Efecto de la restriccion fisica

sobre el papel de los receptores 5-HT1A
en la proliferacion linfocitaria
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El estrés afecta el sistema inmunoldgico, sin embargo, no
hay reportes sobre receptores de serotonina en linfocitos. Se
estudiaron los receptores 5-HT,, y la proliferacion linfocitaria
de ratas macho adultas luego de restriccion fisica. Fueron
colocadas en cajas de Plexiglass durante 5 horas diarias por
1, 3 6 5 dias. Se extrajo sangre cardiaca, se aislaron los lin-
focitos por gradiente de densidades y adhesion al plastico;
se cultivaron con el agonista 8-hidroxi-di-n-propil-aminotetra-
lina (8-OH-DPAT) 6 el antagonista N-(2-(4-(2-metoxifenil)-1-
piperazinetil)-N-(2-piridinil) ciclohexanocarboxamida (WAY-
100635) de los receptores 5-HT,, y del mitdgeno concana-
valina A. La proliferacion se midi6 con sales de tetrazolio. La
8-OH-DPAT no afecté la proliferacion. El WAY-100635 dismi-
nuyo la proliferacion. La restriccion fisica aumentd la sensi-
bilidad al efecto del WAY-100635, lo cual podria deberse a
cambios en la expresién o a una modulacién funcional de
los receptores por efecto del estrés, como se ha reportado
previamente en cerebro de rata.
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Introduccion

La serotonina (5-HT) ejerce efectos bioldgicos a través de la
union a siete tipos de receptores especificos, 5-HT, a 5-HT,,
los cuales han sido clasificados, a su vez, en varios subtipos
segun sus caracteristicas moleculares y farmacoldgicas (Ho-
yery col., 2002; Hannon y Hoyer, 2008). Los receptores 5-HT
participan en la regulacion de procesos fisiolégicos como: ali-
mentacion (Kow y col., 1992), actividad gastrointestinal (Pan
y Galligan, 1995), emotividad (Julius, 1998), nocicepcion (Erb
y col., 1997), funciones inmunes (Aune y col., 1994) y neu-
roendocrinas (Hoyer y col., 2002) y estan involucrados en la
fisiopatogenia de desdrdenes afectivos como ansiedad y la
depresion mayor (Fajardo y col., 2003). Se expresan a nivel

Stress affects the immune system, however, little is known
about the effects on specific modifications of lymphocytes
serotonin receptors. The effects of restraint stress on the
role of 5-HT,, receptors in lymphocyte proliferation were
evaluated in male adult rats. They were placed in Plexiglass
boxes, during 5 daily hours for 1, 3 or 5 consecutive days.
Next day a blood sample was obtained by cardiac punction.
Lymphocytes were isolated by density gradient and adhe-
sion to plastic. They were cultured with agonist 8-hydroxy-
di-n-propyl-aminotetralin (8-OH-DPAT) or antagonist N-(2-(4-
(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl) ethyl)-N-(2-pyridiyl) cyclo-
hexanecarboxamide (WAY-100635) of 5-HT,, receptors and
the mitogen concanavalin A. Proliferation was measured by
tetrazolium salts. 8-OH-DPAT did not modify cell proliferation;
WAY-100635 diminished it. Restraint stress increased the
susceptibility to effect of WAY-100635. These results suggest
changes in the expression or functional modulation of 5-HT,
receptors in lymphocytes by stress, similar to previous re-
ports on serotonergic system in rat brain.
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del sistema nervioso central (Radja y col., 1992; Hoyer y col.,
2002) y en varios tejidos a nivel periférico, como bazo, rifidn
neonatal, intestino (Kobilka y col., 1987) y células del sistema
inmune(Aune y col., 1993). Los receptores 5-HT,, han sido
caracterizados en linfocitos T humanos (Aune y col., 1993) y
de rata (Sempere y col., 2003) y participan en la regulacion
de la proliferacién en respuesta a mitégenos (Sempere y col.,
2004; Gonzalez y col., 2007).

