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. RESUMEN.

Introduccion. La depresion que sufre la madre después del nacimiento se
conoce como depresion posparto, su prevalencia oscila entre el 10% y el 15%.
Durante el embarazo, el estrés cronico puede conducir a estados depresivos, lo
cual representa uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo
de trastornos afectivos posparto, incluida la generacién siguiente. La microglia
es un tipo celular que forma parte del sistema neuroinmune, pueden responder
a diversos estimulos y activarse, entre ellos al estrés. Objetivo. Nuestro objetivo
fue evaluar si el estrés cronico y el estrés prenatal aumentan la densidad celular
y/o la activaciéon de la microglia en el hipocampo durante la lactancia, en
comparacion a la nuliparidad. Material y métodos. Se utilizaron ratas hembras
adultas de 5 meses de edad, se conformaron 2 grupos, virgenes (V), lactantes
(L) y cada grupo se subdividio en control (C), estrés cronico (EC) y estrés
prenatal (EP). Los grupos de ratas hembras (excepto los controles) fueron
sometidas a estrés por restriccion, una hora diaria durante 10 dias. Se analizé la
poblacién de microglia en la region CA3 e hilus del hipocampo. Resultados. En
CAS el estrés provoco una tendencia al aumento del numero total de microglia
en ratas lactantes. En ratas virgenes ocasion6 una tendencia al aumento del
porcentaje de microglia activada. En la region del hilus se encontré una
disminucién del numero total de microglia y un aumento del porcentaje de
microglia activada por el estrés en ratas virgenes. Finalmente, en ambas
regiones del hipocampo, hubo un aumento del numero total de microglia y una
disminucién del porcentaje de microglia activada a causa de la condicidn
fisiolégica, en ratas lactantes en comparacién con las ratas virgenes.
Conclusioén. Esto sugiere que, aunque la lactancia incrementa la poblacion total
de microglia, existe un efecto neuroprotector que evita su mayor activacion.

Palabras clave: Estrés, depresion posparto, microglia, lactancia, hipocampo



Il. ABSTRACT.

Introduction. The depression suffered by the mother after birth is known as
postpartum depression, prevalence ranges between 10% and 15%. During
pregnancy, chronic stress can lead to depressive states, wich represents one of
the most important risk factors for the development of postpartum affective
disorders, including the next generation. Microglial cells are part of the
neuroimmune system, they can respond to various stimuli and become activated,
including stress. Objective. Our aim is to evaluate if chronic stress and prenatal
stress increase cell density and / or microglial activation in the hippocampus
during lactation, compared to nulliparity. Material and methods. 5-month-old
adult female rats were used, 2 groups were formed, virgins (V), infants (L) and
each group was subdivided into control (C), chronic stress (EC) and prenatal
stress (EP). Groups of female rats (except controls) were subjected to restriction
stress for one hour daily for 10 days. The microglia population in the CA3 and
hilus region of the hippocampus. Results. In CA3 stress caused a tendency to
increase the total number of microglia in lactating rats. In virgin rats caused a
tendency to increase the percentage of activated microglia. In the hilus region, a
decrease in the total number of microglia and an increase in the percentage of
stress-activated microglia were found in virgin rats, under physiological
conditions. Finally, in both regions of the hippocampus, there was an increase in
the total number of microglia and a decrease in the percentage of activated
microglia, in lactating rats compared to virgin rats. Conclusion. This suggests
that, although lactation increases the total population of microglia, there is a
neuroprotective effect that prevents his further activation.

Keywords: Stress, postpartum depression, microglia, lactation, hippocampus



IILINTRODUCCION.

En respuesta al estrés, el cuerpo activa multiples procesos coordinados y
dinamicos para restaurar la homeostasis y preservar la vida. Estos procesos
incluyen la activacion de los ejes simpatico-adrenomedular (SAM) e
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA). El eje HPA es el eje principal que regula
la exposiciodn al estrés, tiene como objetivo final, iniciar la sintesis y liberacién de
glucocorticoides. El eje HPA esta sujeto a inhibicion por retroalimentacion por su
producto principal, los glucocorticoides, y estda mediada en parte por el
hipocampo, el cual forma parte de la formacion hipocampal. La formacion
hipocampal esta constituida por el giro dentado, hipocampo, complejo subicular
y corteza entorrinal. Es una estructura prominente en forma de C que sobresale
en el piso del cuerno temporal del ventriculo lateral. El hipocampo se divide en
CA1, CA2 y CAS.

Durante el embarazo y la lactancia, se producen numerosos cambios a nivel
fisiolégico, celular y molecular, que particularmente distinguen a una madre
lactante de una nulipara, entre ellos, la respuesta del eje HPA ha mostrado estar
severamente atenuada a una variedad de estresores en madres.

La depresidon que ocurre después del nacimiento se conoce como depresion
posparto (PPD). Las causas de este padecimiento son multiples, incluyen
interacciones epigenéticas, genéticas y de estrés / ambiente, incluso en el
desarrollo temprano de la propia madre. La PPD es una enfermedad mental
grave que también afecta al nifio. Los hijos de madres que padecen PPD corren
el riesgo de tener problemas emocionales, conductuales y psicologicos, asi
como retrasos en el desarrollo cognitivo y del lenguaje que son evidentes mas
alla de la infancia temprana. La mayoria de los modelos animales de PPD se han
creado sobre la base de un embarazo inducido por hormonas con la abstinencia
de hormonas ovaricas, el estrés cronico durante el embarazo o la exposicion a
glucocorticoides durante el posparto. Acerca de las consecuencias del estrés
prenatal, estas incluyen un mayor riesgo de problemas emocionales,
conductuales y cognitivos. También esta bien establecido que el estrés prenatal
puede causar hipertensién inducida y resultados fisicos alterados, se ha
estudiado especialmente en relacién con el crecimiento fetal y la vulnerabilidad
posterior a enfermedades cardiovasculares.

La microglia pertenece al sistema nervioso central, es parte de una familia de
células estrechamente relacionadas llamadas macréfagos residentes en tejidos.
Morfolégicamente, la microglia tiene tres etapas de transicién principales que se
pueden distinguir como: ameboide, ramificada o en reposo y reactiva o activada
y estos estados realizan diversas funciones en el cerebro. En el cerebro en
desarrollo y adulto, la microglia ameboide y la ramificada apoyan la
supervivencia de neuronas sanas. En respuesta a diversos estimulos, la
microglia se activa y alcanza cualquiera de las dos fases de activacion, es decir,
M1 (proinflamatoria) y M2 (antiinflamatoria) sobre la base de la gravedad y la
generacion de moléculas secretoras. La microglia puede responder al estrés y
en consecuencia se altera el numero total de células, su morfologia y funcion.



IV. MARCO TEORICO.

1.- Cambios fisiolégicos durante el embarazo y la lactancia.

Durante el embarazo y la lactancia, se producen numerosos cambios a nivel
fisiologico, celular y molecular, que particularmente distinguen a una madre
lactante de una hembra nulipara y que preparan a la mujer para los desafios de
la maternidad. Esos cambios dramaticos en la fisiologia materna, plasticidad del
cerebro materno, y el comportamiento materno no solo ayudan a asegurar la
supervivencia de la descendencia, sino también a actuar en conjunto para la
salud fisiolégica y mental de la madre (Hillerer et al., 2014).

Para garantizar el correcto desarrollo y la supervivencia de la futura progenie, es
necesario que se lleve a cabo un fendémeno llamado placentacion, el cual es un
proceso de dos etapas de vasculogénesis invasiva coordinada (formacion de una
red ramificada de vasos vellosidades coridnicas de origen fetal) y posterior
angiogénesis (Cross et al., 1994). Después de la implantacion, el citotrofoblasto
secreta factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y factor de crecimiento placentario (PIGF). Dadas las necesidades
mejoradas en el suministro de sangre materna durante el embarazo, el VEGF
representa un factor particularmente crucial durante ese tiempo estimulando la
vasculogénesis y la angiogénesis. Esta remodelacién es fundamental para la
adecuada perfusién de la unidad fetoplacentaria y consecuentemente el
intercambio de nutrientes, oxigeno, y desechos entre la madre y el feto en
desarrollo (Demir et al., 2007). Ciertas citocinas juegan un papel crucial para los
eventos asociados con el embarazo. El embarazo es caracterizado por cambios
fundamentales en los niveles de las citocinas maternas para permitir la
supervivencia del feto, que puede verse como injerto semi alogénico. Asi, el
embarazo puede ser considerado como un estado de inflamacion leve vy
controlada, sin embargo, asegurando el mantenimiento de un delicado equilibrio
entre citocinas antinflamatorias, entre ellas interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10
(IL-10), y proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina
1 (IL-1) e interleucina 8 (IL-8) (Hillerer et al., 2014). Aparte de estos cambios que
ocurren durante las primeras etapas del embarazo, existen numerosas
adaptaciones a nivel del cerebro de la madre hacia el final del embarazo y en el
periodo de lactancia (Hillerer et al., 2014).

1.1.- Cambios en el cerebro femenino durante el embarazo y la lactancia.

