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Resumen: Las reacciones de estrés pueden ser des-
encadenadas por numerosas condiciones ambienta-
les, sociales o factores patologicos durante la vida
que determinan cambios en los sistemas fisiologi-
cos. Determinadas situaciones de estrés agudo pue-
den contribuir a la supervivencia del organismo, pe-
ro el estrés cronico, de larga duracion puede tener
efectos perjudiciales. En esta revision se recogen
datos que apoyan la hipotesis de que los aconteci-
mientos estresantes se acompaiian por modificacio-
nes de las vias bioquimicas que producen mediado-
res oxidativos/nitrosativos en el cerebro y provocan
la activacion de mediadores quimicos que intervie-
nen en procesos inflamatorios. En este articulo se
revisan los datos experimentales e hipétesis recien-
tes que pueden aplicarse a un objetivo terapéutico
como es el tratamiento de alteraciones neuropsi-
quidtricas relacionadas con el estrés, especialmente
el sindrome por estrés postraumatico. Como con-
clusion, puede decirse que se esta abriendo una
nueva via para un posible tratamiento con farmacos
que reduzcan la acumulacion de moléculas oxidan-
tes en el cerebro que se produce tras una exposicion
prolongada al estrés.

Palabras Clave: Cicloxigenasa, Oxido nitrico,
Prostanoides, Neurodegeneracion por estrés, Me-
diadores oxidativos/nitrosativos

Introduccion

El término “estrés” es de muy amplia utili-
zacion en nuestras sociedades. Suele em-
plearse para definir lo que le ocurre a un
individuo cuando ocurre algo que no espe-
raba que ocurriera o simplemente, una
sensacion desagradable originada por una
preocupacion de cualquier origen. Hace
mas de 150 afios que la comunidad cienti-
fica viene hablando de la respuesta del or-
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Abstract: Numerous unexpected environmental,
social or pathological conditions occurring during
life trigger a stress response that determine
changes in all physiological systems. Although
acute stress is essential for surviving, chronic,
long lasting stress can be detrimental. In the pre-
sent review we present data supporting the hy-
pothesis that stress-related events are character-
ized by modifications of oxidative/nitrosative
pathways in brain in relation to the activation of
inflammatory mediators. This article reviews re-
cent contributions addressing possible new phar-
macological targets for stress-induced neuropsy-
chiatric disorders, specially post traumatic stress
syndrome. As conclusion, a new and promising
possibility is opening for a possible treatment
with drugs lowering the stress-induced accumula-
tion of oxidative molecules in brain
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ganismo a factores externos. Esos factores,
fisicos, biologicos o psicologicos, produ-
cen en el organismo una respuesta fisiolo-
gica de adaptacion que puede convertirse
en patologica si es de gran intensidad o
larga duracion.

Acontecimientos como los atentados te-
rroristas sufridos en Madrid en 2004, en
Londres en 2005 y en otras ciudades estan
provocando un incremento notable de con-
sultas debidas al impacto emocional y han
obligado a revisar las caracteristicas de la
respuesta a los estimulos estresantes de
gran intensidad y en particular, del sindro-
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me por estrés postraumatico (SEPT) que se
ha diagnosticado a victimas directas, fami-
liares y personas que trabajan en tareas de
rescate y asistencia. En términos generales,
ya que no es el objetivo basico de este arti-
culo, el SEPT se manifiesta en un 3-6 por
ciento de la poblacién general. Se ha esti-
mado que un 61 por ciento de hombres y
51 por ciento de mujeres sufren una expe-
riencia traumdtica grave alguna vez en su
vida; de ellos, un 8 por ciento de hombres
y un 20 por ciento de mujeres llega a pre-

sentar un SEPT. Se calcula que lo han pa-
decido alrededor de un 35 por ciento de
ciudadanos expuestos a atentados similares
en otras ciudades; 88 por ciento en desas-
tres producidos por el hombre: guerras, de-
sastres nucleares, accidentes automovilisti-
cos; 57 por ciento en violaciones; 30 por
ciento en militares tras la guerra y alrede-
dor del 3 por ciento en desastres naturales
(Montgomery y Bech, 2000; Rubin, Bre-
win, Greenberg, Simpson y Wessely,
2005).

Tabla 1.- Criterios diagnosticos del sindrome por estrés postraumatico (SEPT) segtin

DSM-1V e ICD-10

— El individuo ha estado expuesto a un acontecimiento traumatico (guerras, desastres
nucleares, ataques terroristas, accidentes automovilisticos, violaciones, incendios u

otros desastres naturales).

— Harespondido con temor, desesperanza u horror intensos

— El acontecimiento es revivido persistentemente en forma de:

— Recuerdos recurrentes e intrusos

— Suefios recurrentes

— Sensaciones de estar reviviendo la experiencia

— Ilusiones, alucinaciones, flashbacks

— Malestar psiquico intenso o secuelas fisioldgicas al exponerse a estimulos que recuer-

dan el acontecimiento traumatico

— Evitacion persistente de estimulos asociados al trauma

— Embotamiento de la sensibilidad general del individuo

— Esfuerzos para evitar pensamientos, sentimientos, conversaciones sobre el suceso, lu-
gares o personas que motivan recuerdos del trauma

— Incapacidad para recordar un aspecto importante del trauma

— Reduccion del interés o de la participacion en actividades sociales o laborales

— Sensacion de desapego frente a los demas, restriccion de la vida afectiva

— Sensacion de un futuro desolador

— Sintomas persistentes de aumento del estado de alerta (dificultad para conciliar o man-
tener el sueflo, irritabilidad o ataques de ira, dificultad para concentrarse o respuestas

exageradas de sobresalto).