Los glucocorticoides y el estrés pueden producir cambios en
la expresion (Chalmers y col., 1993; Kieran y col., 2010) y en
la funcion (Matsuzaki y col., 2009) de los receptores 5-HT,,



a nivel central y podrian tener repercusiones similares a nivel
linfocitario, lo que resultaria un enlace entre estrés, recepto-
res 5-HT,, y alteraciones funcionales de los linfocitos T. Los
efectos del estrés sobre el sistema inmunitario dependen,
entre otras cosas, del tiempo de exposicién al agente estre-
sante (Bowers y col., 2008), pero el impacto del mismo sobre
estos receptores a nivel linfocitario, ha sido poco estudiado.
Por todo lo antes mencionado, este trabajo tiene como prin-
cipal objetivo estudiar el efecto de tres protocolos de estrés
por restriccion fisica, con diferencias en la duracion, sobre el
papel de los receptores 5-HT,, en la proliferacion linfocitaria
basal y en respuesta al mitégeno concanavalina A (Con A).

Materiales y métodos

Animales. Se emplearon ratas Sprague-Dawley, macho, adul-
tas, de 250 + 30 gramos de peso, expuestas a ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas, a temperatura controlada y con libre
acceso a agua y alimentos.

Restriccion fisica. Las ratas fueron introducidas en celdas de
Plexiglass bien ventiladas especialmente disefiadas para tal
fin y elaboradas en el Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas de acuerdo con pautas establecidas (Kvetnansky
y col., 1992; Sempere y col., 2003), durante 5 horas diarias
por 1, 3 6 5 dias consecutivos. Los animales no fueron so-
metidos a compresion, ni a dolor. Las ratas del grupo control
permanecieron en jaulas individuales con una minima inter-
vencion, Unicamente durante el aseo de las jaulas, realizado
en forma interdiaria. El protocolo fue aprobado por el Comité
de Etica del IVIC.

Obtencién de las muestras.Al dia siguiente a la ultima sesion
de estrés, entre 8:00 y 9:00 a.m., las ratas fueron anestesia-
das con dietil-éter y se les extrajo sangre por puncion cardia-
ca, la cual fue mezclada con heparina sédica, 1000 Ul/ml, a
una proporcion de 200 pl (200 Ul)por cada 10 ml de sangre, y
empleada posteriormente para la obtencion de linfocitos.

Linfocitos. Se aislaron por gradiente de densidades (Boyum,
1968) mediante el uso de Histopaque 1.077 g/L (Sigma) y
adhesion diferencial al plastico durante 1 hora a 37°C en me-
dio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Sigma su-
plementado con suero fetal bovino al 10% y gentamicina 100
mg% (Sempere y col., 2004).

Ensayos de cultivo. Se emplearon placas de cultivo de 96
pozos de fondo céncavo, a razén de 2x10° células viables/
pozo y se evalué el efecto del agonista de los receptores
serotonergicos 5-HT,,, la 8-hidroxi-di-n-propil-aminotetralina
(8-OH-DPAT) y del antagonista (N-(2-(4-(2-metoxifenil)-1-
piperazinetil)-N-(2-piridinil) ciclohexanocarboxamida trihidro-
cloruro (WAY-100635) a diferentes concentraciones, en au-
sencia o en presencia de Con A, un mitégeno de linfocitos T,
a una concentracion sub-6ptima de 2 pg/ml (Sempere y col.,
2004). El grado de proliferacion se midio6 a las 72 horas me-
diante el empleo de sales de tetrazolio (MTT) y la medicién

de la densidad optica a 540 nm (Mossmann, 1983) en un
lector de microplacas Tekan Genios.

Andlisis estadistico. Se empled el programa Excel de Micro-
soft para el célculo de promedios, desviacién estandar, error
estandar y aplicacion de la prueba t de Student. El programa
InStat, version 3, se empled para realizar los analisis de va-
rianza (ANOVA). Los resultados se expresaron como la me-
dia + el error estandar de la media y se consider¢ estadistica-
mente significativo un valor de p<0,05 (Sokal y Rohlf, 1979).

Resultados

Efecto de la Concanavalina A.