Durante el periodo periparto, el cerebro materno sufre multiples cambios
macroscopicos, microscopicos, celulares y moleculares. Algunas de estas
regiones del cerebro son cruciales para el inicio, mantenimiento y regulacion del
comportamiento materno (Hillerer et al., 2014). Una parte de este circuito
materno es el sistema motivacional maternal, formado por el area predptica
medial (MPOA) junto con el nucleo del lecho de la estria terminal (BNST) como
regiones centrales para inducir el inicio de la conducta materna mediante la
activacion hormonal, al suprimir las respuestas de miedo a los olores de las crias
por un lado y activar el sistema motivacional no especifico (es decir, el sistema
de dopamina mesolimbico) por otro lado. (Hillerer et al., 2014).



Otras regiones importantes del cerebro que pueden asignarse al "circuito
materno" incluyen las regiones hipotaldamicas nucleo paraventricular (PVN) y el
nucleo supradptico (SON), que son fundamentales para la regulacion de la
ansiedad, el estrés y el mantenimiento de la conducta materna (Hillerer et al.,
2014). Las neuronas del hipotalamo se proyectan de manera central al
hipocampo, que se interconecta con la corteza prefrontal medial (mPFC). La
mPFC parece ser central para la percepcion, la valoracion y la regulacién de
estimulos y actos relevantes para el periodo periparto en concierto con el
hipocampo (Hillerer et al., 2014).

Uno de los cambios que ocurren tanto en humanos como en roedores durante el
periodo de periparto es el tamafo del cerebro materno. En su estudio clinico,
Oatridge y colaboradores (2002) recluto un total de nueve madres sanas (control)
y cinco mujeres preeclampticas, demostrando que el tamafo del cerebro se
redujo significativamente en ambos grupos mientras que el tamafio del ventriculo
lateral se incrementd. Este efecto ha demostrado ser aun mas pronunciado en
madres que sufrieron preeclampsia durante el embarazo. Mas detalladamente,
revelé que el volumen del hipocampo es significativamente menor en lactantes
en comparacion con las hembras nuliparas (Oatridge et al., 2002).
Desafortunadamente, la importancia fisiolégica de los anteriores hallazgos
mencionados en humanos y roedores no estan bien entendidos en la actualidad
y los mecanismos subyacentes todavia necesitan ser aclarados (Hillerer et al.,
2014).

Los cambios de volumen no solo se han informado en el hipocampo, sino
también en otras regiones del cerebro con un papel significativo durante el
periodo periparto (Hillerer et al., 2014). La hipdfisis se agranda durante el curso
del embarazo, probablemente debido a la hiperplasia de las células lactotropas,
y disminuye hasta ocho meses después del parto en humanos. También se han
producido efectos similares observados en el MPOA y el SON de ratas gestantes
/ lactantes. Ademas, se han observado adaptaciones morfolégicas en otra
estructura hipotalamica, el PVN. Los cambios acontecidos en el cerebro
femenino durante el periodo periparto son concentrados en la Tabla 1 (Hillerer et
al., 2014).

Tabla 1. Ejemplos de las diferentes formas de plasticidad neuronal
asociadas al periodo periparto. En la presente tabla se muestran alteraciones
asociadas en las diferentes regiones del cerebro de mamiferos (Hillerer et al.,
2014).

Regién del | Alteracion Tiempo de | Especies
cerebro ocurrencia
Cerebro | Tamano del cerebro Embarazo/lactancia | Humano
completo |Peso del cerebro Lactancia Rata
Ventriculo lVolumen Embarazo/lactancia | Humano
lateral

tTamafno Embarazo Humano




Glandula lTamanio Lactancia Humano,
pituitaria rata
Hipotalamo
tVolumen Lactancia Rata
1Sinapsis axosomaticas y | Lactancia Rata
axodendriticas en
SON neuronas oxitocina (OXT)
tNumero de sinapsis | Lactancia Rata
compartidas en neuronas
oxt
Entrada excitadora e Rata
inhibitoria alterada a las | Lactancia
neuronas oxt
lLongitud dendritica y | Lactancia Rata
ramificacion de neuronas
PVN oxt
Retraccion glial de | Lactancia
neuronas y dendritas oxt Rata
tDiametro capilar interno | Lactancia Rata
(ICD)
lVolumen Lactancia Rata
| Proliferacion celular Lactancia Rata,
oveja
lSupervivencia celular Lactancia Rata
Hipocampo |Longitud dendritica y | Embarazo/lactancia | Rata
complejidad de las
neuronas piramidales
CA1/CA3
tDensidad de espinas en | Embarazo/lactancia | Rata
neuronas piramidales
CA1
tProliferaciéon celular SVZ | Embarazo Raton
TNumero de Lactancia Raton
Zona interneuronas OB
subventricular | |Proliferacién celular SVZ | Embarazo/lactancia | Rata,
(SVZ)/bulbo oveja
olfatorio (OB) | t1Densidad de presinapsis | Lactancia Raton
y estabilidad de la
columna
mPFC tDensidad dendritica y Lactancia Rata

densidad de la columna




1.2.- Hormonas y neuropéptidos importantes para la conducta materna y la
lactancia.

Como la mayoria de las especies de mamiferos no son espontaneamente
maternales, la elevada disponibilidad de neuropéptidos como OXT, prolactina
(PRL), asi como la arginina vasopresina (AVP) y sus respectivos receptores, es
un requisito previo para el inicio y mantenimiento del complejo repertorio de
conductas maternas (Hillerer et al., 2014). Las alteraciones asociadas al
periparto en estos sistemas de neuropéptidos cerebrales no soélo son de vital
importancia para la conducta materna, sino también actuan en concierto para
disminuir la ansiedad durante la lactancia, segun lo revelado por estudios con
roedores (Hillerer et al., 2014).

Durante el periodo periparto el cerebro materno de los roedores, sufre cambios
marcados en la expresion de receptores. Champagne y colaboradores (2003)
revelaron que un aumento en la expresion del receptor de estrogeno alfa (ER-a)
en el area preoptica medial (MPOA) se correlacion6 con un mayor nivel de
acicalamiento en el grupo de acicalamiento/aseo alto (Champagne et al., 2003).
Similar a ER, se han encontrado niveles de expresion del receptor de oxitocina
(OXT-R) aumentados en varias regiones distintas del cerebro "materno” como el
MPOA, hipotalamo ventromedial (VMH), BNST, tabique lateral, el nucleo central
de la amigdala y PVN. Las alteraciones observadas en los patrones de
distribucion del OXT-R reflejan el papel crucial del sistema OXT para orquestar
diferentes aspectos del comportamiento materno, incluido el cuidado (Hillerer et
al., 2014).

Una regulacién positiva del ARN mensajero (ARNm) del receptor de prolactina
ha demostrado que tiene importancia en la regulacion del comportamiento
materno, como el MPOA, BNST y VMH durante diferentes puntos de tiempo
dentro del periodo periparto (Mann y Bridges, 2002). Ademas, los estudios en
ratas revelaron que las fluctuaciones asociadas al periparto del receptor de
vasopresina V1a en las regiones cerebrales del “circuito materno” son
fundamentales para la expresion oportuna y afinada de la agresion materna. En
consecuencia, se ha demostrado que el nivel de union del receptor V1a en
BNST, MPOA, tabique lateral y el nucleo central de la amigdala se correlaciona
positivamente con el nivel de comportamiento agresivo durante el embarazo, el
parto y la lactancia (Caughey et al., 2011).

La hormona liberadora de corticotropina (CRH) es un modulador primario del eje
hipotalamico- pituitario- adrenal (HPA) a través de su accién sobre la liberacion
de la hormona corticotropina (ACTH) en la circulacién, y también esta
involucrado en la gestacion, parto, y atenciéon materna (Nephew y Murgatroyd,
2013). El sistema de CRH, disminuye su actividad durante la lactancia. De hecho,
el aumento de la disponibilidad de CRH da como resultado niveles mas bajos de
agresion materna en roedores. La AVP es otra neurohormona involucrada tanto
en el estrés como en la conducta materna, y los niveles de ARNm de AVP en el
hipotalamo aumentan 2-3 veces durante la ultima etapa del embarazo y la
lactancia. La AVP central media tanto la atencion materna y agresion en

10



roedores. Los estudios en roedores criados con comportamiento de alta
ansiedad / comportamiento de baja ansiedad han postulado que la crianza
materna esta relacionada con ansiedad innata y la actividad de OXT y AVP, ya
que los ratones con baja ansiedad muestran niveles mas bajos de la atencion
materna en comparacion con los ratones de alta ansiedad. La PRL es un
mediador clave de la lactancia tanto en mamiferos y la atencién materna, aunque
se sabe menos sobre su papel en el comportamiento social no materno. También
tiene acciones inhibitorias sobre la actividad del eje HPA después de la
exposicion al estrés que puede estar relacionado con su papel en el cuidado
materno (Nephew y Murgatroyd, 2013).

En el periodo posparto temprano, la noradrenalina, OXT, AVP y PRL promueven
el aprendizaje olfativo en la madre y el cuidado materno. La OXT contribuye a la
sincronia afectiva madre-hijo, promoviendo el apego de la madre y el recién
nacido. Este adjunto es esencial para la regulacion de las emociones, la
reactividad al estrés, la adaptacion metabdlica y desarrollo social y cognitivo del
bebé (Olza et al., 2014). También es apropiado mencionar que uno de los
requisitos hormonales mejor comprendidos para la aparicion de la conducta
materna es el estradiol durante el embarazo, el estradiol prepara a la mujer para
inicio inmediato de la conducta materna en el parto. Ningun estudio ha
examinado si los andrégenos durante la segunda mitad del embarazo en ratas
juegan algun papel en la aparicién hormonal de comportamiento materno en el
parto (Lonstein y Morrell, 2007).