Los sintomas clinicos aceptados como
criterios de diagnostico del SEPT segun
DSMIV (1994) e ICD10 (1995) se recogen
en la Tabla 1. Con algunas excepciones, su
duracion suele ser variable (entre uno y tres

meses). Este sindrome puede coexistir,
ademas, con otras patologias psiquiatricas:
con el tiempo, un 88 por ciento de los va-
rones y un 79 por ciento de las mujeres con
SEPT cumplen criterios de: drogadiccion
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alcoholica (51.9%), depresion mayor
(47.9%), alteraciones de la conducta
(43.3%), otras drogodependencias (30-

50%) o fobia (simple: 29%, social: 28.4%).

El tratamiento del SEPT se basa princi-
palmente en psicoterapia que implica téc-
nicas de relajacion. Este tratamiento se
puede combinar con técnicas cognitivas
que le ayuden a racionalizar adecuadamen-
te los hechos traumaticos y también con te-
rapias en las que se recrea la situacion vi-
vida para ayudar a la victima a superarla y
a perder el miedo que le produjo. Los far-
macos empleados se dirigen a paliar los di-
versos sintomas tanto fisiolégicos como las
alteraciones cognitivo-emocionales  del
sindrome. Los medicamentos que suelen
prescribirse son antidepresivos y ansioliti-
cos (Montgomery y Bech, 2000).

El efecto que el estrés pueda producir a
largo plazo sobre las funciones cerebrales
es una de las preocupaciones de la neurop-
siquiatria actual. De hecho, el nimero de
estudios que indican que el estrés de larga
duraciéon o gran intensidad afecta, en ani-
males, a la plasticidad sinaptica, la morfo-
logia dendritica y a la neurogénesis e indu-
ce, en seres humanos, caracteristicas clini-
cas y alteraciones cerebrales morfologicas
de dafio neurotdxico en humanos (Uno, Ta-
rara, Else, Suleman, y Sapolsky, 1989;
Magarifios y McEwen, 1995; Sheline,
Wang, Gado, Csernansky y Vannier, 1996;
Bremner et al., 2002) esta incrementando
exponencialmente en los ultimos afios (en
la Fig. 1 se muestran algunos de los meca-
nismos neurales por los que el estrés puede
producir alteraciones cognitivas, que inclu-
yen: Modificaciones en los procesos de ex-
citabilidad neuronal (rapido y reversible)
(Joels y Vreugdenhil, 1998); atrofia de
neuronas en el hipocampo (puede ser re-
versible tras horas o dias de recuperacion)
(Magarifios, Verdugo y McEwen, 1997);
inhibiciéon de la neurogénesis (Gould,
McEwen, Tanapat, Galea y Fuchs, 1997) y,

por ultimo, necrosis neuronal (Uno et al.,
1989). El correlato clinico de este dafio ce-
rebral son las patologias neuropsiquiatricas
relacionadas con el SEPT y los sindromes
depresivos, que se encuentran entre las en-
fermedades mas frecuentes y representan
un problema importante de salud publica.
Los fendémenos moleculares y celulares
precisos inducidos por el estrés y respon-
sables del dafio cerebral en este trastorno
son todavia motivo de debate, pero investi-
gaciones recientes sugieren que los media-
dores quimicos oxidativos/nitrosativos des-
empefian una funcion clave. El objetivo de
esta revision es examinar los aspectos basi-
cos de los efectos del estrés intenso y per-
sistente sobre la actividad cerebral con el
fin de contribuir a plantear estrategias de
intervencion que reduzcan el dafio cerebral
a largo plazo. Algunos de los efectos noci-
vos en el cerebro de la respuesta a estrés
pueden estar mediados por la liberacion de
diversos agentes oxidativos/nitrosativos.
En esta revision se plantean las pruebas
que implican a estos agentes en la lesion
cerebral inducida por estrés y se exponen
las bases para la busqueda de nuevas estra-
tegias farmacologicas.

La respuesta inicial del organismo al es-
trés incluye procesos de adaptacion fisica y
conductual, la conocida respuesta “lucha o
huida” (Selye, 1936). Esta respuesta fue
descrita por Selye hace 70 afios como una
conducta que consta de tres fases definida
como Sindrome General de Adaptacion,
como resultado de la adaptacion a situacio-
nes en las que el organismo debe luchar o
huir para sobrevivir. En la primera fase, de
alarma, se produce un incremento rapido
de la concentracion plasmatica y encefalica
de catecolaminas, una elevacion mas lenta
de los niveles de glucocorticoides también
en plasma y cerebro y una elevaciéon muy
rapida de los niveles extracelulares de ami-
nodcidos excitadores en la mayoria de las
areas cerebrales (Moghaddam, 1993). Estos
cambios son esenciales para sobrevivir a la
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fase aguda del estrés, pero pueden causar
efectos perjudiciales cuando la hipersecre-
cioén de estos mediadores se mantiene du-
rante mucho tiempo (Sapolsky, 1996; Sa-
polsky, 1998). De hecho, el estrés prolon-
gado produce un nuevo equilibrio fisiolo-
gico que puede ser beneficioso -segunda

fase o de adaptacion- (por ejemplo, el con-
dicionamiento cardiovascular tras el ejerci-
cio fisico) o, si es muy intenso o persisten-
te, perjudicial, provocando dafio organico o
incluso enfermedades debidas a conductas
inadaptadas. Esta es la tercera fase, o de
fractura (McEwen, 1998).

