales observados podrian atribuirse a cambios neuroadaptativos de los
receptores SHTia. Existen datos que asocian los efectos conductuales ansioliticos
del tratamiento con fluoxetina con una desensibilizacion de los receptores 5HT1a

en zonas cerebrales como el hipotalamo (Zhang y cols., 2000).

El andlisis de la respuesta inmunitaria indica que un estrés créonico de
larga duracion produce un efecto inmunosupresor, similar al hallado utilizando
periodos mds cortos de estrés social. Nuestros datos muestran que la fluoxetina
reduce esencialmente las diferencias en la respuesta inmune (capacidad
proliferativa utilizando PHA como mitdgeno) entre los sujetos socialmente
estresados y los controles manipulados. En este sentido, otros autores también han
encontrado un efecto inmunopotenciador de la fluoxetina (Kubera y cols.,
2000b). También hay datos que muestran que un tratamiento prolongado con
fluoxetina protege de los efectos adversos de diferentes tipos de estresores sobre la
respuesta proliferativa de células linfoides esplenociticas en ratones (Ayelli-Edgar
y cols., 2002; Freire-Garabal y cols., 1997).

Nuestros resultados también muestran una disminucion de la actividad

serotoninérgica en sujetos socialmente estresados, ademas de la disminucion de la
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capacidad proliferativa. Sin embargo, los resultados hallados utilizando PHA
como mitdgeno nos indican que los cambios en la ratio de serotonina no se
relacionan con los cambios encontrados en el sistema inmunitario, ya que la
inmunopotenciacion observada en el grupo tratado con fluoxetina no se
acompaiid de cambios en la actividad serotoninérgica. Sin embargo, no podemos
excluir la posibilidad de un efecto inmunomodulador diferente de la fluoxetina
en funcidon del diferente estado neurohormonal y proliferativo de las células
inmunitarias que muestran los sujetos estresados y no estresados (Ayelli-Edgar y
cols., 2002).

Aunque normalmente el estrés se asocia con un aumento de los niveles de
glucocorticoides, los bajos niveles basales de corticosterona encontrados en los
sujetos estresados socialmente estdn de acuerdo con otros datos de la
investigacion animal que indican un decremento gradual en la actividad adrenal
basal en respuesta a una exposicion continuada a los estresores (Albeck y cols.,
1997; Berton y cols., 1999; Natelson y cols., 1988). Esta hipofuncion podria
reflejar tanto cambios funcionales como morfologicos en las diferentes
estructuras del eje HPA y otras estructuras nerviosas que regulan su actividad
(Heim y cols., 2000; Van Dijken y cols., 1993). La fluoxetina, de nuevo, muestra
efectos protectores, revertiendo los efectos de los estresores sociales sobre los

niveles basales de corticosterona.

En general, los datos indican que los estresores sociales agudos y cronicos
producen perfiles caracteristicos diferentes en las variables conductuales y
fisioldgicas medidas. La exposicidn a un estrés social agudo produce cambios los
cuales parecen reflejar un aumento de la ansiedad. Los resultados también ponen
en evidencia que el efecto inmunosupresor encontrado tras una exposicion de
corta duracién (nueve dias) se manifiesta también tras la aplicacion de estresores
sociales crdnicos (veintitrés y cincuenta y dos dias). Por ultimo, el tratamiento con
fluoxetina revierte los efectos conductuales, neuroendocrinos e inmunitarios

causados por el estrés social crénico.
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3. EFECTOS CONDUCTUALES, NEUROENDOCRINOS E INMUNITARIOS DEL EMC
Y DEL TRATAMIENTO CON FLUOXETINA (EXPERIMENTOS 3 Y 4).

