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RESUMEN

La depresion es un trastorno afectivo que se caracteriza por ideas de suicidio, anhedonia
(incapacidad para sentir placer), tristeza intensa, entre otros, e interfiere con el
funcionamiento fisico y social de los que la padecen. Esta enfermedad afecta de un 8-12% de
la poblacion mundial. Se sabe que el estrés crénico es uno de los factores asociados a la
depresién en individuos susceptibles. Para la investigacion de las bases neuroldgicas de la
depresion, asi como el desarrollo de nuevos farmacos para su tratamiento, la utilizacion de
modelos animales son una herramienta importante. La cepa de ratas Wistar-Kyoto es
hiperreactiva al estrés y es considerada como un modelo de depresion endogena, debido a que
presenta diversas caracteristicas similares a las presentadas por los pacientes. El objetivo de
este estudio es determinar si la aplicacion crénica de estresores promueven alteraciones a
nivel conductual, endocrino e inmunoldgico. En este estudio se aplicd, a ratas de la cepa
WKY, dos estresores de forma crénica, de forma independiente o en conjunto: restriccion de
movimiento y una solucion de hidrocortisona (2%), para inducir las alteraciones del eje HHA,
y caracterizar los cambios en pardmetros de actividad endocrina (grosor de la corteza adrenal
y produccion de corticosterona sérica), inmunolégica (formacion de foliculos secundarios en
el bazo) y conductuales (actividad locomotora y exploratoria) a través del curso temporal de
42 dias. Se encontrd6 que la aplicacion de ambos tratamientos por separado produjo
variaciones en el peso de las glandulas adrenales, modificacion de la estructura en los
foliculos secundarios del bazo y una reduccion de la actividad locomotora al dia 21 de
tratamiento. Los estimulos estresantes aplicados de manera conjunta fueron mas efectivos
para mantener desregulado el eje HHA: se observé con una hiperplasia adrenal hasta el dia 14
de tratamiento, continuando con una hipertrofia de las glandulas. Este cambio fue
acompafiado por la disminucién significativa del peso de las adrenales, del grosor de la
corteza adrenal, y por abatimiento de la actividad ambulatoria/exploratoria. Como en los
grupos anteriores, estos cambios estan asociados a la presencia de alteraciones en los foliculos
secundarios del bazo. Se concluye que la aplicacion del estrés cronico, de alta intensidad asi
como el consumo de una solucién de hidrocortisona, produce en una cepa sensible al estrés,
cambios endocrinos, inmunolégicos y conductuales que son similares a los que experimentan

los pacientes deprimidos.



Indice de abreviaturas

HHA .- hipotalamo-hipdfisis-adrenal
ACTH*.- hormona adrenocorticotrépica
SNC.- sistema nervioso central

CRH*.- hormona liberadora de corticotropina
PVN*.- nucleo paraventricular

POMC.- proopiomelanocortina

DA.- dopamina

5-HT .- 5-hidroxitriptamina

OFT*.- prueba de campo abierto

LC.- locus coeruleus

CSF*.- fluido cerebroespinal

NA.- noradrenalina

SNS.- sistema nervioso simpatico

GR*.- receptor a glucorticoides

MR*.- receptor a mineralocorticoides
GC.- glucocorticoides

MC.- mineralocorticoides

IL.- interleucina

TNF*.- factor de necrosis tumoral
BNDF*.- factor neurotréfico derivado del cerebro
RM.- restriccion de movimiento

HC.- hidrocortisona

AVP.- arginina-vasopresina

Wi.- Wistar

S-D.- Sprague-Dawley

FST*.- prueba de nado forzado

* Por sus siglas en inglés.



CAPITULO L.

Definicion de estrés

La estabilidad del ambiente interno de los organismos vivos es resultado de un
complejo equilibrio, el cual es constantemente demandado por fuerzas intrinsecas o
extrinsecas, estimulos fisicos o fisioldgicos, que son conocidos como estresores. La tendencia
dirigida a la estabilidad es la homeostasis, por lo que el estrés es la respuesta del organismo
ante una amenaza, para lo cual reacciona con una serie de respuestas adaptativas tanto
conductuales como fisioldgicas para preservar su equilibrio interno (Chrousos, 2007; Tafet y
Bernandini, 2003; Pacak y Palkovist, 2001).

Se han desarrollado diversos puntos de vista sobre como definir el estrés. Wiener
(1991) describi6 a los estresores como presiones selectivas del ambiente fisioldgico y social
gue amenazan o retan a un organismo. Chrousos y Gold (1992) definieron al estrés como un
estado de falta de armonia o de amenaza a la homeostasis, que evoca respuestas adaptativas
tanto fisiolégicas como conductuales. Goldstein (1995) definié al estrés como “una condicién
donde las expectativas, dependiendo si estdn genéticamente programadas, establecidas por
aprendizaje o deducidas por las circunstancias, no coinciden con las percepciones anticipadas
o actuales del ambiente interno o externo (citado en Pacék y Palkovist, 2001).

Sistema de estrés

Los componentes centrales del sistema de estrés se encuentran localizados, entre otras
estructuras, en el hipotdlamo y en el tallo cerebral, asi como en el locus coeruleus (LC) y otros
grupos celulares principalmente noradrenérgicos de la médula y el puente; este sistema
incluye neuronas productoras de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina-
vasopresina (AVP) del nlcleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) y neuronas CRHérgicas

del nucleo paragigantocelular y parabranquial de la médula (Chrousos, 2007).

La respuesta de estrés es activada por el sistema de estrés localizado tanto en el
sistema nervioso central (SNC) como en el periférico. EI SNC recibe e integra una gran
diversidad de sefiales neurosensoriales y sanguineas. La activacion del sistema de estrés
conlleva cambios conductuales y fisicos, 1o que en conjunto se conoce como adaptacion
general o sindrome de estrés. Las adaptaciones conductuales incluyen incremento en el estado

de alerta y la vigilancia, dafio en los procesos cognitivos, asi como euforia y disforia. Las



adaptaciones fisicas estan enfocadas principalmente para re-direccionar los procesos
energéticos, por ejemplo, los nutrientes y el oxigeno son dirigidos principalmente hacia el

SNC y los sitios del cuerpo sometidos a estrés, donde son mas necesarios (Chrousos, 2007).

La respuesta adaptativa que se presenta ante un estresor agudo incluye procesos
fisiolégicos y conductuales, los cuales son esenciales para reestablecer el balance
homeostatico. Durante la respuesta al estrés agudo, los procesos fisiol6gicos son importantes
para redirigir la utilizacion energética entre varios Organos e inhibir o estimular
selectivamente varios sistemas de drganos o sus componentes, para movilizar las reservas de
energia y estar preparado para la exposicion a amenazas adicionales e impredecibles. El
incremento en el aporte de energia hacia 6rganos cruciales es realizado principalmente por
liberacion de catecolaminas y glucocorticoides, los cuales incrementan la gluconeogénesis
(ruta metabolica anabdlica que permite la sintesis de glucosa a partir de compuestos no
glucidicos [carbohidratos] como aminoacidos, lactato, piruvato y glicerol) y la glucogenolisis
(degradacidon metabdlica del glucogeno [polisacarido de reserva energética de los animales] a
glucosa cuando el organismo necesita energia), inhiben la captura de glucosa, y potencian la
protedlisis y lipdlisis. El sistema inmune es otro componente esencial de esas respuestas
fisioldgicas adaptativas de respuesta al estres (ver capitulo Il) (Pacék y Palkovist, 2001). La
respuesta fisiologica al estrés que promueve la supervivencia en el contexto de una situacion
de amenaza, es adaptativa a corto plazo. Sin embargo, si la recuperacion de ese evento agudo
no se acompafia por una respuesta homeostatica adecuada para finalizar la respuesta
adaptativa aguda de los mediadores de estrés, aparecen efectos deletéreos en la funcion

psicoldgica y fisioldgica (Charney, 2004).

Cuando el estrés se presenta en forma cronica, se llega a sobrepasar el umbral de
resistencia del organismo lo que puede provocar los estados patologicos conocidos como
enfermedades de adaptacion. El estrés crénico puede darse ya sea por una exposicion
prolongada y continua a factores estresantes externos o por condiciones prolongadas de la
respuesta al estrés (como en sujetos que padecen depresion o sindrome de estrés
postraumatico). Sujetos con estas patologias se ven expuestos prolongadamente a las Ilamadas
hormonas del estrés, tales como catecolaminas, adrenalina y noradrenalina (NA) liberadas por

el sistema nervioso simpatico y los glucocorticoides (Ulrich-Lai y cols., 2006).



CAPITULO II.
Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

El eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HHA, ver fig. 1) es el eje neuroendocrino de
estrés en animales y en el hombre. Su activacién se presenta seguida de un estimulo
estresante. A corto plazo, el eje HHA actlda para mantener el equilibrio interno después de
demandas ambientales que amenazan la homeostasis. Cuando se presenta un estimulo
estresante la corteza adrenal libera glucocorticoides; los niveles elevados de los
glucocorticoides inhiben subsecuentemente al eje actuando a través de la activacion de sus
receptores ubicados en la adenohipofisis, el hipotalamo y el hipocampo, limitando asi la
respuesta neuroendocrina al estrés. Sin embargo, la activacion cronica del eje HHA por el
estrés puede llevar a su desregulacion en poblaciones de individuos susceptibles, que se

acomparia por la manifestacion de patologias (Suzuki y cols., 2001).
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Fig 1.Representacion simplificada de los componentes centrales y periféricos del eje HHA,
sus interrelaciones funcionales y sus relaciones con otros sistemas involucrados en la res-

puesta al estrés (figura tomada de www.cnsforum.com).



Componentes del eje HHA:

El hipotalamo es una glandula que forma parte del diencéfalo, y se sitta por debajo del
talamo, y sus limites estan constituidos por: superior.- el piso del tercer ventriculo; anterior.-
por el quiasma Optico; posterior.- por la linea imaginaria entre los cuerpos mamilares y la
comisura posterior del cerebro. El hipotalamo regula funciones como el apetito, la saciedad, el
nivel de glucosa, los acidos grasos en la sangre, la temperatura y el ciclo de suefio-vigilia
(ritmo circadiano). El hipotalamo estd formado por varios nucleos, entre ellos, el PVN, que
sintetiza y libera CRH desde las terminales neurosecretoras de neuronas de este nucleo hacia
el plexo capilar primario del sistema porta-hipotalamo-hipofisial (PHH). EI sistema PHH
lleva la CRH al I6bulo anterior de la hipoéfisis, donde regula la transcripcion del gen de pro-
opiomelanocortina (POMC), un precursor comun del ACTH.

La hipofisis o pituitaria, es una glandula que se aloja en un espacio 6seo llamado silla
turca del hueso esfenoides, situada en la base del craneo, en la fosa media cerebral, que se
conecta con el hipotdlamo a través del tallo hipofisiario. Consta del l6bulo anterior o
adenohipofisis que se compone de la pars distalis, pars turberalis y pars intermedia, y del
I6bulo posterior o neurohipofisis llamado también pars nervosa. La adenohipofisis secreta
diversas hormonas entre las que se encuentra la ACTH que es un polipéptido de 39 a.a. La
ACTH es sintetizada en las células basofilas de la adenohipdfisis por estimulacion de CRH, a
partir de un precursor llamado POMC. Ante la presencia de un estimulo estresante, ya sea
fisico o psicologico, la secrecion de CRH por neuronas del PVN del hipotdlamo regula el gen
de POMC, lo que conduce a la sintesis y secrecion de ACTH que, a su vez, estimula la
liberacion de glucocorticoides por parte de la corteza adrenal (zona fascicular), y de
andrdgenos, como la dehidroepiandrosterona (DHEA) (zona reticular).

Las glandulas adrenales son glandulas endocrinas cuya funcion es regular las
respuestas al estrés, a través de la sintesis de glucocorticoides (cortisol en primates y
corticosterona en roedores) y catecolaminas, y la regulacion de electrolitos. Anatomicamente
las glandulas adrenales estan situadas en la cara anterosuperior de los rifiones y estan irrigadas
por la sangre que reciben de las arterias suprarrenales (superiores, medias e inferiores); las
glandulas estan formadas por diferentes estructuras: la médula adrenal y la corteza adrenal,

ambas inervadas por el sistema nervioso auténomo (fig. 2).



La médula adrenal se localiza en el centro de la glandula y est4 rodeada de la corteza
adrenal. Es el lugar principal de conversion de las catecolaminas adrenalina y noradrenalina a
partir del aminodcido tirosina. Las células de la médula adrenal son conocidas como células

cromafines (Randall y cols., 2002).

