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RESUMEN

La separacion materna y la exposicion a infecciones en etapas
tempranas, son factores estresantes que predisponen al individuo a
presentar alteraciones en la conducta, tales como la ansiedad y la
depresion. Sin embargo, se sabe poco acerca de como el estrés
inducido por dos factores como la separacién materna y el simulador
de una infeccion, a través de lipopolisacaridos (LPS), pueden alterar el
desarrollo normal cerebral durante las etapas tempranas de la vida e
inducir una mayor vulnerabilidad a psicopatologias. En los humanos un
predictor importante de la susceptibilidad de un individuo es su sexo,
las mujeres muestran tasas mas altas de ansiedad y depresion.

Analizamos si las ratas hembra adultas expuestas a un doble reto
estrés - inmune en la etapa neonatal presentan alteraciones en las
conductas tipo ansiosa y depresiva, asi como en la respuesta
neuroinmune de las células microgliales en las zonas Hilus y CA3 del
hipocampo. Se utilizaron cuatro grupos de ratas hembra Sprague
Dawley adultas: un grupo control formado por crias sin molestar
(CONT-VEH), un grupo sometido a separacion materna (SM, 3 h/ dia, 1-
14 dias posnatales), un grupo al cual se le inyecté lipopolisacarido (LPS,
0.5 mg/kg) en el dia posnatal (PN)14 y un grupo sometido al doble reto
SM-LPS. Todos los grupos fueron destetados al dia posnatal 21 y
permanecieron en el bioterio hasta llevar a cabo las pruebas de
conducta. A los 5 meses de edad, las ratas fueron sometidas a las
pruebas de campo abierto (OFT), laberinto elevado en cruz (EPM) y
nado forzado (FST). Después de las pruebas de conducta las ratas
fueron sacrificadas y los cerebros fueron recolectados para su
posterior tratamiento. Finalmente se realizaron inmunohistoquimicas
con el anticuerpo anti-lba1, especifico para microglia. Posteriormente
se realizé un conteo de la densidad y la activacion de las células
microgliales en el hipocampo en las areas de Hilusy CA3, mediante un
analisis morfoldgico de estas células.

La separacion materna provocé un incremento en las conductas de
ansiedad y tipo depresiva en las ratas adultas. Las ratas expuestas sélo
al LPS presentaron una mayor conducta de ansiedad; sin embargo, en
el grupo SM-LPS, la conducta de ansiedad mostré una atenuacion por el
efecto de la SM. El LPS no caus6 una conducta tipo depresiva en las
ratas; pero, si propicio una mayor activacion y una menor densidad de
microglia en ambas zonas analizadas, Hilusy CA3; por su parte, la SM,
s6lo indujo una mayor activacioéon en la zona del Hilus.

Palabras clave: Depresion, ansiedad, separacion materna, LPS,
hipocampo.



Abstract

Materna separation and exposure to early-stage infections are stressors
that predispose the individual to behavioral disturbances, such as
anxiety and depression. However, little is known about how stress
induced by two factors such as maternal separation and the simulator of
an infection, through lipopolysaccharides (LPS), can alter normal brain
development during early life and induce greater vulnerability to
psychopathologies. In humans an important predictor of an individual's
susceptibility is their sex, women show higher rates of anxiety and
depression.

We analyzed whether adult female rats exposed to a double stress-
immune challenge in the neonatal stage show alterations in anxious and
depressive behaviors, as well as in the neuroimmune response of
microglial cells in the Hilus and CA3 areas of the hippocampus. Four
groups of adult female Sprague Dawley rats were used: a control group
consisting of undisturbed pups (CONT-VEH), a group subjected to
maternal separation (SM, 3 h / day, 1-14 days postnatal), a group in
which Lipopolysaccharide (LPS, 0.5 mg / kg) was injected on postnatal
day (PN) 14 and a group subjected to the double SM-LPS challenge. All
groups were weaned on postnatal day 21 and remained in the animal
house until conducting behavioral tests. At 5§ months of age, the rats
were subjected to the open field tests (OFT), elevated plus maze (EPM)
and forced swim (FST). After the behavioral tests, the rats were
sacrificed and the brains were collected for further treatment. Finally,
immunohistochemistry was performed with the anti-lba1 antibody,
specific for microglia. Subsequently, a count was made of the density
and activation of microglial cells in the hippocampus in the areas of Hilus
and CA3, by means of a morphological analysis of these cells.

Materna separation caused an increase in anxiety-type and depressive-
type behaviors in adult rats. Rats exposed only to LPS showed greater
anxiety-type behavior; however, in the SM-LPS group, anxiety-like
behavior was attenuated by the effect of SM. LPS did not cause
depressive-like behavior in rats; but, if it propitiated a greater activation
and a lower density of microglia in both areas analyzed, Hilus and CA3;
SM, for its part, only induced greater activation in the Hilus area.



I.- INTRODUCCION

El estrés es el conjunto de procesos y respuestas neuroendocrinas,
inmunolégicas, emocionales y conductuales ante situaciones que
significan una demanda de adaptacion mayor que lo habitual para el
organismo y son percibidas por el individuo como amenaza o peligro, ya

sea para su integridad biolégica o psicoloégica (Seyle, 1950). El estrés
en la infancia se asocia a un mayor riesgo para desarrollar trastornos
mentales, como ansiedad y depresion (Turner y Lloyd, 2004). La edad
temprana es una etapa importante en el desarrollo del sistema inmune
(Ofer Levy, 2007); de la misma manera, las estructuras implicadas en la
respuesta al estrés como el hipocampo, la amigdala y la corteza
prefrontal, se sabe que son muy sensibles en la infancia (Reynolds et al.,
2013).

En respuesta al estrés, las células microgliales del SNC constituyen la
primera linea de defensa contra cualquier insulto dentro del cerebro,
proliferan hacia la zona del insulto, se activan y liberan citocinas
proinflamatorias (Rakic y Zecevic, 2000). Estudios realizados
anteriormente en nuestro laboratorio han mostrado que el LPS aumenta
la activacion de las células microgliales en ratas neonatas macho
(Saavedra et al., 2017), igualmente observaron este aumento en las
ratas expuestas a SM (Roque et al, 2016).

Existe escasa investigacion sobre ansiedad y depresion en hembras;
por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del estrés por
SM y por la exposicion a LPS en las conductas de ansiedad y tipo
depresiva; asi como en la respuesta neuroinmune de las células
microgliales de ratas hembra en la etapa adulta y de esta forma aclarar
algunos de los paradigmas de estrés existentes en este género.



Il.- MARCO TEORICO

2.1.- Respuesta general al estrés

Seyle, fue un investigador pionero en el estrés, definié al mismo como
una perturbacion de la homeostasis. La homeostasis es un proceso
continuo de auto-regulacién o recuperacion del cuerpo con el fin de que
prevalezcan los valores fisiolégicos ideales, a pesar de los cambios en
el medio interno o externo (Walter B. Cannon, 1932). Diariamente un
organismo se somete a estimulos nocivos o estresantes, que pueden ser
factores ambientales como la temperatura, la urbanizacién, el ruido,
incluso un reto inmunoldgico (Irwin MR, 2008). Estos estimulos activan
el sistema limbico, enfrentando al organismo a una respuesta de “lucha
o huida” de forma inmediata; sin embargo, cuando el estimulo persiste
o se intensifica y el equilibrio no es restablecido de inmediato, se
produce una reaccion de alarma denominada respuesta al estrés
(Charmandari et al., 2005). La respuesta al estrés es una respuesta
automatica del organismo para hacer frente a las consecuencias de
cualquier cambio ambiental externo o interno (Salposky, 1994); el
organismo busca sobreponerse al estimulo estresante y lograr
recuperar su homeostasis, en un proceso llamado alostasis (McEwen,
1998).

La respuesta al estrés esta controlada por el sistema nervioso central
(SNC) y la coordinacion que éste ejerce sobre el sistema nervioso
auténomo, el sistema endocrino y el sistema inmune (Gémez y Escobar,
2006); en conjunto se encargan de regresar la homeostasis al
organismo (Elenkov |J et al., 2000). Ante una situacion de estrés, el
organismo tiene una serie de reacciones fisiolégicas que comienzan con
la activacion del sistema nervioso central (SNC) y periférico, liberando
hormonas y respuestas quimio-celulares (Lightman et al; 2001); asi
como la activacion del eje hipotalamo-hipéfisis-glandula suprarrenal
(HPA), principal efector de la respuesta al estrés, aumentando los
niveles de las hormonas del estrés. La activacion del SNC y periférico
provocan secrecion de catecolaminas (noradrenalina, adrenalina). Al
elevarse los niveles de catecolaminas en el torrente sanguineo
provocan reacciones en el organismo para enfrentar al estresor (Gémez
y Escobar, 2006). La respuesta al estrés dependera de la duracién y/o
de la frecuencia del estimulo estresante (Sapolsky, 1994). Finalmente,
cabe destacar que cuando esta respuesta es inadecuada, excesiva o
prolongada, altera la fisiologia y el comportamiento normal, dejando el
organismo vulnerable a enfermedades (Pacak y Palvotis, 2001).

2.2.- Activacion del eje HPA

El eje HPA es un eje neuroendocrino encargado de la respuesta al
estrés. El eje HPA consta del nlcleo paraventricular del hipotalamo
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(PVN), la glandula pituitaria anterior y la glandula suprarrenal. El PVN
controla el nivel de activacion del eje HPA; al activarse, secreta la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina (AVP), hacia
el sistema porta hipofisario; el cual, permite el intercambio de hormonas
entre el hipotalamo y la glandula pituitaria anterior (Ferguson et al.,
2008). La glandula pituitaria tiene un papel fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis durante y después del estrés. En esta
glandula, la CRH, se une al receptor CRHR1 de los corticotropos (Bale y
Vale, 2004 ), estimulando la sintesis y liberacion de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) en la circulacion general (Rivier y Vale,
1985). Las glandulas suprarrenales secretan hormonas durante el
periodo de estrés, en la médula suprarrenal se secreta epinefrina y
norepinefrina (Mitani, 2014) y en la zona fasicular, la ACTH estimulala
sintesis de glucocorticoides; principalmente cortisol en humanos y
corticosterona en ratas ( Rivier y Vale, 1985). Ademas, las glandulas
suprarrenales tienen acceso estratégico al sistema vascular que les
permite regular los niveles de hormonas reactivas y basales (Rosol et al;
2001). Por otra parte, los axones de las neuronas oxitocinérgicas y
vasopresinérgicas en ladivision magnocelular del PVN se proyectan a
la hipéfisis posterior, donde liberan OT y AVP a la circulacién general
para regular la respuesta fisiologica a los factores estresantes
(Ferguson et al., 2008).