Si bien la progesterona es fundamental para el mantenimiento del embarazo, su
retirada al final del embarazo es necesaria para el inicio hormonal de la conducta
materna. Un modelo muy fructifero para comprender la dependencia hormonal
para el inicio natural de la conducta materna después del embarazo es el modelo
de histerectomia-ovariectomia en el que se extirpan el utero (incluidos los fetos)
y / o los ovarios (Lonstein y Morrell, 2007). Los experimentos han demostrado
que la progesterona previene la manifestacion inapropiada de la conducta
materna durante el embarazo y que la abstinencia de progesterona antes del
parto permite y facilita la aparicién inmediata de la conducta materna. En
ausencia de estradiol, ni la progesterona sola ni la abstinencia de progesterona
estimulan la conducta materna (Lonstein y Morrell, 2007).

2.-Respuesta al estrés en general.

“El estrés puede ser definido como una amenaza real o supuesta a la integridad
fisiologica o psicologica de un individuo que resulta en una respuesta fisiologica
y/o conductual” (McEwen, 2000).

En respuesta al estrés, el cuerpo activa multiples procesos coordinados y
dinamicos para restaurar la homeostasis, preservar la vida y, en ultima instancia,
lograr el éxito evolutivo de la especie. La importancia de los sistemas enddcrinos
en esta regulaciéon homeostatica se conoce desde los primeros estudios de Hans
Selye en la década de 1930, cuando se describid la activacion de los ejes
simpatico-adrenomedular (SAM) e HPA en respuesta al estrés (Fig. 1) (Russell
y Lightman, 2019).
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Figura 1. Mecanismo de respuesta al estrés. Se muestran los principales
componentes efectores ante un evento estresante (Ulrich-Lai y Herman, 2009).
Los ejes SAM (lado izquierdo de la figura) e HPA (lado derecho de la figura) son
los sistemas primarios para mantener o restablecer la homeostasis durante el
estrés (Fig.1). La exposicion a estrés activa las neuronas simpaticas
preganglionares en la columna de células intermediolaterales de la médula
espinal toracolumbar (mostrada en azul). Estas neuronas preganglionares se
proyectan a los ganglios pre o paravertebrales para finalmente llegar a los
organos terminales y a las células cromafines de la médula suprarrenal. Esta
activacion simpatica representa la clasica respuesta de "lucha o huida" que fue
caracterizada por primera vez por Walter Cannon y sus colegas a principios del
siglo XX; debido a la activacién se aumentan los niveles circulantes de adrenalina
(principalmente de la médula suprarrenal) y noradrenalina (principalmente de los
nervios simpaticos), la frecuencia cardiaca, la fuerza de contraccion,
vasoconstriccion periférica y movilizaciéon de energia. El tono parasimpatico
también se puede modular durante el estrés (mostrado en rojo), la activaciéon de
los nucleos preganglionares craneosacros activan los nucleos posganglionares
ubicados en o cerca de los 6rganos terminales que inervan (Ulrich-Lai Y Herman,
2009).

Para el eje HPA, la exposicion al estrés activa neuronas hipofisiotréficas en el
PVN del hipotdlamo que secreta hormonas liberadoras, como CRH y la AVP
hacia la circulacion. Estas hormonas liberadoras actuan sobre la hipdfisis
anterior para promover la secrecion de ACTH, que a su vez actua sobre la
corteza suprarrenal interna para iniciar la sintesis y liberacion de hormonas
glucocorticoides (corticosterona en ratas y cortisol en humanos) (Ulrich-Lai Y
Herman, 2009).

Los glucocorticoides poseen potentes funciones antiinflamatorias. Pueden
inducir la apoptosis de linfocitos T, neutrdfilos, baséfilos y eosindéfilos. También
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regulan multiples genes proinflamatorios que codifican citocinas, quimiocinas y
enzimas inflamatorias. De igual manera tiene la capacidad de inhibir la
presentacion de antigenos, la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il, los anticuerpos y favorecen las respuestas de los
linfocitos T helper 1 frente a T helper 2. Otras funciones de los glucocorticoides
es modular la emocién y la cognicién, siendo ejemplos clave la capacidad de
aprendizaje, el rendimiento, la percepcion emocional y el estado de animo
(Russell y Lightman, 2019).

El rapido aumento de los niveles de cortisol que produce el estrés aumenta la
disponibilidad de reservas de energia suplementarias a través de la induccion de
la gluconeogénesis y la inhibicion de la produccion de insulina combinada con la
vasoconstriccion, que ayuda a la entrega de sangre a los musculos y al cerebro.
El cortisol posee un efecto dual, tanto antiinflamatorio como proinflamatorio.
Es importante mencionar que la exposicidn cronica al estrés y por ende la
exposicidon prolongada al cortisol, se vuelve desadaptativa, lo que conduce a una
amplia gama de resultados adversos o bien estados de enfermedad, que
incluyen sindrome metabolico, obesidad, cancer, trastornos de salud mental,
enfermedades cardiovasculares y aumento o susceptibilidad a las infecciones
(Russell y Lightman, 2019).

El eje HPA esta sujeto a inhibicidbn por retroalimentacion por su producto
principal, los glucocorticoides. Esta retroalimentacidén esta mediada en parte por
estructuras limbicas del prosencéfalo (como es el hipocampo). Tanto los
receptores de glucocorticoides como los receptores de mineralocorticoides se
expresan abundantemente en el hipocampo y probablemente se colocalizan en
algunas neuronas. El hipocampo puede responder a las elevaciones de
corticosterona/cortisol tanto basales como inducidas por el estrés, debido a que
estos receptores poseen distintas afinidades por los glucocorticoides (Ulrich-Lai
y Herman, 2009).

Los glucocorticoides tienen acciones tanto gendmicas como no gendémicas en
todo el cuerpo. Las acciones gendmicas se producen tras la union a los
receptores de glucocorticoides y, en algunos tejidos, a los receptores de
mineralocorticoides. Los receptores de mineralocorticoides tienen una gran
afinidad por los glucocorticoides enddégenos y se une en gran medida incluso
durante el punto mas bajo de secrecion de corticosteroides dado por el reloj
circadiano. Los receptores de glucocorticoides tienen una afinidad mas baja y se
une ampliamente solo a niveles relativamente altos de corticosteroides, como los
que ocurren durante las respuestas al estrés. El receptor de glucocorticoides que
produce efectos gendmicos parece ser el principal mediador de la inhibicion
"retardada" de las respuestas al estrés por glucocorticoides. Los efectos no
genomicos dados por el receptor de mineralocorticoides, se producen a los
pocos minutos de la liberacion de glucocorticoides y explican la inhibicion por
retroalimentacion negativa "rapida" del eje HPA, que se ejerce a los pocos
minutos del aumento de los glucocorticoides circulantes (demasiado rapido para
estar mediado por acciones genomicas en cualquier sentido tradicional) (Ulrich-
Lai y Herman, 2009).
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2.1.- Estructura y funciéon del hipocampo.

Su analisis anatémico se remonta a Arantius (anatomista y cirujano italiano),
quien describidé por primera vez la aparicion de la formacion del hipocampo
humano y le dio el nombre de hipocampo (derivado de la palabra griega para
caballito de mar) Fig. 2a. Otros autores destacaron la semejanza del hipocampo
con el cuerno de un carnero. El término "cornu ammonis" fue introducido por el
neuroanatomista Rafael Lorente de N6 (1934). La Formacion hipocampal se
refiere al giro dentado, hipocampo, complejo subicular y corteza entorrinal
(Schultz y Engelhardt, 2014). La formacion hipocampal es una estructura
prominente en forma de C que sobresale en el piso del cuerno temporal del
ventriculo lateral. Se trata de una estructura marginal y de estructura de capas
mas sencilla de la misma sustancia gris cortical del I6bulo temporal. Por ello
pertenece, por una parte al sistema limbicoy por otra a la arquicorteza. El
hipocampo se divide en CA1, CA2 y CA3 y se encuentra irrigado por la arteria
cerebral posterior Fig. 2b (Singh y Dhikav, 2012). El giro dentado forma la parte
mas medial de la corteza cerebral, a nivel citoarquitecténico es una region
cortical trilaminada. La tercera y mas interna capa del giro dentado se denomina
capa polimorfica o hilus y, a veces, se le denomina campo hipocampal CA4. Sin
embargo, las células del hilus se proyectan sélo al giro dentado, por lo que se
considera con mayor frecuencia como parte de esta zona (Schultz y Engelhardt,
2014).

Human "

Figura 2. Corte horizontal del cerebro humano y estructura del hipocampo
en distintas especies (Siegel y Sapru, 2015). (Andersen, et al., 2007).