La corteza adrenal esta situada rodeando la circunferencia de la glandula adrenal. Su
funcién es la de regular varios componentes del metabolismo mediante la produccion de
mineralocorticoides y glucocorticoides. La corteza adrenal se dispone en tres capas diferentes
de tejido basado en los tipos celulares y la funcidn que realizan: a) zona glomerular: segrega
mineralocorticoides, como la aldosterona y la desoxicorticosterona, en respuesta a un aumento
en los niveles de potasio o descenso de flujo de sangre en los rifiones; b) zona fascicular: es la
capa predominante en la corteza adrenal, sus células segregan glucocorticoides, como el
cortisol; ¢) zona reticular: es la mas interna de las capas y sus células segregan esteroides
sexuales como los androgenos (testosterona, DHEA y andostendiona) y estrégenos (Randall y
cols., 2002).
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Fig 2. Representacion esquematica de la disposicién de las capas que
conforman la corteza y la médula adrenal, y las sustancias liberadas

por cada una de ellas.



Receptores a glucocorticoides (GRs)

Las hormonas esteroideas (ejem. glucocorticoides, estrogenos, testosterona y
mineralocorticoides) son pequefios ligandos, liposolubles que difunden a través de las
membranas celulares y se unen a receptores intracelulares, ubicados en el citoplasma. En
respuesta a la union del ligando, los receptores a hormonas esteroides se translocan hacia el
nucleo, donde regulan la expresion de ciertos genes por union a elementos de respuesta de
hormonas especificas (HRES) en sus regiones regulatorias. Los receptores a corticosteroides
se clasifican en dos tipos: los receptores a mineralocorticoides (MR) (receptores tipo 1) y los
receptores a glucorticoides (GR) (receptores tipo I1). Los MR se encuentran ampliamente
distribuidos en algunas zonas limbicas, como el hipocampo -que es especialmente importante
para la memoria declarativa y espacial-, el septum lateral, la amigdala media y los nucleos
motores del tallo cerebral. Por su parte, los GR se encuentran en diversas areas cerebrales
como el hipocampo, la amigdala -que es una estructura critica para la memoria emocional- y
la corteza prefrontal -que estd involucrada en el procesamiento de la memoria-. Los
mineralocorticoides, como la aldosterona, se unen a los MR, pero los glucocorticoides se unen
a ambos subtipos de receptores, MR y GR. Bajo condiciones normales, los MR se encuentran
considerablemente ocupados, en contraste con los GR; los MR, por lo tanto, controlan la
actividad basal del eje HHA. Cuando los niveles de cortisol aumentan, los GR van siendo
ocupados gradualmente, esto proporciona una sefial para la reduccion de la actividad del eje
HHA. Los MR se activan a bajas concentraciones de cortisol y los GR a altas concentraciones
lo que propicia que el cerebro responda de manera adecuada a estos cambios en la

concentracion (van Prag, 2004; Bao y cols., 2007; Juruena y cols., 2004; Joels y cols., 2004).

La actividad de los GR es necesaria para la regulacion de la retroalimentacion negativa
del eje HHA (respuesta al estres, pico circadiano), pero los MR también juegan un papel

importante modulando la regulacion dependiente de GR (Juruena y cols., 2004).



Mecanismo de activacion del eje HHA

Cuando una situacién es percibida como estresante, el cerebro activa diversos circuitos
neuronales para adaptarse a la demanda. Dos neuropéptidos, la CRH vy la vasopresina (VP),
son esenciales para la coordinacion de las respuestas conductuales y metabolicas al estrés. El
eje HHA recibe e integra varias entradas indicativas de estrés, que convergen en el PVN del
hipotalamo. Neuronas del PVN sintetizan CRH que es liberado al sistema portal hipofisiario
de la adenohipdfisis. Entonces, la CRH regula la transcripcion del gen de POMC, un
precursor comun de la ACTH vy estimula la liberacion de ésta hacia el torrente sanguineo.
Otros péptidos, como es la AVP, son también liberados para reforzar el efecto de la CRH.
Asi, la ACTH estimula la biosintesis y liberacion de glucocorticoides, particularmente

cortisol, por células de la corteza adrenal (Tafet y Bernandini, 2003; de Kloet y cols., 2005).

Se conoce que el estrés repetido altera los mecanismos basicos para el mantenimiento
de la homeostasis del eje HHA y se sugiere que la CRH se encuentra involucrada en las
respuestas adaptativas hacia el estimulo estresante. Este neuropéptido es crucial en la

regulacion del eje HHA, es la via final de respuesta al estrés (Swaab y cols., 2005).



CAPITULO I1I.
Estrés y patologias

Estrés y el sistema reproductivo
El estrés inhibe el sistema reproductivo en varios niveles: primero la CRH previene la
liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula la liberacion
de una serie de hormonas que tendran efecto sobre la conducta reproductiva y sexual. De
forma similar, los glucocorticoides inhiben la liberacion de GnRH, la ovulacion y la
liberacion de esperma inducida por la hormona luteinizante (LH). Los glucocorticoides
inhiben directamente la funcion de los testiculos y los ovarios, obstaculizando la liberacion de

hormonas masculinas y femeninas, como testosterona, estrogenos y progesterona (Chrousos y

cols., 1998).

El estrés provoca la disminucion del deseo sexual y la incapacidad de obtener el
orgasmo en las mujeres; ademas, puede causar impotencia temporal en los hombres. Parte de
la respuesta al estrés involucra la liberacion de sustancias las cuales oprimen los musculos
lisos del pene y sus arterias. Esta constriccion reduce el flujo sanguineo e incrementa el flujo
sanguineo fuera del pene, lo cual puede impedir la ereccion (Bao y cols., 2007; Chrousos y

cols., 1998).

Por otro lado, el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal (HHG) también influye en el
funcionamiento de las hormonas del estrés. Los estrogenos estimulan el eje HHA a través de
la interaccion con los receptores a estrogenos (ERs) via elementos especificos de respuesta a
estrogenos (EREs) en la region promotora del gen de CRH. Esto puede explicar por que las
mujeres tienen niveles ligeramente elevados de cortisol, y por son mas vulnerables a la
depresion, a la anorexia nerviosa, a los desordenes de panico, al desorden obsesivo
compulsivo y a las enfermedades autoinmunes, como el lupus y la artritis reumatoide (Swaab

y cols., 2005).

Estrés y crecimiento

El eje HHA también tiene influencia sobre las hormonas necesarias para el crecimiento. La
activacion prolongada del eje HHA puede llevar a la supresion de la liberacion de la hormona
de crecimiento (GH), la inhibicion de somatomedina C y del factor de crecimiento parecido a

la insulina (IGF-1), las cuales son esenciales para el crecimiento normal. Los glucocorticoides



liberados durante estados de estrés prolongado pueden causar una menor respuesta de los
tejidos al IGF-1. El incremento en la secrecion de somatostatina causada por la CRH, resulta
en la inhibicion de la GH: esta caracteristica ha sido relacionada con un mecanismo potencial
de los efectos inhibidores del crecimiento provocado por glucocorticoides. Ademas, en varios
desordenes del humor relacionados con el estrés y con el eje HHA hiperactivo (ver tabla 1),

los niveles de GH e IGF-1 se encuentran significativamente disminuidos (Chrousos y cols.,

1998).

Estrées y el tracto gastrointestinal

Se sabe, que el estrés puede causar problemas digestivos. El estrés causa problemas
tanto en el estdmago como en los intestinos de varias maneras. La CRH dificulta la liberacion
de 4cido estomacal y provoca el vaciado del estdmago; ademads, estd implicado en la
hipermotilidad del colon, ya que aumenta la liberaciéon de sus contenidos. Los niveles
elevados de cortisol -como ocurre en varias formas de depresion, o durante estrés cronico
psicosocial- puede incrementar el apetito y llevar por consecuencia a una ganancia de peso.
Los centros de apetito/saciedad en el hipocampo se encuentran influenciados por el estrés: de
manera aguda, la CRH causa anorexia, mientras que el neuropéptido Y (NPY), el cual es

orexigénico (estimula el apetito), estimula la secreciéon de CRH (Chrousos, 1998).

Enfermedades asociadas a la desregulacion del eje HHA

El eje HHA tiene un papel importante en la respuesta hacia estimulos internos y
externos incluyendo estresores psicolégicos. Es bien conocido el papel fundamental del estrés
en los episodios precipitantes de los desordenes psiquidtricos en individuos predispuestos
(Juruena y cols., 2004). Estas anormalidades parecen estar relacionadas a cambios en la
habilidad de los glucocorticoides circulantes, los cuales ejercen un efecto de retroalimentacion
negativa en la secrecion de hormonas del eje HHA a través de su union a MR y GR. Estudios
previos han descrito que si la retroalimentacion negativa del eje HHA se encuentra dafiada,
esto lleva a la hipercortisolemia, como ocurre en la depresion mayor. Otras condiciones
pueden estar asociadas a la prolongada activacion del eje HHA, entre las que se encuentran la
anorexia nerviosa, el desorden obsesivo-compulsivo, el trastorno de panico, los trastornos de
ansiedad, el alcoholismo cronico, la abstinencia al alcohol y narcoticos y el hipertiroidismo.
Otro grupo de estados son caracteristicos de la hipoactivacion del sistema de estrés, es decir,

la secrecion reducida de CRH podria resultar en diversas patologias y en una facilitacion del



asa de retroalimentacion negativa del eje HHA (tabla 1). Estas caracteristicas son distintivas

en pacientes con desorden de estrés post-traumatico (Juruenay cols., 2004).

Tabla 1. Estados asociados con la hiperactividad e hipoactividad del eje HHA

Incremento en la actividad del eje HHA
Depresion melancélica
Anorexia nerviosa
Desorden obsesivo-compulsivo
Desorden de panico

Disminucion en la actividad del eje HHA
Depresion estacional
Sindrome de fatiga cronica
Fibromialgia
Hipotiroidismo

Alteracion en la actividad del eje HHA
Sindrome de Cushing
Deficiencia a glucocorticoides

Resistencia a glucocorticoides

Tomado de Juruena y cols. 2004.

Respuesta inmunoldgica ante el estrés

La actividad del sistema inmunolégico influye en el funcionamiento del SNC, diversas
citocinas como la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-2 (IL-2), la interleucina-6 (IL-6) y el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), pueden, como muchos neurotransmisores, estar
involucrados en la regulacion de la cognicion, el estado de animo y la conducta. La
produccion de citocinas se ha propuesto como un aspecto fundamental de la patogénesis de la
depresion y mads recientemente, su papel en los cambios neuro-conductuales parecidos a la

depresion en estados de enfermedades somaticas (Simmons y Broderick, 2005).

Diversos estresores infecciosos provocan la répida activacion del sistema
inmunolodgico, entre los que se incluyen toxinas, la inoculacion con diversos microorganismos
(reto inmunolégico) como los virus, las bacterias, los hongos y los parasitos o un antigeno. En

respuesta a una infeccion, o a un desorden inflamatorio como la artritis reumatoide, el sistema



inmune libera citocinas que median la respuesta inmune innata, entre las que se incluyen las
citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a, la IL-1, la IL-6 y los interferones de tipo I (INF-
a/B). Otro grupo de citocinas que median la inmunidad adaptativa, como las citocinas IL-2 y
los INF-y (interferones tipo II), son importantes mediando las defensas antivirales. La
citocinas liberadas como parte de la respuesta inmunoldgica adaptativa o innata pueden
activar el eje HHA, promoviendo la liberacion de glucocorticoides adrenales. Los
glucorticoides regulan negativamente las células de la respuesta inmunoldgica para suprimir
la sintesis y liberacion de citocinas, por lo tanto protegen al hospedero de las consecuencias
de una respuesta inmunoldgica sobreactivada (dafio al tejido, autoinmunidad, choque séptico)

(Sapolsky y cols., 2000; Silverman y cols., 2005).

La CRH es considerada como el mecanismo primario por el cual las citocinas
estimulan la liberacion de glucocorticoides. Las células del sistema inmune producen
citocinas pro-inflamatorias: IL-1, IL-6 y el TNF-cc. Estas tres sustancias, trabajando ya sea
individualmente o en combinacion, provocan la liberaciéon de CRH. La evidencia sugiere que
IL-6 juega un papel primario en la estimulacion inmunologica del eje HHA humano ya que
promueve la liberacion de ACTH y de cortisol. La CRH disminuye la proliferacion de células
T y de células citotoxicas o “natural killers” (NK). En contraste, la CRH a dosis
extremadamente elevadas puede ser también un estimulante inmune, potenciando la
proliferacion de células B y la proliferacion de linfocitos en respuesta a diversos mitogenos e

incrementando el nimero de receptores a IL-2 (Sapolsky y cols., 2000; Chrousos, 1998).