El eje HPA es inhibido por los glucocorticoides en un proceso de
retroalimentacion negativa que restablece el estado homeostatico
inicial, actuando en regiones cerebrales que incluyen el PVN, la
hipéfisis, el hipocampo y otras areas limbicas (McEwen y Gianaros,
2010). En la hipéfisis anterior se activan los corticotropos que liberan
ACTH en el torrente sanguineo, causando un aumento en el calcio
intracelular impulsado por la via de cAMP-proteina quinasa A (Majzoub,
2006). El mal funcionamiento de este proceso genera niveles anormales
de cortisol y puede provocar una desregulaciéon del eje HPA (Kovacs y
Makara, 1988). Este proceso parece ser adaptativo (McEwen y
Gianaros, 2010). La desregulacion en este eje muestra relacién con
trastornos neuropsiquiatricos y puede resultar en otras patologias
como inmunodeficiencia, deterioro de la memoria, obesidad y
trastornos cardiometabdlicos (Levine et al., 2014).

2.3.- Diferencias en la activacion del eje HPA debidas al sexo

Existen diferencias biologicas y fisiolégicas en los mecanismos de
respuesta al estrés entre sexos (Bale y Epperson, 2015). Las diferencias
sexuales en las respuestas al estrés se pueden encontrar en todas las
etapas de la vida y estan relacionadas con la activacion de las hormonas
gonadales (McCormick y Mathews, 2007). Los niveles fluctuantes de
esteroides gonadales en mujeres a lo largo del ciclo menstrual son un
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factor importante que contribuye a las diferencias de sexo en el
incremento de la actividad del eje HPA en mujeres en comparacion con
los hombres (Oyolaet al.,, 2017). Los niveles de progesterona y
estrégeno a lo largo del ciclo estral también muestran un vinculo directo
con la respuesta al estrés de las ratas hembra (Viau y Meaney, 1991).

Los cambios en los niveles de las hormonas gonadales, que ocurren
durante los periodos de desarrollo y maduraciéon, influyen a lo largo
del eje HPA, incluidas las conexiones aferentes al PVN, la
neuromodulacién de las neuronas de CRH, el tamano y la actividad
esteroidogénica de la cortezade las glandula suprarrenales, la
regulacion de los sistemas de neurotransmisores como 5-HT,
norepinefrina y expresion del receptor de CRH. La interaccién
hormonal reciproca entre la regulacion del eje HPA y el eje hipotalamo-
pituitaria-génadas (HPG) viene dada por la participacion de los
estrégenos en la regulacion de la retroalimentacién negativa del eje
HPA en multiples sitios (Weiser y Handa, 2009). También cabe seialar
que los receptores de estréogenos se encuentran en diferentes
proporciones en las neuronas del PVN, encargado de la activacion del
eje HPA (Hrabovszky et al., 2004). La interferencia en la regulacion entre
estos ejes podria llevar a anomalias en las respuestas al estrés (Oyola
etal., 2017).

Los niveles hormonales también pueden ayudar a explicar por qué
ciertas hormonas tienen efectos especificos en la respuesta al estrés
segun el sexo. Por ejemplo, se sabe que durante la respuesta al estrés
en las ratas hembra se encuentran incrementados, en un mayor
porcentaje que los machos, los niveles de vasopresina, ACTH y cortisol;
la cual, se mantiene elevada durante mas tiempo (Figueiredo et al.,
2002). Ademas de estas discrepancias existen otras diferencias
anatomicas, por ejemplo, las mujeres cuentan con una mayor cantidad
de neuronas parvocelulares vasopresinérgicas en el PVN que los
hombres (Ishunina y Swaab, 1999) y su activacion es mayor (Larkin et
al; 2010).

2.4.- E| estrés en la infancia

Durante la infancia existe la probabilidad de exponerse a condiciones
estresantes como el maltrato, la mala maternidad o la pérdida de los
padres, los trastornos psiquiatricos de los padres, entre otros (Quiao et
al., 2016). Por tener un dato, en una encuesta en EUA se encontré que
aproximadamente 15.5 millones de nifios son victimas del abuso fisico o
emocional por parte de uno de los padres cada afo en ese pais
(McDonald et al. 2006 ).

El estrés en la infancia se asocia a un mayor riesgo para desarrollar
trastornos mentales, como trastornos de ansiedad y depresion (Turner
y Lloyd, 2004); al igual que, incrementa el riesgo del desarrollo de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oyola%20MG%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=28859530
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4620712/#R6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R78
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oyola%20MG%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=28859530
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R53
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R53
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R82
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R100
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5815295/#R100
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5613976/#R10

enfermedades croénicas y el abuso de sustancias en edades
posteriores de la vida (Juruena, 2014). Como ejemplo de los eventos
estresantes durante la infancia que contribuyen el aumento a la
probabilidad de padecer trastornos psicolégicos en la edad adulta,
estan los siguientes: la mala calidad de la relacion padre-hijo (Lacey et
al., 2013) e igualmente el divorcio de los padres durante la infancia
puede provocar la angustia psicologica del adulto (Morgan et al., 2012).

Se cree que los efectos a largo plazo de la adversidad infantil son
debidos a la exposicion a estrés en periodos de cambios fisiolégicos en
el desarrollo. Durante el desarrollo posnatal existe un periodo de
regulacion de la plasticidad epigenética, la cual es parte de la formacién
de sinapsis especificas durante los periodos criticos de desarrollo
sexual y psicolégico (Bale y Epperson, 2015). También se ha
demostrado que estos mecanismos epigenéticos son causantes de
transmitir los cambios neuronales y conductuales producidos frente a
la adversidad temprana a las siguientes generaciones (Groger et al.,
2016). Las estructuras implicadas en la respuesta al estrés como el
hipocampo la amigdala y la corteza prefrontal, se sabe que son
sensibles a la adversidad de la infancia (Reynolds et al.,, 2013);
igualmente, la adversidad temprana se encuentra ligada a la
desregulacion del HPA (Chiang et al., 2015), asi como a niveles altos de
mediadores proinflamatorios (Ehrlich et al., 2016). Por mencionar un
ejemplo, los resultados en un estudio de personas adultas con
antecedentes de maltrato en su infancia mostraron volumenes
reducidos de la corteza prefrontal o el hipocampo, aumento del nivel de
activacion del eje HPA en respuesta al estrés en comparaciéon con
personas no maltratadas (Danese et al., 2012).

2.5.- Diferencias en la respuesta al estrés de acuerdo al sexo

La prevalencia de los trastornos de depresion y ansiedad en mujeres
contrario a los hombres surge solo después de la pubertad (Angold y
Costello, 2006). Se sugiere que la progesteronay estrégenos, en la
adolescencia, tienen relaciéon con los trastornos afectivos (Hayward y
Sanborn, 2002). Mandakh Bekhbat y Gretchen N. Neigh (2018) dieron a
conocer que las mujeres parecen ser mas susceptibles a los efectos
genéticos causantes de la conducta tipo depresiva que los hombres.

Existe poca investigacion en modelos animales hembras, cuando un
predictor importante de la susceptibilidad de un individuo a la
enfermedad mental es su sexo (Astbury, 2001; Eaton, 2012). La
susceptibilidad de las hembras a trastornos mentales es dada por
respuestas neuro-inmunes sexo-especificas seguidas por la exposicion
a un estimulo estresante concreto (Bekker y van, 2007). Asi mismo otra
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evidencia sugiere que el estrés cronico puede llevar a inmunosupresion
exagerada en hembras comparadas con los machos (Eaton et al., 2012).

2.6.- Modelo de separacion materna temprana en ratas

La interaccién entre madre y cria tiene por objeto brindar seguridad a
los recién nacidos y modular la actividad de sus sistemas
neuroendocrinos y fisioldgicos que son basicos para el sostenimiento
de la vida y que a largo plazo les permitiran desarrollar mecanismos
para afrontar las futuras demandas ambientales (Macri et al., 2008).
Para investigar el estrés en las etapas tempranas de la vida y sus
efectos psico - fisiolégicos a lo largo del desarrollo son usados los
modelos con roedores. Los modelos con roedores son ajustados
tratando de lograr una similitud entre el comportamiento natural de los
roedores con la conducta del humano (Cruz-Morales et al., 2003).

El modelo de separacién materna temprana se ha utilizado para
investigar el estrés temprano en ratas y sus efectos a largo plazo,
consiste en alterar el tiempo de las crias de rata junto a su madre y se
evalua esta separacion a través de pruebas de comportamiento.
Existen algunas variantes en este modelo, como el tiempo en que pasan
separadas las crias de su madre y el nimero de dias del procedimiento
(Liu et al; 2017). La duracién mas comin es de 3 a 4 horas al dia entre
los dias 2 a 14 posnatales (P2-P14) o (P2-P20) (Leussis et al; 2012).Con
respecto a los estudios de ansiedad y depresion, existe el uso de un
protocolo de 3 horas diarias de separacion por 14 dias (Kalinichev et al.,
2002, Lee et al., 2007, Lippmann et al., 2007).

2.7.- Infecciones en etapas tempranas

Los niflos recién nacidos son mas susceptibles a las infecciones,
especialmente cuando nacen prematuros (Kollmann et al., 2017); la
susceptibilidad a la infeccion es mayor en las primeras etapas de la vida
principalmente debido a un sistema inmune inmaduro,en esta edad es
menor la capacidad inmunolégica frente a la eliminacion de patégenos
y a la respuesta a las vacunas (Zhang X et al., 2017). Lo que conlleva, a
que las infecciones neonatales sean las principales causas de muerte
en el primer mes de vida (Osrin et al., 2004).

El sistema inmune es un sistema sensorial para factores ambientales y
depende de los estimulos sensoriales durante su desarrollo, esto
sugiere que la vulnerabilidad neonatal a la infeccion no se debe
simplemente a la inmadurez del sistema inmunolégico, sino a la forma
en que se regula la homeostasis inmunitaria (Ghazal Pl et al., 2013). Es
decir, la vida temprana es una etapa importante en el desarrollo del
sistema inmune humano, ya que el sistema inmune del recién nacido se
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enfrenta al reto de equilibrar la transicion de un entorno intrauterino a
un mundo rico en antigenos externos (Ofer Levy, 2007).