El hipocampo tiene conexiones de ida y vuelta desde varias partes del cerebro.
Hay una variedad de fuentes que contribuyen con nervios aferentes. Una fuente
importante de entradas incluye la corteza entorrinal. Muchas de estas entradas
representan nervios olfativos, visuales y auditivos terciarios que llegan al
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hipocampo después de hacer conexiones sinapticas dentro de la region
entorrinal. Un segundo grupo de nervios surgen de la banda diagonal de Broca
(del area septal) y finalmente nervios aferentes del hipocampo incluyen la corteza
prefrontal, el giro cingulado anterior y la region premamilar. Las conexiones
eferentes del hipocampo, surgen de células tanto en el hipocampo como en el
complejo subicular. Los nervios que salen del hipocampo se denominan fornix,
los cuales inervan un numero amplio de estructuras como el area septal, el
nucleo talamico anterior, los cuerpos mamilares y las regiones adyacentes del
hipotalamo medial, la corteza cingulada, varias partes de la corteza prefrontal, la
amigdala y las regiones adyacentes del neocortex temporal (Siegel y Sapru,
2015).

Actualmente se sabe que el hipocampo es vital para el aprendizaje, la memoria
y la navegacion espacial. También estudios experimentales en animales y los
informes clinicos en humanos han indicado que el hipocampo juega un papel
importante en el control de la agresién y la conducta de ira. Aunque el
comportamiento emocional estd regulado principalmente por la amigdala, el
hipocampo y la amigdala tienen conexiones reciprocas, por lo que pueden
influirse mutuamente. Finalmente dado que el hipocampo tiene proyecciones
hacia el hipotdlamo, puede regular las funciones endocrinas que se encuentran
asociadas a esta region (Singh y Dhikav, 2012).

Diversos analisis han revelado que el estrés influye en gran medida sobre el
hipocampo. Estructuralmente, los estudios en humanos y animales han
demostrado que el estrés cambia la morfologia neuronal, suprime la proliferacién
neuronal y reduce el volumen del hipocampo (Kim et al., 2015). Asimismo, las
consecuencias del estrés no se restringen a un solo linaje celular, también se ha
demostrado que las células microgliales se ven afectadas a nivel funcional,
morfologico y de numero, por distintos protocolos de estrés (Delpech et al.,
2015).

2.2.- Respuesta al estrés en la hembra durante el embarazo y la lactancia.

Es de importancia mencionar que en la lactancia se ha descrito una elevacion
cronica de corticosterona/cortisol plasmatico en condiciones basales. A pesar de
la elevada actividad basal del eje HPA, se ha demostrado en varias especies de
mamiferos que la capacidad de respuesta del eje HPA, junto con la del sistema
nervioso simpatico, se atenuan severamente desde la mitad del embarazo hasta
el final de la lactancia a una amplia variedad de factores estresantes psicologicos
y fisiolégicos. Por lo tanto, el comportamiento relacionado con la ansiedad y la
capacidad de respuesta emocional a los estimulos estresantes se reduce con el
resultado de un estado de calma general, pero también con el comportamiento
materno mejorado y la agresion materna al proteger a la descendencia (Slattery
y Neumann, 2008).

La CRH es el principal estimulador del eje HPA, la actividad reducida del sistema
en el PVN puede contribuir a las respuestas atenuadas de la ACTH vy
corticosterona observada durante el embarazo y la lactancia. Ademas, se reduce
la union del receptor de CRH en la hipdfisis o que resulta en pérdida de la
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sensibilidad de la hipdfisis a CRH. La reduccidon asociada a la lactancia en la
expresion de CRH también se ha descrito en el nucleo central de la amigdala,
una region importante no solo para la regulacion del eje HPA, sino también para
la capacidad de expresar emociones (Slattery y Neumann, 2008).

También hay una pérdida de impulsos excitadores del eje HPA durante el
embarazo, incluido un tono excitador noradrenérgico reducido dentro del PVN
hipotalamico, que contribuye a su capacidad de respuesta atenuada durante la
lactancia. Estas alteraciones podrian contribuir a la pérdida de la excitacion
noradrenérgica hipotalamica y al bajo nivel de expresion del gen CRH dentro del
hipotalamo que se encuentra en condiciones de reposo. Otra entrada excitadora
del eje HPA que se atenua durante el embarazo es la de los opioides enddégenos
(Slattery y Neumann, 2008).

Se ha demostrado que la OXT cerebral enddgena regula la actividad del eje HPA
tanto en ratas hembras virgenes como en machos. Por lo tanto, es probable que
otros factores inhibidores adicionales, entre ellos los opioides enddgenos y la
PRL, actuen en conjunto con OXT para atenuar las respuestas hormonales del
eje HPA en el periodo periparto. En apoyo a esto, la inactivacién del receptor
PRL en el cerebro, a través del uso de oligodesoxinucleétidos antisentido, resultd
en una desinhibicion significativa de la secreciéon de ACTH inducida por estrés
en ratas lactantes, lo que demuestra que la PRL cerebral es un factor central que
inhibe la respuesta del eje HPA en la lactancia (Slattery y Neumann, 2008).

3.- Estrés sufrido en la etapa prenatal.

El cuidado fisico de las mujeres embarazadas en el mundo ha mejorado
enormemente durante los ultimos 100 afos; sin embargo, no ha sucedido lo
mismo con su cuidado emocional. Este es posiblemente el aspecto mas
descuidado de la medicina obstétrica y es de suma importancia para el bienestar
de la propia mujer embarazada y también para el de su futuro hijo (Glover, 2014).

Una evidencia considerable de muchos estudios muestra que, si la madre esta
deprimida, ansiosa o estresada durante el embarazo, es mas probable que su
hijo experimente una variedad de resultados adversos del desarrollo neurolégico
que los hijos de otras madres. Estos incluyen un mayor riesgo de problemas
emocionales, conductuales y cognitivos. También esta bien establecido que el
estrés prenatal puede causar hipertension inducida y resultados fisicos
alterados, como un mayor riesgo de asma para los hijos. Con los resultados
fisicos, el fendbmeno de la programacion fetal esta bien establecido, se ha
estudiado especialmente en relacién con el crecimiento fetal y la vulnerabilidad
posterior a enfermedades cardiovasculares y relacionadas. (Glover, 2014).

La exposicion repetida al estrés de ratones hembra en las primeras etapas del
embarazo (en los dias 1 a 7) causa hiperfagia en la descendencia y un aumento
en la expresion del factor de crecimiento insulinico tipo 2 (IGF-2) placentario, con
efectos dependientes del sexo y del estrés sobre la expresion de 11 beta
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (HSD-11B2) en la placenta, revelando
cdmo la programacion temprana podria causar cambios en el control metabdlico,
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la obesidad y otras funciones fisiolégicas como la pubertad en la descendencia.
Dado que el estrés también disminuye la secrecion de prolactina y progesterona
al principio del embarazo, el efecto de su regulacién a la baja sobre la funcién
placentaria y la programacion embrionaria es potencialmente enorme (Douglas,
2011).

Algunos investigadores han analizado a los recién nacidos de madres que
informan estrés durante el embarazo y han encontrado un peor desempefo en
la Escala de Evaluacién del Comportamiento Neonatal en relacion con los recién
nacidos de madres que no informan estrés durante el embarazo (Glover, 2014)
Los estudios de bebés y nifios pequefios han demostrado que tienen un
temperamento mas dificil, problemas para dormir y un rendimiento cognitivo mas
bajo y un mayor temor asociado con un mayor estrés materno durante el
embarazo. Muchos grupos independientes han demostrado que el estrés
prenatal aumenta el riesgo de problemas emocionales en los nifos,
especialmente la ansiedad y la depresion, y los sintomas del trastorno por déficit
de atencion e hiperactividad (TDAH) y el trastorno de la conducta. Muchos
estudios en humanos, como se menciond anteriormente, han demostrado una
asociaciéon entre el estrés materno durante el embarazo y el riesgo de
alteraciones en el resultado del nifio. La evidencia de esto es sdélida y se ha
demostrado en muchos estudios prospectivos independientes de todo el mundo,
lo que es mas dificil de establecer es que la asociacion es causal, ya que, si una
madre esta estresada durante el embarazo, es muy posible que esté estresada
después del parto y esto podria afectar la crianza. Otros factores de confusién
asociados incluyen el tabaquismo o el consumo de alcohol, que pueden afectar
el comportamiento y el peso al nacer. También podria ocurrir continuidad
genética. La madre puede tener ciertos genes que la hacen mas propensa a
sentirse ansiosa o deprimida y puede transmitir estos genes a su hijo, lo que a
su vez lo hace mas propenso a tener problemas emocionales o de
comportamiento. Esto cobra particular importancia en el caso de la hija, quien
puede desarrollar a su vez un estado de depresion posparto (Glover, 2014).

4.- Depresioén posparto (PPD).