El eje HHA interactia con el sistema inmunoldgico, haciendo al organismo mas
vulnerable a la fatiga e infecciones, entre otras alteraciones. Los altos niveles de cortisol
producidos por estados de estrés cronico pueden hacer que el organismo sea mas susceptible a
las enfermedades ya que hace menos efectiva la funcion de las células blancas sanguineas.
Contrariamente, cuando el eje HHA se encuentra en un estado de baja actividad, hay poca
produccion de corticosteroides, lo que por consiguiente, puede producir que el sistema
inmune se vuelva hiperactivo lo que incrementaria el posible riesgo de desarrollar

enfermedades autoinmunes (Sapolsky y cols., 2000; Chrousos, 1998).

En condiciones normales, las células del sistema inmunologico adaptativo (por

ejemplo, células T y B) circulan en la sangre y la linfa, forman grupos anatomicamente



definidos en los 6rganos linfaticos y se encuentran en todos los tejidos. La organizacion
anatomica de estas células y su capacidad de intercambio entre la sangre, la linfa y los tejidos
son muy importantes para generar las respuestas inmunolodgicas. Para optimizar las
interacciones celulares necesarias para las fases de reconocimiento y activaciéon de las
respuestas inmunologicas especificas, los linfocitos y las células accesorias se localizan y se
concentran en los ganglios linfaticos y el bazo a donde se transportan y concentran los
antigenos. Los tejidos linfaticos se clasifican en 6rganos primarios, donde los linfocitos
expresan por primera vez los receptores antigénicos y alcanzan la madurez fenotipica y
funcional, y en 6rganos secundarios, donde se inician y desarrollan las respuestas ante los
antigenos no propios. El bazo es un 6rgano linfoide secundario que tiene un papel importante
en la filtracién de la sangre y en la defensa contra organismos patogenos. Es el organo
principal donde tienen lugar las respuestas contra los antigenos que transporta la sangre. La
masa esplénica consta de una porcidén conocida como pulpa blanca, donde se concentran las
células linfoides, y una porcion llamada pulpa roja, donde se encuentran las otras células de la
sangre. Dentro de la pulpa blanca las células linfoides se distribuyen tanto en forma dispersa
como agrupadas en foliculos. Las células T predominan en el tejido linfoide disperso,
mientras que las células B se localizan principalmente en los foliculos. Los foliculos estan

rodeados por un anillo de linfocitos y macrofagos, denominado zona marginal.

Psicopatologias

Cuando una situacion estresante es prolongada y sostenida, excede la capacidad del
cuerpo para mantener la homeostasis, lo que propicia la aparicion de secuelas
psicopatologicas. Después de una fase de reaccion aguda, aparecen sintomas derivados de esa
situacion prolongada, entre las que se incluyen la ansiedad, la irritabilidad y un sentimiento de
incapacidad para hacer frente a diversas situaciones lo cual puede resultar en depresion en
individuos susceptibles (ver capitulo IV). La depresion es probablemente el desorden mas
relacionado con el estrés. Sin embargo, el estrés repetido per se, no es causa suficiente para la
aparicion de la depresion. La interacciones entre la predisposicion genética y algunos
estresores ambientales son necesarios para la aparicion de esta enfermedad (Lanfumey y cols.,
2008). Por otro lado, otro de los desordenes precipitados por la exposicion a condiciones
estresantes es la ansiedad. La evidencia actual sugiere que la ansiedad no parece tener un
componente hereditable, también se ha sugerido que los factores ambientales juegan un papel

importante en la manifestacion de algunas psicopatologias especificas. La patologias de



ansiedad se cree estan relacionada a una combinacion de efectos negativos y el sentimiento de
tener poco control ante situaciones especificas o ambientes determinados (Davis y cols.,
2002). Los sintomas de ansiedad son muy diversos, entre ellos el sentimiento de angustia y
otros que involucran la hiperactividad vegetativa, como taquicardia, taquipnea (frecuencia
respiratoria rapida), sensacion de ahogo, temblores en las extremidades, sensacion de pérdida
de control o del conocimiento, transpiracion, rigidez muscular, debilidad muscular, insomnio,
entre otros (Davis y cols., 2002; DSM-IVR, 1998). La ansiedad se puede manifestar de tres
formas diferentes; a través de sintomas fisioldgicos, cognitivos y conductuales. Estos hacen
referencia a tres niveles distintos, los cuales pueden influirse unos en otros, es decir, los
sintomas cognitivos pueden exacerbar los sintomas fisiologicos y estos a su vez disparar los

sintomas conductuales.



CAPITULO IV.
Depresion

La depresion es una alteracion del estado de animo, o trastorno afectivo que se
caracteriza por un sentimiento de tristeza intensa, desesperanza, anhedonia (incapacidad para
sentir placer), pérdida de la concentracion, preocupaciones pesimistas, ideas de suicidio, entre
otros (DSM-IV-R, 1998). Los trastornos del estado de animo tienen como caracteristica
principal una alteracion del humor. Estos trastornos del estado de animo estan divididos en
trastornos depresivos (depresion unipolar), trastornos bipolares y dos trastornos basados en la
etiologia: trastorno del estado de &nimo debido a una enfermedad médica y trastorno del
estado de &nimo inducido por sustancias. Al menos cerca del 21 % de la poblacion mundial ha
experimentado en algin momento de su vida un episodio depresivo (Nemeroff, 1998) y en
México este porcentaje es semejante. En un estudio realizado por Caraveo-Anduaga y cols.
(1999) en la Ciudad de México, se encontr6 que el 7.9% de la poblacion presentd un episodio
depresivo durante la vida, con un claro predominio en las mujeres. La enfermedad interfiere
en gran medida con el funcionamiento fisico y social de los pacientes, y la alta morbi-

mortalidad la convierte en un problema de salud publica.

La depresion es una enfermedad de origen multifactorial en la que intervienen la
predisposicion genética, la vulnerabilidad al estrés, los factores medioambientales, entre otros;
sin embargo, el mecanismo neurobioldgico que subyace a la depresion es todavia incierto. Se
sabe que maultiples sistemas del organismo participan en la regulacion del estado de animo, y
en consecuencia, estan relacionados con la depresion. Por ejemplo, se sabe que existe una
estrecha relacion entre la disfuncién del eje HHA vy la depresidn, ya que la exposicion crénica
a eventos de vida estresantes se asocia con el desarrollo de sintomas depresivos en ciertos
individuos, bajo ciertas condiciones desfavorables. En el mismo sentido, el estrés psicosocial
es ampliamente reconocido como un disparador importante de varios sindromes clinicos,
particularmente desérdenes de ansiedad y del estado de animo. Ademas, el hipotdlamo, una
estructura del SNC involucrada en la regulacion del eje HHA, esta fuertemente inervado por
sistemas cerebrales productores de neurotransmisores, los cuales tienen un papel importante

en la patogénesis de la depresion (Tafet y Bernandini, 2003).



Hipdtesis de citocinas

La hipotesis de citocinas en la depresion deriva tanto de observaciones experimentales
como clinicas. Las observaciones clinicas fueron hechas en pacientes tratados con INF's e IL-
2. Dichos pacientes frecuentemente presentaban sintomas parecidos a la influenza y sintomas
psiquiatricos, algunos de los cuales son caracteristicos de la depresion. Los primeros estudios
sugirieron un déficit en la funcién inmune en pacientes deprimidos, pero los resultados fueron
inconsistentes y altamente variables (Dunn y cols., 2005). Algunos estudios subsecuentes
reportaron que pacientes depresivos presentaban activacion inmune, y la depresion era mas
frecuente en pacientes con enfermedades que tuvieran un componente inmunolégico (Dunn'y
cols., 2005). Sin embargo, los resultados fueron muy variados; la funcién inmune en pacientes

deprimidos estaba disminuida en algunos aspectos, pero activada en otros.

Algunos reportes indican que la depresion es causada por un desequilibrio ente las
citocinas pro-infamatorias y anti-inflamatarias. Entre las primeras cabe mencionar a IL-1, IL-
6, IL-2 e IL-12, mientras que las segundas son IL-4, TGF-B. Se ha reportado que el uso de
antidepresivos en pacientes deprimidos reduce la liberacion de citocinas pro-inflamatorias y
de otros factores inmunoldgicos. Por otro lado, también se ha reportado que los antidepresivos
pueden disminuir la relacion citocinas pro-inflamatorias/anti-inflamatorias, por lo que se ha
hipotetizado que la hipersecrecidn de citocinas puede estar involucrada en la patofisiologia de
los desordenes depresivos. Sin embargo, el tratamiento con antidepresivos no siempre se
acompafia de reduccién en las concentraciones de citocinas pro-inflamatorias. Por lo tanto, las
asociaciones especificas entre el tratamiento antidepresivo y las alteraciones en los niveles de

citocinas se mantiene todavia incierto (Sutcigil y cols., 2007).

Hipotesis neurotrofica de la depresion

En 1965 Joseph Schildkraut postulé que el déficit en la neurotransmision
monoaminérgica, es decir, de serotonina (5-HT), NA y dopamina (DA) en el SNC, lleva a una
alta vulnerabilidad a presentar este desorden. Algunas evidencias clinicas soportaron esta
hipdtesis ya que pacientes con depresion presentan alteraciones en la produccion de 5-HT,
NA y DA. Ademas, los tratamientos antidepresivos incrementan la neurotransmisién
monoaminérgica, en particular la de 5-HT (Swaab y cols., 2005). Diversas observaciones
apuntan al déficit en el metabolismo de 5-HT en la depresion. A finales de 1960s se

reportaron bajas concentraciones en el fluido cerebroespinal (CFS) de acido 5



hidroxyindolacético (5-HIAA) en pacientes depresivos, el mayor producto de degradacion de
la 5-HT; la concentracion de 5-HIAA en el CFS puede ser considerada como un indicador del
metabolismo de 5-HT, de tal forma que bajas concentraciones de 5-HIAA en el cerebro podria
sugerir baja concentracion de 5-HT (van Praag, 2004).

A pesar de la relacion entre las monoaminas y la depresién, actualmente se sabe que la
enfermedad es compleja, por lo que se han propuesto nuevas hipotesis para explicarla, entre

ellas la hipotesis neurotrofica.

Los factores neurotroficos son reguladores clave en la formacion y plasticidad de las
cadenas neuronales. De esos factores neurotroficos, la familia de nuerotrofinas - factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3, neurotrofina-4 -son las mejor
caracterizadas. Sin embargo, otros factores como los miembros del factor de crecimiento
parecido a la insulina (IGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) también regulan la plasticidad neuronal.
Recientemente, los factores neurotroficos como el BDNF y el receptor a tirosin-cinasa
(TrkB), se relacionaron con la regulacién de los desordenes del humor y los efectos
antidepresivos. Estos descubrimientos han llevado a la formulacion de la hipotesis
neurotrofica de la depresion, la cual propone que los bajos niveles cerebrales de BDNF en
ciertas estructuras predisponen a la depresién, mientras que el incremento en el nivel de
BDNF produce un efecto antidepresivo. Sin embargo, el papel de las neurotréfinas en el
desarrollo y en el cerebro adulto, sugieren una hipotesis neurotréfica modificada, que enfatiza
el papel del BDNF como una herramienta que modifica las cadenas neurales las cuales

regulan diferentes aspectos relacionados al humor (Castrén y cols., 2007).

El estrés es usado como un modelo para estudiar las alteraciones de la estructura y
funcién cerebral debido a que los desordenes del humor son frecuentemente precipitados o
exacerbados por eventos de vida estresantes. El estrés causa dafio y atrofia en neuronas de
ciertas estructuras cerebrales, notablemente en el hipocampo, una de las varias estructuras
limbicas que han sido relacionadas con los desordenes del humor y con procesos de memoria.
Diferentes paradigmas de estrés de tipo agudo o cronico (7 a 21 dias) reducen la expresion del
BDNF en el hipocampo y esa reduccion puede ser prevenida mediante un tratamiento con
drogas antidepresivas. Los animales sometidos a estrés y los pacientes deprimidos muestran

reduccion del volumen hipocampal, y al menos parte de este efecto puede ser contrarrestado



por farmacos antidepresivos. Se ha encontrado que los tratamientos antidepresivos
administrados en un corto plazo aumentan la concentracion de las monoaminas; mientras que
el tratamiento de largo plazo con estos farmacos incrementa la expresion de factores
neurotréficos (VEGF, BNDF, IFG-1 y FGF-2) en el hipocampo adulto, e incrementa de
manera significativa la neurogénesis en dicha estructura (Duman y Monteggia, 2006). Se ha
sugerido que la neurogénesis es un blanco comin de los medicamentos antidepresivos
farmacoldgicos; resulta interesante que la produccion de nuevas neuronas también se lleva a
cabo despueés de tratamientos antidepresivos no farmacoldgicos, como el ejercicio voluntario

y la estimulacion magnética transcraneal repetitiva (Tsutsumi y cols., 2002).