En la etapa neonatal existen deficiencias en la inmunidad innata como
una produccion disminuida de interferones, interleucina-12 (IL-12),
interleucina-23 (IL-23), e interleucina-18 (IL-18), y otras citocinas
proinflamatorias. La produccién disminuida del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-o), interleucina-18 (IL-18) e interleucina-12p70 (IL-
12p70) en relacion con los adultos esta presente durante varias
semanas después del nacimiento y es probable que contribuya a una
mayor susceptibilidad a la infeccion (Kollmann et al., 2012). Otras
deficiencias son las respuestas alteradas de monocitos y macréfagos
neonatales a multiples ligandos de receptores tipo Toll (TLR) (Marédi L,
2006). Los TLR son elementos clave en la capacidad del sistema
inmunitario innato para reconocer y responder a los patégenos y son de
importancia critica para las respuestas inmunitarias en la vida temprana
(Kollmann et al., 2012).

En el humano, durante los 3 primeros meses, el sistemainmune entra en
un periodo critico de desarrollo de las células B, las células asesinas
naturales (NK) y las células dendriticas (DC), estas células alcanzan
fenotipos similares a los adultos durante este periodo, por lo cual las
exposiciones ambientales son mayormente percibidas durante este
tiempo y pueden llegar a tener consecuencias a largo plazo en
enfermedades inmunomediadas (Arrieta et al.,, 2015). Diversas
investigaciones han sugerido que la exposicion en edades tempranas de
la vida a infecciones puede llevar eventualmente al desarrollo de la
enfermedad en la edad adulta (Rogers y Velten M, 2011) incluida la
vulnerabilidad a trastornos cognitivos y/o neuropsiquiatricos (Shi et al.,
2009).

2.8.- Relacion estrés- sistema inmune

Durante la respuesta al estrés ocurre un hipo-funcionamiento del
sistema inmune, aumentando la susceptibilidad a padecer una
enfermedad (Cannon WB, 1929). Por otra parte, factores estresantes no
infecciosos también intervienen en la respuesta inmune innata,
conduciendo a respuestas celulares, inmunolégicas y fisiolégicas
desequilibradas (Le Grand y Day, 2016). Ademas, dependiendo del
estimulo, algunos provocan una respuesta inflamatoria del sistema
inmune (Chrousos, 1995). Las alteraciones causadas por el estrés, en el
sistema inmune, se encuentran mediadas por los moduladores
proinflamatorios liberados por las catecolaminas y los glucocorticoides,
al acoplarse a receptores especificos de las células del sistema inmune
(Glaser R et al., 2005). En respuesta al estrés las catecolaminas
liberadas estimulan la produccion de mediadores proinflamatorios
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(citocinas) e intervienen en la regulacion del eje HPA y a su vez la
activacion del eje HPA también influye en la expresion de las citocinas.
Las citocinas con las principales mediadoras de la actividad del sistema
inmunitario (Coutinho y Chapman, 2011); su produccioén, asi como su
actividad y la direccion de su respuesta inflamatoria se cree que se
encuentran mediados por GC (Wiegers et al., 1995). Las citocinas son
producidas por células cerebrales o por células inmunes; entre las
funciones de las citocinas estan las siguientes: La IL-6 se encuentra
relacionada con la hematopoyesis, la diferenciacion de las células B y la
activacion de las células T, la IL -1 se considera como un regulador de
la respuesta al estrés, la IL -10 tiene un papel inmunosupresor de la
respuesta inmune contra patégenos invasores (Uchoa et al., 2014).

El eje HPA se encuentra involucrado de igual manera con el aumento o
supresion de las respuestas inflamatorias a través de la secrecion de
CRH y ACTH, alterando los niveles de GC (Cooper y Stewart, 2003). Los
GC liberados por la corteza adrenal son inmunosupresores del sistema
inmune, ya que también atenuan la producciéon y la liberacion de
citocinas; del mismo modo, intervienen en los procesos de
diferenciacion, activacion, maduracion, movilizacion de células
inmunes (linfocitos T, linfocitos B) (Tian et al., 2009). Ademas, los
linfocitos, monocitos y lineas celulares linfoides de sangre periférica
humana expresan receptores tipo ll-glucocorticoide para las hormonas
corticoesteroideas (Ader R y Cohen N, 1993). Pero, a pesar de las
investigaciones, las vias de comunicacioén entre el cerebro y el sistema
inmunoldégico aun no estan del todo claro (Elenkov IJ et al., 2009).

2.9.- Respuesta neuroinmune

Durante la enfermedad y/o un insulto inflamatorio la relaciéon entre el
sistema inmune y el SNC, a través de la comunicacién neurona-
microglia, es esencial para mantener la homeostasis y generar una
adecuada respuesta inmunolégica, fisiolégica y conductual (Jurgens y
Johnson, 2010). También existe evidencia de que el sistema inmune,
incluidos los astrocitos y las células T, interacttan con la microglia y las
neuronas en estados normales y patologicos (Tian et al., 2009).

La respuesta neuroinmune constituye como linea de defensa a la
inmunidad innata, en donde macréfagos y células microgliales,
reconocen y responden a elementos infecciosos a través de receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs), patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a la
lesion/dano (DAMPs) (Akira et al., 2006). Posteriormente el sistema
inmune sintetiza y libera citocinas periféricas como la interleucina (IL) -
1B, IL-6 y TNF-a (Kelley et al., 2003). En respuesta a la estimulacioén de
estas citocinas periféricas, la senal se transmite al SNC donde se da
nuevamente la expresion de citocinas y ocurre el comportamiento de
enfermedad o postracion (Luheshi GN, 2000).
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2.10.- Células gliales

Las células gliales del SNC se clasifican de acuerdo a su morfologia en
células microgliales y en células macrogliales, en esta sub-clasificaciéon
estan comprendidos los astrocitos, los oligodendrocitos y las células
ependimarias. Los oligodendrocitos forman la envoltura y la mielina de
los axones del SNC. Por su parte, las células ependimarias controlan el
paso de sustancias desde el liquido cefalorraquideo hasta el tejido
nervioso (Kettenmann y Verkharatsky, 2008). Los astrocitos son las
células gliales mas numerosas y las células mas abundantes en el
sistema nervioso central, sobrepasando a las neuronas en una
proporcion de 10:1; estan encargados de proporcionar soporte fisico a
las neuronas aledanas, regulan la funcion neuronal mediante la
liberacion de factores neurotréficos, guian el desarrollo neuronal,
expresan receptores para neurotransmisores como: AMPA, GABA,
NMDA y glutamato, entre otros y contribuyen a su metabolismo
(Guillamén et al., 2015). Ademas, los astrocitos se encargan de regular
el pH extracelular y la concentracion de iones de potasio, participando
en la integridad funcional y estructural de la barrera hematoencefalica
(Nayak et al., 2014) de igual forma, también modulan la actividad
sinaptica y participan en la respuesta glial ante un insulto a lo que se
conoce como astrocitosis o astrocitos reactivos, que se caracteriza por
un incremento en el tamano y numero de células que expresan GFAP
(Leén Chavez et al., 2001).

Las células microgliales fueron descritas por Pio-del Rio Hortega, las
describié como células en reposo ramificadas (Del Rio-Hortega, 1932).
La microglia comprende aproximadamente entre el 10-12% de las
células en el cerebro y constituye entre el 15- 20% de la glia en el sistema
nervioso central; predominan en la materia gris con concentraciones
especialmente altas en el hipocampo, el hipotalamo, los ganglios
basales y la sustancia negra (Block et al., 2007). Se cree que las células
microgliales se originan de monocitos sanguineos circulantes
provenientes de la médula 6sea, los cuales migraron en etapas
tempranas del desarrollo hacia el sistema nervioso central (Palmer,
2010); pero también, existe la teoria de que provienen de células
progenitoras mieloides primitivas del saco vitelino (Ginhoux et al.,
2010).

La microglia y los astrocitos son las dos poblaciones principales de
células gliales reactivas (Streit et al., 1999); se les nombra “glia reactiva
o glia activada” porque responden ante estimulos o daido,
experimentando cambios morfolégicos y funcionales de manera gradual
y estereotipica, y su respuesta va acompanada por la produccion de
citocinas proinflamatorias (Neumann yTakahashi, 2007). Las células
microgliales son responsables de mantener la homeostasis dentro del
cerebro, ya que son los macroéfagos residentes del SNC y son células
fagociticas inmunocompetentes, constituyen la primera linea de
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defensa contra cualquier enfermedad o insulto; al igual, exhiben
plasticidad estructural y funcional (Rakic y Zecevic, 2000). Ademas,
las células microgliales participan en funciones conductuales, en la
neurogénesis y la gliogénesis; de igual manera son esenciales en
procesos de cogniciéon ayudando a mantener la plasticidad sinaptica y
se encargan de la poda sinaptica durante el desarrollo (Thored et al.,
2009).

2.11.- Respuesta microglial al estrés y otros insultos

En el cerebro, la microglia se caracteriza por una morfologia con un
soma pequeio y con procesos delgados ramificados; a lo que se conoce
como “microglia en reposo”. Cuando se activa su morfologia celular
cambia a una hiper-ramificada y finalmente a una morfologia ameboidea
con procesos gruesos Yy retraidos, considerandose “microglia
activada”, facilitando su migracion a través del parénquima hacia el sitio
de la lesion (Hanisch y Kettenmann, 2007). La microglia en estado de
“reposo” escanea continuamente el microambiente del SNC
investigando patdégenos, controlando el estado de las sinapsis locales y
regulando la maduracion sinaptica o la eliminacion a través de la guia
axonal (Szczucinski y Losy, 2007). En condiciones de enfermedad o
dano la microglia recibe senales a través de varios receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) y migran a la zona de lesion,
induciendo su activaciéon y aumentando su proliferacion (Brown y
Neher, 2010). La magnitud de la activacion dependera del tipo y la
duracién del estimulo, el estado actual del SNC y la exposicion a mas
estimulos (Ransohoff y Perry, 2009); contribuyendo a la disfuncién
neuronal y la muerte celular o brindando apoyo en el proceso de
curacion (Gomes-Leal, 2012).