Mecanismos neurales por los que el estrés produce alteraciones cognitivas
1.- Alteracion de la excitabilidad neuronal (rapido y reversible)
2.- Atrofia de neuronas en el hipocampo (puede ser reversible tras horas o

dias de recuperacion)
3.- Inhibicion de la neurogénesis
4.- Necrosis neuronal (irreversible)
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Figura 1.- Efectos del estrés sobre el cerebro

Aunque el estrés en si mismo no es una
enfermedad, la exposicion continua a esti-
mulos estresantes parece relacionarse cla-
ramente con el inicio o con la evolucién de
numerosos procesos patoldgicos: 2/3 de las
consultas en medicina general estan rela-
cionadas con estrés, y se sabe que éste pre-
cipita el inicio o provoca exacerbaciones
de enfermedades cardiovasculares y psi-
quiatricas. Ademas, aumenta la vulnerabi-
lidad a infecciones, enfermedades autoin-
munes y gastrointestinales, sindrome de fa-
tiga cronica, consumo excesivo o adiccion

a drogas, enfermedades cronicas como la
diabetes, o diversas alteraciones cognitivas
(Everson et al., 2001; Larson, Owens,
Ford, y Eaton, 2001; Sabban y Kvethansky,
2001; Rokutan, et al., 2005). De esta for-
ma, entra dentro de lo posible que en poco
tiempo comiencen a recibirse en las consul-
tas pacientes con cuadros similares.

Este sindrome de respuesta al estrés
afecta a todos los sistemas orgénicos, espe-
cialmente al cardiovascular y al sistema
nervioso central (SNC). La respuesta del
aparato cardiovascular al estrés se ha rela-
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cionado con la hiperestimulacién cateco-
laminérgica: incremento del gasto cardiaco
y de las resistencias vasculares, moviliza-
cion de lipidos y estimulacion de la agre-
gacion plaquetaria. Si estos efectos son
exagerados, pueden precipitar crisis hiper-
tensivas, isquemia del miocardio o, con el
tiempo, ateroesclerosis (Bassett y Cairn-
cross, 1977; Hjemdahl, Larsson y Wallen,
1991; Armario, Herndndez y Martin-
Baranera, 2002). En el SNC de roedores, el
estrés repetido puede causar atrofia rever-
sible —al principio- de dendritas del hipo-
campo (Magarinos y McEwen, 1995) ¢ ini-
ciar cambios apoptoticos (Lucassen et al.,
2001), mientras que la exposicidon a estrés
de tipo impredecible durante meses puede
causar pérdida permanente de neuronas en
primates (Uno et al., 1989). En seres
humanos sometidos a situaciones estresan-
tes de gran intensidad o larga duracion,
puede darse atrofia del hipocampo, descrita
inicialmente en veteranos de guerra con
SEPT y en enfermos con depresion mayor
de larga evolucion (Bremner, Randall,
Scott y Bronen, 1995). Como se ha com-
probado en pruebas de neuroimagen fun-
cional, esta atrofia, que también puede
afectar a otras areas del cerebro (lobulo
temporal, corteza orbitofrontal) o incluso a
su volumen total (Kaufman et al., 2002), se
acompafa de una disminucién del flujo
sanguineo y metabolismo cerebral en la
corteza prefrontal (Sheline et al., 1996;
Bremner et al., 2002).

Algunos de los efectos nocivos en el ce-
rebro de la respuesta a estrés pueden estar
mediados por la liberacion de diversos
agentes oxidativos/nitrosativos. En esta re-
vision se plantean las pruebas que implican
a estos agentes en la lesion cerebral induci-
da por estrés y se exponen las bases para la
blisqueda de nuevas estrategias farmacolo-
gicas.

Fisiologia del estrés
El eje HHA

La activacion de los mecanismos de res-
puesta fisioldgica a una situacion estresante
estd regulada por el eje hipotalamo-
hipofiso-suprarrenal (HHS). Aunque las
vias neurales a través de las cuales el cere-
bro traduce la naturaleza de un determina-
do factor estresante en una respuesta espe-
cifica del hipotdlamo no son del todo cono-
cidas, las aferencias desde los nticleos ca-
tecolaminérgicos, serotonérgicos y colinér-
gicos hacia el mismo desempefian una fun-
cion importante (Frohman, 1972; Jaeckle y
Lopez, 1985; Swanson, Sawchenko y Lind,
1986; Herman, Cullinan y Watson, 1994).

Cuando se experimenta estrés, las neu-
ronas del ntcleo paraventricular del hipota-
lamo liberan corticoliberina (corticotrop-
hin-releasing hormone, CRH). Esta sustan-
cia enddgena actia en la hipofisis anterior
estimulando a las células productoras de
pro-opiomelanocortina (POMC) para que
liberen corticotropina (adrenocorticotropic
hormone, ACTH). La ACTH es luego libe-
rada a la circulacion general y transportada
a la glandula suprarrenal, donde induce la
produccion de catecolaminas y glucocorti-
coides. La deteccion de niveles elevados de
estas sustancias en plasma es una caracte-
ristica tipica de la respuesta de estrés. A
nivel cerebral, las aferencias catecolami-
nérgicas parece que juegan un importante
papel en la conduccion del estimulo estre-
sante al hipotdlamo, mientras que los glu-
cocorticoides estarian implicados directa-
mente en las alteraciones de la funcién ce-
rebral (procesos de memoria) tras el estrés
cronico.

Glucocorticoides

La prolongada secreccion de glucocorti-
coides (GCs) que produce el estrés cronico
estd implicada en la atrofia observada en
ciertas areas cerebrales tras situaciones de
estrés cronico (Sapolsky, 1998). De hecho,
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en pacientes con sindrome de Cushing, ca-
racterizado por una excesiva produccion
cronica de GCs se han detectado alteracio-
nes similares a las observadas en el SEPT
(Sapolsky, 1996).