Algunos estudios examinaron la influencia del estrés por inmovilizacion de manera
aguda y reportaron una reduccion significativa en la expresion del mRNA del BDNF en el
hipocampo, en las células de la capa granulosa del giro dentado, asi como una disminucion de
la capa de células piramidales de las regiones hipocampales CA3 y CAL. Posteriormente se
encontrd que otros tipos de estrés, incluyendo los impredecibles, el aislamiento social, estrés
por nado, también disminuyen la expresion del BDNF en el hipocampo. Los mecanismos para
entender la regulacion a la baja de la expresion de BDNF han sido investigados y podrian
relacionarse de forma primaria al incremento en la concentracion de corticosteroides
secretados durante el estrés. Por otro lado, el bloqueo de los receptores 5-HT2a parcialmente
obstruye los efectos del estrés en el BDNF hipocampal, sugiriendo una relacion entre los
mediadores del estrés, la 5-HT y el factor neurotrdico. También hay evidencia que la IL-1p
contribuye a la regulacion a la baja de la expresion de BDNF en el hipocampo (Duman y
Monteggia, 2006, Castren y cols., 2007).

La relacion de los cambios en los neurotransmisores con los del BDNF en la depresion
se ha establecido a lo largo de una década del surgimiento de esta hipétesis. El planteamiento
y resultados de esta interaccion han demostrado la complejidad de los desérdenes depresivos
en cuanto a la neurobiologia, y en consecuencia a los tratamientos. Es un hecho que s6lo un
porcentaje de pacientes responde a las terapias tradicionales farmacoldgicas y no
farmacologicas, lo que confirma que ain desconocemos las bases neurobioldgicas de la

depresion, y que la investigacion al respecto va a ser un tema crucial en las neurociencias.



CAPITULOVV.

Modelos animales

La creacion de modelos animales razonablemente validos de enfermedades
psiquidtricas presenta diversas dificultades debido tanto a la naturaleza verbal y personal de
los sintomas psiquiatricos, como por ejemplo, la tristeza o desilusion, asi como al poco
conocimiento de factores etiologicos claros los cuales pueden ser usados para crear estos
modelos (Henn y Vollmayr, 2005). De ahi la dificultad de crear modelos animales de
enfermedades como la esquizofrenia, cuya caracteristica principal es la alteracion de la
percepcion. Sin embargo, a la fecha existen varios modelos animales de depresion que han
sido validados en la investigacion preclinica. Estos modelos son herramientas fundamentales
dirigidas a obtener un mejor entendimiento y comprension de las bases neurobiologicas de
esta patologia; en los ultimos afios se han desarrollado diversas propuestas en las cuales se
puede estudiar distintas caracteristicas de esta enfermedad. Algunos de estos modelos intentan
replicar en los animales uno o varios componentes del cuadro depresivo en humanos. Otros
modelos, son o pretender ser herramientas Gtiles para la deteccion y eficacia de drogas

antidepresivas (Ferreira y cols., 1997).

Existen criterios que permiten determinar el grado de validez de cualquier propuesta
de modelos animales de depresion. Estos criterios de validacion estan orientados
principalmente a valorar tres aspectos fundamentales. El primer criterio se refiere a la medida
en la que el modelo animal reproduce la apariencia del cuadro que se presenta en los seres
humanos, llaméandose a esto validez de apariencia. Para analizar la validez de apariencia, se
examina el punto de similitud entre el modelo y el desorden, en un amplio rango de signos y
sintomas. Sin embargo, no todos los sintomas de la condicion psiquiatrica pueden ser
replicados en el modelo, por lo que se propone que éste represente al menos alguno de los
signos o sintomas clinicamente mas importantes. De acuerdo a los criterios diagnosticos del
DSM-1V, la depresion mayor requiere de la presencia de al menos uno de los dos siguientes
sintomas esenciales: pérdida de interés o placer (anhedonia) y humor deprimido. De éstos, la
anhedonia puede ser modelada en animales, pero no el humor deprimido. En el analisis de la
validez de apariencia de modelos animales, la anhedonia, por lo tanto, asume la posicion
principal (Ferreiray cols., 1997; Willner y Mitchell, 2002).



El segundo criterio, se refiere al grado de consistencia que la propuesta tiene con
alguna teoria referente a la generacion de la depresidn, a esta caracteristica se denomina
validez de constructo o validez hipotética. La evaluacion de los fundamentos tedricos de un
modelo animal requiere de caracteristicas que consideren tanto al desorden por si mismo
como a la conducta exhibida debido al desorden. Las teorias de depresion podrian ser usadas
para evaluar la validez de constructo de un modelo animal que podria relacionarse con los
mecanismos neurobioldgicos, etioldgicos (este aspecto de la validez de constructo es algunas
veces conocida como validez etiolégica) o psicolégicos. Por ejemplo, se sabe que los
episodios de depresion mayor estan frecuentemente precipitados por la exposicidn a estresores
agudos severos, 0 estresores cronicos no tan severos (Willner y Mitchell, 2002), por lo que
uno de los factores validos para inducir anhedonia en animales seria la aplicacion de
estresores. Sin embargo, cualquier evaluacién de un modelo animal de depresion esta
intrinsicamente limitada por el estado rudimentario de las teorias de la patologia de la
depresion (Ferreira y cols., 1997; Willner y Mitchell, 2002).

El tercer criterio revisa la capacidad del modelo para responder selectivamente a
farmacos con actividad antidepresiva, a lo que se le conoce como validez predictiva. Este
criterio esta determinado en gran parte por su respuesta a drogas antidepresivas, en la mejoria
0 atenuacién de los sintomas por tratamientos efectivos en el tratamiento de la condicion
humana e inversamente, no ser afectados por aquellos tratamientos que son inefectivos en la
atenuacion del desorden en humanos. (Ferreira y cols., 1997; Willner y Mitchell, 2002;
Anisman y Matheson, 2005).

Modelo de estrés por inmovilizacion

Hans Selye fue el primer investigador que utilizé el estrés por inmovilizacion, el cual
lleva a la rata a presentar manifestaciones del sindrome de estrés, por ejemplo, hipertrofia
adrenal, ulceracion gastrica e involucion timicolinfatica. El procedimiento de restriccion
original de Selye consistia en atar juntas las patas de la rata y envolver al animal fuertemente
con una toalla. Todos los tipos de estrés por restriccion pueden ser vistos como una mezcla de
estresores fisicos y fisiologicos. Ante este estresor, la respuesta maxima del sistema efector de
estrés se ve usualmente dentro de los primeros 30 min (Pacék y Palkovists, 2001). Se sabe que
el estrés por inmovilizacion regula a la baja la expresion del mRNA del BNDF en el



hipocampo y causa un incremento en la liberacion y produccion de 5-HT en el hipocampo
(Pacak y Palkovists, 2001, Vaidya y cols., 1997).

Ratas Wistar Kyoto

La cepa de ratas Wistar-Kyoto (WKY) ha sido propuesta como un modelo animal de
depresion endogena. Proviene de la cepa Wistar (Wi) y fue inicialmente desarrollada como
una cepa control normontensa de la rata espontaneamente hipertensa (SHR). Las ratas WKY
presentan medidas hormonales, conductuales y fisiologicas que emulan a aquellas encontradas

en pacientes que presentan sintomatologia depresiva (Will y cols., 2003).

Como algunos humanos deprimidos, las ratas WKY son hiper-reactivas al estrés y
presentan desregulacion del eje HHA. Comparadas con ratas de las cepas Sprague-Dawley (S-
D) y Wi, las WKY presentan conducta tipo depresiva en un amplio rango de paradigmas
conductuales: presentan mayor cantidad de inmovilidad en la prueba de nado forzado y
desarrollan anhedonia mas facilmente que otras cepas de ratas (Will y cols., 2003; Jiao y cols.,
2003).

Las WKY desarrollan también estrategias pasivas cuando son expuestas a pruebas de
ansiedad: cuando son probadas tanto en el campo abierto, el laberinto elevado en cruz, o en la
caja de transicion luz/oscuridad, las WKY presentan baja locomocion, menor conducta
exploratoria, y aumento de conductas relacionadas con la ansiedad, como congelamiento y
acicalamiento facial (Durand y cols., 2003). En otras pruebas de ansiedad, como la de
enterramiento defensivo, las WKY exhiben mayor conducta de congelamiento, en vez de la
tipica conducta de enterramiento que caracteriza a otras cepas de roedores: por lo tanto, ante
una situacion que genera temor-ansiedad, las WKY responden con estrategias de coping

pasivo (Durand y cols., 2003).

Los cambios fisioldgicos en respuesta al estrés son méas severos en ratas de la cepa
WKY, en comparacion con otras cepas como la Wi, S-D, Fischer-344 (F-344), por ejemplo,
son mas susceptibles a padecer ulceras gastricas inducidas por el estrés. La aparicion de
Ulceras es considerada como un clasico ejemplo de una enfermedad psicosomatica y esto es
importante debido a que evidencia que los estresores emocionales pueden influir, en un

determinado grado, en los procesos de enfermedad. También el contenido de ACTH y los



niveles de MRNA de POMC en la adenohipofisis se ven significativamente aumentados en

respuesta al estrés (Suzuki y cols., 2001; Zafar y cols., 1997; Paré y Redei, 1993).

Ante la aplicacion de un estresor, las ratas Wi liberan corticosterona y
alopregnanolona, un metabolito de la progesterona con actividad ansiolitica mediada por los
receptores GABAA-benzodiacepinas (Fernandez-Guasti y Picazo, 1995).De acuerdo con
estos datos, un individuo normal libera sustancias enddgenas capaces de contrarrestar la
respuesta de estrés y los efectos toxicos de la corticosterona. Sin embargo, las ratas WKY no
responden al efecto ansiolitico de la alopregnanolona (Estrada-Camarena en preparacion),
sugiriendo que los metabolitos enddgenos que contrarrestan los efectos toxicos de la

corticosterona carecen de efecto en individuos que muestran una alteracion del eje HHA.

La hiperactividad del eje HHA vy el incremento en las conductas de ansiedad en las
ratas WKY pueden estar asociadas con un perfil neuroguimico alterado. Esta cepa tiene
alterado el sistema de 5-HT, que se evidencia por la baja respuesta a los antidepresivos y
ansioliticos que actian mediante un mecanismo de accién serotonérgico (De La Garza y
Mahoney, 2004). La ansiedad y la depresion han sido asociadas con alteraciones en el
funcionamiento de NE cerebral; los estudios de autorradiografia de cerebros de ratas WKY
revelan que presentan un incremento significativo de la densidad de los transportadores de NE
(NET) en el hipocampo y la amigdala. Esta modificacion neuroquimica conduce a una
deficiencia en la disponibilidad de NE, lo que podria contribuir a la conducta depresiva de las
WKY. Se conoce poco acerca del funcionamiento del sistema DA en esta cepa de animales.
Un reporte revelé que la unién a [PH]GBR-12935 (usado como marcador para el transportador
a DA: DAT) se encuentra disminuido en el nucleo accumbens de las WKY, comparado con
las ratas S-D. Este descubrimiento es importante porque se conoce que el sistema DA esta
implicado en los procesos de recompensa y de adiccion a drogas y tiene su importancia en los
desdrdenes afectivos y la accion antidepresiva. Recientemente, se ha reportado que el
tratamiento repetido con drogas antidepresivas que blogquean la captura de NE y DA alteran la
conducta de las ratas WKY en la prueba de nado forzado y en el campo abierto,
respectivamente (Jiao y cols., 2005, De La Garza y Mahoney, 2004; Pardon y cols., 2003).

Las ratas WKY presentan también anormalidades hormonales en el eje hipotalamo-
hipofisis-tiroides (HHT), el cual también se encuentra alterado en pacientes con depresion,



por ejemplo, tienen altos niveles basales de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y de

la 3,5,3’-triiodotironina (T3) en relacidn con la cepa Wi (Solberg y cols., 2001).