Durante la activacion de la respuesta al estrés, la microglia libera
numerosas moléculas inflamatorias, factores de crecimiento, proteinas
matriciales, quimiocinas, prostanoides y radicales libres reactivos;
como TNF-a, IL-1b, NF-kB y NO (Gomes-Leal, 2012); participando en la
exacerbacion de varios aspectos de la neuroinflamacion (Sorrells y
Sapolsky, 2007). Especificamente, ante estimulos inmunolégicos, la
microglia libera moléculas antinflamatorias y factores de crecimiento
como el factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), factor de
crecimiento de fibroblastos, promoviendo la neuroproteccion y con la
finalidad de amplificar la respuesta inflamatoria y eliminar al patégeno
(Hanisch y Kettenmann, 2007); pero también, se puede inducir una
sobreactivacion microglial y del mismo modo contribuir a la muerte
neuronal (Yang et al., 2010).
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La sobreactivacion microglial aumenta la permeabilidad en la barrera
hematoencefalica (BBB) favoreciendo la infiltracion de macréfagos, los
cuales aumentan el nivel de citocinas inflamatorias, agravando el
estado neuroinflamatorio ya existente en el SNC (Zipser et al., 2007). La
sobreactivacion microglial en conjunto con la constante liberacion de
factores citotoxicos y citocinas proinflamatorias originan la
neuroinflamacién (Boche et al., 2013). Por su parte, la neuroinflamacion
es importante en la homeostasis del SNC, en el cerebro sano participa
en la induccién de varios procesos de reparacion de tejido (Goldszmid
y Trinchieri, 2012); pero también afectan el neurodesarrollo y la
plasticidad sinaptica. Los mediadores anti- y proinflamatorios, liberados
en la sobreactivacion microglial, se cree que tienen un papel perjudicial
en enfermedades neuroinmunes o un dano leve, al conducir a
deficiencias en la remodelacion y el mantenimiento sinaptico (Kérietal.,
2017). Se ha observado que niveles altos en los mediadores anti- y
proinflamatorios conducen a la alteracion de la estructura y funcion del
hipocampo (Medawar, 1948); ademas de propiciar enfermedades como
depresion, trastorno de ansiedad, deficiencias conductuales vy
disfunciéon cognitiva (McAfoose y Baune, 2009). En resumen, el papel
perjudicial o beneficioso de la microglia en la respuesta a cualquier
lesién o insulto dependera del tipo y la intensidad de la agresion, al igual
que del nivel de activacion de la microglia asociada (Block et al., 2007);
una respuesta adecuada favorecera una regeneracion del tejido
mientras que una falla en esta respuesta incrementara la muerte
neuronal (Czirr y Wyss-Coray, 2012).
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Ill.- ANTECEDENTES DIRECTOS

En estudios previos se ha observado que ratas sometidas a SM 3 h/ dia
durante las primeras 2 semanas de vida, mostraron una mayor conducta
de ansiedad y tipo depresiva en la edad adulta (Lee et al; 2007). La SM
,3 h/ dia, en los dias PN3-10 origin6 un comportamiento ansioso en
animales adultos (4-5 meses de edad) de ambos sexos; aunque no se
mostraron alteraciones en la conducta tipo depresiva en ninguno de los
sexos (Wigger y Neumann,1999). En otras investigaciones se observo
un comportamiento depresivo en ratas con SM después de un estrés
crénico adicional durante la edad adulta (Matthews et al; 1996 ; Aisa et
al., 2008; Ruedi-Bettschen et al; 2006; Marais et al; 2008). Por otro lado,
investigaciones de nuestro laboratorio no mostraron cambios en la
conducta ansiosa, aunque si se observo un aumento de la conducta tipo
depresiva en las ratas adultas macho al someterlas a la SM 3 h/ dia
(Lajud et al; 2012). Las crias de rata macho expuestas a SM 3 h/ dia (PD1-
PD14) presentaron un mayor niumero de microglia activada; también,
encontraron que disminuy6 la densidad de los astrocitos y el nUmero de
procesos en el Hilus (Roque et al, 2016).

Las repercusiones del LPS observables en la etapa adulta pueden venir
desde la etapa prenatal; por ejemplo, la exposicién prenatal al LPS en el
dia 9 de gestacion origindé conductas relacionadas con la ansiedad y la
depresion en la progenie (Depino AM, 2016 ). Varios estudios han
informado que el LPS aumenta la activacion de las células gliales, lo que
lleva a la neuroinflamacion seguida de la neurodegeneracion
(Johansson et al; 2005; Qin et al; 2007; Khan et al; 2017). Finalmente, un
estudio realizado anteriormente en nuestro equipo de trabajo, investigé
sobre el doble reto SM-LPS, observaron un incremento en la activacion
microglial en la region CA3 y el Hilus en ratas macho expuestas al doble
reto SM-LPS (Saavedra et al., 2017).
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IV. JUSTIFICACION

Entre 1990 y 2013, el nUmero de personas con depresion o ansiedad ha
aumentado cerca de un 50%, de 416 millones a 615 millones. Cerca de
un 10% de la poblacion mundial esta afectada. En promedio es mas
recurrente en mujeres, una de cada cuatro mujeres y uno de cada seis
hombres sufren depresion durante su vida, y hasta el 65% de las
personas afectadas tienen episodios recurrentes de este trastorno.

La separacion materna en etapas tempranas de la vida provoca un
estrés acumulativo en la etapa adulta que puede incrementar la
incidencia de la conducta de ansiedad y depresion. De igual forma un
simulador de infeccion (reto inmune), puede programar al individuo a
sufrir un trastorno mental, como la ansiedad y depresioén. Por otra parte,
existe evidencia de que el estrés puede interferir en los procesos del
neurodesarrollo temprano y tardio, asi como en la regulacién de la
neurotransmision y la plasticidad sinaptica. Ademas, existen
investigaciones donde se prueba que estos estresores, SM y LPS,
pueden ocasionar repercusiones en las células microgliales,
ocasionando atrofias en zonas de hipocampo como Hi/lusy CA3 en ratas
machos. Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones fueron
realizadas en ratas macho. Por lo cual, se desconoce sila SMy el LPS
administrado en etapa neonatal incrementan la vulnerabilidad a
presentar conductas de ansiedad y tipo depresiva en la vida adulta de
las ratas hembra; de igual manera se desconoce si existen cambios en
cuanto a la densidad y morfologia de las células microgliales en el
hipocampo.
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V.- HIPOTESIS

Ambos retos por separado la SMy el LPS en etapas tempranas de la vida
aumentaran las conductas de ansiedad y tipo depresiva en la edad
adulta; por su parte, la suma de los dos estresores SM-LPS
incrementara la conducta de ansiedad y tipo depresiva. Ademas,
existirda una mayor activacion de la microglia en las regiones CA3 e Hilus
del hipocampo de las ratas hembra sometidas al doble reto SM-LPS.

VI. OBJETIVO GENERAL

Analizar si las ratas hembra adultas presentan alteraciones en las
conductas de ansiedad y tipo depresiva; asi como, detectar si hay una
respuesta neuroinmune observable en células microgliales al ser
expuestas a un doble reto estrés - inmune en la etapa neonatal.

6.1.- Objetivos especificos
e Evaluar las consecuencias funcionales de dos retos estrés-

inmune neonatales a largo plazo mediante el analisis de las
conductas tipo depresiva y de ansiedad en ratas hembra adultas.
¢ Analizar los cambios morfolégicos y la densidad celular de las
células microgliales en CA3 e Hilus en ratas hembra adultas

sometidas a dos retos estrés-inmune en etapa neonatal.

Vil. MATERIAL Y METODOS

7.1.- Animales

Ratas hembra Sprague Dawley adultas de 5 meses de edad, que se
mantuvieron bajo condiciones controladas a una temperatura constante
de 22°C, con ciclos de luz-oscuridad 12/12, con libre acceso a agua y
comida (alimento ad /ibitum). El manejo de los animales y el trabajo
experimental fue realizado bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, las normas internacionales para el manejo y uso de animales
de laboratorio y aprobado por el Comité Nacional de Etica del Instituto
Mexicano del Seguro Social (R-2015-785-103).
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7.2.- Separacion materna

Las ratas fueron sometidas a separacion maternay fraternal 3h al dia en
los dias posnatales del 1 al 14, en un horario de 9:00 am a 12:00 pm.
Primero las ratas sometidas a SM se ubicaron en otra caja plastica con
8 separaciones y que contenia una cama de aserrin. Las cajas con ratas
separadas fueron llevadas a otra habitaciéon en la que se mantuvieron
las condiciones de temperatura y control de ruidos. Pasados los 180
minutos de separacion, se regresaron las ratas separadas a la
habitacion original; fueron devueltas a la caja nido junto a las crias no
separadas y a la madre. A partir del dia 15 se suspendi6 el
procedimiento de separacion y se anidaron las ratas en sus cajas, hasta
el dia PN 21 en que fueron destetadas.

7.3.- Inyeccion de LPS

En el dia PN14 las crias se inyectaron por via intraperitoneal con LPS
en una dosis de 0.5 mg /Kg de peso corporal disuelta en solucién salina
al 0.9 %.

7.4.- Frotis vaginales

Se les tomaron frotis vaginales a las ratas de todos los grupos, para
determinar la etapa del ciclo estral al observarlos en microscopio a 20
X. Para el frotis, se impregno un hisopo con agua destilada, se sacé6 ala
rata de la caja y se sujeté con una mano; con la otra mano se introdujé
suavemente la punta del hisopo en la vagina de la rata, se devolvi6 a la
rata a su caja y se extendié la muestra sobre un portaobjetos. Los frotis
se tomaron una semana antes de iniciar las pruebas de conducta y se
realizaron diariamente, incluso en los dias de las pruebas de conducta,
efectuandose una hora antes. Este procedimiento se llevé a cabo para
asegurarnos que todas las pruebas se realizaron con ratas en etapa
diestro.

7.5.- Diseiio experimental

La mitad de las ratas de cada camada fueron sometidas a SM 3h al dia,
en los dias PN 1-14; tomando el dia pos-natal (PN) 0 el dia que nacieron.
La otra mitad de las ratas no se les perturbo de ninguna manera,
considerandolas crias sin molestar (CSM). En el dia PN14 se inyectaron
por via intraperitoneal a todas las ratas con 100yl de solucién salina
fisiolégica (0.9%) o LPS 0.5 mg/Kg. Este procedimiento generé 4 grupos
experimentales (CONT-VEH, SM-VEH, CONT-LPS, SM-LPS), con una
n=10 en cada grupo:

1) CONT-VEH: grupo control (CSM) + inyeccion de 100ul de solucion
salina fisiologica al 0.9%.
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2) SM-VEH: grupo sometido a separacion materna (3h/dia, dias
posnatales 1-14) + inyeccion de 100ul de solucién salina fisioloégica al
0.9%.

3) CONT-LPS: grupo control (CSM) + inyeccion de 0.5 mg /Kg de LPS.

4) SM-LPS: grupo sometido a separacion materna (3h/dia, dias
posnatales 1-14) + inyeccion de 0.5 mg /Kg de LPS.