La Con A produjo un incremento significativo de la prolifera-
cion basal tanto en controles como en animales sometidos a
1, 3 6 5 dias de restriccion fisica (datos no mostrados).

Restriccion fisica por un dia

8-OH-DPAT: no produjo cambios en la proliferacion linfoci-
taria basal (F,,.=0,131; p=0,969) o en presencia de Con A
(F,5=0,354, p=0,837) de ratas controles, ni en la prolifera-
cion basal (F,,,=1,487; p=0,278) o en presencia de Con A
(F,,,=0,059; p=0,992) de las ratas sometidas a restriccion. No
se observaron diferencias entre controles y sometidos a res-
triccion respecto a la proliferacion basal (F, ,.=0,747; p=0,664)
o en presencia de Con A (F,,.=0,444; p=0,897) (Figura 1).
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Efecto del agonista 8-OH-DPAT sobre la proliferacion de linfocitos de ratas controles
(A) y sometidas a 1 dia de restriccion fisica (B), en ausencia y en presencia de
Con A. (A) Sin Con A (F, ,=0,131; p=0,969); (A) Con A (F, ,=0,3537; p=0,838). (B)
Sin Con A (F,,,=1,487; p=0,278); (B) Con A (F, ,,=0,059; p=0,992). Sin Con A (A)
respecto a Sin Con A (B) (F,,.=0,747; p=0,664); Con A (A) respecto a Con A (B)
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(F,,.=0,444; p=0,897). (a)=p<0,505 respecto a sin Con A. (A), n=4; (B), n=3.
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WAY-100365: no produjo cambios en la proliferacion basal de
ratas controles (F, ,,=0,932; p=0,472), pero si en presencia de
Con A (F, ,,=3,620, p=0,029). Este antagonista produjo cambios
significativos en la proliferacion basal (F,,=5,120; p=0,017) y
en presencia de Con A (F,,=4,860; p=0,019) en el grupo so-
metido a restriccion. La proliferacion basal no fue diferente entre
controles y sometidos a restriccion (F, ,,=1,956; p=0,089). La
proliferacion en presencia de Con A fue diferente entre controles
y sometidos a restriccion (F, ,.=4,128; p=0,002) (Figura 2).
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Efecto del antagonista WAY-100635 sobre la proliferacion de linfocitos de ratas con-
troles (A) y sometidos a 1 dia de restriccion fisica (B) en ausencia y en presencia
de Con A. (A) Sin Con A (F, .=0,932; p=0,472); (A) Con A (F,,.=3,620; p=0,0295).
(B) Sin Con A (F, ,=5,120; p=0,017); (B) Con A (F,,,=4,860; p=0,019). Sin Con A
(A) respecto a Sin Con A (B) (F,,;=1,956; p=0,089); Con A (A) respecto a Con A
(B) (F,,5=4,128; p=0,002). (a)=p<0,05 respecto a sin Con A; (b)=p<0,05 respecto
a 0 Con A, (c)=p<0,05 respecto a 12,5 Con A; (d)=p<0,05 respecto a 0 sin Con A,
(e)=p<0,05 respecto a 12,5 sin Con A. (A), n=4; (B), n=3.

Restriccion fisica por tres dias

8-OH-DPAT: no produjo cambios en la proliferacién linfocita-
ria de ratas controles en ausencia (F4’25=0,353; p=0,840) o
en presencia de Con A (F4_25=0,114, p=0,976), ni de ratas
sometidas a restriccidon en ausencia (F425=0,860; p=0,501) o
en presencia de Con A (F, .=0,032; p=0,998). No se obser-
varon diferencias entre controles y sometidos a restriccion
con respecto a la proliferacion basal (F, ,,=0,738; p=0,672) o
en presencia de Con A (F, . =1,486; p=0,179) (Figura 3).
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Efecto del agonista 8-OH-DPAT sobre la proliferacién de linfocitos de ratas controles
(A) y sometidas a 3 dias de restriccion fisica (B) en ausencia y en presencia de Con
A. (A) Sin Con A (F4,25=0,353; p=0,840); (A) Con A (F4,25=0,114; p=0,976). (B) Sin
Con A (F4,25=0,860; p=0,501); (B) Con A (F4,25=0,032; p=0,998). Sin Con A (A)
respecto a Sin Con A (B) (F9,50=0,738; p=0,672); Con A (A) respecto a Con A (B)
(F9,50=1,486; p=0,179). (a)= p<0,05 respecto a sin Con A. (A), n=6; (B), n=6.