Las ratas WKY presentan fallas al responder, al menos a nivel conductual, a los
efectos de diversos farmacos antidepresivos, entre los que se incluyen los SSRIs cuando se
comparan con otras cepas como la Brown Norway, la Lewis, F344 y la S-D, mientras que
otros estudios han reportado, por el contrario, una respuesta aumentada a estos mismos
antidepresivos. La fluoxetina tiene efectos variables en varias cepas en las conductas
presentadas en la prueba de campo abierto, aunque las WKY parecen ser particularmente
resistentes. Los tratamientos administrados de forma aguda/subaguda con fluoxetina o
imipramina ejercen sus efectos dependiendo de la cepa en la prueba de nado forzado (FST),
siendo inefectivos en las WKY. El pre-tratamiento agudo/subagudo en esta cepa con SSRIs en
la FST refleja una resistencia general a este antidepresivo, por otro lado, el pre-tratamiento
agudo con fluoxetina o citalopram también es inefectivo cuando estas ratas se prueban en el

laberinto elevado en cruz (Durand y cols., 2003, Will y cols., 2003).



CAPITULO VI.

Prueba de campo abierto

Hall en 1934 describi6 originalmente la prueba de campo abierto (OFT) para el estudio de
la emocionalidad en ratas. El procedimiento consistia en someter a un animal, usualmente un
roedor, a un ambiente desconocido del cual no puede escapar. El aparato de Hall consistia de una
arena circular de 1.2 m de didmetro cerrada por una pared de 0.45 m de alto, iluminada. Colocaba
a las ratas individualmente en el anillo méas externo del campo abierto y observaba la conducta
del animal por un periodo de 2 minutos, durante repetidas pruebas diarias. Las ratas fueron
probadas después de 24 6 48 horas de privacion de alimento. Hall observd que las ratas
caminaban mas cuando se les privo de comida, pero habia algunos animales que a pesar de tener
alimento no comian, a los cuales Ilamo emocionales. Cuando estos animales cuando se
comparaban con ratas no-emocionales, realizaban pocas entradas hacia la parte central de la arena

y tenian altos niveles de defecacion (Prut y Belzung, 2003).

La prueba de campo abierto es ahora uno de los procedimientos mas populares en el
estudio de la conducta animal y es generalmente aceptada como un modelo animal para la
medicién de conductas relacionadas con la ansiedad. Actualmente hay diferentes versiones
disponibles, las cuales difieren en la forma del ambiente (circular, cuadrado o rectangular),
luminosidad (algunas veces se utiliza luz roja), presencia de objetos dentro del area como
plataformas, columnas, tuneles, etc. El procedimiento generalmente involucra una confrontacion
forzada del roedor con la situacion. Este paradigma esta basado en un conflicto interno entre la
exploracion en un nuevo ambiente (basado en una potencial recompensa) y la evitacion del nuevo
ambiente. El animal es colocado en el centro o cerca de las paredes del aparato y las conductas
que el animal realiza son videograbadas por un periodo que va del rango de los 2 a los 20
minutos (usualmente 5 minutos): locomocién horizontal (nimero de cruces de las lineas
marcadas en el piso), frecuencia de erguimientos (rearing) o inclinaciones (learning) (también
Ilamado actividad vertical) y acicalamiento (grooming). En dicha situacion, los roedores
espontaneamente prefieren mantenerse en la periferia del aparato de actividad que en las partes
centrales del campo abierto. Los roedores usualmente se mantienen en referencias verticales
como son las paredes, una respuesta conductual innata referida como thigmotaxis. El incremento

en tiempo que pasan en la parte central asi como la tasa de locomocién central/total o la



disminucion de la latencia para entrar en la parte central son indicadores de ansidlisis. La
conducta en la prueba de campo abierto esta influenciada por diversos factores, entre los que se
incluye la variabilidad genética, el género, la edad y experiencias recientes del individuo, ademas
del nivel de iluminacion en la arena de campo abierto. Los roedores son de habitos nocturnos y
tienden a evitar lugares muy luminosos, por lo que la luz intensa puede ser usada como un
estimulo aversivo en el campo abierto lo que lleva a un incremento en las conductas relacionadas
con la ansiedad, como la evitacién del centro de la caja y la disminucién de la actividad

exploratoria y locomotora (Prut y Belzung, 2003; Bouwknecth y cols., 2007).



Justificacion:

La depresion es un trastorno del estado de animo que se caracteriza por la presencia de
sentimientos de tristeza, anhedonia y desesperanza, que puede ser transitorio 0 permanente. La
depresidbn mayor se caracteriza por presentar alteraciones endocrinas, inmunologicas y
conductuales, asociados a un deterioro general de la salud de los individuos, lo que hace que este

padecimiento sea un problema de salud publica.

Para el estudio de los trastornos depresivos, los modelos animales son herramientas
importantes que permiten profundizar nuestro conocimiento de los mecanismos involucrados en
la enfermedad asi como desarrollar los tratamientos Optimos para esta patologia. Los modelos
animales relacionados con el estudio de la depresion son multiples y variados, pero a la fecha, los
mas utilizados son los que se basan en la aplicacion de estrés agudo. Sin embargo, existen pocos
estudios que utilicen modelos en los que esté implicado el factor genético y la respuesta a un
estresor cronico; asimismo, se desconoce las implicaciones a nivel conductual, enddcrino e
inmunoldgico en un modelo animal con estas caracteristicas. Un modelo de esta naturaleza nos

permitiria estudiar algunos aspectos de las bases bioldgicas de la depresion.



Hipotesis

La aplicacion de estimulos estresantes cronicos (restriccion de movimiento) y/o la
administracion de un glucocorticoide sintético (hidrocortisona), ocasionan alteraciones
cuantificables a nivel endocrino (grosor de la corteza adrenal y produccion de corticosterona
sérica), inmunoldgico (formacién de foliculos secundarios en el bazo) y conductual (actividad

locomotora y exploratoria).

Objetivo General
Determinar las alteraciones conductuales, endocrinas e inmunoldgicas en una cepa de
ratas hiper-sensibles al estrés (cepa WKY), inducidas por la aplicacion de un estresor crénico

(restriccion de movimiento [RM]) y el consumo de hidrocortisona (HC).

Objetivos particulares
I.  Determinar si la aplicacion de RM y la administracion de un glucocorticoide sintético
(HC) induce alteraciones conductuales.
Il.  Analizar si la aplicacion de RM y la administracion de un glucocorticoide sintético (HC)
afectan la funcion neuroenddcrina de las glandulas adrenales
1. Determinar si la aplicacion de RM y la administracion de un glucocorticoide sintético

(HC) deteriora la respuesta inmunoldgica.



Material y Métodos:

Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa WKY, de tres meses de edad, con un peso entre
190-230 gr al comienzo del experimento. Las ratas fueron alojadas en pares, en cajas de
acrilico transparente (47 x 34 x 21 cm), con ciclo de luz-oscuridad invertido (la luz se
encendio a las 22:00 hrs, debido a que los roedores son de habitos nocturnos y la prueba
locomotora debe realizarse en el periodo de mayor actividad), con alimento y agua ad libitum,
hasta antes del inicio del experimento. EI manejo general de las ratas se hizo de acuerdo a los
principios generales para el cuidado de animales de laboratorio (NIH publication 85-23, 1985)
y a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Disefio experimental

Durante el experimento, la ingesta de liquidos se restringid a una solucion de
hidrocortisona al 2% (HC) (ver preparacion en el apéndice I11).

Los animales se dividieron en grupos independientes que recibieron diferentes tratamientos; a
su vez, para cada tratamiento los animales fueron asignados a sub-grupos independientes con
diferente duracion de tratamiento:

Control: Este grupo (n = 5) fue conformado por animales que no recibieron ni RM ni
consumo de HC. Inmediatamente después de salir del bioterio, las ratas fueron sometidas a
una prueba de campo abierto para la evaluacion conductual. Posterior a ésta, los animales
fueron sacrificados por decapitacion.

Consumo de HC: Este grupo de animales (n total = 24) recibié un tratamiento crénico
con la solucion de HC; los animales (n por grupo = 4 animales) de cada grupo fueron
sacrificados los dias 7, 14, 21, 28, 35, y 42,

RM: Las ratas de este grupo (n total = 30) fueron sometidas a RM (3hr por dia) y
sacrificadas los dias 7, 14, 21, 28, 35, y 42 (n por grupo = 5). Estos animales tuvieron libre
acceso a alimento y agua durante todo el experimento.

RM + HC: Los animales de este grupo (n total = 36) consumieron una solucién de HC
y fueron sometidas a RM (3hr por dia); las ratas fueron sacrificadas los dias 7, 14, 21, 28, 35,
y 42 (n por grupo = 6).

Para los grupos experimentales, el ultimo dia de manipulaciéon los animales fueron
expuestos a una prueba de campo abierto y posteriormente sacrificados en los tiempos

indicados.



Tratamiento

Los animales de los grupos experimentales consumieron una solucion de HC (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO), al 2%. La solucién de HC se vertié en bebederos de vidrio para el
consumo de los animales. El procedimiento de preparacién de la HC se realiz6 todos los dias
(ver apéndice I11). La cantidad de HC consumida por dia fue obtenida tomando el peso de las
botellas menos el peso registrado 24 horas después del consumo; el peso fue utilizado para
calcular los mg. de cortisona consumidos por los animales. Se sabe que la administracion de
glucocorticoides induce la desregulacion del eje HHA (Young, 1996), por lo tanto este

tratamiento fue utilizado para inducir cambios a nivel neuroenddcrino en las ratas

Estrés por restriccion de movimiento

Los animales fueron colocados en restrictores de movimiento (ver fig. 3) elaborados
con acrilico transparente, con dimensiones de 24.8 cm de largo y 7.5 cm de didmetro, los
restrictores son ajustables al tamafio de la rata mediante barras de acrilico, y permiten la libre
circulacién de aire. Las ratas fueron inmovilizadas por un periodo de 3 hrs. diarias (10:00-
13:00), a lo largo de 42 dias. Inmediatamente después de las 3hrs de RM, los animales fueron
regresados a su caja. Los restrictores fueron lavados con agua y jabon y dejados a secar a

temperatura ambiente.

Fig. 3 Procedimiento de estrés por restriccion de movimiento.



Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto se utiliz6 para evaluar posibles cambios en la respuesta a
la novedad después de los tratamientos con RM, HC y RM + HC (Lowry y cols., 2008). La
prueba de campo abierto se realizé el dia anterior al sacrificio, por un periodo de 10 min, en
un aparato de monitoreo de actividad locomotora IR LE-8811 (PanLab). Este equipo consta
de dos emisores y detectores de infrarrojos que forman un cuadrante de 44.5 cm. por 44.5 cm.
con dos sensores de 2.5 cm de ancho, cada uno para cuantificar la interrupcion del infrarrojo
(ver figura 4). Durante la prueba la computadora registro las siguientes conductas: actividad
locomotora y actividad exploratoria de los cuales se obtuvo la actividad total. Las lecturas de
los datos se tomaron a intervalos de 1 min durante 10 min. La prueba de campo abierto se
realiz6 con una intensidad luminica de 60 lux. El programa liberd una tabla de datos para cada

parametro, y los resultados se ilustraron como media + error estandar.

Fig. 4 Aparato de monitoreo de actividad locomotora IRLE-8811

utilizado para cuantificar la actividad locomotora y exploratoria.



Procedimiento quirdrgico

Al final del experimento, los animales fueron sacrificados por decapitacion para la
obtencidn de sangre, glandulas adrenales y bazo. Se realizaron todos los esfuerzos para evitar
que las ratas sufrieran estrés adicional al momento del sacrificio. Las glandulas adrenales
fueron limpiadas, retirando todo el exceso de grasa, con ayuda de agujas quirdrgicas y un
microscopio de diseccion y posteriormente las glandulas de cada animal fueron pesadas
individualmente. La determinacion del peso se repitid6 5 veces para cada glandula en una
bascula analitica (Ohaus, modelo EP213C, Suiza). Los resultados son expresados como el
promedio de las 5 mediciones + SD. Tanto las glandulas adrenales como el bazo fueron
colocados en tubos eppendorf con 2 ml de alcohol absoluto y almacenados a temperatura

ambiente para su posterior analisis histologico y morfométrico.

Determinacion de corticosterona serica

La sangre de los animales fue recolectada en tubos de ensaye, dejandose coagular para
posteriormente obtener el suero por centrifugacion (centrifuga Eppendorf 5804R), a 3800 rpm
por 10 minutos a 4°C. El suero obtenido fue almacenado a 4°C en tubos eppendorf, con un
volumen 50 ul cada uno. Posteriormente el suero fue analizado con kits comerciales (Coat-A-
Count Rat Corticosterone, Diagnostic Products Corporation) para deteccion de corticosterona

en rata por la técnica de radioinmunoensayo (RIA) (ver apéndice II).