Los resultados muestran que la aplicacion de tres semanas de estrés medio
croénico no produce diferencias significativas en la conducta de preferencia de
lugar en ratones, indicando que los sujetos sometidos a este tipo de estrés no
manifiestan una disminucion de la sensibilidad al refuerzo. Hay que senalar que
en trabajos anteriores si se ha observado una disminucién de la conducta de
preferencia de lugar en sujetos sometidos a EMC (D'aquila y cols., 1997a; Muscat
y cols., 1992; Papp y cols., 1991; Papp y cols., 1992; Papp y cols., 1993a; Papp y
cols., 1993b; Valverde y cols., 1997). La eleccién de este paradigma como medida
de la anhedonia se debid a la gran variabilidad que mostraron otros registros
conductuales utilizados para evaluar el estado hedonico de los sujetos sometidos a
estrés. Como hemos senalado anteriormente, el procedimiento mas comun para
evaluar la anhedonia ha sido el consumo/preferencia de sacarosa utilizado
también en nuestro laboratorio en trabajos previos (Azpiroz y cols., 1999). Sin
embargo, no siempre se han logrado reproducir los resultados (Haidkind y cols.,
2003; Harris y cols., 1997; Harro y cols., 2001; Murison y Hansen, 2001) (y
otros autores y datos de nuestro laboratorio no mostrados). La inconsistencia de
los resultados hallados en el consumo de sacarosa podria deberse a una serie de
factores que podrian también justificar los resultados hallados en nuestro trabajo.
Asi, las diferencias genéticas parecen jugar un papel importante, ya que diversos
estudios indican que la sensibilidad al estrés (reactividad al estrés) varia entre
cepas de ratas (Bielajew y cols., 2003; Dhabhar y cols., 1997; Gomez y cols.,
1996; Sarrieau y cols., 1998) y ratones (Anisman y cols., 1998; Anisman y cols.,
2001; Shanks y Anisman, 1988; Shanks y cols., 1990; Tannenbaum y Anisman,
2003). También existen datos de que la disminucion del consumo de sacarosa
tras la aplicacion del EMC depende de la cepa utilizada (Duccottet y Belzung,
2005; Nielsen y cols., 2000; Pothion y cols., 2004). En esta misma linea podemos
sefialar la aparicion de diferencias interindividuales en la sensibilidad al refuerzo
cuando la medida se realiza a través de la conducta de AEIC (Nielsen y cols.,

2000). Esta variabilidad podria ser comparable a lo que ocurre en humanos, en
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los cuales el estrés no produce invariablemente alteraciones que desencadenen

psicopatologias como la depresion.

Cuando la aplicacion del estrés se prolonga hasta las siete semanas se
observa que los sujetos estresados invierten significativamente mas tiempo que los
controles en el compartimiento oscuro del test de CPL (fase pre-test), indicando
que tras un estrés cronico, los sujetos prefieren un lugar menos ansidgeno quiza
relacionado con sus mayores niveles de ansiedad (Belzung y cols., 1987). De
acuerdo con esto, existen datos que muestran que animales expuestos a un
régimen de estresores crénicos, permanecen durante mds tiempo en una camara
oscura y realizan menos transito a un espacio abierto iluminado, conducta que se
ha relacionado con un mayor nivel de ansiedad en estos sujetos (Tannenbaum y
cols., 2002). Igualmente se ha encontrado que el estrés medio crénico aumenta la
ansiedad medida en el test de laberinto elevado, aunque no siempre los datos son
consistentes (Griebel y cols., 2002b). Aunque no hubo diferencias entre los
sujetos sometidos a estrés y los controles en el tiempo invertido en el
compartimiento reforzado en la fase post-test, el aumento respecto a la fase pre-
test fue mayor en los sujetos estresados, indicando un posible aumento de la
sensibilidad a la recompensa producido por el estrés. Datos similares han sido ya
referidos por otros autores utilizando CPL con cocaina como refuerzo (Haile y
cols., 2001) y la conducta de AFIC (Linn y cols., 2002; Nielsen y cols., 2000)
como medida de la sensibilidad al refuerzo. La sensibilizacion de los mecanismos
dopaminérgicos producida por el estrés se ha sugerido como mecanismo
mediador en el efectos del estrés sobre el aumento de la vulnerabilidad al abuso
de drogas (Yavich y Tiihonen, 2000). De acuerdo con esto, podemos senalar que
existen datos que muestran un aumento de la conducta de abuso de drogas en
sujetos sometidos a otro tipo de estrés, como el estrés social (Miczek y cols., 2004;
Sinha, 2001). Datos en humanos muestran también la existencia de comorbilidad
de trastornos relacionados con el estrés y el abuso de sustancias (Jacobsen y cols.,
2001; Kilpatrick y cols., 2000; Sinha, 2001).