Se han propuesto varios mecanismos
para explicar esta neurodegeneracion debi-
da a hipersecrecion de GCs: se reduce la
captacion de glucosa (Doyle, Guillaume-
Gentil, Rohner-Jeanrenaud y Jeanrenaud,
1994) y se produce una inhibiciéon de su
captacion de glucosa por neuronas y las cé-
lulas gliales (Horner, Packan y Sapolsky,
1994), que puede ser el resultado de la re-
direccion de la energia hacia los musculos
para facilitar la huida del agente estresante
(Munk, 1971). Estos efectos parecen estar
mediados por los receptores de GCs y pue-
den deberse a la internalizacion de las mo-
léculas del transportador de glucosa de la
superficie celular hacia dentro de la célula
(Horner, Munck y Lienhard, 1987). asi
como a la reduccion de su ARNm (Garvey,
Hueckstead, Lima y Bimbaum, 1989). Por
otra parte, los GCs también promueven la
reduccion de los niveles de ATP (Tom-
baugh y Sapolsky, 1992; Lawrence y Sa-
polsky, 1994), un efecto que ha sido obser-
vado en corteza cerebral de ratas sometidas
a estrés agudo (De Cristobal et al., 2001) y
en otros modelos animales de dafio neuro-
logico. Otro importante mecanismo de los
GCs en el dafio cerebral inducido por estrés
son sus efectos sobre los aminoacidos exci-
tadores, tales como el glutamato, un neuro-
transmisor cuya accion mantenida puede
resultar perjudicial para las neuronas (ver
mas adelante). Cuando la supervivencia
neuronal estd amenazada por la liberacion
de grandes cantidades de glutamato, los
GCs empeoran esta situacion aumentando
la entrada de calcio al interior de las célu-
las alterando las subunidades de los canales
de calcio (Nair et al., 1998) o interfiriendo
en los procesos de recaptacion de glutama-
to a través de la inhibiciéon de la
Ca**/ATPasa (Bhargava, Meijer, Dallman

y Pearce, 2000). Los GCs amplifican tam-
bién otros procesos degenerativos posterio-
res al exceso de Ca*" dentro de la célula
(proteolisis del citoesqueleto, anomalias de
los microtibulos y acumulacion de espe-
cies reactivas del oxigeno -radicales libres
fundamentalmente-). Este Gltimo aspecto es
particularmente interesante, como se deta-
lla a continuacion.

Dario celular oxidativo / nitrosativo

Las reacciones de oxidacion-reduccion son
procesos bioldgicos esenciales que conlle-
van la transferencia de electrones y pueden
generar productos conocidos como radica-
les libres o especies reactivas de oxigeno
(ERO), unas especies quimicas altamente
reactivas. La presencia de electrones des-
apareados en estas moléculas las hace ex-
tremadamente reactivas, estabilizandose
oxidando componentes celulares como li-
pidos, proteinas y acidos nucleicos. Se co-
noce, pues, como dafio celular oxidativo /
nitrosativo al debido a la acumulacion de
las especies reactivas de oxigeno y de ni-
trogeno, ya sea por un exceso en la produc-
cion de estas especies o por una anomalia
en los mecanismos encargados de su elimi-
nacion. Muchos procesos neurodegenerati-
vos o neuroinflamatorios (p.ej., enferme-
dades de Alzheimer, Parkinson o de Hun-
tington) presentan, incluso en sus primeras
fases, aspectos de este tipo de dafio celular.
La exposicion a estrés comparte con ellos
la acumulacién de estos agentes.

Las mitocondrias son la principal fuente
intracelular de radicales libres, a través de
la respiraciéon mitocondrial, aunque los ra-
dicales libres pueden también generarse a
través de procesos del propio metabolismo
celular, mediante la accion de fosfolipasa
A, lipoxigenasa y cicloxigenasa, o a partir
del acido urico. Los radicales libres produ-
cen oxidacion de las proteinas, con la con-
siguiente desconfiguracion estructural de
las mismas. Sobre los lipidos, inducen pro-
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cesos de peroxidacion, que conlleva la alte-
racion de la permeabilidad de las membra-
nas celulares externas e internas.

En condiciones fisioldgicas existe un equi-
librio entre los factores que promueven la
oxidacion y los sistemas detoxificadores
(fundamentalmente los niveles de glutation
reducido, y la actividad de las enzimas su-
peroxido dismutasa —SOD-, catalasa y glu-
tation peroxidasa).

Aunque su nimero es muy superior, las
ERO mas importantes son peroxido de
hidrogeno (H,0,), superdxido (Oy"), radical
hidroxilo (*OH) y otros varios derivados
nitrogenados. A estas especies se afiade el
radical libre 6xido nitrico (NO®), que reac-
ciona con alguna de las anteriores produ-
ciendo compuestos muy toxicos.

Tras un breve recuerdo del papel fisio-
patologico del NO, describiremos los datos
de su implicacién en la neurotoxicidad aso-
ciada al estrés. Se trata de un mensajero
gaseoso inter e intracelular que regula nu-
merosos procesos fisiologicos. El NO es
producido por la enzima NO sintasa (NOS)
por desaminacion del atomo de N del ter-
minal guanidino del aminoacido L-arginina
(Marletta, Yoon, Iyengar, Leaf y Wishnok,
1988; Palmer y Moncada, 1989), en mu-
chos tejidos, incluyendo el tejido del encé-
falo (Knowles, Palacios, Palmer y Monca-
da, 1989). Alguno de los papeles fisioldgi-
cos propuestos para el NO en el SNC son:
desarrollo, plasticidad, consolidacion de
memoria o regulaciébn de la circulacion
(Bohme, Bon, Stutzmann, Doble y Blan-
chard, 1991; Shibuki y Okada, 1991; Bliss y
Collingridge, 1993). Existen dos clases de
NOS: las constitutivas (calcio-dependientes:
identificadas inicialmente en neuronas —
nNOS, NOS-1-, y células endoteliales —
eNOS, NOS-3-), y la NOS inducible (calcio-
independente, -iNOS, NOS-2- identificada
inicialmente en macrofagos, hepatocitos y
glia). La induccion de esta tercera isoforma
conlleva la produccion excesiva de NO du-