El trastorno depresivo mayor afecta al 12-20% de la poblaciéon y segun la
Organizacion Mundial de la Salud, es la primera causa principal de discapacidad
en el mundo. Las mujeres tienen el doble de probabilidades de desarrollar
depresion, tienen sintomas mas graves y presentan ansiedad comorbida en
comparaciéon con los hombres (Brummelte y Galea, 2016). Se estima que en el
2015, la proporcion de la poblacién mundial con depresion fue de 4,4%, siendo
322 millones el numero total de personas que tienen depresion en el mundo. La
depresion es mas comun en las mujeres (5,1%) que en los hombres (3,6%) y las
tasas de prevalencia varian segun la edad alcanzan su punto maximo en la edad
mas adulta (por encima de 7,5% en mujeres de edades comprendidas entre los
55 y 74 anos, y por encima de 5,5% en hombres) (Fig. 3) (Organizacion
panamericana de la salud, 2017).
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Figura 3. Prevalencia mundial de los trastornos depresivos en porcentaje
de la poblacion, por edad y sexo. Las mujeres se encuentran en un mayor
porcentaje de sufrir trastornos depresivos, aumentando su incidencia con
el paso de la edad (Organizacion panamericana de la salud, 2017).

La depresion que acontece después del nacimiento se conoce como PPD,
mientras que la depresion que ocurre durante el embarazo se conoce como
depresion prenatal. La prevalencia de la depresién prenatal es acerca del 12%,
con la prevalencia mas alta en los dos ultimos trimestres. La prevalencia de la
depresion posparto oscila entre el 10% y el 15%, pero puede llegar hasta el 30%
segun los criterios utilizados para el diagnostico. La susceptibilidad a la
depresién, incluida la depresién posparto, es el resultado de interacciones
epigenéticas, genéticas y de estrés / ambiente, incluso en el desarrollo temprano
de la propia madre. La depresidon prenatal es uno de los mayores factores de
riesgo para desarrollar PPD (Brummelte y Galea, 2016).

La PPD es una enfermedad mental grave que no solo afecta a la madre, puede
interferir con el desarrollo de la descendencia de una manera que incluye
interacciones directas con los cuidadores. Las mujeres con PPD pueden tener
caracteristicas diferentes a las mujeres con depresion prenatal mas posnatal, lo
que argumenta a favor de distinguir entre estos dos periodos de depresion
(Brummelte y Galea, 2016) También debe tenerse en cuenta que, si bien la
depresion previa es el mayor factor de riesgo de PPD, aproximadamente el 40%
de las mujeres tendra su primer episodio de depresion durante el posparto, la
mayor incidencia de nueva depresion posparto ocurre 2-3 meses después del
parto. A pesar de que la PPD tiene muchas de las mismas caracteristicas del
trastorno depresivo mayor, se presenta durante un tiempo unico fisiolégicamente
y las mujeres con PPD tienden a presentar una mayor ansiedad (Brummelte y
Galea, 2016)

Durante el embarazo y el posparto, los niveles de hormonas esteroideas,
peptidicas, asi como los glucocorticoides fluctuan drasticamente, lo que podria
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contribuir a la etiologia de la PPD. Estos cambios en los niveles hormonales,
como estradiol, corticosterona/cortisol, CRH y OXT, ocurren en roedores vy
humanos, aunque con diferentes perfiles y periodos gestacionales (Brummelte y
Galea, 2016). El estrés y el eje HPA estan relacionados con la etiologia de la
depresion, ya que los pacientes deprimidos (incluidos aquellos con PPD)
muestran una funcién anormal del eje HPA, como hipersecrecion de cortisol y
secrecion diurna anormal de cortisol. Como se sefialé anteriormente, el
embarazo y el puerperio se asocian con niveles elevados sostenidos de
glucocorticoides tanto en humanos como en roedores, que es un perfil hormonal
similar observado en pacientes deprimidas, lo que sugiere otro posible
mecanismo para una mayor vulnerabilidad a la depresion durante el embarazo y
el posparto (Brummelte y Galea, 2016).

4.1.- Modelos animales de la PPD.

Casi todos los modelos animales de PPD se han creado sobre la base de un
embarazo simulado por hormonas con la abstinencia de hormonas ovaricas, el
estrés cronico durante el embarazo o la exposicion a glucocorticoides durante el
posparto. Galea y sus colegas (2001) encontraron que la abstinencia de un
embarazo simulado con hormonas inducia comportamientos depresivos, incluida
una mayor inmovilidad en la prueba de nado forzado y anhedonia de sacarosa
en ratas (Galea et al., 2001). Suda y colaboradores (2008) encontraron una
mayor impotencia aprendida, un comportamiento similar a la ansiedad y un
aumento de la agresion en ratas hembras después de un embarazo simulado
con hormonas (Suda et al., 2008). Finalmente, Brummelte y Galea (2016)
crearon un modelo de PPD mediante la administracion de corticosterona
posparto a las madres, encontrando que exhibieron un comportamiento
depresivo (mayor inmovilidad y disminucion de lucha en la prueba de natacion
forzada) en comparacion con las ratas tratadas con aceite. Ademas, Las madres
que recibieron corticosterona pasaron menos tiempo amamantando y mas
tiempo lejos del nido (Brummelte y Galea, 2016).

4.2.- Consecuencias de la PPD.

Los hijos de madres que padecen PPD corren el riesgo de tener problemas
emocionales, conductuales y psicolégicos, asi como retrasos en el desarrollo
cognitivo y del lenguaje que son evidentes mas alla de la infancia temprana (Fig.
4). Los niflos de madres con PPD tienen mas probabilidades de verse afectados
y mostrar un comportamiento antisocial, hiperactividad y un rendimiento
académico mas pobre que las nifias de madres con PPD. El apego inseguro esta
relacionado con la insensibilidad materna, mientras que la paternidad hostil se
asocia con problemas de externalizacion en los hijos; y finalmente, las
dificultades para notar los signos de interés de los bebés y apoyar su
compromiso con el entorno estan asociadas con un desarrollo cognitivo
deficiente (Brummelte y Galea, 2016).
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Figura 4. Relacién entre la PPD y el impacto negativo hacia su
descendencia, asi como las intervenciones que podrian corregir dicho
impacto. La descendencia de la madre depresiva puede desarrollar una
interaccion madre-hijo dainada, la cual puede ser tratada para el correcto
desarrollo del infante (Brummelte y Galea, 2016).

En la PPD las interacciones madre-hijo se encuentran reducidas, Lovejoy y
colaboradores (2000) encontraron que las madres deprimidas exhibian un
comportamiento significativamente mas negativo y desinteresado hacia sus hijos
en distintas edades en comparacion con las madres no deprimidas (Brummelte
y Galea, 2016).

La literatura reciente sugiere que las madres deprimidas tienden a amamantar
con menor frecuencia o por menos duracion a sus hijos en comparaciéon a las
madres no deprimidas, a pesar de que sus bebés se benefician de la lactancia
materna. Ademas, las madres que no inician o no mantienen la lactancia materna
durante un tiempo adecuado tienen un mayor riesgo de PPD (Figueiredo et al.,
2013). Citado anteriormente, la PPD puede estar involucrada en la causa del
cese temprano del amamantamiento y que se ha observado que los sintomas
depresivos preceden a su cese. Por ejemplo, un estudio reciente de deteccion
de los niveles de depresién inmediatamente después del parto demostré que las
madres con niveles mas altos de sintomas depresivos tienen una mayor
probabilidad de alimentar con biberdn a sus bebés a los tres meses después del
parto. Los resultados también mostraron que las probabilidades de alimentarse
con biberén aumentaron con la gravedad de la depresion materna (Figueiredo et
al., 2013).

La investigacion también se ha centrado en la asociacion entre el
amamantamiento materno, la depresion durante el embarazo y la PPD. Un
estudio recientemente mostré que los niveles mas altos de depresion y ansiedad
durante el embarazo se asociaron con la interrupcién de la lactancia, por su parte
la interrupcion de la lactancia predijo niveles mas altos de ansiedad y depresion
después del nacimiento. Otro estudio reciente sobre esta asociacion concluyé
que las puntuaciones mas altas de depresién en el tercer trimestre del embarazo
predijeron una duracién mas baja de la lactancia materna exclusiva, también se
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encontrd una disminucion de los sintomas depresivos en mujeres que iniciaron
o0 mantuvieron la lactancia materna exclusiva durante tres 0 mas meses. Las
hormonas lactogénicas, la oxitocina y la prolactina, estan asociadas con efectos
antidepresivos y ansioliticos. El amamantamiento se ha asociado con respuestas
atenuadas al estrés, especialmente la del cortisol, estos resultados sugieren que
se atenuan las respuestas neuroendocrinas al estrés, factor que se ha
relacionado con menos sintomas depresivos posparto. EI amamantamiento
también se asocia con mejores interacciones madre-bebé (Figueiredo al., 2013).

5.-Sistema neuroinmune y su participaciéon en respuesta al estrés.

El sistema neuroinmune esta conformado principalmente por las células de la
microglia. La microglia constituye el 15-20% de la poblacion glial en el sistema
nervioso central (SNC), es parte de una familia mas grande de células
estrechamente relacionadas llamadas macréfagos residentes en tejidos, surgen
temprano en la embriogénesis a partir de macrofagos primitivos en el saco
vitelino, antes del desarrollo del sistema hematopoyético derivado de la médula
Osea (Fig. 5). Reconocidas por primera vez por Nissl en 1880, mas tarde Pio-
del Rio Hortega, un neuroanatomista espafol, describié la microglia como
células ramificadas en reposo utilizando métodos de tincién de plata (Frank et
al., 2019). Los macrofagos residentes en tejidos son un grupo de células versatil
y diverso. La existencia de multiples términos especificos de érganos acunados
por histopatélogos (como células de Kupffer en el higado, macréfagos de zona
marginal en el bazo, macrofagos alveolares en los pulmones, células
multinucleadas denominadas osteoclastos en los huesos y microglia en el
cerebro) enfatiza esta diversidad (Cronk y Kipnis, 2013).