Analisis histolégico

Para la determinacion del grosor de la corteza adrenal y la formacion de foliculos
secundarios en el bazo, se utiliz6 un microscopio de la marca Leica, modelo DMRX, vy el
programa analizador de imagenes Leica Qwin. Los resultados obtenidos son el promedio de
las mediciones de cinco campos de las muestras de la corteza adrenal de cuatro individuos
diferentes, por cada tiempo del curso temporal. Las diferencias cualitativas de la morfologia
de los foliculos secundarios en el bazo se ilustran como microfotografias por cada tiempo de

tratamiento.



Analisis estadistico
Los resultados del peso de los animales se analizaron con una prueba t-pareada para
todos los grupos experimentales, comparando para cada grupo del curso temporal (7, 14, etc.

dias) el peso antes de iniciar el tratamiento con el peso después del tratamiento.

Los datos del grosor de la corteza adrenal y la produccion de corticosterona sérica se
expresaron como media = S.E.M.; y se analizaron con un indice de correlacion de Pearson,
para de terminar el grado de asociacion entre ambos parametros. La formacion de foliculos

linfaticos en el bazo se mostré como iméagenes.

El analisis de los datos conductuales y del peso de las glandulas adrenales se realiz6
con ANOVA de dos vias, tomando en cuenta el curso temporal de la aplicacion de los
tratamientos (7-42 dias) y los tratamientos (RM + HC, RM y HC). Posteriormente se aplico
una prueba post-hoc de Tukey, en caso de encontrarse diferencias estadisticamente
significativas en el ANOVA. Las comparaciones pareadas se realizaron mediante una prueba t
de Student.



Resultados

Los animales de los grupos HC e RM + HC consumieron una solucion de este
glucocorticoide en vez de agua. En la gréfica 1 se muestra el consumo de HC (mg de HC) por
grupo, y se observa que parten de niveles basales moderadamente diferentes, por lo que el
procedimiento de RM no modificé sustancialmente el consumo de HC. De acuerdo a lo
esperado, el consumo de HC por animal fue constante e independiente de los dias de
tratamiento, por ejemplo un animal del grupo de 7 dias con RM + HC consumid en promedio
40.66 mg de HC por semana, mientras que un animal de 42 dias con RM + HC consumio
41.87 mg de HC. Sin embargo, la gréfica ilustra que la mayor exposicion a la HC induce un
consumo general mayor de la sustancia. Por lo tanto, es posible relacionar los parametros de

alteracion neuroendocrina con la hipercortisolemia consecuente al consumo de HC.
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Gréfica 1. Consumo de solucion de HC para los grupos RM + HC e HC. Los resultados se expresan como
la media £ S.E.M. de 4 (grupo HC) o 7 (grupo RM + HC) ratas por tiempo de consumo. Los datos se
presentan como el consumo acumulado de HC por semana.



Peso de las ratas antes y después de la exposicion a los diferentes

tratamientos experimentales.

En la tabla 2 se muestra la pérdida del peso corporal (como una expresion indirecta del
estrés) después de la exposicién a los tratamientos, expresada como porcentaje de cambio
respecto a su peso inicial. En todos los tratamientos, el peso de las ratas disminuy6 conforme
avanzaba el tiempo de exposicion, pero entre los dias 28 y 35 se observo un mayor porcentaje
en pérdida de peso en el grupo con RM + HC (20.46%, p< 0.001) y en el grupo de HC
(16.84%, p< 0.05).

Tabla 2. Porcentaje de cambio del peso de los animales después de la exposicion a

estresores respecto comparado con respecto el peso inicial.

Dias de

tratamiento

Tratamiento

RM
% dif. de peso

HC
% dif. de peso

RM + HC
% dif. de peso

7 dias -2.27 -6.70 -8.94
14 dias -2.48 -9.80 -12.24
21 dias -1.98 -15.41 -14.13
28 dias -0.09 -12.83 - 20.46
35 dias - 6.80 -16.84 - 18.61

42 dias -2.98 -16.72 -17.38




En la gréfica 2 se presenta el peso de las glandulas adrenales (mg) de los grupos RM +
HC, HC y RM. EI ANOVA de dos vias mostré que el peso de las adrenales fue modificado
por el tratamiento (F,¢s= 330.78, p< 0.001), por el tiempo de exposicion al tratamiento (Fs g5=
7.09, p< 0.001) y por la interaccion de ambos factores (F10.95= 8.19, p< 0.001). El tratamiento
que mas afecto el peso de las glandulas adrenales fue la combinacion (p< 0.001 versus los
otros grupos), seguido por el tratamiento con HC, y por la RM. Observamos que el grupo al
cual se le aplicé ambos factores presenta una disminucion gradual del peso de las adrenales
conforme avanza el tiempo del tratamiento, destacando que el efecto se observa a partir del
dia 21 (p< 0.001). En los grupos restantes el peso de las glandulas adrenales se mantuvo a lo

largo del tiempo.
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Gréfica 2. Cambio en el peso de las glandulas adrenales de los animales con diferentes tratamientos. Los
resultados son expresados como la media + S.E.M, para los tratamientos experimentales RM + HC, RM e
HC. Prueba Tukey: *** p< 0.001.



En la gréfica 3 se observa como el grosor de la corteza adrenal disminuye
gradualmente (F= 184.27, df 69, p<0.001) conforme avanza el curso temporal del tratamiento
con RM + HC, alcanzando la significancia estadistica desde el dia 21 de tratamiento. Ademas,
el andlisis estadistico mostré una relacion tipo dosis-respuesta a partir del dia 28 de
tratamiento respecto al dia 21. El dia 14 de tratamiento se produjo un incremento de la
corticosterona serica, que posteriormente vuelve a los valores del dia 7 de tratamiento, en

concordancia con la disminucion del grosor de la corteza adrenal.
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En la grafica 3 se muestra la relacion entre el grosor de la corteza adrenal (micras) y la produccion de
corticosterona sérica (ng/mL) en el grupo de animales con RM + HC. Los resultados estan expresados
como la media + S.E.M. de 4 ratas por tiempo de exposicién al tratamiento. Se observa que conforme
disminuye el grosor de la corteza adrenal hay una menor produccién de corticosterona sérica. Prueba de
Tukey, a p< 0.001 versus control, b p< 0.01 versus control. El indice de correlacion de Pearson mostro que
existe una correlacion positiva entre los coeficientes de ambas variables (0.887); p<0.05, solo cuando se

analizaron los datos que van de los 14 dias hasta los 42 dias.



Debido a que los efectos mas contundentes sobre la concentracion de
corticosterona sérica y sobre el peso de las glandulas adrenales se observé en el grupo con la
combinacidn de tratamientos, aqui se presentan las microfotografias de la corteza adrenal a lo

largo de todo el curso temporal.

En el panel 1 se ilustra el efecto de la combinacion de RM + HC sobre el grosor de la
corteza adrenal. Se observa que conforme transcurre el tratamiento hay un adelgazamiento de

la corteza adrenal, en comparacion con el grupo control, con el méximo adelgazamiento al dia

42 de tratamiento.

En el panel 1 se muestra el grosor de la corteza las glandulas adrenales del grupo control (0) y animales
con RM + HC, 7 dias; 14 dias; 21 dias; 28 dias; 35 dias y 42 dias. (fotografia a 10x, aumento real 100x) .



Formacion de foliculos secundarios en el bazo
Se encontré que el grupo RM + HC presenta un deterioro de la estructura de los
foliculos secundarios del bazo con respecto al control. En un animal control la presencia de
los foliculos es de manera definida y limitada a lo largo del tratamiento, los foliculos se van
modificando hasta presentar una alteracion de su forma original presentdndose un mayor

deterioro a los 42 dias, en donde ocurre una desaparicion casi total de los foliculos.

Formacidn de foliculos secundarios (grupo RM + HC)

En el panel 2 se observa el deterioro que sufre la estructura de los foliculos secundarios del bazo, en el
grupo de RM + HC. Animal control (0), 7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias, 35 dias y 42 dias (fotografia a
10x, aumento real 100x).



Prueba de campo abierto

En la grafica 4 se presentan los registros de la actividad locomotora y la actividad
exploratoria de los grupos RM + HC, RM, HC, y se comparan con el grupo control. El
ANOVA de dos vias mostré que la actividad locomotora (movimientos horizontales) fue
modificada tanto por el tratamiento (F,gs= 34.520, p<0.01) como por el tiempo de exposicion
a éste (Fsgs= 2.402, p = 0.045), pero solo se observé una tendencia a disminuir la actividad
locomotora por la interaccion de ambos factores (Fipgs= 1.746, p = 0.087). Dado que se
observaron cambios en los grupos de tratamiento, aunque no hubo interaccion de factores se
procedié a hacer una comparacion pareada con la prueba t de Student. El tiempo de
tratamiento donde se observé la menor actividad locomotora fue 21 dias; posteriormente se
observa que los grupos con RM o HC incrementan su actividad locomotora, no asi el grupo
con la combinacion de tratamientos. Cabe destacar que un porcentaje de animales del grupo
HC mostré un incremento en la irritabilidad (saltos, escalamiento en la caja de actividad) a

partir de los 28 dias de tratamiento: 1 de 4 animales en cada grupo en el curso temporal.

Por otra parte, el ANOVA de dos vias determind que la actividad exploratoria fue
modificada Unicamente por el tipo de tratamiento (F2gs= 10.844, p<0.01), con un efecto
significativo producido por la combinacién de RM + HC (p< 0.05) respecto al grupo control,
pero no se modificd por el tiempo de exposicion (Fsgs= 0.566, p = 0.726). La interaccién de
factores produjo una reduccion de la actividad ambulatoria, pero sélo se alcanz6 una

tendencia no significativa (F10gs= 1.871, p =0.064).
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Gréfica 4. Registros de la actividad locomotora y exploratoria de los animales de los grupos

experimentales RM + HC, RM e HC y el grupo control (n=4-7 por grupo). Los resultados se expresan en
lamedia £ S.E.M. Pruebat: * p< 0.05; ** p< 0.01.



Discusion

Los resultados del presente estudio se resumen de la siguiente manera: la aplicacion de
RM, HC y la combinacién de estos estresores produjo en ratas WKY: 1) una disminucién en
el grosor de la corteza adrenal y la produccion de corticosterona sérica relacionada con el
tiempo de exposicion al tratamiento; 2)modificaciones en la formacion de foliculos
secundarios en el bazo, los cuales presentan alteraciones en su forma original y 3) modifico la
actividad locomotora que podrian relacionarse con un deterioro en la respuesta conductual
ante el estrés cronico. Las alteraciones en estos parametros reflejan cambios deletéreos en el
funcionamiento del eje HHA en ratas que se consideran un modelo genético de depresién
(WKY). Estos cambios se observaron principalmente en los animales que recibieron la
combinacidn de tratamientos (RM+HC) y siguieron un curso temporal ya que los efectos mas
significativos se observaron en los tiempos méas prolongados de tratamiento. El tiempo
umbral fue 21 dias de tratamiento. Estas alteraciones indican que la aplicacién de estresores
crénicos en individuos susceptibles puede producir un sindrome similar al que presentan los

pacientes deprimidos.

Ratas WKY

La cepa de ratas WKY es considerada como un modelo genético para el estudio de la
depresion, ya que presenta algunas caracteristicas que permiten la investigacion de las bases
neuroldgicas de la depresion, y que son Utiles para el desarrollo de nuevos farmacos para el
tratamiento de esta patologia. Las ratas WKY presentan caracteristicas hormonales,
fisiologicas y conductuales que estan presentes en la sintomatologia de pacientes depresivos,
por ejemplo: tienen desregulado el eje HHA por lo que son hipereactivas al estrés, presentan
hipolocomocidn, desérdenes del suefio y disminucion de las conductas sexuales (Solberg y
cols., 2001; Suzuky y cols., 2001).

Las hembras de la cepa WKY son mas emocionales que los machos cuando se evallan
en pruebas como el campo abierto y el nado forzado. Las diferencias también se establecen
tomando en cuenta las fases del ciclo reproductivo, ya que las hembras en proestro (con
mayor concentracion de estrégenos) son mas emocionales (Paré y Redei, 1993). El presente
estudio se llevo a cabo en hembras, por lo que se presume un incremento en la vulnerabilidad

al estrés. Ademas, se incluy6 un grupo heterogéneo de hembras (tanto en la fase de proestro



como en diestro), por lo que las diferencias conductuales relacionadas a la concentracion de

estrdgenos no son relevantes para los resultados.