rante mucho tiempo. Se ha sefialado que la
neurotoxicidad asociada a niveles elevados
de NO se debe, en realidad, a la formacion
de peroxinitrito (ONOO") por su interac-
cién con el anién O,". E1 ONOO' inhibe los
mecanismos de transporte de AAE (Trotti et
al., 1997; Trotti, Danbolt y Volterra, 1998;
Moro, Leza, Lorenzo y Lizasoain, 1998) y
causa muerte neuronal (Lipton et al., 1993)
por peroxidacion lipidica (Radi, Beckman,
Bush y Freeman, 1991a), oxidacion de gru-
pos sulthidrilo (Radi, Beckman, Bush y
Freeman, 1991b) y nitrosacion o nitracion
de varios grupos funcionales de aminoacidos
como tirosina (Ischiropoulos et al., 1992).

Cadena de acontecimientos por la
que el estrés puede provocar dafio
oxidativo / nitrosativo en el cerebro

Liberacién de aminoacidos excitadores

Es bien conocido que uno de los procesos
iniciales de la respuesta al estrés es la libe-
racion de grandes cantidades de aminodci-
dos excitadores como aspartato y glutama-
to en diferentes areas cerebrales. Este efec-
to aparece a los 20 min. tras el inicio del
estrés (Moghaddam, 1993).

El glutamato liberado puede actuar so-
bre varios receptores; el mas importante es
el subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA),
un receptor ionotrépico cuya activacion in-
crementa la entrada de Ca’" al citoplasma
celular. Este exceso de la concentracion in-
tracelular de calcio sobreactiva ciertas en-
zimas Ca®*-dependientes, provocando la
generacion de EROs, alteraciones en el
plegado de proteinas y dafiando componen-
tes del citosqueleto (Lipton, 1999; Lee,
Ogle y Sapolsky, 2002), un proceso deno-
minado excitotoxicidad.

Como ya se ha dicho, los GCs cooperan
con el efecto perjudicial del calcio no sé6lo
induciendo su acumulacion en el citosol si-
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no también inhibiendo su flujo a través de
la Ca’/ATPasa y del intercambiador
Ca**/Na* (McEwen y Sapolsky, 1995). Es-
ta relacion entre los efectos mediados por
GCs sobre el glutamato y las consiguientes
alteraciones neuronales también han sido
observada en modelos experimentales de
estrés (Magarinos y McEwen, 1995).

El aumento de la concentracion extrace-
lular de glutamato puede ser debido no so6lo
a la liberacion de grandes cantidades de es-
te aminoacido sino también a una reduc-
cion en su “aclaramiento” de la hendidura
sinaptica. Si el aclaramiento del glutamato
no es suficiente para evitar la sobreestimu-
lacion de sus receptores, entonces puede
producirse el dafio celular excitotoxico
(Volterra, Trotti, Floridi y Racagni, 1994;
Rothstein, Dykes-Hoberg, Pardo y Bristol,
1996). Tanto las neuronas como la astro-
glia son capaces de transportar el glutamato
por un transporte sodio-dependiente de alta
afinidad. Hasta la fecha, se han clonado cin-
co transportadores de aminoacidos excitado-
res en tejido de roedores y de humanos
(EAAT 1 a5, (Seal y Amara, 1999). Los es-
tudios inmunohistoquimicos han revelado
que EAAT1 y EAAT?2 se localizan princi-
palmente en astrocitos, mientras que EAAT3
y EAAT4 estan en membranas neuronales, y
el EAATS en retina. El papel de la regula-
cion de los mecanismos de transporte y su
modificacion por estrés ha sido evaluado
estudiando la recaptacion de glutamato por
sinaptosomas y la expresion de los princi-
pales transportadores EAATI1, EAAT2 y
EAATS3 tras diferentes protocolos experi-
mentales: en efecto, el estrés cronico pro-
duce una disminucién en la captacion si-
naptosomal de glutamato (Leza, Salas, Sa-
wicki, Russell y Radomski, 1998). Ade-
mas, la expresion de transportadores de
glutamato (EAAT2 y EAAT3) en membra-
nas de corteza cerebral estd disminuida tras
el estrés (Madrigal et al., 2003).

Ademas de este empeoramiento en la
funcion “lavadora” de los transportadores,
se ha planteado la cuestion de en qué me-
dida el estrés puede modificar la energia
necesaria para que se lleve a cabo esta fun-
ciéon. En algunas situaciones como la is-
quemia, un descenso de los niveles de ATP
es responsable de que los sistemas de
transporte encargados de mantener bajos
los niveles extracelulares de glutamato se
reviertan provocando el efecto contrario, es
decir, funcionando como liberadores de
glutamato. Esta reversion por la caida del
ATP ha podido ser demostrada también en
el estrés (Lawrence y Sapolsky, 1994; Ja-
baudon, Scanziani y Gahwiler, 2000; Ros-
si, Oshima y Attwell, 2000).

Liberacién de citocinas en el cerebro du-
rante el estrés

Aunque una cantidad considerable de estu-
dios muestran que el estrés fisico o psico-
logico eleva los niveles plasmaticos de va-
rias citocinas (p.e. TNFa, IL-6, IFNy) en
animales y en seres humanos con estrés o
ansiedad (Minami et al., 1991; Fiers y Ag-
garwal, 1992; ; Yamasu, Shimada, Sakaizu-
mi, Soma y Mizuno, 1992; Ruddle, 1992;
Shintani et al., 1995; Ackerman, Martino,
Heyman, Moyna y Rabin, 1998; Nukina et
al., 1998; Maes, Song, Lin, De Jongh, 1998;
Dunn, Wang y Ando, 1999; Holden y Paku-
la, 1999), el significado fisioldgico de esta
elevacion queda atin por aclarar.

