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Resumen: Una adecuada homeostasis, la cual supone una correcta comunicacion
entre los sistemas reguladores (nervioso, endocrino e inmunitario), es fundamental
para el mantenimiento de la salud. El eje simpatico- adreno-medular (SAM) y sus
productos finales, las catecolaminas (CAs), representa un ejemplo relevante de esa
comunicacidn, dada la capacidad de las células inmunitarias para responder a dichas
CAs. No obstante, se desconoce si individuos con déficit de CAs podrian tener un
deterioro tanto del sistema nervioso como del inmunitario. El objetivo del trabajo fue
estudiar si este deterioro tenia lugar en ratones hemizigotos para la tirosina hidroxilasa
(ThKO), enzima limitante de la sintesis de CAs. Ademads, se quiso considerar la
influencia del ambiente social en los resultados obtenidos. Se utilizaron ratones ICR-
CD1 hembras adultas, tanto ThKO como los correspondientes controles (C). Habia 4
grupos de animales dependiendo de la presencia en la jaula de mas de un 50% de uno
u otro tipo (ThKO o C). Se valoré la respuesta conductual en un laberinto en T, asi
como varias funciones (fagocitosis, actividad Natural Killer y linfoproliferacion) de las
células inmunitarias peritoneales. Los resultados mostraron que, en conjunto, los
ratones ThKO no diferian conductual e inmunoldgicamente de los ratones C. Sin
embargo, los ThKO que conviven en jaulas con mas de un 50% de ThKO, si muestran un
significativo deterioro en los pardmetros valorados respecto a los demas grupos. En
conclusién, el ambiente social parece determinar, en mayor medida que la mutacidn,
el estado de los animales a nivel conductual e inmunitario.
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INTRODUCCION

Los sistemas reguladores (nervioso, endocrino e inmunitario), encargados de
mantener la homeostasis, el equilibrio funcional que permite la salud del organismo,
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funcionan en estrecha comunicacién constituyendo lo que se denomina el sistema
psiconeuroinmunoendocrino 2 yUn ejemplo de esta comunicacién es el eje
simpdatico-adreno-medular (SAM), muy implicado en la respuesta neuroendocrina al
estrés y cuyos productos finales, las catecolaminas (CAs), modulan la funcidn
inmunitaria % 3.

Las CAs, dopamina, noradrenalina y adrenalina, son sintetizadas a partir del
aminodcido tirosina en una ruta metabdlica cuya primera enzima es la tirosina
hidroxilasa (TH). Cuando un individuo se enfrenta a un estrés agudo, el eje SAM se
activa, induciendo la liberacion de CAs en un intento por mantener la homeostasis @ 3’,
dandose cambios conductuales e inmunitarios necesarios para llevar a cabo una
adecuada respuesta del organismo a la situacion de estrés y permitiendo los procesos
de adaptacién. Por lo indicado, el producir unos niveles adecuados de CAs es

fundamental para preservar la funcionalidad de esos sistemas.

Por otra parte, estudios recientes han demostrado que el ambiente social en el
gue se encuentre un individuo condiciona su respuesta conductual e inmunitaria (3.45)
Por todo ello el objetivo del presente trabajo fue estudiar en ratones hemizigotos para
la tirosina hidroxilasa (Tyrosine Hydroxylase Knock Out, ThKO), los cudles Unicamente
contienen un alelo para el gen que la codifica ©) una serie de respuestas conductuales
y funciones de las células inmunitarias. Ademads, se quiso comprobar si el convivir con
un mayor numero de ThKO o de controles podian condicionar los resultados
obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado ratones ICR-CD1 hembra adultas ThKO y controles (C),
distribuidas en 4 grupos: 1) C que conviven con mas de un 50% de C; 2) C que lo hacen
con mas de un 50% de ThKO; 3) ThKO que conviven con mas de un 50 % de C, y 4)
ThKO que conviven con mas de un 50% de ThKO. Todas las jaulas se mantuvieron bajo
las mismas condiciones de temperatura, con comida y agua ad libitum y en ciclo
invertido de 12 horas de luz/12 de oscuridad.

Las respuestas conductuales se estudiaron utilizando un laberinto en T, siguiendo
el método previamente descrito () Se obtuvieron los siguientes parametros: tiempo
de cruce, entendiendo por el mismo el tiempo que tarda el animal en cruzar la
interseccion; eficacia exploratoria, siendo ésta el tiempo que tarda el animal en
explorar por completo el laberinto; y nimero de rearings.

Para estudiar las funciones inmunitarias se obtuvieron los leucocitos
peritoneales usando una técnica previamente descrita ® En las células se estudi6 la
capacidad de fagocitosis de los macrofagos, expresando los resultados como indice
fagocitico (IF: nimero de bolas de latex ingeridas por 100 macréfagos) y eficacia
fagocitica (EF: porcentaje de macrdéfagos que han ingerido bolas de latex).

El método utilizado para valorar la actividad antitumoral natural killer (NK) fue el
descrito por Ferrandez et al ®) Se usaron células de linfoma murino (YAC-1) como
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células diana y los leucocitos peritoneales como células efectoras. Se utilizd el kit
Cytotox 96 TM® (Promega), que mide la actividad lactato deshidrogenasa, indicadora
de las células tumorales lisadas, expresandose los resultados como porcentaje de lisis.