Todos los grupos fueron destetados al PN21. Las ratas fueron
sometidas a las pruebas de conducta al cumplir los 56 meses de edad.
Con las pruebas de conducta, fueron evaluadas las conductas de
ansiedad (laberinto elevado en forma de cruz y campo abierto) y tipo
depresiva (nado forzado); dejando un periodo de separacion entre la
prueba de campo abierto y nado forzado. También se consideré el
ciclo estral de las ratas, realizando frotis vaginales una semana antes y
durante los dias de pruebas; con el fin de realizar las pruebas cuando la
rata se encontraba en diestro. Al finalizar la prueba de nado forzado, las
ratas fueron anestesiadas con una dosis de pentobarbital sédico y
sacrificadas mediante perfusion cardiaca; los cerebros fueron
recolectados para posteriormente ser inmunoteiidos. Se reliz6
finalmente un conteo de la activacion de las células microgliales en el
hipocampo en las areas de Hilus y CA3 mediante un analisis
morfolégico.

El [
EPM OFT | SFT

g;/;; PNIS-PN141 | PN142-PN 149 I PN 150- PN 180 ] [ Perfusion ]J,, Inmunohistoquimica
|£ :

Ratas hembra Control del ciclo estral

Sprague Dawley M LP5 I

Solucion salina

Figura 1. Esquema experimental. Se muestran los tratamientos a los que las ratas fueron
sometidas: separacion materna (SM), crias que no fueron sometidas a SM (CSM), inyeccion
intraperitoneal de 100ul de solucidn salina fisioldgica (0.9%) y la inyeccidén de 0.5 mg /Kg de
lipopolisacarido (LPS). En los dias PN 1 - PN 14 las ratas fueron sometidas a SM o no fueron
sometidas (CSM). Las ratas fueron inyectadas con solucion salina o LPS en el dia PN14, lo que
dio origen a la formacién de los 4 grupos experimentales (CONT-VEH, SM-VEH, CONT-LPS, SM-
LPS); posteriormente, durante los dias PN 15 - PN 141 no se les proporciond ningun
tratamiento. Se mantuvo un control del ciclo estral de las ratas una semana antes (PN 142 -
PN 149) y durante los dias de pruebas de conducta (PN 150 - PN 180). Las ratas fueron
sometidas a las pruebas de conducta de laberinto elevado en forma de cruz (EPM), campo
abierto (OFT) y nado forzado (FST) al cumplir los 5 meses de edad (PN 150 - PN 180). Al finalizar
todas las pruebas, las ratas fueron sacrificadas y perfundidas; se recolectaron los cerebros y
posteriormente, se realizaron las inmunohistoquimicas.
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7.6.- Prueba de laberinto elevado en forma de cruz

La prueba de laberinto elevado en forma de cruz (EPM) es uno de los
métodos mas utilizados en la investigacion de conductas similares a la
ansiedad en roedores. Para la prueba, se utilizé un laberinto en forma
de cruz, el cual consistia en dos brazos abiertos iluminados (560 cm de
largo x 10 cm de ancho) y dos brazos cerrados oscuros (50 cm de largo
x 10 cm de ancho x 40 cm de alto) que se extendian desde una zona
central comun (10 x 10 cm), elevada a una altura de 50 cm del nivel del
piso. La prueba se realizé bajo luz tenue indirecta (48 Lux), que
apuntataba hacia los brazos abiertos del EPM.

La rata se coloco en la plataforma central, frente a un brazo abierto y se
le permitié explorar el laberinto durante 5§ minutos. Durante la
exploracion el animal se encontré en conflicto, tuvo que decidir entre
haber explorado los brazos abiertos o haberse quedado resguardado en
los brazos cerrados. Después de cada prueba, la rata fue regresada a
su caja por el experimentador y el laberinto se limpié con etanol al 70%
y después con agua, dejando secar.

Las sesiones fueron grabadas con una camara de video sobre el
laberinto. Posteriormente se evaluaron las entradas y la duracion en los
brazos abiertos, asi como en los cerrados, con el programa Plusmaze.
Para evaluar la conducta tipo ansiosa de las ratas, se utilizar6n como
parametros el porcentaje de tiempo y entradas en los brazos abiertos.
Una entrada completa en un brazo abierto se defini6 como las cuatro
patas que cruzan dentro del area de este brazo y se estipulé6 como
intento del cruce a dos patas de la rata dentro del area. Todas las
sesiones se realizaron por la manana de 9:00 am a 12:00 pm.

Brazo cerrado:
OSCuro

Plataforma
central

Brazo abierto:
iluminado

Figura 2. Esquema del laberinto elevado en forma de cruz. Se muestra un boceto del
laberinto, se sefalan los brazos cerrados oscuros, los brazos abiertos iluminados y la zona
central.
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7.7.- Prueba de campo abierto

El campo abierto (OFT) consistié en una plataforma rectangular de 80 x
60 x 30 cm (Largo x Ancho x Altura), hecha en acrilico en color negro,
con un piso blanco dividido en 9 cuadrantes por lineas negras. Se colocé
una camara para el registro de la locomocion; ademas, se asegurdo que
la iluminacion del cuadrante central estuviera bajo la luz de 48 Lux.

Se colocé a las ratas en el cuadrante medio inferior y dejamos que
explorara por los cuadrantes durante un lapso de 10 minutos. Al final de
la prueba, se regresé a las ratas a su cajay se limpié el OFT con etanol
al 70%, posteriormente con agua y se dej6é secar. Se evalué el tiempo
que las ratas pasaron en el cuadrante central y el porcentaje de cruces
al centro; si la rata, presenté menos cruces y menor tiempo invertido en
el cuadrante central, se valor6 como una conducta de ansiedad.
Igualmente se midié la distancia total recorrida; la cual, se utilizé6 como
una medida de la locomocion horizontal. Las sesiones fueron grabadas
en video y fueron analizadas en el programa event-long, registrando los
cruces y el tiempo en cada uno de los cuadrantes. Se indicé como cruce
a un cuadrante cuando la rata entraba con todas las patas al area del
cuadrante.

Cuadrante central

Figura 3. Esquema del campo abierto. Se muestra un boceto del campo abierto visto desde
arriba, se observan los nueve cuadrantes que lo conforman y se sefiala el cuadrante central
gue es iluminado.
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7.8.- Prueba de nado forzado

La prueba de nado forzado (FST) es usada de manera general para
evaluar la conducta tipo depresiva en roedores. Esta prueba evalua la
conducta activa e inactiva o de desesperanza en la rata sometida a
nadar sin posibilidad de escapar, puede nadar intensamente en su lucha
por sobrevivir o sé6lo mantenerse flotando, dependiendo de su fuerza 'y
voluntad de sobrevivir (Porsolt et al., 1991).

Para la FST se utilizé un cilindro de plastico (50 cm de alto x 35 cm de
diametro); se llend6 con agua a una profundidad de 30 cm, la
temperatura del agua se ajusté a 21 °C. Cada rata se colocé en el
cilindro y se dej6é que nadara durante 10 minutos. El agua en el cilindro
se cambi6 para cada rata y las sesiones fueron grabadas en video. Los
videos fueron analizados en el programa Event-long bajo simple
ciego. Se evaluaron tres parametros: el tiempo de flotacion, evaluado
como un periodo de inmovilidad (las extremidades anteriores de la rata,
asi como las patas traseras estan inmoéviles y dirigidas hacia adelante,
la cola se dirige hacia afuera, con su cabeza por encima de la
superficie), el tiempo de natacion (movimientos de natacién activa y
buceo), y el tiempo de escalamiento (movimientos intensos con sus
patas delanteras dirigidas contra las paredes del cilindro, dentro y fuera
del agua).

Figura 4. Esquema de la prueba de nado forzado. Se muestra un boceto del cilindro lleno con
aguay la rata nadando.
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7.9.- Procesamiento del tejido cerebral

Antes de realizar la inmunohistoquimica, se llevé a cabo el sacrificio de
las ratas y el procesamiento del tejido cerebral. Cada rata fue inyectada
de forma intraperitoneal con una dosis de 100 mg/Kg de pentobarbital
sodico. Después, fue perfundida por via cardiaca, a través del ventriculo
izquierdo, con solucién salina (NaCl 0.9 %) y el tejido se fij6 utilizando
100-200 ml de PFA (paraformaldehido al 4% en una soluciéon tampoén de
fosfatos [PB, 0.1 M, pH 7.4]). Al final de la perfusion, la rata se sacrifico
y se extrajo su cerebro. Los cerebros se mantuvieron a 4°C en PFA. Al
dia siguiente, se infiltraron en soluciéon de sacarosa al 20% por 24h y
después en solucion de sacarosa al 30 % en PBS 0.1 M para la
crioproteccion hasta su procesamiento. Después se realizaron cortes
coronales a 40 um de grosor cada corte, utilizando un criostato y a
temperatura de -21 °C. Se colectaron 12 series de hipocampo por cada
cerebro, los cortes fueron almacenados en solucion crioprotectora (25%
glicerol, 25% etilenglicol y 50 % PB).

7.10.- Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido se lavaron inicialmente dos veces durante 5 min
en soluciéon tampén PB 0.1 M (pH 7,4). Se realizé incubacion de los
tejidos en solucién de peroéxido de hidrogeno al 10 % en etanol durante
45 min; posteriormente se hizo un lavado con solucién de peréxido de
hidrégeno al 10 % en PBT (Triton en PB 0.1 M, al 4%) con el objetivo de
bloquear las peroxidasas endégenas; se realizaron cuatro lavados
adicionales con PB 0.1 My se incubdé en solucion de bloqueo al 5% (suero
de caballo en PBT) durante 30 min a temperatura ambiente y en
agitacion. Las secciones de cerebro se incubaron por 3 dias a4 °C con
el anticuerpo policlonal primario anti-lba1(Millipore; diluciéon 1:5000 en
solucion de bloqueo), que se expresa en microglia. Al finalizar la
incubacioén se realizaron 3 lavados de 10 min en PB 0.1 My se incubaron
las secciones a 4 °C durante 2 h con el anticuerpo secundario anti-
mouse biotinilado durante dos horas en agitacion a 4 °C. Se lavaron las
secciones con PB 0.1 M (3 repeticiones de10 min); posteriormente, se
incubaron con el complejo avidina-biotina (Elite ABC kit, Vector
Laboratories) (0.5 pl/l ml PBT). Se lavaron las secciones de tejido
nuevamente 4 veces de 10 min con PB 0.1 M y para el revelado, se tifnd
con el kit de revelado DAB (diaminobenzidina, peréxido de hidrogeno,
agua bidestilada, niquel) durante 15 min; la solucion DAB se retir6 con
lavados de PB 0.1 M. Finalmente, las secciones se montaron en
portaobjetos gelatinizados al 1% y se dejaron secar, posteriormente
fueron cubiertos con medio de montaje y cubreobjetos.
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7.11.- Cuantificacion celular

Para el conteo de células microgliales se escogieron al azar 5 cortes. Se
utiliz6 un microscopio acoplado a una camara (AxioCam MRC, Karl
Zeiss) para tomar fotografias de las areas CA3 y el Hi/lus del giro dentado
en el hipocampo, con el objetivo de 20 X. Primero se delimité y registré
la superficie del area contada en pm2. Posteriormente se realiz6 un
conteo celular de la activacion microglial (células con soma ambeoide,
procesos gruesos y cortos) en ambos hemisferios del corte cerebral; de
igual forma, se hizo un conteo de todas las células microgliales. La
cuantificacion de las células microgliales inmunoreactivas a IBA1 y el
area contada se realiz6 con el programa Axiovision Real 4.0 (Carl Zeiss).
Para el analisis estadistico, se realizaron ANOVA de dos vias, asi como
Newman Keuls.