Los resultados de este trabajo indican que los animales de la cepa WKY pasan de una
respuesta aguda de estrés (hiperplasia adrenal y aumento en la produccion de corticosterona
sérica, cambios dirigidos a restaurar la homeostasis de organismo) a una respuesta de estrés
cronica (hipertrofia adrenal y disminucién significativa en la produccion de corticosterona
sérica debido al agotamiento de los mecanismos para restaurar la homeostasis) alrededor de
los 21 dias de tratamiento con RM+HC.

Peso de los animales y consumo de HC

La exposicion al estrés causa un amplio rango de alteraciones conductuales y
fisiolégicas en los organismos, como cambios en la ingesta de alimentos y en el peso
corporal. ElI consumo de alimento es una de las variables sensibles al estrés y es
particularmente interesante en la investigacion, no solamente debido al impacto de la
alimentacion en el crecimiento y la salud, sino que es una variable que puede ser medida
provocando molestias minimas en los animales. La exposicion a estresores suaves y de corto
plazo incrementa de forma transitoria el consumo de alimento, mientras que la exposicién a
estresores de cierta severidad (choques eléctricos en las extremidades, endotoxinas, varios
tipos de restriccion) se reduce el consumo de alimentos en horas posteriores a la exposicion al
estimulo estresante (Vallés y cols., 2000). En el presente estudio, los animales con RM+HC
tuvieron la mayor pérdida de peso, principalmente a los 28 dias de tratamiento, comparados
con los dos grupos restantes (RM e HC). El grupo que sélo recibid la administracion de HC
también mostr6 una disminucion gradual del peso corporal, teniendo su pérdida méaxima al
final del experimento. Estos cambios significativos en el peso corporal no se relacionaron a
una disminucion en el consumo de alimento, ya que éste no se modificé a lo largo de la
exposicion de estresores (datos no mostrados). Esta disminucién del peso corporal podria
estar relacionada con los efectos metabolicos que ejercen los glucocorticoides

(corticosterona), inducidos por la exposicion a una situacion de estrés cronico (Marin, 2007).

Por otra parte, el grupo con RM no presentd variaciones significativas en el peso a lo
largo de todo el tratamiento, lo cual contradice algunos datos bibliogréaficos, por ejemplo,

Valles et al. en 2004, encontro que la exposicion a un estresor severo como la inmovilizacion,



provoca anorexia a largo plazo (y en consecuencia pérdida de peso corporal). Para explicar
estos datos es importante puntualizar que la inmovilizacion es un procedimiento de estrés mas
severo que la RM, ya que en la inmovilizacién las extremidades son atadas a una montura de
metal pegada a mesa de madera y los movimientos de la cabeza estan restringidos con dos
sujetadores de metal alrededor del cuello, por lo que el animal no puede realizar ningun tipo
de movimiento. En cambio, en el estrés por RM, la rata es introducida a un contenedor que

aunque limita el movimiento, permite que la rata ajuste su postura dentro del dispositivo.

El disefio del presente estudio incluy6 la sustitucion del agua por una solucién de HC
con la finalidad de provocar alteraciones en el eje HHA, y de seguir su curso temporal. En los
grupos RM + HC, e HC, se encontrd que el consumo de la solucién aumenté en forma
directamente proporcional al tiempo de exposicion a dicha solucion (7 a 42 dias). Aunque los
grupos partieron de consumos basales ligeramente diferentes, por lo que se puede sugerir que
los periodos de RM a los que fueron sometidos los animales con la combinacion de

tratamientos no modificaron la ingesta de solucion de HC.

Es posible pensar que las alteraciones del eje HHA fueron consecuencia de otros
factores distintos al consumo de HC, por ejemplo, cambios en la ingesta de liquidos que
podria devenir en deshidratacion (también considerado un modelo de activacion del eje HHA,
(Jaimes-Hoy y cols., 2008), sin embargo los resultados indican que los animales consumieron
la solucién de HC de forma constante y proporcional con el tiempo de exposiciéon a la
solucion. Ademas, los cambios en la concentracion de corticosterona serica permitieron

detectar que el eje HHA estuvo activado a lo largo de todo el experimento.

Concentracién de corticosterona serica, peso y grosor de las glandulas

adrenales

Los cambios en la concentracion de corticosterona sérica, el peso de las glandulas
adrenales y la disminucién del grosor de la corteza adrenal indican que hubo una
desregulacién del eje HHA, que condujo al deterioro histoldgico de las glandulas adrenales.
Este cambio es similar al que ocurre en un proceso de enfermedad. En un modelo de
tuberculosis pulmonar en raton, la hiperplasia adrenal ocurre entre los 14 y 21 dias posteriores
a la inoculacion de la cepa M. tuberculosis y en el dia 60 después de la administracién, las

adrenales se encuentran atrofiadas en cerca de 50% de su tamafio normal, comparado con los



ratones no infectados (Hernandez-Pando y cols, 1998). La atrofia adrenal se observo en el dia
21 dias de tratamiento y se presentd por la combinacién de RM + HC. Este resultado indica
que la estrategia de utilizar una cepa de animales sensibles al estrés, mas un estresor cronico
junto con la administracion de un glucocorticoide, acorta el periodo de deterioro del eje HHA.
Este tipo de modelo seria atil para determinar cambios en otros sistemas asociados a la
depresion en humanos, particularmente aquel tipo de depresidén que se acompafia por una
desregulacion del sistema asociado a la respuesta de estrés. Ademas, los resultados del peso
de las glandulas adrenales sugieren que la combinacidn de estresores de diferente naturaleza,
por ejemplo, estresores neurogénicos (que afectan al sistema limbico y al eje HHA) como la
RM, y de estresores fisicos (que afectan exclusivamente al eje HHA, Anisman y Matheson,
2005), como la ingesta de solucion de HC (presente estudio) o la inoculacién de M.
tuberculosis (Hernandez-Pando y cols., 1998), sinergizan para promover cambios mas
significativos en los pardmetros que denotan desregulacion del eje HHA.

El mecanismo que condujo a la desregulacion del eje HHA por estresores como RM +
HC podria ser explicado de la siguiente manera: la activacion del eje HHA se presento
seguida de la aplicacion de un estimulo estresante, lo que conlleva la liberacion de
concentraciones elevadas de glucocorticoides por parte de la corteza de las glandulas
adrenales; asi mismo, esta elevada concentracion activa un mecanismo de retroalimentacion
negativa, que regresa al eje HHA a la normalidad. La medicion de corticosterona sérica fue
utilizada para determinar el grado de funcionalidad/deterioro de las glandulas adrenales en
respuesta a la exposicion cronica al estrés y al consumo de HC. Observamos que la
concentracion de corticosterona sérica en el grupo de RM + HC, presentd6 un aumento
significativo entre los 7-14 dias de tratamiento; esta respuesta asociada a una hiperplasia
adrenal se considera parte de la adaptacion al estrés (sobrecarga alostatica) y refleja el
esfuerzo del organismo por mantener la homeostasis. A partir del dia 21 de tratamiento, los
niveles de corticosterona sérica disminuyeron significativamente y se mantuvieron en la
misma concentracion hasta el final del tratamiento (42 dias), lo cual se asocio a la hipertrofia
de la corteza adrenal encontrada en estos animales. Estos resultados son comparables a los
encontrados por otros autores que usaron estresores intensos y encontraron bajos niveles de
corticosterona asociados a una disminucion del peso de las glandulas adrenales y de la corteza

adrenal (Hernandez-Pando y cols., 1998; Armario, 2006).



Referente a la hiperplasia observada alrededor del dia 21, Armario (2006) observé que
los niveles séricos de corticosterona bajo situaciones altamente estresantes, como es la RM,
propicia que las glandulas adrenales se encuentren sumamente activas, encontrando que el
peso adrenal estd estrechamente relacionado con la alta actividad de las glandulas, lo que
sugiere que la elevada secrecion de hormonas adrenocorticales se ve reflejada en un
incremento de la masa adrenal. Este incremento es debido a que las células adrenales han
aumentado en numero, lo que provoca una mayor secrecién de hormonas dirigido a
reestablecer el circuito de retroalimentacion negativa dafiado por la situacion de estrés intenso
(Armario, 2006).

Alteraciones inmunoldgicas en animales con estrés cronico

El sistema inmunoldgico es particularmente sensible al estrés, y sus efectos especificos
han sido ampliamente estudiados, por ejemplo varios estudios se han enfocado en el posible
aumento de citocinas en pacientes deprimidos (Dunn y cols., 2005). El estrés agudo
generalmente produce efectos positivos (activacién inmune), mientras que el estrés cronico
tipicamente provoca inmunosupresion y esta asociado a diversas patologias, entre las que se
encuentran las enfermedades autoinmunes. La respuesta neuroendocrina se inicia rapidamente
cuando el CRH estimula la liberacion de ACTH desde la hipoéfisis y finaliza con la liberacion
de glucocorticoides adrenales. Las bajas concentraciones de glucocorticoides estimulan la
produccion de citocinas pro-inflamatorias, mientras que la elevada concentracion de estos
esteroides tiene efectos inmunosupresivos (Schiepers y cols., 2005). La activacién cronica de
las vias de respuesta al estrés puede causar numerosas patologias. Diversos desérdenes
psiquiatricos, como la anorexia, la depresion mayor y panico-ansiedad han sido asociados con
la sobreproduccion de CRH y a la desregulaciéon del eje HHA (Juruena y cols., 2004), de
forma interesante, algunos de estos trastornos se acompafian de la desregulacion de la

respuesta inmune (Dunn y cols., 2005; Gerpe y Méndez, 2001).

Stenzel-Poore et al., en 1992, desarrollaron un modelo de ratdn transgénico de estrés
cronico, en el cual la CRH se encuentra sobreexpresada en el sistema nervioso central, por lo
que estos roedores presentan altos niveles de corticosterona. Estos ratones presentan severas
perturbaciones en las poblaciones de leucocitos, con una disminucion significativa en la
poblacion de células B asociada a la alteracion de los centros germinales, los cuales se

encargan de proporcionar el ambiente propicio para la proliferacion de este tipo de células. La



conclusion de los autores es que la elevada produccion de corticosterona lleva a una marcada
inhibicidn en la formacion de centros germinales. En consistencia, otros estudios indican que
la administracion de glucocorticoides sintéticos puede incrementar la apoptosis de linfocitos T
y B en los centros germinales (Murray y cols., 2004). De forma similar a los datos de la
literatura, en los grupos RM + HC, RM e HC (datos no mostrados para estos dos grupos) se
observo un desarreglo en la estructura de los foliculos secundarios hasta desaparecer casi por
completo; este deterioro es proporcional al tiempo de exposicion al tratamiento, por lo que la
aplicacion de factores estresantes utilizados en el presente estudio, tanto de manera conjunta
como en forma individual, provoca desajustes en el sistema inmune relacionados con la
formacion de centros germinales y por lo tanto con la produccion de células B. Los dafios
observados en los foliculos secundarios pueden estar relacionados con los niveles de
corticosterona y con la baja capacidad de las glandulas adrenales para mantener la
homeostasis. Debido a que no se llevd a cabo una evaluacion cuantitativa de los foliculos
secundarios en el bazo, no es posible concluir un efecto de suma de los tratamientos RM +

HC, respecto a los tratamientos individuales; esto sera objeto de investigaciones futuras.

Cambios conductuales producidos por el estrés cronico

Cuando los roedores son expuestos a un nuevo ambiente, esto representa una situacion
desconocida y potencialmente peligrosa. Dicha situacion es estresante, particularmente bajo
condiciones de alta iluminacion, debido a que son animales de habitos nocturnos y los
espacios abiertos e iluminados incrementan la depredacion. La conducta de los animales en
una prueba de campo abierto es el resultado de la interaccién del miedo generado por
encontrarse ante un espacio desconocido y sin proteccion, y su motivacion para explorarlo y
encontrar una posible salida a esta situacion (Gagliano y cols., 2008). Otros factores que
influyen sobre la conducta en la prueba del campo abierto es la variabilidad genética, el
género, la edad y el nivel de iluminacién (Bouwknecth y cols., 2007). En general, las hembras
de la cepa WKY mostraron hipolocomocion (1208 + 97.18) en comparacion con las hembras
de la cepa Wi (1972 + 77.65, datos del laboratorio), lo que corresponde con lo reportado por
otros autores (Paré y Redei, 1993). En los grupos experimentales a los que Unicamente se les
aplicd un tratamiento (RM o HC), la actividad motora se mantuvo en niveles similares o
ligeramente mayores que los del grupo control y disminuyd drasticamente al dia 21 de
tratamiento, para posteriormente experimentar un aumento en los dias siguientes (28, 35y 42

dias) regresando al valor del dia 7. En contraste, los animales que recibieron la combinacion



de tratamientos mostraron hipolocomocion desde el dia 7 de tratamiento y esta respuesta se
sostuvo hasta el dia 42. De acuerdo con estos datos, la administracion de los tratamientos por
separado requiere tres semanas para producir cambios sobre la locomocion, en tanto que la
combinacidén de tratamientos reduce el umbral de cambios conductuales en coincidencia con

cambios incipientes en la liberacion de corticosterona y el grosor de la corteza adrenal.