WAY-100365: no produjo cambios en la proliferacion basal de
ratas controles (F,,.=0,796; p=0,539), pero si en presencia
de Con A (F, ,,=3,597, p=0,019). En el grupo sometido a res-
triccion, el WAY-100635 no produjo cambios significativos en
la proliferacion basal (F, ,=2,698; p=0,054), pero si en pre-
sencia de Con A (F, ,,=6,231; p=0,001). No hubo diferencias
entre controles y sometidos a restriccion con respecto a la
proliferacion basal (F, =1,629; p=0,132), pero si en presen-
cia de Con A (F, ..=5,368; p<0,0001) (Figura 4).
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Efecto del antagonista WAY-100635 sobre la proliferacion de linfocitos de ratas con-
troles (A) y sometidas a restriccion fisica por 3 dias (B) en ausencia y en presencia
de Con A. (A) Sin Con A (F4,25=0,796; p=0,539); (A) Con A (F4,25=3,597; p=0,019).
(B) Sin Con A (F4,25=2,698; p=0,054); (B) Con A (F4,25=6,231; p=0,001). Sin Con
A (A) respecto a Sin Con A (B) (F9,50=1,629; p=0,132), Con A (A) respecto a Con A
(B) (F9,50=5,368; p<0,0001). (a)=p<0,05 respecto a sin Con A, (b)=p<0,05 respecto
a0 uM + Con A, (c)=p<0,05 respecto a 12,5 uM, (d)= p<0,05 respecto a 25 pM, (e)=
p<0,05 respecto a 50 pM, (f)= p<0,05 respecto a 0 uM sin Con A. (A) y (B), n=6.

Restriccion fisica por cinco dias

8-OH-DPAT: no produjo cambios en la proliferacion basal
(F,,s=0,519; p=0,723) o en presencia de Con A (F, ,.=0,450,
p=b,771) de ratas controles; ni en la proliferaciyén basal
(F,,5=0,654; p=0,629) o en presencia de Con A (F, ,.=0,372;
p=b,826) del grupo sometido a restriccion. No se observa-
ron diferencias entre controles y sometidos a restriccién con
respecto a la proliferacion basal (F,,=1,138; p=0,355) o en
presencia de Con A (F, .=0,743; p=0,668) (Figura 5).
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WAY-100365: en ratas controles, el WAY-100635 no produjo
cambios en la proliferacion basal (F, ,,=1,589; p=0,208), pero
si en presencia de Con A (F425=4,1d7, p=0,011). En el grupo
sometido a restriccion, este éntagonista no produjo cambios
significativos en la proliferacion basal (F,,.=2,182; p=0,100),
pero si en presencia de Con A (F425=7,b77; p=0,0006). No
hubo diferencias entre controles y sometidos a restriccién con
respecto a la proliferacion basal (F, ;=1,763; p=0,099) pero si
en presencia de Con A (F, .=5,208; p<0,0001) (Figura 6).
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Efecto del antagonista WAY-100635 sobre la proliferacion de linfocitos de ratas con-
troles (A) y sometidas a 5 dias de restriccion (B) en ausencia y en presencia de Con
A. (A) Sin Con A (F4,25=1,589; p=0,208); (A) Con A (F4,25=4,107; p=0,011). (B) Sin
Con A (F4,25=2,182; p=0,100); (B) Con A (F4,25=7,077; p=0,0006). Sin Con A (A)
respecto a Sin Con A (B) (F9,50=1,763; p=0,099); Con A (A) respecto a Con A (B)
(F9,50=5,208; p<0,0001). (a)=p<0,05 respecto a sin Con A, (b)=p<0,05 respecto a
0 Con A, (c)=p<0,05 respecto a 12,5 Con A, (d)= p<0,05 respecto a 25 Con A, (e)=
p<0,05 respecto a 50 pM, (f)= p<0,05 respecto a 0 uM sin Con A. (A) y (B), n=6.