Una de estas citocinas, el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNFa), es liberada ra-
pidamente por el cerebro en respuesta a la
lesion del tejido cerebral, ya sea por trau-
ma, isquemia, infecciones o procesos de-
generativos (Wang y Shuaib, 2002). En
realidad, TNF es un grupo de citocinas con
dos formas denominadas o y B3, que se de-
rivan de dos genes diferentes. Numerosos
estudios se han focalizado en la forma a
porque su produccion excesiva puede cau-
sar dafio tisular (Wang y Shuaib, 2002).
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Como otras citocinas, TNFa ejerce sus
efectos principalmente sobre dos receptores
diferentes, (TNFR1 -0 p55- y TNFR2 -o
p75-), activando una compleja cascada de
sefales que median efectos distintos (Smith
y Baglioni, 1992; Baud y Karin, 2001): de
esta forma, TNF-o puede contribuir al da-
fio cerebral pero también posee un efecto
adaptativo protector (Shohami, Ginis y
Hallenbeck, 1999).

TNFa es liberado en su forma soluble
desde su precursor unido a membranas por
una metaloproteinasa denominada conver-
tasa de TNF-a (TACE/ADAMI17) (Rosen-
dahl, Ko, Long y Brewer, 1997; Moro et
al., 2003). TACE corta el pro-TNFa ancla-
do en la superficie celular liberando la for-
ma madura (Black y White, 1998). Tanto la
expresion de TACE como su actividad se
modifican en ciertas condiciones neuroin-
flamatorias en las que se ha descrito un in-
cremento de los niveles de TNFa, como
enfermedad cerebrovascular, esclerosis
multiple o traumatismo cerebral (Feuers-
tein, Wang y Barone, 2001). En nuestras
investigaciones hemos observado que tras
someter tan s6lo 30 min. a un estrés de in-
movilizacién la actividad enzimatica de
TACE aumentaba en corteza cerebral (Ma-
drigal et al., 2002) de ratas. La consecuen-
cia predecible de la activacion de TACE es
un gran incremento de la liberacion de
TNFa; de hecho, esto es lo que se ha en-
contrado en muestras de cerebro de anima-
les estresados (Madrigal et al., 2002).

En un intento de completar el esquema
de la secuencia de acontecimientos que tie-
nen lugar en el cerebro tras la exposicion a
estrés, también se ha investigado la posible
influencia del glutamato en la liberacion de
TNFa utilizando un bloqueante especifico
de los receptores NMDA, la dizocilpina
(Madrigal et al., 2002). Curiosamente, el
bloqueo de los NMDA no sélo disminuye
la actividad y expresion de TACE inducida
por estrés, sino también su expresion cons-

titutiva, asi como los niveles de TNFa
(Madrigal et al., 2002), lo que pone de ma-
nifiesto el papel crucial del glutamato en la
iniciacion de una respuesta bioquimica con
ciertos puntos en comin con los procesos
inflamatorios.

Activacion de factores de transcripcion en el
estrés. Papel del NF«B (factor nuclear xB)

El NFxB es un factor de transcripcion que
se expresa ampliamente en el SNC. Consta
de homo- o heterodimeros de proteinas re-
lacionadas  estructuralmente  (Baldwin,
1996; Ghosh, May y Kopp, 1998). El tipo
mas ampliamente distrubuido es el hetero-
dimero compuesto de las subunidades p65
(RelA) y p50. Este dimero aparece unido a
una tercera subunidad inhibitoria, denomi-
nada IkB, cuya unién inactiva al NFxB. La
activacion de este factor de transcripcion
comprende la activacion secuencial de va-
rios complejos enzimaticos (Malinin, Bol-
din, Kovalenko y Wallach, 1997), que, a su
vez, activan una IkB cinasa (IKK) (DiDona-
to, Hayakawa, Rothwarf, Zandi y Karin,
1997). Esto constituye la sefial para la de-
gradacion de la IkB. Una vez liberado de su
subunidad inhibitoria, el NFkB puede tras-
locarse al nucleo donde se une a secuencias
especificas de ADN en la region promotora
de varios genes “diana”, entre los que se en-
cuentran algunos implicados en el dafio oxi-
dativo/nitrosativo cerebral (por ejemplo, las
enzimas inducibles NOS y COX).

Hallazgos recientes han demostrado que
el estrés activa el NFxB en células del ce-
rebro muy pronto: 4 horas después del ini-
cio del estrés ya puede observarse en mo-
delos animales (Madrigal et al, 2001). Esta
activacion del NFkB ha sido confirmada
posteriormente en experimentos en huma-
nos sometidos a estrés psicoldgico (Bier-
haus, Wolf'y Andrassy, 2003).

Numerosos estimulos (infecciones bac-
terianas o viricas, radiaciones UV o ioni-
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zantes, exposicion a radicales libres o a ci-
tocinas) activan NF[IB (Baldwin, 1996;
Middleton et al., 2000). Uno de estos acti-
vadores es el TNFa (Li y Karin, 1999). La
implicacioén de la TACE y del TNFa en la
activacion NFxB inducida por estrés ha
podido también ser confirmada por estu-
dios en los que se han utilizado inhibidores
selectivos de TACE (Madrigal et al,
2002). Ademas, es de interés el papel esen-
cial que la activacion de receptores NMDA
como factor desencadenante de este proce-
s0, ya que el bloqueo de este receptor in-
hibe la traslocacién de NF-«xB.

Abordaremos ahora las consecuencias de-
rivadas de la activacion de estos factores de
transcripcion, como es la expresion de va-
rios genes responsables como los que estan
implicados en la generacion de productos
oxidativos/nitrosativos.