VIll.- RESULTADOS

8.1.- Evaluacion de la conducta de ansiedad

Se investigo si las ratas, expuestas a los diferentes tratamientos (SM,
LPS, SM-LPS), desarrollaban una conducta similar a la ansiedad. Con
este fin, los animales se enfrentaron a dos pruebas que evaluan la
conducta de ansiedad (EPM y OF), a partir del PN150.

8.1.1.- Prueba de laberinto elevado en cruz.

El reto inmune LPS y la SM causaron una alteracion en la conducta de
ansiedad en las ratas, se observé que los grupos SM-VEH, CONT-LPS y
SM-LPS tuvieron un menor porcentaje de tiempo empleado en los
brazos abiertos del laberinto en comparacion con el grupo CONT-VEH,
lo que se interpreté como una conducta de ansiedad (Fig.5 y 6).

Por otra parte, a los grupos que se les administré LPS, CONT-LPS y SM-
LPS presentaron una conducta de ansiedad aun mayor que el grupo
SM-VEH, al pasar menos tiempo en los brazos abiertos que este grupo;
de igual forma, se vio reflejado en el porcentaje de entradas al brazo
abierto, en donde los grupos expuestos al LPS evitaron mas veces los
brazos abiertos que el grupo sélo expuesto a SM. Lo que mostroé, que
ambos factores estresantes SM y LPS, y en conjunto, aumentaron la
conducta de ansiedad; pero el LPS indujo en un mayor grado, en
comparacion del reto SM, la significancia.
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Figura 5. Porcentaje de tiempo en el brazo abierto. Se muestran los porcentajes de tiempo
en el brazo abierto que pasaron las ratas de cada grupo respectivamente; se comparan los
grupos CONT-VEH, SM-VEH, CONT-LPS y SM-LPS. Observamos diferencias significativas en los
grupos SM-VEH p<0.01**, CONT-LPS p<0.01** y SM-LPS p<0.01** al ser comparados con el
grupo CONT-VEH. Igualmente se muestran diferencias significativas de los grupos CONT-LPS
p<0.01## y SM-LPS p<0.01## respecto al grupo SM-VEH. N=10. ANOVA
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Figura 6. Porcentaje de entradas al brazo abierto. Se muestran los porcentajes de entradas al
brazo abierto que tuvieron las ratas de cada grupo respectivamente; se comparan los grupos
CONT-VEH, SM-VEH, CONT-LPS y SM-LPS. Se muestran diferencias significativas en los grupos
CONT-LPS p<0.01** y SM-LPS p<0.01* al ser comparados con el grupo CONT-VEH; también se
observé una diferencia significativa en el grupo SM-VEH p<0.05# respecto al grupo CONT-LPS.
N=10. ANOVA
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8.1.2.- Prueba de campo abierto

Los datos obtenidos en la prueba de campo abierto demostraron que las
ratas tratadas con SM y LPS se exponen en menor grado a un ambiente
de riesgo, al cruzar significativamente menos veces por el cuadrante
central, SM-VEH (p<0.01), CONT-LPS (p<0.01), SM-LPS (p<0.01). Se
puede observar que el grupo CONT-VEH atraviesa con una frecuencia
mayor que los demas grupos el cuadrante central del campo abierto
(Fig.7). En la prueba no hubo diferencias significativas entre grupos en
el numero de cuadrantes visitados (Fig.8). Podemos concluir a partir de
esto que los grupos tratados con los retos de estrés SM y LPS exhiben
mayor comportamiento de ansiedad.

*%

Numero de cruces al centro
w
— ¥
X
L

CONT VEH SM VEH CONT LPS SM LPS

Figura 7. Nimero de cruces al centro. Se muestran los numeros de cruces al cuadrante central
del OF que tuvieron las ratas de cada grupo respectivamente; se comparan los grupos CONT-
VEH, SM-VEH, CONT-LPS y SM-LPS. Se muestran diferencias significativas en los grupos SM-
VEH p<0.01**, CONT-LPS p<0.01** y SM-LPS p<0.01** comparandolos con el grupo CONT-
VEH. N=10. ANOVA
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Figura 8. Nimero de cruces totales. Se muestran los nimeros de cruces totales en todos los
cuadrantes del OF que tuvieron las ratas de cada grupo respectivamente; se comparan los
grupos CONT-VEH, SM-VEH, CONT-LPS y SM-LPS. No se observaron diferencias significativas
entre los grupos. N=10.

8.2.- Evaluacion de la conducta tipo depresiva

Investigamos si las ratas, expuestas a los diferentes tratamientos (SM,
LPS, SM-LPS), desarrollaban una conducta similar a la depresion. Con
este fin, los animales se enfrentaron a la prueba de nado forzado que
evalua la conducta tipo depresiva.

8.2.1.- Prueba de nado forzado

La SM aumenté la conducta tipo depresiva; las ratas que conforman los
grupos SM-VEH (p<0.01), SM-LPS (p<0.01) pasaron un mayor tiempo
flotando comparado con el grupo CONT-VEH (Fig.9). El LPS no propicid
una conducta tipo depresiva en las ratas. Los grupos tratados con SM
presentaron primero una conducta de desesperanza, tuvieron una
menor latencia a flotar SM-VEH (p<0.01), SM-LPS (p<0.01) en
comparacion con el grupo CONT- LPS; igualmente el grupo SM-VEH
mostré una menor latencia comparandolo con el grupo CONT-VEH.
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Figura 10. Tiempo de flotacidn. Se muestra el tiempo total en segundos que las ratas flotaron
dentro del tanque, de cada grupo respectivamente. Se comparan los grupos CONT-VEH, SM-
VEH, CONT-LPS y SM-LPS. Se muestra una diferencia significativa de los grupos SM-VEH
p<0.01**, y SM-LPS p<0.01** comparandolos con el grupo CONT-VEH N=10.ANOVA.
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Figura 11. Latencia de flotacion. Se muestra la latencia a flotar de los grupos CONT-VEH, SM-
VEH, CONT-LPS Y SM-LPS. Se muestra una diferencia significativa del grupo SM-VEH p<0.01**,
comparandolo con el grupo CONT-VEH. Se observa una diferencia significativa en los grupos
SM-VEH p< 0.01## y SM-LPS p< 0.01## comparandolos con el grupo CONT-LPS. N=10. ANOVA.
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8.3.- Analisis morfolégico y densidad de la microglia

Investigamos si los diferentes tratamientos (SM, LPS, SM-LPS) tenian
algun efecto en la respuesta microglial. Con este fin, evaluamos la
densidad y morfologia de las células microgliales en el hipocampo, en
las zonas CA3 e Hilus del giro dentado de las ratas adultas en
condiciones basales y después de ser expuestas a cada uno de los
factores estresantes. Mediante imunotinciones con el anticuerpo
policlonal primario anti-lba1 detectamos el total de las células
microgliales y posteriormente realizamos un conteo celular con base en
la morfologia de la microglia, contando las células activadas (células
con soma ambeoide, procesos gruesos y cortos) en ambos hemisferios
del corte cerebral.

Observamos una menor densidad de células microgliales en los grupos
tratados con LPS (CONT-LPS, SM-LPS), sin embargo, no se aprecié un
cambio en la densidad en el grupo tratado s6lo con separacién materna
(SM-VEH); estos resultados los obtuvimos en ambas zonas analizadas
Hilus y CA3, del hipocampo (Fig. 12 a, 13 a). La exposicion a ambos
estresores, LPS y SM, influyeron en el incremento en el porcentaje de
activacion de las células microgliales en la zona del Hilus, en todos los
tratamientos se obtuvo un incremento significativo en el porcentaje de
activacion de las células microgliales SM (p<0.01), LPS (p<0.01), SM-LPS
(p< 0.01) (Fig.12 b). Por otra parte, en la zona CA3 del hipocampo no se
observé un incremento significativo en la activacién microglial en el
grupo SM- VEH, pero si en los grupos tratados con LPS, CONT-LPS (p<
0.01) y SM-LPS (p< 0.01), (Fig. 13 b).
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Figura 12. Analisis de la densidad total y porcentaje de activacion de las células microgliales
en la zona Hilus del hipocampo. Se comparan los grupos CONT-VEH, SM-VEH, CONT -LPS y
SM-LPS. En el panel a) se muestra la densidad total de células microgliales. Se muestran
diferencias significativas en los grupos CONT-LPS p< 0.01** Y SM-LPS p< 0.01** respecto al
grupo CONT-VEH; igualmente, se observan diferencias significativas en los grupos CONT-LPS
p<0.01## y SM-LPS p<0.01## comparandolos con el grupo SM-VEH. En el panel b) se muestra
el porcentaje de activacidn de las células microgliales. Se observan diferencias significativas en
los grupos SM-VEH p< 0.01**, CONT-LPS p< 0.01** Y SM-LPS p< 0.01** respecto al grupo
CONT-VEH; también, se observan diferencias significativas en los grupos CONT-LPS p<0.01## vy
SM-LPS p<0.01## al compararlo con el grupo SM-VEH. N=8 ANOVA.
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Figura 13. Analisis de la densidad total y porcentaje de activacion de las células microgliales
en la zona CA3 del hipocampo. Se comparan los grupos CONT-VEH, SM-VEH, CONT -LPS y SM-
LPS. En el panel a) se muestra la densidad total de células microgliales. Se muestran diferencias
significativas en los grupos CONT-LPS p< 0.01** Y SM-LPS p< 0.05* respecto al grupo CONT-
VEH, se observan diferencias significativas en los grupos CONT-LPS p<0.01## y SM-LPS p<0.05#
comparandolos con el grupo SM-VEH; igualmente, se muestra una diferencia significativa
entre el grupo SM-LPS p< 0.050 respecto al grupo CONT-LPS. En el panel b) se muestra el
porcentaje de activacidn de las células microgliales. Se muestran diferencias significativas en
los grupos CONT-LPS p< 0.01** Y SM-LPS p< 0.01** respecto al grupo CONT-VEH; también, se
observan diferencias significativas en los grupos CONT-LPS p<0.05# y SM-LPS p<0.05#
comparandolos con el grupo SM-VEH. N=8 ANOVA
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Figura 14. Fotomicrografias de las células microgliales en la zona del Hilus del hipocampo.
Se muestra la morfologia de las células microgliales (observadas a 20X, inserto a 100X) de las
ratas no tratadas (CONT-VEH). Panel a). Se observan las células con un soma pequefio y mas
ramificado. Se muestran las células microgliales después de la exposicion a los diferentes
tratamientos: SM en el panel b), LPS en el panel c) y SM-LPS en el panel d), la morfologia celular
cambia a un soma ambeoide con procesos gruesos y cortos.
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Figura 15. Fotomicrografias de las células microgliales en la zona CA3 del hipocampo. Se
muestra la morfologia de las células microgliales (observadas a 20X, inserto a 100X) en las
ratas no tratadas (CONT-VEH) en el panel a) y después de la exposicion a los diferentes
tratamientos: SM en el panel b), LPS en el panel c) SM-LPS en el panel d). En el panel a) se
observan con un soma pequefio con procesos delgados, largos y ramificados; en los siguientes
paneles muestran un soma crecido, ambeoide, con procesos gruesos y retraido
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IX. DISCUSION