Para los grupos tratados de forma independiente se observé que después de 28 dias de
tratamiento se produjo un incremento en la irritabilidad de los animales (saltos, escalamiento
por las paredes, etc.) que se detectd en el programa de registro y analisis. Esto sugiere un
cambio en la respuesta locomotora al estrés que parece depender de la intensidad del estresor,
ya que los grupos que recibieron la combinacién de tratamientos sostienen la hipoactividad
motora. De forma interesante, el peso de las glandulas adrenales en estos grupos
experimentales no cambia significativamente a lo largo del experimento, excepto para el
grupo HC el dia 42 de tratamiento. Algunos datos de la literatura contrastan con estos
resultados. Planeta (2003) observé que la RM crénica, por 14 dias (1h/dia), incrementa
inicialmente la actividad motora ante un ambiente novedoso, sin embargo el estudio de
Planeta no extiende méas su curso temporal. Dubovicky y Jezova (2004) demostraron que 14
dias de RM por 2 h/dia no cambiaron la actividad locomotora en la prueba de campo abierto.
Por otro lado, McEwen y Luine, reportaron que la aplicacién de un régimen de estrés por
restriccion mas intenso (21 dias por 6 h/dia) produjo la disminucion de la actividad
exploratoria en campo abierto (citado en Marin y cols., 2007). Tomando en cuenta esta
evidencia, es probable que las variaciones en la actividad ambulatoria (aumento, disminucion
y aumento) en respuesta a un ambiente novedoso se deban a la intensidad del estimulo
estresante, al tiempo de aplicacion del estresor (tanto en horas como en dias), a la cepa y sexo

de los sujetos.

Por otro lado, el grupo que recibi6 la combinacion de tratamientos mostré disminucion
de la actividad exploratoria (rearings) desde el dia 7 de tratamiento respecto al control, lo que
confirma la hipoactividad exploratoria consecuente a una alteracion del eje HHA (Lowry y
cols. 2008) en ratas WKY, un signo que presentan algunos pacientes deprimidos. Es posible
que la estabilidad en la actividad exploratoria a lo largo de 42 dias en el grupo RM + HC se
deba a un efecto de “piso” en la prueba de campo abierto, por lo que haria falta otro tipo de
evaluaciones conductuales. La adaptacion se descarta ya que el disefio incluyé grupos

independientes para cada tratamiento y a lo largo del curso temporal. En contraste con el



grupo de combinacion de tratamientos, la actividad exploratoria no se modificé con los
tratamientos aplicados de forma independiente. Los resultados obtenidos indican, por un lado,
la importancia de la aplicacién de ambos tratamientos (RM + HC) para observar los cambios
en la exploracion, y por otro, la mayor sensibilidad de la actividad locomotora versus la

exploracion para revelar los efectos de la desregulacion del eje HHA.

El mecanismo que conduce a cambios en la actividad locomotora después de la
aplicacion de estresores cronicos intensos podria asociarse con alteraciones en la
concentracion de corticosterona. Marin (2007) encontré una correlacién negativa entre los
niveles de corticosterona y la actividad locomotora: alta actividad exploratoria esta
relacionada con bajos niveles de corticosterona. Estos animales, altamente activos, presentan
una percepcion disminuida del estimulo estresante, lo cual puede facilitar la exploracion de un
nuevo ambiente. La observacion sugiere que la exposicién cronica al estrés podria dafar los
mecanismos fisioldgicos que regulan los procesos relacionados a la capacidad de enfrentarse a

situaciones adversas. Sin embargo, en la cepa WKY, este analisis no ha sido descrito.

Es importante discutir los datos de actividad ambulatoria considerando la cepa de los
animales: los estudios previos indican que ante la aplicacion de estrés agudo las ratas de la
cepa Wistar-Kyoto son hipoactivas en comparacion con ratas de cepas como Sprague-
Dawley o Fisher (Will y cols., 2003; Jiao y cols., 2003). En el presente estudio encontramos
que ante la aplicacion crénica de estresores (RM o HC), las ratas WKY mostraron variaciones
en la actividad ambulatoria/exploratoria relacionadas al tiempo de exposicion al estrés y
posiblemente a la intensidad. Es probable que estas variaciones en la actividad
ambulatoria/exploratoria de las WKY estén en un rango menor que el mostrado por ratas Wi
(vide supra), sin embargo, estos cambios conductuales bajo los efectos del estrés quedan por

ser demostrados.

La hipoactividad motriz es un rasgo de los pacientes deprimidos y en el presente
trabajo se encontraron resultados similares en el grupo que tuvo RM + HC. Para caracterizar
aun mas la conducta de la rata WKY sometida a este procedimiento, se podrian agregar otras
pruebas para experimentos futuros, por ejemplo, la prueba de nado forzado con la cual
podemos determinar las conductas que denotan motivacion (nado y escalamiento) asi como
conductas que indiquen desesperanza (inmovilidad) (Porsolt y cols., 1978; Réneric y cols.,

2001). Para esta prueba podrian evaluarse animales los cuales estuvieran sometidos a estrés



croénico y consumo de HC hasta los 21 dias, esto debido a que la prueba de nado forzado
requiere de un gran esfuerzo fisico y los animales sometidos a méas dias de estrés presentan
disminucion dréastica del peso corporal y cambios metabdlicos que podrian interferir con el
resultado en la prueba de nado forzado, es decir, podria obtenerse un falso positivo. De forma
interesante, Paré (1994) mostr6 una correlacion positiva entre la hipoactividad de ratas WKY
en la prueba de campo abierto, con la desesperanza en la prueba de nado forzado (un modelo
propuesto para evaluar depresion en roedores), y en el modelo de desesperanza aprendida,
sugiriendo que la incrementada vulnerabilidad al estrés que presentan las ratas WKY se asocia
a un aumento en las conductas relacionadas a la depresion y la ansiedad. Por lo que resultaria
interesante hacer una correlacion entre estas conductas en ratas WKY sometidas a estrés

crénico.

Es posible que el procedimiento empleado y los parametros indicadores de disfuncion
del eje HHA puedan conducir a un modelo animal de depresion. Al igual que otros modelos
éste podria ser Util para el estudio de las bases neurobioldgicas del trastorno asi como para la
evaluacion de terapias antidepresivas en individuos con estas caracteristicas. En el desarrollo
de este trabajo, se incluyeron principalmente dos criterios de validez: el de apariencia y de
constructo. Para realizar la propuesta de un modelo seria necesario cumplir con el criterio de
validez predictiva, utilizando farmacos con actividad antidepresiva para determinar qué

aspectos de los medidos en este trabajo pueden ser revertidos o mejorados.



conclusion

Los resultados del presente estudio confirman que el estrés cronico, inescapable,
de alta intensidad, junto con el consumo de una solucion de hidrocortisona, produce en
las ratas WKY cambios conductuales, neuroendocrinos (en la actividad del eje HHA) e

inmunoldgicos similares a los de los pacientes deprimidos.
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APENDICE |

Obtencion de glandulas adrenales y el bazo:

Habiendo transcurrido los diferentes tiempos del procedimiento experimental (7, 14,
21, 28, 35 6 42 dias), las ratas fueron sacrificadas por decapitacion mediante una guillotina.
Posterior a la decapitacion las glandulas adrenales y bazo fueron retirados, y se fijaron

inmediatamente en tubos con etanol absoluto para su posterior analisis histologico.

Inclusion en parafina de las glandulas adrenales y el bazo:
Dichas estructuras que fueron anteriormente fijadas en etanol absoluto fueron incluidas en
parafina de la siguiente manera:

e Las muestras se colocaron en un casete para inclusion en parafina.
eSe sumergieron en alcohol absoluto por el transcurso de 1 hr.

eSe sumergieron en Xilol I por el transcurso de 1 hr.

eSe sumergieron en Xilol Il por el transcurso de 1 hr.

eSe sumergieron en parafina I durante 1 hr.

eSe sumergieron en parafina Il durante 1 hr.

eSe sumergieron en parafina 11 durante 1 hr.

eL_as muestras se incluyeron en bloques de parafina.

Posteriormente se realizaron los cortes histolégicos.

Preparacion de los portaobjetos para los cortes:
Los portaobjetos se desengrasaron con alcohol al 70% y fueron sumergidos en una

solucion de silano al 2% en acetona a 4°C durante 30 min. Transcurrido ese tiempo se secaron

a 37°C durante toda la noche.

Cortes de tejidos incluidos en parafina:

Una vez incluidos en parafina, los tejidos se cortaron en un microtomo para obtener
cortes de 5u de grosor, los cuales se tifieron mediante la técnica de hematoxilina-eosina (H-
E).



Desparafinacion:

Las laminillas se incubaron a 60°C durante 10 min.

eSe sumergieron en Xilol I durante 5 min.

eSe sumergieron en Xilol Il durante 5 min.

eSe sumergieron en alcohol absoluto-xilol (50-50 v-v) durante 1 min.
eSe sumergieron en alcohol absoluto durante 1 min.

eSe sumergieron en alcohol 96° durante 1min.

eSe sumergieron en alcohol 70° durante 1 min.

eSe lavaron con agua corriente.

Tincion hematoxilina-eosina (H-E):

eSe cubrid el corte con hematoxilina durante 4 min.

eSe lavo con agua corriente.

Se elimino el exceso de colorante con alcohol-4cido al 1% (2 bafios).
eSe lavo con agua corriente.

eSe vir0 el color de la hematoxilina con carbonato de litio durante 1 min.
eSe lavd con agua corriente.

eSe elimino el exceso de colorante con alcohol 96°.

eSe cubrio el corte con eosina durante 30 segundos.

e Se sumergio el corte con alcohol 96°.

eSe sumergid el corte con alcohol absoluto.

eSe sumergid el corte con alcohol absoluto-xilol.

eSe sumergi6 el corte en xilol (2 bafios).

La preparacion se monto con resina sintética entre porta y cubreobjetos.



APENDICE II

Determinacion por RIA de las concentraciones de corticosterona sérica.

Las concentraciones totales de corticosterona sérica fueron medidas mediante un kit
comercial de radioinmunoensayo (Coat-A-Count Rat Corticosterone, Diagnostic Product
Corporation). El procedimiento de medicion de corticosterona en rata por conteo de
membrana es un radioinmunoensayo en fase solida, en el cual la corticosterona de rata se
encuentra marcada con *?°l y compite por un tiempo fijo determinado con corticosterona en la
muestra por los sitios para (del) el anticuerpo. Debido a que el anticuerpo se encuentra
inmovil en la pared del tubo de poplipropileno, la decantacion simple del sobrenadante es
suficiente para finalizar con el proceso de competicién y para aislar la fraccion unida al
anticuerpo de la corticosterona marcada radiactivamente. El conteo del tubo se realiza en un
contador gamma que produce un ndmero, el cual es convertido por medio de una curva de
calibracién en la medida de corticosterona presente en la muestra. La deteccion limite (o

minima dosis detectable) de un analisis, es aproximadamente de 5.7 ng/ml.



APENDICE I11

Preparacion de solucién de hidrocortisona

La solucién de HC se administro a una concentracion de 50 mg/kg. Por cada 1000 ml
de solucion a prepararse se agregaron 27.77 mg de HC, pesados en una bascula analitica. La
HC se disolvid en etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Ger.) a un 2.2% de volumen total de
agua purificada. El peso requerido de HC de acuerdo a la cantidad a prepararse, se coloco en
tubos Falcon para posteriormente afiadir el etanol lentamente con una pipeta; para lograr que
la HC se disolviera completamente en el alcohol, se utiliz6 un vortex Thermolyne. Ya
preparada la solucién totalmente homogenizada, se agreg6 al volumen requerido de agua
purificada en un vaso de precipitado colocado en un agitador magnético y la solucion HC-
etanol se afiadié en pequefias cantidades, hasta quedar totalmente disuelta.
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