Mediadores oxidativos/nitrosativos rela-
cionados con NF«B en el estrés

Alguno de los genes diana del NFxB son
fuente de mediadores oxidati-
vos/nitrosativos. Dos de ellos, las isofor-
mas inducibles de la 6xido nitrico sintasa
(INOS, NOS-2) (Xie, Kashibara y Nathan,
1994) y de la cicloxigenasa (COX-2) (Ap-
pleby, Ristimaki, Neilson, Narko y Hla,
1994) han sido directamente implicados en
el dafio cerebral por estrés.

iNOS

Como ya se ha explicado, esta isoenzima
de la NOS media fendmenos de citotoxici-
dad en muchos sistemas celulares (Monca-
da, Palmer y Higgs, 1991; Gross y Wolin,
1995), principalmente debido a los efectos
oxidativos/nitrosativos producidos por la
extensa y prolongada liberaciéon de NO,
que reacciona (es un radical libre) produ-
ciendo otras especies oxidantes como el
anion peroxinitrito (ONOO") (Beckman y
Koppenol, 1996).

Hay muchos datos sobre el papel que
desempena el NO en procesos patologicos
que ocurren en el SNC. De hecho, se ha
comprobado que se da una generacion ex-
cesiva del NO en ciertos tipos de epilep-
sias, dafio hipoxico-isquémico y procesos
neurodegenerativos como la enfermedad de
Alzheimer, la de Parkinson o la corea de
Huntington (Moncada, Palmer y Higgs,
1991). En el estrés también se produce un
incremento de los niveles de NO tanto en
la periferia (plasma) como en el cerebro de
animales (Calza, Giardino y Ceccatelli,
1993; Krukoff y Khalili, 1997; Leza, Salas,
Sawicki, Russell y Radomski, 1998) y de
humanos (Mizock, 1995), asi como una re-
duccioén de los niveles plasmaticos de argi-
nina, el precursor del NO (Milakofsky,
Vogel y Harris, 1993). Esta liberacion sis-
témica de NO podria, de hecho, contraba-
lancear los efectos vasoconstrictores y
proagregantes de las hormonas del estrés
durante las primeras etapas de la respuesta
del organismo al estrés. De nuevo, el NO
estaria aqui mostrando su faceta dual.

En el cerebro se ha observado que el es-
trés por inmovilizacion incrementa la acti-
vidad iNOS y su expresion ya a las 6 h tras
el inicio del estrés (Madrigal et al., 2002).
Exposiciones mas prolongadas producen
mayores niveles de actividad y expresion
de iNOS (Olivenza et al., 2000). Los efec-
tos deletéreos de la induccion de iNOS
mantenida incluyen la acumulacion de pro-
ductos aldehidicos por la reaccion de los
EROs sobre los componentes lipidicos de
las membranas celulares -productos de pe-
roxidacion lipidica-, asi como la disrupcion
—aumento de permeabilidad- de la barrera
hematoencefalica y la disminucion de la
funcién mitocondrial de células cerebrales
(Madrigal, Moro, Lizasoain, Lorenzo y Le-
za, 2002; Madrigal et al., 2001). Los datos
farmacologicos obtenidos tras la utilizacion
de inhibidores selectivos de la actividad de
la iNOS (1400W o aminoguanidina) apo-
yan la conclusion de que la iNOS juega un
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papel primordial en el dafio cerebral indu-
cido por estrés (Olivenza et al., 2000). No
esta todavia claro si es el NO es, per se, la
molécula efectora de este dafio neuronal:
de hecho, como se ha apuntado antes, una
elevacion persistente de los niveles de NO
conlleva a la generacion del potente agente
oxidante peroxinitrito (ONOQO"), a partir
del superoxido O7 y el NO. La sobreexpre-
sion de iINOS y la enorme acumulacién de
NO que puede observarse en el cerebro du-
rante el estrés cronico explica la formacion
de peroxinitrito (Olivenza et al., 2000) y la
consiguiente peroxidacion lipidica.

La induccion de la iNOS en el estrés,
como ocurre en otros sistemas del orga-
nismo, depende de la activacion del NFxB.
Estudios farmacologicos con inhibidores
de la activacion del NFkB como el PDTC
(pirrolidin-ditiocarbamato) han confirmado
este dato (Madrigal et al., 2001). También
se han disefiado experimentos para evaluar
la posibilidad de que las citocinas y los
aminoacidos excitadores estén implicados
en la activacion de la iNOS inducida por
estrés. En efecto, tanto los bloqueantes es-
pecificos de los receptores NMDA de glu-
tamato como los inhibidores de la actividad
TACE inhiben la expresion y la actividad
de iNOS inducida por estrés en el cerebro
(Madrigal et al., 2001; Madrigal, Moro, Li-
zasoain, Lorenzo y Leza, 2002).

COX-2

Como ocurre en el caso de NOS, hay iso-
formas diferentes de cicloxigenasas
(COX), denominadas COX-1, 2 y 3. COX-
1 es expresada de manera constitutiva en
casi todos los tejidos. COX-2 es expresada
en células implicadas en la inflamacion
(p.e., macréfagos, monocitos, sinoviocitos)
y es responsable de la sintesis de prosta-
noides en procesos patologicos. La COX-3
ha sido recientemente identificada como
una variante (splice) de la COX-1 (Chan-
drasekharan et al, 2002).

activacidn de

COX-2 es uno de los componentes fun-
damentales en la respuesta inflamatoria y
sus productos son responsables de la cito-
toxicidad en modelos de inflamacion (Sei-
bert et al., 1995). Aunque la COX-2 se ex-
presa consitutivamante en cerebro (Yama-
gata, Andreason, Kaufmann, Barnes y
Worley, 1993), su expresion esta estimula-
da en varios procesos neuroldgicos como
isquemia, enfermedad de Alzheimer o cier-
tos tipos de epilepsia (Miettinen et al.,
1997; Nogawa, Zhang, Ross y ladecola,

1997; Pasinetti, 1998).

activacidn de ﬂ
factores

ESTRES
U <«+— glucocorticoides

liberacion de
glutamato

liberacian de
citocinas (TNFa)

/ de transcripcid n\
(NF«B)
activacidn de ﬂ

COX-2 INOS

~ «

actimulo de
mediadores
oxidativos/nitrosativos

Dafio celular: en membmnas
{percoddadon lipidica, dafio
transporadores...)
en mitccondrias (agotamiento
energético)
dafic ADM
reduccicn de dendritas
atrofia neurcnal

Figura 2. Liberacion de mediadores oxidati-
vos / nitrosativos en el cerebro tras la exposi-
cion a estrés. Neurodegeneracion.