Investigaciones en ratas demuestran que la SM y la exposicion a
infecciones en etapas tempranas de la vida son factores estresantes
que predisponen al individuo a presentar en la etapa adulta
alteraciones en la conducta, tales como la ansiedad y la depresiéon
(Lippmann et al., 2007; Wang et al., 2013). Se ha hipotetizado que la
suma de dos o0 mas eventos adversos aumenta la carga alostatica o de
estrés acumulativo, lo que predispone a padecer alguna
psicopatologia (McEwen, 1999); sin embargo, se sabe poco acerca de
como el estrés inducido por la suma de dos estresores, la SMy el LPS,
pueden alterar el desarrollo normal cerebral durante las etapas
tempranas de la vida e inducir una mayor vulnerabilidad a padecer
ansiedad y/o depresion. Ademas, en los humanos un predictor
importante de la susceptibilidad de un individuo es su sexo, las mujeres
muestran tasas mas altas de ansiedad y depresion (Astbury, 2001;
Eaton, 2012). Por ello, el objetivo de esta investigacion fue observar el
impacto sobre las conductas de ansiedad y depresién, asi como la
evaluacion de la respuesta microglial observable en el hipocampo en
ratas hembras adultas, al ser expuestas en la etapa neonatal a dos
retos y la suma de ellos, el reto de estrés SM y el reto inmune LPS.

Desde el trabajo de Spitz, ya se reconocia el comportamiento
depresivo en los nihos cuando eran separados de su madre (Spitz,
1946); mas adelante, se conocié que la exposicion a factores
estresantes durante la etapa temprana, que involucran la relacion de
apego a la madre, aumentaba el riesgo de enfermedades, como
depresion en la vida adulta (Agid et al., 1999; Gilman et al., 2003). Para
determinar si el reto SM puede influir en la probabilidad de presentar
una conducta de ansiedad o una conducta tipo depresiva en la etapa
adulta, las ratas fueron expuestas a SM 3h al dia, en los dias posnatales
1 al 14; la conducta de ansiedad fue evaluada en las pruebas de campo
abierto y laberinto elevado en cruz, la conducta tipo depresiva se
evalud en la prueba de nado forzado; las pruebas se realizaron a partir
de los 5 meses de edad. Determinamos que la SM puede provocar
conductas de ansiedad y tipo depresiva en las ratas, observamos
menos entradas al brazo abierto en el laberinto elevado en cruz (EPM)
y entraron menos al cuadrante central en el campo abierto (OFT). La
SM mostré una conducta tipo depresiva al compararia con los demas
grupos.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en investigaciones
siguiendo el mismo modelo. La SM 3 h diarias durante los primeros 14
dias de vida, han mostrado alteraciones en la conducta de ansiedad
(Lippman et al., 2007). Las ratas machos Long-Evans presentaron una
conducta de ansiedad evaluadas en la edad adulta en el EPM (Kalinichev
et al.,, 2002). Asi mismo, siguiendo el mismo modelo de SM, otros
estudios que evaluaron el comportamiento relacionado con la ansiedad
y la depresiéon observaron una conducta de ansiedad y una conducta
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tipo depresiva en las ratas adultas (Vetulani, 2013; Lee et al., 2007; Diaz
Lujan et al., 2008; Liu et al., 2017).

Sin embargo, existen algunos estudios controversiales donde ratas
sometidas a SM no mostraron una conducta de ansiedad; por ejemplo,
hembras expuestas a SM (6 h al dia durante 21 dias) exhiben una menor
conducta de ansiedad (Moreno et al., 2009). Es probable que estas
diferencias en los resultados provengan de la duracion y el periodo de
exposicion a la SM (Auth et al., 2018), al igual que del género y la cepa
de ratas que se utilizé (Lehmann y Feldon, 2000). Haciendo hincapié en
la discrepancia que podria deberse al sexo, se ha demostrado que los
cambios en los niveles de progesterona y estrégeno tienen un impacto
directo en la forma en que las hembras responden al estrés y esta
respuesta es dependiente de la etapa del ciclo estral (Viau y
Meaney,1991). Aunque las ratas hembra tratadas en nuestro estudio
fueron evaluadas solamente cuando se encontraban en la fase de
diestro de su ciclo estral, debido a la evidencia de que en este periodo
los comportamientos de las hembras son mas homogéneos con los
machos (Gouveia et al., 2004).

Las ratas hembras Long-Evans sometidas a SM en los dias PN 3-15,
ademas de mostrar una conducta de ansiedad, tenian niveles mas altos
de corticosterona (CORT) y ACTH que los machos (Slotten et al., 2006).
Otros estudios, igualmente, obtuvieron los mismos resultados; la SM
conduj6é al aumento de las hormonas ACTH y CORT (Lippmann et al.,
2007; Tractenberg et al., 2016). El aumento de estas hormonas, ACTH Y
CORT, pueden provocar una respuesta exagerada del eje HPA al estrés
(Plotsky et al., 1993); ademas, podria ser adaptativa e influir en futuras
respuestas (McEwen y Gianaros, 2010). También, la SM, puede afectar
la regulacion neuroendocrina, incluida la regulacion positiva del
receptor de glucocorticoides (GR) y el factor liberador de corticotropina
(CRF), este ultimo sugerido como un factor crucial que determina el
efecto de los estresores tempranos en la depresion y los trastornos de
ansiedad (Bradley et al., 2008). Siguiendo esto, el mecanismo a padecer
ansiedad y depresion en la edad adulta tras la adversidad temprana
quizas subyace en los cambios neuroendocrinos inducidos por la SM en
la etapa posnatal.

El LPS es una molécula glicolipidica anclada a la membrana externa de
las bacterias Gram negativas y es considerada como su antigeno de
superficie mas importante (Raetz y Whitfield, 2002). La estimulacion del
sistema inmune en etapas tempranas, utilizando el LPS, activa el
sistema neuroendocrino del estrés y puede programar las respuestas
del individuo en la etapa adulta (Sominsky et al.,, 2013). La
"programacion perinatal® es un proceso que describe como las
condiciones ambientales tempranas de la vida pueden producir
alteraciones fisiolégicas a largo plazo que mejoran o inhiben el
funcionamiento adaptativo (Walker et al., 2010). La exposiciéon a LPS en
etapas tempranas es un modelo animal que se utiliza para examinar el
impacto en las funciones fisiolégicas y en la conducta de la
"programacion perinatal" en la etapa adulta (Sominsky et al., 2013).
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Investigamos si el LPS puede influir en la probabilidad de presentar una
conducta de ansiedad o tipo depresiva en la edad adulta, para ello las
ratas fueron inyectadas con LPS (0.5 mg/kg) el dia PN 14; la conducta
tipo de ansiedad fue evaluada en las pruebas de OFT y EPM, la conducta
tipo depresiva se evalué en la prueba de nado forzado y las pruebas se
realizaron a partir de los 5 meses de edad. Encontramos que las ratas
expuestas a LPS muestran comportamientos relacionados con la
ansiedad; asi mismo, mostraron una conducta de ansiedad comparado
con el grupo expuesto a SM. El LPS no propicié el aumento de la
conducta tipo depresiva. Nuestros resultados se suman a los obtenidos
de otras investigaciones en respuesta a la exposicidn neonatal del LPS.
Por ejemplo, en un estudio observaron una conducta de ansiedad en
ratas hembrainyectadas con LPS (Benmhammed et al., 2019). También,
se ha encontrado que los efectos de la exposicion a LPS en las etapas
tempranas de la vida puede transmitirse a la descendenciay, en la edad
adulta, también presentan un comportamiento similar a la
ansiedad (Walker et al.,, 2004). Ademas, el efecto del LPS en las
conductas de ansiedad y depresion puede agravarse si se presenta
nuevamente un factor de estrés. Por ejemplo, las ratas tratadas con LPS
los dias posnatales 3 y 5, expuestos a situaciones de estrés en la edad
adulta, exhibieron un incremento de la conducta tipo ansiosa (Walker et
al., 2009).

La exposicion al LPS, en la etapa prenatal, incremento los niveles fetales
de citoquinas afectando el desarrollo cerebral, asi como el
comportamiento de ansiedad a largo plazo (lzvolskaia, et al 2018).
Ademas, la inyeccion unica de LPS en el dia 9 de gestacion resulté en
una mayor conducta de ansiedad (Depino, 2015). Estudios demuestran
que la exposicion neonatal al LPS interviene en el aumento del
funcionamiento del eje HPA, un aumento en la fosforilaciéon y actividad
de TH, asi como niveles elevados de corticosterona circulante
(Sominsky et al., 2013). También, el LPS aumenté la expresion alterada
de la subunidad a2 del receptor GABA-A, el receptor de CRH tipo 1, la
proteina de union a CRH y los niveles de ARNm del receptor de
glucocorticoides en la corteza prefrontal, el hipocampo y el hipotalamo
(Shanks et al.,1995). Por ello nuestro trabajo de tesis, con base a estas
investigaciones, reitera la importancia de considerar a la exposiciéon en
el periodo postnatal a un desafio inmunolégico, LPS, como un factor de
riesgo para presentar los trastornos de ansiedad y depresién en la vida
adulta.