La capacidad de proliferaciéon de los linfocitos se valoré siguiendo el método
descrito por Del Rio et al 19 se analizé tanto la proliferaciéon basal como la existente
en respuesta a dos mitégenos: Concanavalina A (Con A) y Lipopolisacarido (LPS). Los
resultados fueron expresados en cuentas por millén (cpm).

En el andlisis estadistico se comprobé la normalidad y la homocedasticidad de los
datos utilizando el test Kolgomorov-Smirnov y el test de Levene, respectivamente. La
comparacion entre las medias de los valores obtenidos se realizé mediante la prueba
“t” de Student.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el laberinto en T no muestran diferencias
estadisticamente significativas cuando se comparan en conjunto ThKO y C (datos no
mostrados). Sin embargo, al tener en cuenta la proporcion de ratones que conviven
juntos de uno u otro tipo, los ThKO que conviven con mas de un 50% muestran un
mayor tiempo (p<0,05) de cruce (Fig.1A) y un menor (p<0,01) numero de rearings
(Fig.1B) al compararlos con los C que conviven con mas de un 50% de C.

A Lzberinto en T. Tiem po de cruce B Lzberinta en T, Numera de rearings
¥
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C>50% >50% C>50% 0>50%

Figura 1. Tiempo de cruce en segundos (A) y numero de rearings (B) en C >50% y ThKO >50%. ¥ p-valor
< 0,05; ¥¥ p-valor <0,01.

Los porcentajes de lisis de la actividad NK (Fig. 2) no muestran diferencias
significativas al comparar en conjunto los ThKO y los C (Fig. 2 A). Sin embargo, los ThKO
que conviven con una mayor proporcién de ThkO muestran un menor porcentaje de
lisis con respecto a los demas grupos (Fig. 2 B).
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En la proliferacion de los linfocitos, en conjunto (Fig.3A) no se observan
diferencias significativas entre ThKO y C, pero los ThKO que conviven con mas de un
50% de ThKO (Fig.3B) muestran una menor proliferacién tanto basal como en
presencia de ambos mitdégenos en relacion a los otros grupos.

Respecto al indice fagocitico los ThKO, tanto considerados en conjunto (Fig.4A)
como por grupos (Fig.4B), muestran un menor indice, siendo esta disminucién mas
marcada en los ThKO que conviven en mas de un 50% de ThKO (Fig.4B). EIl mismo
patrén se observa en la eficacia fagocitica (datos no mostrados).

A B
Actividad Natural Killer Actividad Natural Killer
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c ThKO C>50% C<50%  ThKO>50%

Figura 2. % de lisis en conjunto (A) y en los diferentes grupos (B). ¥ diferencias con respecto a
WT>50%; ¢ diferencias con respecto a WT<50%; e diferencias con respecto a ThKO<50%. ¥¥¥ p-valor <
0,001; 000 p-valor <0,001; eee p-valor < 0,001.
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Figura 3. Cpm en conjunto (A) y en los diferentes grupos (B). ¥ diferencias con respecto a WT>50%; ¢
diferencias con respecto a WT<50%; e diferencias con respecto a ThKO<50%. ¥¥¥ p-valor < 0,001; 000
p-valor < 0,001; eee p-valor < 0,001.
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Figura 4. IF en conjunto (A) y en los diferentes grupos (B). ¥ diferencias con respecto a WT>50%; ¢
diferencias con respecto a WT<50%; e diferencias con respecto a ThKO<50%. ¥¥¥ p-valor < 0,001; 000

p-valor £ 0,001; eee p-valor < 0,001. £ Tendencia, p-valor = 0,054.

DISCUSION

Los ThKO muestran un deterioro conductual que se manifiesta por una peor
respuesta al estrés que genera el enfrentarse al laberinto en T, y que se manifiesta en
valores de tiempo mas altos para cruzar el laberinto. Resultados similares se han
obtenido en ratones de esa cepa que estan caracterizados como prematuramente
envejecidos (PAM: prematurely ageing mice) 8 El menor ndmero de rearings de los
ThKO es indicativo de una menor exploracién, lo que se relaciona también con una
inadecuada respuesta a situaciones de estrés ®11) | os niveles de CAs, gue se
encuentran involucrados en la capacidad para iniciar las respuestas de lucha o huida, al
estar d(ig)minuidos en los ThKO, podrian explicar el deterioro conductual de los
mismos

En los tres pardmetros inmunitarios estudiados (actividad NK, linfoproliferacién y
fagocitosis) los ThKO muestran valores mas bajos que los C, siendo el deterioro mas
marcado en aquellos ThKO que conviven con una mayor proporcion de hemizigotos.
Parece evidente que los niveles alterados de CAs afectan a las células inmunitarias, las
cuales tienen receptores para las mismas 2:3) Es relevante destacar gue el deterioro
de los ThKO que conviven con una mayor proporcién de C es similar al que muestran
los C que conviven con una proporcion alta de ThKO. Este hecho permite afirmar que
el ambiente social es capaz de modular y superar los efectos en el sistema nervioso e
inmunitario debidos a la mutacién. Hay estudios que apoyan la incidencia del
ambiente social en la comunicacién neuroinmunoendocrina ***. No obstante, los
mecanismos implicados en la misma se desconocen. Bien sean moléculas odoriferas
liberadas por los animales o pautas comportamentales alteradas que son percibidas
®) el hecho es que las caracteristicas de los individuos con los que se convive
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influencian en gran medida la funcionalidad del sistema nervioso e inmunitario v,
consecuentemente, la salud de los sujetos.
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