Los mecanismos por los que la COX-2
puede producir dafio celular implican la
generacion de radicales libres de oxigeno
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(Egan, Paxton y Kuehl, 1976). A este efec-
to, las prostaglandinas suman el hecho de
que pueden ser responsables del dafio por
si mismas debido a su capacidad de inducir
liberacion de glutamato de los astrocitos
(Bezzi et al., 1988), o apoptosis (Takadera,
Yumoto, Tozuka y Ohyashiki, 2002). La
conexion entre la accion de la COX-2 y el
dafio neuroldgico se deduce de numerosos
estudios en los que la inhibicion de la acti-
vidad COX-2 (Araki, Forster, Dubinski,
Ross y Iadecola, 2001; Domoki, Perciac-
cante, Puskar, Bari y Busija, 2001) o la de-
plecion de su gen (Iadecola et al., 2001) va
seguida de neuroproteccion.

En cuanto a las situaciones estresantes,
varios estudios han mostrado un incremen-
to de los niveles mRNA de COX-2 en rato-
nes sometidos a natacion forzada (Yamaga-
ta, Andreason, Kaufmann, Barnes y Wor-
ley, 1993) asi como un incremento de la
expresion y de la actividad de COX-2 en la
corteza cerebral tras una exposicion corta a
estrés de inmovilizacion (4-6 h) en ratas
(Madrigal et al., 2003). Herramientas expe-
rimentales inhibidoras especificas de la ac-
tividad COX-2 (Futaki et al., 1994) previe-
nen el incremento de la peroxidacion lipi-
dica y la deplecion de los principales anti-
oxidantes tisulares (glutation), lo que su-
giere que esta isoforma de la COX estd im-
plicada en la acumulacién de mediadores
oxidativos que se observa en el cerebro tras
el estrés. La actividad y la expresion de la
COX-2, como en el caso de la iNOS, esta
mediada por glutamato y NFxB (Miettinen
etal., 1997).

Conclusiones y futuras direcciones

(Podran prevenirse las consecuencias a
largo plazo del estrés sobre la funcién ce-
rebral?. Hasta ahora, el manejo farmacolo-
gico de situaciones similares y del SEPT
incluye ansioliticos que reducen los sinto-

mas, pero probablemente sea necesario ac-
tuar sobre las consecuencias celulares de la
liberacion de los mediadores que hemos
repasado en esta revision.

El estudio de la respuesta del cerebro al
estrés (agudo o cronico) es de enorme im-
portancia por cuatro razones fundamenta-
les: primera, porque el estrés subyace a
cualquier estado patologico en el humano,
por lo tanto, todas las enfermedades con-
llevan un cierto grado de estrés; segunda,
porque la respuesta al estrés es una res-
puesta de defensa del organismo: se trata
de un proceso, al menos al principio, fisio-
logico, que debe conservarse y no abolir
con bloqueantes generalizados de la fun-
cion adrenal; tercera: los datos de muchos
grupos de investigacion en los ultimos afios
indican que en el cerebro, el estrés produce
una respuesta superponible a la de la mayo-
ria de las enfermedades neurodegenerativas
(excitotoxicidad, procesos inflamatorios, y,
finalmente, muerte celular); y cuarta: existe
una patologia psiquiatrica especificamente
causada por el estrés de larga duracion, el
llamado trastorno por estrés postraumatico
o SEPT. En conjunto, los datos revisados
aqui indican que los aminoacidos excitado-
res y la activacion consiguiente de NF-xB
provocan la expresion y activacion de iN-
OS y COX-2 en la corteza cerebral e hipo-
campo (Fig. 2), y apoyan un posible papel
neuroprotector para los inhibidores especi-
ficos en estas situaciones. Teniendo en
cuenta el papel que estas enzimas desem-
pefian como iniciadoras de la excesiva libe-
racion de glutamato y de TNFa, la utiliza-
cion de farmacos que reduzcan su accion
podria ser de utilidad para minimizar o in-
cluso prevenir el dafio cerebral en seres
humanos. Las herramientas experimentales
probadas hasta ahora son la pauta para la
nueva tarea cientifica, que debera ir dirigi-
da al disefio de moléculas que puedan ad-
ministrarse a los humanos sometidos a es-
trés de larga duracion o gran intensidad.
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Como conclusién, puede decirse que se es-
ta abriendo una nueva via para un posible
tratamiento con farmacos que reduzcan la
acumulacion de moléculas oxidantes en el
cerebro que se produce tras una exposicion
prolongada a estrés. Las investigaciones en
curso deberan comprobar la validez de es-
tas nuevas categorias farmacoldgicas utili-
zadas solas o conjuntamente con los anti-
depresivos, ansioliticos y neuroprotectores

Los Ministerios de Ciencia y Tecnologia y Sa-
nidad y Consumo (SAF2004-00027; 01/0650;
BMC 1912 y PM 97/0054) han financiado va-
rios de los proyectos del grupo investigacion
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