En general hay dos clasificaciones de macréfagos: macréfagos inflamatorios y
macrofagos residentes en tejidos (Fig. 5). Los inflamatorios se desencadenan
en los monocitos circulantes y al final de la inflamacién, por lo general no
persisten en el tejido inflamado, sino que sufren apoptosis 0 emigran a los
ganglios linfaticos que drenan. Por el contrario, los macréfagos residentes en
tejidos, que ya estan presentes al comienzo de la inflamacion, responderan de
manera similar a los macrofagos inflamatorios, pero permaneceran después de
la conclusion de la inflamacién, y son fundamentales para la reparacion del tejido
y el retorno a la funciéon normal. Los macrofagos residentes en los tejidos
secretan factores de crecimiento y contindan fagocitando los desechos vy las
células apoptoticas, lo que probablemente ayuda en la reparacion y regeneracion
de los tejidos (Cronk y Kipnis, 2013).
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Figura 5. Origen de macréfagos y células de la microglia. a) Las células
madre hematopoyéticas adultas (HSC) dan lugar a progenitores mieloides
comunes (CMP), que dan lugar a células progenitoras de granulocitos-monocitos
(GMP). b) Al principio del desarrollo embrionario, los progenitores eritroides /
mieloides (EMP) se diferencian en progenitores de macrofagos primitivos en el
saco vitelino, que son F4 / 80"CX3CR1 * y dan lugar a macréfagos residentes
en los tejidos, incluida la microglia que reside en el SNC. c) En el tejido adulto,
los monocitos se recambian constantemente del sistema hematopoyético. Por el
contrario, los macrofagos residentes en tejidos en condiciones homeostaticas se
renuevan en gran medida por si solos d) Cuando un tejido se inflama, los
monocitos entran y se diferencian en macrofagos inflamatorios. Los macréfagos
residentes en tejidos también toman esta caracteristica. e) Al final de la
inflamacion, la mayoria de los macréfagos inflamatorios sufren apoptosis y los
macrofagos residentes en el tejido retoman su papel en el mantenimiento de la
homeostasis del tejido, lo que incluye la eliminacion de los desechos
inflamatorios. (Cronk y Kipnis, 2013).

La microglia proporciona la primera linea de defensa contra cualquier
enfermedad o agresion y muestra una enorme plasticidad estructural y funcional.
La activacion microglial no solo protege y repara el tejido dafiado al eliminar la
célula moribunda y ayuda al proceso de restauracion, sino que también esta
implicada en la induccion de la neurodegeneracion y es ahora bien reconocida
como un contribuyente elemental en la patogénesis de diversas enfermedades y
trastornos neuroldgicos (Frank et al., 2019).

Durante muchos afos, se pensaba que las microglias eran células estaticas en
el cerebro hasta que ocurria una lesion o infeccidon, momento en el que se
activaban, inflamaban y desempefiaban su funcién de defensores inmunes del
SNC. Desde entonces, las técnicas de imagen avanzadas han revelado que las
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microglias estan en constante movimiento, extendiendo y retrayendo sus
procesos, presumiblemente muestreando su entorno en busca de estimulos
sobresalientes. La microglia mantiene un patrén regular en el SNC, con células
individuales que cubren un area relativamente no superpuesta y de tamafio
constante dentro del tejido. Tras la agresion al parénquima cerebral, se ha
observado que las microglias cercanas rompen su patron regular y algunas
migraran rapidamente al area de la lesion (Cronk y Kipnis, 2013).

5.1.- Cambios morfoldgicos y funciones de la microglia.

Morfolégicamente, la microglia tiene tres etapas de transicién principales que se
pueden distinguir como: ameboide, ramificada o en reposo y reactiva o activada
y estos estados realizan diversas funciones en el cerebro (Fig. 6). La microglia
ameboide es de forma redonda o irregular. Debido a su capacidad de fagocitar y
para inducir la apoptosis en neuronas no deseadas en el cerebro en desarrollo,
la microglia es un participante importante en el proceso de desarrollo del SNC
(Frank et al., 2019).

La microglia de vigilancia ramificada o "en reposo" del SNC adulto consiste en
un cuerpo de células pequefas con procesos cortos, tenues, finos. Examina
continuamente el SNC en busca de cualquier dafo o insulto y son reguladores
de la homeostasis. La Microglia después de cualquier estimulo desfavorable, se
transforma en un estado reactivo o activado. Estas células tienen procesos
gruesos y retraidos con un cuerpo celular grande e irregular. Dependiendo del
estimulo y la progresién del estado de enfermedad, la activacidn microglial actua
de dos formas; ayudar en la restauracién eficaz de las células cerebrales
lesionadas o generar un entorno amenazante que resulte en un dafo cerebral
exagerado (Frank et al., 2019).
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Figura 6. Transformaciones de la microglia tanto en términos de fenotipo
como de moléculas secretoras con el avance de la edad. En el cerebro en
desarrollo y adulto, la microglia ameboide y la ramificada apoyan la

23



supervivencia de neuronas sanas. La microglia se activa y alcanza cualquiera de
las dos fases de activacion, fase M1 y/o M2, en respuesta a estimulos agresivos.
La fase M1 exacerba el dafno neuronal dirigido por la activacion microglial
mediante la liberacion de una gran cantidad de moléculas proinflamatorias,
mientras que la fase M2 atenua la neuroinflamacion al liberar factores de
crecimiento y moléculas antiinflamatorias, que promueven el proceso de
reparacion de tejidos y la supervivencia de neuronas. En la progresion de la
enfermedad y la muerte neuronal, la microglia se vuelve desramificada vy
fagocitica. Las células de Gitter son las microglias repletas de restos fagociticos
(Frank et al., 2019).

El SNC utiliza el sistema del complemento para lograr diversos objetivos. Se
utiliza en la periferia para marcar y acelerar la eliminacion de células apoptoéticas
y patégenos. En el SNC, la microglia fagocita las sinapsis neuronales que han
sido etiquetadas con proteinas del complemento a través del receptor 3 del
complemento unido a la membrana. Esta funcion parece ser critica para la
eliminacién de sinapsis débiles o disfuncionales durante el neurodesarrollo
posnatal (Cronk y Kipnis, 2013). Ademas, la microglia es importante para la
neurogénesis. Se ha demostrado que puede influir en la diferenciacién de los
progenitores neurales a través de la induccion de la producciéon del factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y también son uno de los fagocitos
responsables de eliminar los muchos progenitores que sufren apoptosis en la
zona subgranular de la circunvolucion dentada (Cronk y Kipnis, 2013). También
se ha demostrado que el IGF-1 derivado de la microglia apoya la supervivencia
de las neuronas corticales de la capa durante el desarrollo. A medida que el
cerebro se desarrolla, la microglia es fundamental para inducir la apoptosis y
eliminar las neuronas apoptoticas de Purkinje en el cerebelo, y también para
regular el numero de células precursoras neurales corticales. Por lo tanto, se
sugiere que la microglia es importante para la homeostasis y el desarrollo
posnatal adecuado del cerebro, y en su ausencia, el cerebro no se mantiene
correctamente, experimentando eventualmente no solo patologia funcional sino
también fisica (Cronk y Kipnis, 2013).

5.2.- Efectos del estrés sobre la microglia.

Wohleb y colaboradores (2011) llevaron a cabo un estudio en ratones macho
utilizando un modelo de estrés por disrupcion social 2h/dia durante 6 dias, en el
cual observo que el estrés aumento los marcadores inflamatorios (CD14, TLR4
y CD86) en la superficie de la microglia, aumenté la inmunorreactividad Iba-1 de
la microglia en la amigdala medial, la corteza prefrontal y el hipocampo. Otro
estudio por Wohleb y colaboradores (2012) en ratones macho, utilizando como
modelo el estrés por derrota social (similar al modelo anterior mencionado) 2
h/dia por 6 dias, descubrié un aumento significativo del niumero de células Iba-1
(un marcador de microglia tanto en reposo como reactiva) en el hipocampo, la
corteza prefrontal y la amigdala (Wohleb et al., 2012; Walker et al., 2013).

Un estudio realizado en ratones macho por Bian y colaboradores (2012),
encontro resultados relevantes con un modelo de estrés cronico impredecible
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diario durante 40 dias. Los animales estresados tenian un numero
significativamente mayor de células positivas para Iba1 en el hipocampo (CA3)
y las éareas prelimbicas (Bian et al., 2012). Milior y colaboradores (2016)
encontraron que el estrés crénico impredecible en ratones macho (cada factor
de estrés aplicado durante 24 h durante un periodo de 2 semanas) inducia una
disminucién en la ramificacién de la microglia, pero el tamafo del cuerpo celular
no se alteraba (Milior et al., 2016). Franklin y sus colegas (2018) demostraron
que 4 semanas de estrés crénico impredecible en ratas macho, aumentaron el
tamafio del soma de las células de la microglia, la longitud de las ramas, el
numero de ramas y el volumen de las ramas en el hipocampo dorsal, o que
sugiere que el estrés induce un fenotipo hiperramificado. En general, varios
estudios que utilizaron una variedad de modelos de estrés cronico impredecible
demostraron que la exposicion al estrés aumentaba el numero de células
inmunopositivas para las proteinas Iba-1, complejo mayor de histocompatibilidad
tipo 2 (MHCII) y CD11b asociadas a microglia / macrofagos en varias regiones
cerebrales diferentes (Frank et al., 2019).