El agonista de los receptores 5-HT,,, la 8-OH-DPAT, no pro-
dujo incrementos significativos en la proliferacion linfocitaria
basal o en respuesta a la Con A, tanto en controles como en
ratas sometidas a restriccion fisica por 1, 3 6 5 dias. Estos
resultados coinciden con trabajos previos (Sempere y col.,
2004) realizados en ratas no estresadas, en los cuales se
observé que la 8-OH-DPAT, en un amplio rango de concen-
traciones, no modificéd la proliferacion de linfocitos de rata,
ni en condiciones basales, ni en presencia del mitégeno. Se

ha reportado que la 8-OH-DPAT disminuye el efecto inhibito-
rio que ejercen antagonistas de los receptores 5-HT,, como
metitepina (Aune y col., 1994) ode agonistas -adrenérgicos
como isoproterenol (Sempere y col., 2004) sobre la prolifera-
cion de linfocitos T cultivados en presencia de mitégenos. El
restablecimiento de la proliferacion linfocitaria en presencia
de la 8-OH-DPAT podria producirse a través de la modula-
cion de los niveles intracelulares de AMPc (Mizrahi y col.,
2004), ya que el incremento del AMPc intracelular disminuye
la proliferaciéon y su disminucion la aumenta (Naderi y col.,
2005), por lo cual la estimulacion de los receptores 5-HT,
favoreceria la proliferacion a través de la disminucién de los
niveles intracelulares de AMPc (Sempere y col., 2004, Lima
y col., 2007).La 8-OH-DPAT tiene una alta afinidad por los
receptores 5-HT,, pero puede unirse con menor afinidad a
los receptores 5-HT_ (Faure y col, 2006; Filip y Bader, 2009),
por lo cual no podria descartarse que la ausencia de efecto
observada en presencia de este agonista sobre la prolifera-
cion se deba parcialmente a la activacion de los receptores
5-HT_,los cuales han sido identificados en linfocitos (Arroyo,
2009; Ledn Ponte y col., 2009) y podrian aumentar el conte-
nido intracelular de AMPc al ser estimulados en estas células
(Hoyer y col., 2002). También podria considerarse un efecto
maximo de los receptores 5-HT, que no permita modificacio-
nes ocasionadas por el agonista.

El WAY-100635, un antagonista silencioso y altamente se-
lectivo de los receptores 5-HT,,, produjo disminucion de la
proliferacion linfocitaria, tanto en ausencia como en presen-
cia de Con A. Estudios previos han demostrado este efecto
inhibidor del WAY-100635 sobre la proliferacion de linfocitos
T de ratas no estresadas (Sempere y col., 2004) y de hu-
manos (Gonzalez y col., 2007) en cultivo, pero no se habia
evaluado el impacto del estrés sobre el efecto inhibitorio del
WAY-100635 en la proliferacion linfocitaria. Aune y col. (1994)
demostraron que los antagonistas de los receptores 5-HT,,
metitepina, NAN-190 y pindobind,producian disminucién de
la proliferacion de linfocitos T humanos, lo cual estuvo aso-
ciado al aumento en los niveles de AMPc intracelulares.En
presencia de Con A, los linfocitos mostraron una mayor sen-
sibilidad al efecto inhibitorio del antagonista WAY-100635,
tanto en controles como en estresados. Esto podria deberse
al aumento del nimero de sitios 5-HT,, reportado en estas
células después del tratamiento in vivo con Con A (Aune y
col., 1993; Sempere y col., 2003), asi como del ARNm y la
proteina de estos receptores (Abdouh y col, 2001). La res-
triccion fisica moduld el efecto inhibidor de este antagonista
sobre la proliferacion celular, ya que los estresados fueron
mas sensibles a la droga, posiblemente debido al incremento
en su expresion,a alteraciones funcionales que afectaran el
acoplamiento de estos receptores a proteinas G 0 a cambios
en la expresion de proteinas asociadas a vias de sefaliza-
cion intracelular, lo que incluye a las proteinas G, como se ha
demostrado en el rafe dorsal de rata (Fairchild y col., 2003) y
en otros tipos de receptores acoplados a proteinas G (Javan
y col., 2006), esto en respuesta a tratamiento con glucocorti-
coides y ala exposicion a estrés, respectivamente.