Se ha hipotetizado que la suma de dos o0 mas eventos adversos aumenta
la carga alostatica o de estrés acumulativo, lo que predispone a padecer
alguna psicopatologia (McEwen, 1999). La carga alostatica es el
resultado a largo plazo de una adaptacion fallida a los desafios
ambientales y psicosociales expuestos en la vida (Logan et al., 2008) y
si se toma en cuenta la transicion de cambios fisiolégicos y
conductuales de la infancia a la edad adulta, la experiencia frente a
nuevos factores de estrés podria aumentar la reactividad al estrés,
incrementando la predisposicion ala ansiedad y la depresién en la edad
adulta (Holder, & Blaustein, 2014). Existen estudios sobre el efecto de la
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SM y el LPS sobre las conductas de ansiedad y depresion en la edad
adulta; pero la investigacion de las consecuencias en la respuesta
neuroinmune y la conducta en modelos utilizando la combinaciéon de un
desafio estrés-inmune (SM y LPS) durante la vida temprana recién
comienza.

Para estudiar el impacto sobre las conductas de ansiedad y depresion
en ratas hembra adultas expuestas a un doble reto, sometimos a las
ratas a SM (3h al dia, en los dias posnatales 1 al 14) y las expusimos a un
reto inmune con LPS (0.5 mg/kg, intraperitoneal, el dia posnatal 14), la
conducta tipo ansiosa fue evaluada en las pruebas de OFT y EPM, la
conducta tipo depresiva se evalué en la prueba de nado forzado.
Observamos que las ratas tratadas con el doble reto SM-LPS exhibieron
una conducta de ansiedad y tipo depresiva en la edad adulta. Nuestros
resultados concuerdan con otros grupos donde se evaluaron las
conductas de ansiedad y tipo depresiva en ratas Wistar macho y hembra
sometidas a los retos LPS, deprivacion materna (DM) y la combinacién
de ambos; observaron en las ratas tratadas con SM-LPS una conducta
de ansiedad y una conducta tipo depresiva, pero la combinacién de
ambos retos condujo a una menor ansiedad por el doble reto, en ambos
sexos (Benmhammed et al.,, 2019). Por otra parte, en nuestros
resultados obtuvimos que el doble reto SM-LPS predispone a padecer
una conducta tipo depresiva en la edad adulta, pero el LPS atenua la
respuesta del primer evento adverso SM; hipotetizamos que la
experiencia de un factor de estrés en la vida temprana puede promover
una adaptacion predictiva para ciertos individuos a un nuevo evento
adverso, teoria del “emparejamiento / desajuste”, creando una
resistencia a un nuevo desafio en la edad adulta; pero también cuando
se produce un desajuste entre la experiencia temprana y la posterior la
vulnerabilidad aumenta (Sangenstedt et al., 2018).

En nuestro laboratorio se investigd previamente la respuesta
neuroinmune al doble reto SM-LPS en ratas macho. Se encontré que el
LPS aumento la interleucina plasmatica (IL) -1B, el factor de necrosis
tumoral a e IL-6, y la proteina IL-1B; también en la exposicion al doble
reto SM-LPS, la SM atenué la respuesta neuroinmune inducida por la
administracion de LPS (Saavedra et al.,, 2017). Otros autores
administrando LPS (100 pg / kg, PN14), observaron una conducta de
ansiedad y tipo depresiva en la etapa adulta, también demostraron que
el LPS indujé un aumento en los niveles plasmaticos de IL-6, TNF-q, IL-
1B e IL-10 (Dinel et al., 2016). Lo que nos sugiere que la atenuacion en la
respuesta del doble reto involucra a los mediadores del sistema
inmunolégico, al sistema nervioso autébnomo y al eje HPA, (Maras y
Baram, 2012). Por ejemplo, en el periodo sensible de hipo-respuesta al
estrés (SHRP) que abarca desde el posnatal 3-14 en ratas, periodo en el
cual aplicamos nuestros retos, podria ocurrir una adaptacion o una
respuesta profunda en la edad adulta dependiente del aumento de
corticosterona (Levine, 2001; de Kloet et al, 2005). Asi mismo, la
experiencia adversa en la vida temprana podria inducir cambios
epigenéticos subyacentes a las respuestas adaptativas predictivas, lo
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que podria llevar a cambios individuales en el comportamiento, la
cognicion y la fisiologia (Gluckman et al., 2009). Por lo tanto, los
individuos con cambios epigenéticos, en un ambiente estresante por un
lado aumentaran la predisposicion a la psicopatologia (vulnerabilidad),
pero por otro lado también aumentaran la sensibilidad a los efectos
beneficiosos del ambiente estresante (resiliencia) (Belsky et al., 2009).
Incluso, investigaciones han revelado que los mediadores y sus
receptores del eje HPA son los principales objetivos de la modificacion
epigenética (Murgatroyd y Spengler, 2012). Pero por ahora ninguna de
las teorias ha sido demostrada completamente, aun no se ha
descubierto como ocurre la modulacién epigenética
precisamente (Franklin et al., 2012) y son necesarios mas estudios que
nos ayuden a comprender la incognita de la atenuacion de la respuesta
del doble reto SM-LPS en la conducta.

El estrés en la etapa temprana puede causar cambios conductuales y
morfolégicos de larga duracion en las regiones del cerebro que son
centros de regulacion emocional, como el hipocampo, la amigdala y la
corteza prefrontal (Wang y Schmidt 2016). Las células microgliales son
consideradas el sistema inmunolégico del sistema nervioso central
(SNC), responden rapidamente a los insultos como infecciones, estrés
y lesiones, lo que las convierte en importantes moduladores de las
respuestas de neuroinflamaciéon. Cuando se activan se someten a
cambios morfolégicos en respuesta al estrés y a enfermedades agudas
y crénicas (Suzuki, 2005).

En nuestros resultados, al ser expuestas las ratas a SM encontramos
que la respuesta microglial varia de acuerdo con el area hipocampal
analizada; en Hilus, la SM influyé en una mayor activacion de microglia
y no se mostraron cambios en la densidad, en cambio, en CA3 no se
mostré un aumento significativo en el porcentaje de activacion y
tampoco hubo cambios en la densidad. Estos datos sustentan
parcialmente los resultados previos en nuestro laboratorio, los cuales
observaron que la SM (3 h / dia, PD1-PD14) aumenta el porcentaje de
microglia activada en el Hilus y la region CA3 (Saavedra et al., 2017).
Por su parte, con el estresor LPS, se observé una menor densidad y
una mayor activacion de células microgliales en ambas zonas
analizadas; coincide con lo demostrado anteriormente por nuestro
equipo de trabajo, donde se sostiene que el LPS estimulé una mayor
activacion de células microgliales, aunque se observé disminuida su
densidad en el hipocampo (Saavedra et al., 2017). De igual manera
también concuerdan con varios estudios donde se ha demostrado que
la administraciéon de LPS activa la microglia (Qin et al2007; Badshah et
al., 2016) induciendo el aumento en la produccién de citoquinas
proinflamatorias, como TNF-a, COX-2, NOS-2 e IL-1B (Badshah et al.,
2016). Esta evidencia indica que la exposicion neonatal a LPS da como
resultado una respuesta inmediata y sostenida del SNC (Sominsky et
al., 2012); lo que podria llevar a la neurodegeneracion mediada por la
neuroinflamacion (Qin et al., 2007)
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El doble reto SM-LPS, indujo una mayor activacion microglial, y la SM
atenué la liberacién inducida por LPS de citoquinas proinflamatorias en
el hipocampo (Saavedra et al., 2017). Nuestros resultados concuerdan
con los obtenidos anteriormente en este estudio, debido a que se
observa un incremento de la microglia activada, aunque se esperaba un
aumento debido a la suma de los estresores; por lo tanto, la SM podria
sensibilizar a las células microgliales a un segundo desafio, induciendo
una respuesta diferente (Gadek-Michalska et al.,, 2015). Nuestros
resultados también coinciden con observaciones previas, donde se
afirma que la exposicion a un segundo desafio con LPS en la etapa
adulta indujé una mayor activacion de las células microgliales (Bilbo et
al., 2012); al igual, Sominsky creia que el aumento del estado
inflamatorio del cerebro en una edad temprana, causado por cada
estimulo continuaba hasta la edad adulta (Sominsky et al., 2012). Por
otra parte, observamos en ambas 2zonas analizadas el cambio
morfolégico de la microglia activada, en los grupos SM-VEH, CONT-LPS
y SM-LPS, la microglia posee un cuerpo ambeoide y ramificaciones
gruesas y retraidas; los cambios morfolégicos observados en esta
respuesta microglial fueron también descritos en ratas macho
(Saavedra et al., 2021).

El estrés en etapas tempranas de la vida como la separacién materna
y el LPS pueden conducir a conductas de ansiedad y depresion en la
edad adulta, que subyacen probablemente de una respuesta
neuroinmune exagerada, donde se ve implicada la sobreactivacion
microglial. En respuesta, al activarse la microglia, puede causar una
neuroinflamacién crénica debido a una sobreactivacion y/o a una
proliferacion sostenida, asi la microglia activada puede generar una
condicion neurodegenerativa (Badshah et al.,2016); de tal forma que
conduce a la expresion exagerada de mediadores proinflamatorios
como las citocinas y las especies reactivas de oxigeno y por lo tanto, el
estrés en etapas tempranas de la vida puede potencialmente afectar la
respuesta inmune cambiando permanentemente la estructura y
funcion del cerebro (Mayo L et al; 2012). Al igual se debe considerar las
diferencias de sexo que pueden influir en la respuesta inflamatoria a
los insultos agudos, por ejemplo, las hembras tienen niveles mas altos
de citoquinas antiinflamatorias y Th2 (Kadioglu et al.,2011; Marriott &
Huet-Hudson, 2006) y la funcion del hipocampo es relativamente
menos sensible ala adversidad en la vida temprana en las hembras (Loi
etal., 2015).
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X. CONCLUSION

Durante la etapa temprana de la vida, la separacion materna y la
exposicion a un desafio de estrés inmunolégico LPS, derivan en una
conducta de ansiedad y tipo depresiva en la etapa adulta; induciendo
cambios morfolégicos en las células microgliales en las areas del Hilus
y CA3 del hipocampo, activandolas, con formas ambeoides y procesos
gruesos. Los resultados de atenuacion al doble insulto, donde se
preveia una respuesta conductual exacerbada y una mayor activacion
microglial, podrian deberse a una respuesta inmune adaptativa.
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