Respecto al estrés prenatal y la microglia, un estudio analizé la morfologia
microglial y su inmunorreactividad para Iba-1 en ratones machos durante la edad
adulta. En condiciones basales, los animales con estrés prenatal mostraron un
mayor porcentaje de microglia con morfologia reactiva en CA1 en comparacion
con los machos no estresados. Se observd un numero similar de células
inmunorreactivas Iba-1 en la region CA1 en los dos grupos experimentales. Sin
embargo, el estrés prenatal en condiciones basales aumento la proporcion de
células inmunorreactivas Ibal con somas mas grandes y procesos retraidos y
mas gruesos, indicativos de una mayor activacion microglial. El numero de
células microgliales activadas muestra una correlacién directa con el deterioro
de la neurogénesis. Por lo tanto, el mayor numero de células inmunorreactivas a
Iba1 en el grupo con estrés prenatal podria estar involucrado en la disminucion
de la neurogénesis (Diz-Chaves et al., 2013).

En otro estudio del mismo autor utilizando ratones hembra ovariectomizadas,
encontré que el numero de células inmunorreactivas a Iba1 en el hilus del giro
dentado fue significativamente mayor en animales con estrés prenatal que en
animales sin estrés. En ratones no estresados, la morfologia predominante de
las células inmunorreactivas a Iba1 fue la de un cuerpo de células pequefas con
tres a cinco procesos celulares. El estrés prenatal provoco una disminucién en
el numero de células inmunorreactivas para Iba1 y la morfologia predominante
fue de las células inmunorreactivas a Iba1l con numerosos procesos celulares
(58%). Se desconoce la importancia de estos cambios morfolégicos en la
microglia, pero pueden reflejar una transicién de la microglia en reposo hacia un
fenotipo activado. Ademas, en los animales con estrés prenatal hubo una mayor
proporcion de células inmunorreactivas a Iba1 con grandes somas y procesos
retraidos y mas gruesos; morfologia caracteristica de la microglia activada. (Diz-
Chaves et al., 2012).
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Otro estudio realizado en ratas machos y hembras adultas utilizando el modelo
de separacion maternal arrojo los siguientes datos; en la zona del hilus del giro
dentado de machos se observa una disminucién de la densidad microglial, y
tanto en machos como en hembras en las regiones de CA3 y del giro dentado,
se observa un mayor porcentaje de microglia activada (Saavedra et al., 2021).

Las investigaciones disponibles sobre los efectos del estrés en la microglia estan
centradas principalmente en roedores macho, muy pocos son los estudios que
toman como referencia las hembras en modelos de estrés, y mas aun, son casi
nulos los estudios que utilizan precisamente ratas hembra para el analisis.

V. JUSTIFICACION.

La prevalencia de la PPD se encuentra entre el 10% y el 15%, aunque en general
se cree que no se informa de manera considerable. Una historia previa de PPD
es el principal factor predictivo de aparicidon posterior. Otros factores de riesgo
incluyen sintomas depresivos prenatales, neuroticismo prenatal, menor apoyo
social, menor nivel socioecondmico, complicaciones obstétricas, incluida la
preeclampsia (Anderson y Maes, 2013). Las devastadoras consecuencias de la
PPD no solo afectan directamente a la madre, también incluyen a su
descendencia. (Navarre et al., 2010).

El estrés psicosocial repetido / cronico durante el embarazo representa uno de
los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de trastornos del estado
de animo posparto y numerosos estudios han investigado el efecto de la
exposicion al estrés en la madre y en su descendencia (Perani y Slattery, 2014).

Los hijos de madres que sufrieron estrés, ansiedad o depresion durante el
embarazo muestran una variedad de resultados adversos sobre el desarrollo
cognitivo, conductual, emocional y se relacionan con la prematuridad y el bajo
peso al nacer. Ademas, esta bien establecido que el estrés prenatal puede
aumentar la vulnerabilidad posterior a enfermedades cardiovasculares vy
relacionadas (Glover, 2014).

El estrés representa un factor con efectos neuroinflamatorios y el periodo de
parto es considerado un evento altamente estresor con el cual vienen aunados
cambios fisioldgicos, conductuales a lo largo del embarazo y a su posterior
finalizacion, por lo que resulta interesante analizar los efectos que produce el
cambio de la nuliparidad a la lactancia, y el efecto del estrés bajo estas
condiciones. El estudio de la microglia total y en reposo en este modelo,
representa un marcador de neuroinflamacion.

V1. HIPOTESIS

Incrementaria en mayor medida la activacion de la microglia como consecuencia
de los diversos tipos de estrés sufridos por ratas lactantes, aunado el periodo de
parto, el cual es considerado un evento estresor.
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VII. OBJETIVO GENERAL.

Analizar los efectos del estrés sufrido en distintas etapas de la vida sobre el
sistema neuroinmune, examinando la activacion y densidad celular de la
microglia en el hipocampo de ratas hembras lactantes en comparacion a ratas
hembras nuliparas.

1.- Objetivos particulares.

1. Evaluar la densidad celular de la microglia en las regiones del hilus y CA3
del hipocampo en ratas virgenes con o sin estresores.

2. Evaluar el porcentaje de activacion de la microglia en las regiones del
hilus y CA3 del hipocampo en ratas virgenes con o sin estresores.

3. Evaluar la densidad celular de la microglia en las regiones del hilus y CA3
del hipocampo en ratas lactantes con o sin estresores.

4. Evaluar el porcentaje de activacion de la microglia en las regiones del
hilus y CA3 del hipocampo en ratas lactantes con o sin estresores.

VIIl.- MATERIAL Y METODOS.
1.-Animales.

Para los experimentos se utilizaron ratas hembras adultas de 5 meses de edad
de la cepa Sprague Dawley, provistas de agua y alimento ad libitum, mantenidas
a una temperatura de 22-26 °C, humedad 50-60% y bajo ciclo de luz- obscuridad
(12:12).

2.- Grupos experimentales.

Trabajamos con cerebros provenientes de 6 grupos divididos en base a su
condicion fisiologica (virgenes, lactantes) y si fueron sometidos a estrés o no
(estrés prenatal, estrés cronico, control).

1.- Grupo control lactante (n =6)

2.- Grupo control virgen (n = 5)

3.- Grupo estrés cronico lactante (n = 6)
4.- Grupo estrés croénico virgen (n = 3)
5.- Grupo estrés prenatal lactante (n = 6)
6.- Grupo estrés prenatal virgen (n = 3)
3.- Grupos control.

Se utilizaron grupos de ratas virgenes y ratas lactantes las cuales nunca fueron
sometidas a procedimientos de estrés, y fueron en cada caso consideradas
grupos control de acuerdo a su estado fisiologico.

4.- Estrés croénico.

Este modelo se basa en la inmovilizacion de los roedores en una botella de
plastico; el procedimiento se realiza una hora al dia durante 10 dias y también
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se les coloca una lampara de luz blanca a espaldas de los roedores. Un grupo
de ratas hembras virgenes fueron expuestas a este modelo de estrés crénico (V-
EC) y se sacrificaron 5 Dias posteriores a la terminacién del estrés. Otros grupos
de ratas hembras fueron expuestas a este estresor durante su embarazo,
especificamente del dia 11 al 20 de gestacion. El grupo de ratas lactantes con
estrés cronico (L-EC) se sacrificaron 5 dias posteriores al parto.

5.- Estrés prenatal.

Se realiza mismo protocolo que el estrés crénico y la diferencia radica en que los
roedores tomados para este modelo ahora son las hijas de las ratas hembras
que fueron sometidas al estrés mientras estaban embarazadas. Esta generacion
F1 se deja crecer hasta su etapa adulta y se dividen en dos grupos: hembras
virgenes con estrés prenatal (V-EP), las cuales se sacrifican sin exponer a
ningun estresor a los 5 meses de edad, y grupo de ratas lactantes con estrés
prenatal. Estas ultimas se aparean para lograr el embarazo, se permite que den
a luz y se sacrifican al dia 5 posparto.

6.- Estrategia experimental.

Los grupos controles de hembras lactantes y virgenes no fueron manipulados.
El resto de grupos (estrés cronico, estrés prenatal) fueron sometidos a estrés por
inmovilizacién, una hora diaria durante 10 dias, siendo sacrificados los grupos 5
dias posteriores al estresor en caso de las ratas virgenes EC, 6 5 dias después
del parto en el caso de las lactantes EC. Posteriormente se extrajeron los
cerebros y se procesaron. Respecto a los grupos estrés prenatal lactante y virgen
se utilizaron las hijas de las ratas que fueron expuestas al estrés antes
mencionado, por lo que su sacrificio se realizé hasta alcanzar la edad adulta y
de igual manera se extrajo el cerebro y se proceso.

7.- Perfusion intracardiaca y eutanasia.