Con respecto al tiempo de estrés, luego de 1 dia de restric-
cién se observé una mayor susceptibilidad de los linfocitos al
efecto inhibitorio del WAY-100635 en ausencia de Con A, lo
cual difiere de lo observado a 3 y 5 dias de restriccion. Sin
embargo, en presencia del mitdgeno, la suceptibilidad al WAY-
100635 fue similar entre los tres protocolos. Esta diferencia
podria deberse al desarrollo de mecanismos adaptativosce-
lulares al estrés sostenido por 3 y 5 dias. Estos mecanismos
podrian incluir cambios en la modulacién de receptores de
5-HT y de mediadores de estrés como glucocorticoides, neu-
ropéptidos y catecolaminas.Otros investigadores han repor-
tado que el tiempo es critico en cuanto a los efectos del es-
trés sobre la respuesta proliferativa linfocitaria (Bauer y col.,
2001; Silberman y col., 2004; Satoh y col, 2006; Frick y col.,
2009), pero esto es dificil de determinar porque depende de
diversos factores inherentes al modelo en estudio (especie,
sexo, edad, tejido, entre otros). Sin embargo, varios aspectos
son comunes entre los diferentes sistemas estudiados.

Estos resultados nos indican que el estrés no sélo es un mo-
dulador de los receptores 5-HT,, a nivel cerebral (Kieran y
col, 2010; Morrison y col, 2011; Jovanovic y col., 2011),tejido
en el que se ha asociado a alteraciones en varios parame-
tros del sistema serotonérgico central que estan involucradas
en trastornos depresivos o de ansiedad (Savitz y col., 2009;
Fajardo y col. 2003), sino que también sucede a nivel linfo-
citario.Esta relacion estrés-receptores serotonérgicos-linfoci-
tos, aunque ha sido poco estudiada, podria ser clave en la
fisiopatogenia de las alteraciones inmunitarias reportadas en
individuos estresados (Coheny col., 2007; Miller y col., 2009)
y en deprimidos (Weinstein y col., 2010).

Conclusiones

Aunque el agonista 8-OH-DPAT no aumentd la proliferacion
linfocitaria en presencia de una concentracion sub-6ptima
de Con A, no puede descartarse que este efecto se deba,
al menos parcialmente, a la activacion de otros receptores
serotonérgicos como los receptores 5-HT_ o0 a un estado ya
activado de estos receptores. No obstante, el efecto inhibi-
torio producido por un antagonista altamente especifico y
silencioso como el WAY-100635, indica que los receptores
5-HT,, son susceptibles de bloqueo y desempeian un papel
importante en la proliferacion linfocitaria. En cuanto al tiempo
de estrés, la diferencia principal entre los tres protocolos se
observo en ausencia del mitégeno y podria reflejar cambios
adaptativos en la expresion y funcion de receptores celulares
luego de estrés prolongado cuando se afiade una estimula-
cion como la ocasionada por la Con A. La mayor sensibilidad
al antagonista WAY-100635 en presencia de Con A por par-
te de los linfocitos provenientes de animales sometidos a 1,
3 y 5 dias de restricciéon respecto a sus controles, sugiere
que la restriccion fisica podria modular la actividad de los
receptores 5-HT,, a través de cambios en la expresion de los
mismos, de las proteinas Gi/o u otras proteinas involucradas

en las vias de senalizacién, sobre todo en condiciones de
activacion celular. Estos resultados sustentan la importancia
de profundizar en el estudio de los efectos moduladores del
estrés sobre la funcion del sistema serotonérgico linfocitario
para conocer su participacion en la fisiopatogenia de des-
ordenes inmunitarios o psiquiatricos que se producen como
consecuencia de situaciones de estrés prolongado.
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