Nuestro resultados indican que la aplicacion de una, tres y site semanas

de EMC no produce cambios en la capacidad proliferativa de las células
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esplenociticas en ratones. Aunque existen datos que muestran que el EMC de
diferente duracién disminuye la capacidad proliferativa de los linfocitos T en el
bazo ante la estimulacion con mitdgenos en ratas y ratones (Ayelli-Edgar y cols.,
2002; Ayelli-Edgar y cols., 2003; Kubera y cols., 1998; Silberman y cols., 2002;
Silberman y cols., 2003; Silberman y cols., 2004), otros trabajos, tampoco
encuentran diferencias (Kubera y cols., 1995; Silberman y cols., 2002), o incluso
muestran un aumento de la proliferacion en ratones sometidos a cuatro y siete
semanas de EMC (Azpiroz y cols., 1999). En general, los datos existentes indican

una gran variabilidad del efecto del EMC sobre la respuesta inmunitaria celular.

El EMC aplicado durante una y tres semanas no produjo grandes cambios
en la actividad serotoninérgica observandose uinicamente un aumento de ésta tras
tres semanas de estrés en relacion a los sujetos controles de una semana. También
se observo un aumento de la actividad dopaminérgica en los sujetos que fueron
sometidos a estrés medio cronico durante tres semanas respecto al resto de los
grupos. Aunque no todos los datos procedentes de las investigaciones son
consistentes (Bekris y cols., 2005), el aumento de la actividad serotoninérgica y
dopaminérgica hipotaldmica ha sido asociado con la respuesta de estrés (Bruni y
cols., 1982; Fuller, 1996; Gibbs y Vale, 1983). Tal y como ya hemos comentado
en el caso de estrés social, animales sometidos a diferentes estresores presentan un
aumento del ratio de SHIAA/5-HT y DOPAC/DA en diversas areas cerebrales y
presentan cambios conductuales indicativos de ansiedad (Graeff y cols., 1997;
Kaehler y cols., 2000; Talalalenko y cols., 2001; Tidey y Miczek, 1996; Wu y
cols., 1999).

La aplicacion de un estrés crénico de siete semanas mostrd un efecto
significativo de la interaccion entre el estrés y el tratamiento con fluoxetina en
relacion a la actividad serotoninérgica, indicando que la fluoxetina impide la
disminucion de la actividad serotoninérgica que produce el estrés. Podriamos
decir que la fluoxetina tiende a revertir los cambios producidos por el estrés
medio crénico. Otros trabajos también sefialan una normalizacion de los cambios

en la transmisidn serotoninérgica producidos por el estrés medio cronico cuando
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los sujetos fueron tratados con fluoxetina (Li y cols., 2003) y otros antidepresivos

como la imipramina (Bekris y cols., 2005).

El EMC, no produjo cambios en los niveles basales de corticosterona en
ninguno de los tiempos estudiados. Este resultado es similar al hallado
previamente en otros trabajos (Ayelli-Edgar y cols., 2003; Gronli y cols., 2004;
Silberman y cols., 2002; Silberman y cols., 2003; Silberman y cols., 2004), asi
como en nuestro laboratorio (Azpiroz y cols., 1999). No podemos descartar, sin
embargo, diferencias en la respuesta del eje HPA inmediatas a la aplicacion de los
estimulos estresantes que hayan afectado a otras variables fisioldgicas del animal
y una posterior adaptacion del eje (Mizoguchi y cols., 2001). Por otra parte, la
falta de una observacion consistente de un aumento de niveles de corticosterona
relacionados con el EMC podria ser debida a diferencias genéticas que se
manifiestan en diferencias individuales en la respuesta de estrés (Ayelli-Edgar y
cols., 2003; Ayensu y cols., 1995; Bielajew y cols., 2002; Duncko y cols., 2001b;
Grippo y cols., 2005b) y a que las concentraciones de glucocorticoides que
muestran los roedores en situaciones de estrés cronico son muy variables (Rivier y
Vale, 1987; Young y Akil, 1985). La baja respuesta del eje HPA podria indicar
que los estresores utilizados en el estrés medio crénico son de baja intensidad, ya
que se ha demostrado una correlacion de la intensidad del estrés con los niveles
de corticosterona (Hennessy y cols., 1979; Odio y Maickel, 1985; Pacak y cols.,
1995).

Podemos concluir, por los datos ya comentados, que el modelo de EMC ha
resultado ser un modelo que presenta dificultades a la hora de replicar o
reproducir los resultados que apoyan su validez como modelo de depresion. No
obstante, hay que tener en cuenta que los estresores pueden elicitar respuestas
neuroquimicas heterogéneas en los diferentes individuos, conduciendo a
resultados psicolégicos diferentes y, posiblemente, a diferentes patologias
conductuales. Con todo ello, aunque inicialmente el EMC se propuso como
modelo animal de depresidn, algunos autores proponen su validez para estudiar

la patofisiologia de los trastornos derivados del estrés: depresion, ansiedad, abuso
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de drogas, mas que como modelo de depresidon para investigar nuevos

antidepresivos (Anisman y Matheson, 2005)..
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VI. CONCLUSIONES.

De los resultados obtenidos en nuestra investigacion podemos extraer las

siguientes conclusiones:

1.~ El estrés social producido por una experiencia de 9 dias de derrota produce
cambios conductuales (aumento de postura de vigilancia extrema y menos
defensa activa en relacion a un estrés de 23 dias) relacionados con un estado de

ansiedad.

2.~ Un estrés social de diferente duracion, producido tanto por una experiencia

de 9, de 23, como de 52 dias de derrota produce un claro efecto inmunosupresor.

3.~ El efecto del estrés social sobre la actividad serotoninérgica y dopaminérgica
hipotaldmica parece depender del numero de derrotas a los cuales se expone al
sujeto. Unicamente 9 experiencias de derrota dan lugar a un aumento
significativo de la actividad de estos neurotransmisores, que podria estar

relacionado con el estado de ansiedad observado.

4.~ FEl efecto inmunosupresor producido por el estrés social de diferente duracién
(9 o 23 dias) no parece estar relacionado con los cambios en la actividad
serotoninérgica y dopaminérgica y tampoco parece estar mediado por la

corticosterona.

5.~ El tratamiento crénico con fluoxetina tiene un efecto ansiolitico, produciendo
una mejoria conductual (disminucién de la inmovilidad y aumento de la huida)

en los sujetos derrotados sometidos a un estrés social de larga duracion.
6.- El tratamiento crénico con fluoxetina protege a los sujetos de la

inmunosupresion producida por un estrés social de larga duracidn y este efecto

no parece estar mediado por cambios en la actividad serotoninérgica.
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7.~ El estrés social de larga duracion produce una disminucion de los niveles
basales de corticosterona y el tratamiento cronico con fluoxetina revierte este

efecto.

8.~ El EMC de tres semanas de duracidén no produce cambios en la sensibilidad a
la recompensa medida en la prueba de condicionamiento de lugar, a pesar de que

se observa un aumento de la actividad dopaminérgica en los sujetos estresados.

9.~ Cuando la aplicacion del EMC se prolonga hasta 7 semanas, los sujetos
estresados muestran preferencia por el compartimiento oscuro en la fase pre-test,

indicando un estado de ansiedad.

10.~ EL aumento del tiempo invertido en la fase post-test en el compartimiento
reforzado respecto al invertido en el mismo compartimiento en la fase pre-test fue
mayor en los sujetos estresados, indicando un posible aumento de la sensibilidad a

la recompensa producido por el EMC de 7 semanas de duracion.

11.- El EMC de diferente duracién (3 y 7 semanas) no produce cambios en la

actividad inmunitaria, ni tampoco en los niveles de corticosterona.

12.~ El tratamiento con fluoxetina impide la disminucion de la actividad

serotoninérgica que produce un EMC de 7 semanas.

13.- EL conjunto de datos obtenidos tras la aplicacion de ambos tipos de estrés, el
estrés social y EMC, muestran un mayor impacto del estrés social a la hora de
producir cambios tanto conductuales como fisioldgicos, que podria atribuirse a la

mayor repercusion de los estimulos sociales sobre los individuos.
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