El sacrificio se realizé con una dosis letal de pentobarbital sédico (0.18 g/kg de
peso corporal), acto seguido se perfundieron por via intracardiaca con solucién
salina al 0.9 % y paraformaldehido (PFA) al 4% en solucion de buffer de fosfatos
0.1 M (PB), en este punto los cerebros fueron extraidos y fijados con PFA durante
24 horas. Posteriormente se introdujeron en una solucién de sacarosa al 20 %
por 24 horas, y finalmente a otra misma solucion, pero ahora al 30 % hasta el
dia de su procesamiento.

8.- Procesamiento de los cerebros.

Los cerebros fueron introducidos durante 5 minutos en una solucion de 2-metil-
butano a -40 °C, posteriormente fueron llevados a un criéstato (Triangle
biomedical sciences, TBS) a -22 °C. Se procesaron para obtener cortes
coronales seriados de 40 pm de grosor, con una distancia de 240 um cada uno.
Los cortes para cada cerebro fueron colocados en 12 tubos eppendorf con
solucién crioprotectora, siendo equivalentes los tubos 1y 7,2y 8, 3y 9; asi
sucesivamente para evitar la saturacién de cortes por cada tubo.
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9.- Inmunohistoquimica.

Para los cortes se realizd una inmunotincion con anticuerpos primarios
especificos (proveedor Wako) contra el marcador molecular Iba1, que nos
permite identificar la microglia. El protocolo se divide en dia 1 y 2; en el primer
dia se lavan los cortes con PB 0.1 M, para posteriormente incubar en una
solucién metanol (90%)/H202 (10%) para iniciar el bloqueo de la
endoperoxidasas, el cual finaliza con otra incubacién en una solucién PBT (90%)
/H202 (10%) por 25 minutos. Se realizan lavados con PB 0.1 M y se procede a
incubar en solucion de bloqueo (PBT/ suero 5 %) durante 30 minutos; una vez
realizado se incuba a 4 °C por 72 hrs. en una dilucion de anticuerpo primario
(1:30,000) en solucion de bloqueo.

El segundo dia se realizan lavados con PB 0.1 M y se incuba con una dilucién
de anticuerpo secundario biotinilado (1:750) en solucion de bloqueo por 2 hrs,
dirigido contra la especie del primer anticuerpo utilizado. Subsiguiente se lleva a
cabo una fase de amplificacion con el complejo Avidina-Biotina, al cual va
aunado una enzima peroxidasa, dando como resultado un aumento de la
intensidad de la reaccidén enzimatica colorimétrica. Para lo mencionado se utiliza
el agente revelador Diaminobencidina (DAB), se procede nuevamente a una
serie de lavados con PB 0.1 M y para finalizar se montan los cortes en
portaobjetos gelatinizados y se cubren con Cytoseal.

10.- Analisis morfolégico.

Para el estudio de la microglia se examinaron las células inmunotefidas en la
region del hilus del giro dentado y CA3 desde la porcion dorsal (-2.80mm hasta
-4.16mm) de Bregma, para cada regién se analizé 1 campo por corte de ambos
hemisferios, con un total de 4 cortes por rata. Se realizaron microfotografias de
los cortes con un microscopio de campo claro acoplado a una camara de video
digital (AxioCam MRC Carl Zeiss). A través del programa analizador de
imagenes Axiovision Rel 4.0 (Carl Zeiss) se evalud el area (um?) de cada campo
examinado. Tomando como marco de referencia del area un valor de 15,000 ym?
y solo se contaron las células dentro de la misma. Se cuantifico la microglia total
en el giro dentado y CA3 del hipocampo de acuerdo a la descripcion de Diz-
chaves y cols. (2012), tanto la microglia en reposo (soma pequefio Yy
prolongaciones largas y delgadas) y activada (soma de gran tamafo, ameboide
y con prolongaciones cortas y gruesas). Posteriormente se realizo el registro en
células totales por mm?.

11.- Estadistica.

Se analizaron los resultados con el programa prisma 6.0, a través del método
estadistico analisis de varianza (ANOVA) de una y de dos vias, siendo un valor
estadisticamente significativo de p< 0.05. Se utilizé la prueba de tukey como
prueba post-hoc. Ademas, se utilizé la prueba t-Student para comparacion entre
dos grupos.
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IX. RESULTADOS

Se llevo a cabo el analisis histolégico evaluando el numero total de microglia y
el porcentaje de microglias que presentan activacion, en las regiones de CA3 e
hilus del hipocampo.

Realizamos un analisis de varianza de una via (factor estrés) y observamos que
en la region de CA3 de ratas virgenes, el estrés no produjo cambios significativos
(ANOVA p=0.47) en el numero total de microglia (Fig. 7), pero si provoco una
tendencia (ANOVA p=0.06) a ser significativa al aumento del porcentaje de
microglia activada, en comparacién con su control VIR-CONT (Fig. 8a). Se
realizd un analisis estadistico separado entre los grupos VIR- CONT y VIR- EP,
observando un aumento (Prueba t-Student p<0.05) del porcentaje de microglia
activada por el estrés prenatal (Fig. 8b).

Se observé una tendencia a ser significativa (ANOVA p=0.08) al aumento del
numero total de microglia por el estrés en ratas lactantes, en comparacién con
el grupo LAC- CONT (Fig. 9a). Para observar la contribucién de cada grupo
estresado a dicha tendencia, se realizé un analisis estadistico separado entre los
grupos LAC-CONT y LAC- EC, mostrandose que el estrés cronico aumentoé
significativamente el numero total de microglia (Fig. 9b) (Prueba t-Student p<
0.05).

Por otra parte, el estrés en ratas lactantes no produjo cambios significativos
(ANOVA P=0.14) en el porcentaje de microglia activada (Fig. 10a). Sin embargo,
realizando la comparacion solo entre los grupos de estresores, se observo un
aumento del porcentaje (Prueba t-Student P <0.05) por el estrés prenatal, en
comparacioén con el grupo LAC-EC (Fig. 10b).

El ANOVA de dos vias arrojo que el factor fisiologico si interviene, ya que en los
grupos de lactantes encontramos un aumento significativo (F (1,29) = 60.3,
p<0.001) del numero total de microglia, en comparacidén con grupos de virgenes
(Fig. 11a). A su vez, al comparar mediante el ANOVA de dos vias el porcentaje
de microglia activada entre virgenes y lactantes observamos una contribucién
significativa del estado fisiologico (Fig. 11c) (F (1,23) = 19.1, p<0.001), de la
condicion de estrés (F (2,23) = 4.56, p<0.05) asi como su interaccion (F (2,23) = 3.82,
p<0.05) para reducir el porcentaje de microglia activada en grupos de lactantes.
Finalmente, se anexan fotomicrografias de los grupos utilizados de ratas
lactantes y virgenes, tanto controles, estrés cronico y estrés prenatal, solamente
de la region de CA3 (Fig. 12)
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Figura 7. Numero total de microglia/mm? en CA3 del hipocampo de ratas
virgenes. Se muestran los grupos de virgenes, tanto control como los dos grupos
sometidos a estrés. P = 0.47, virgenes estrés cronico (VIR-EC), virgenes estrés
prenatal (VIR-EP) vs virgenes control (VIR-CONT).
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Figura 8. Porcentaje de microglia activada en CA3 del hipocampo de ratas
virgenes. a) Se muestran los grupos de virgenes, tanto control como los dos
grupos sometidos a estrés. P=0.06, virgenes control (VIR-CONT) vs virgenes
estrés cronico (VIR-EC), virgenes estrés prenatal (VIR-EP). b) Se muestran los
grupos de virgenes control y estrés prenatal. P<0.05* VIR- CONT vs VIR-EP.
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Figura 9. Numero total de microglia/mm? en CA3 del hipocampo de ratas
lactantes. a) Se muestran los grupos de lactantes, tanto control como los dos
grupos sometidos a estrés. P=0.08, lactantes control (LAC- CONT) vs lactantes
estrés cronico (LAC-EC), lactantes estrés prenatal (LAC-EP). B) Se muestran
los grupos lactantes control versus estrés crénico. P <0.05* LAC- CONT vs LAC-
EC.
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Figura 10. Porcentaje de microglia activada en CA3 del hipocampo de ratas
lactantes. a) Se muestran los grupos de lactantes, tanto si fueron o no sometidos
a estrés. P= 0.14, lactantes control (LAC-CONT) vs lactantes estrés crénico
(LAC-EC), lactantes estrés prenatal (LAC-EP). b) Se muestran los grupos de
lactantes estrés cronico versus estrés prenatal. P <0.05* LAC-EC vs LAC-EP.
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Figura 11. Comparacion de la densidad de microglia total y porcentaje de
microglia activada entre grupos de ratas virgenes control (VIR-CONT), virgenes
estrés cronico (VIR-EC), virgenes estrés prenatal (VIR-EP), ratas lactantes
control (LAC-CONT), lactantes estrés cronico (LAC-EC) y lactantes estrés
prenatal (LAC-EP) en CA3. a) Numero total de microglia/mm? en CA3 del
hipocampo. Se muestran los grupos de virgenes y lactantes, tanto si sufrieron
estrés como si fueron controles. Al comparar grupos lactantes vs grupos virgenes
P < 0.001***. b) Se muestran los grupos controles de ratas virgenes y lactantes.
P <0.05* VIR-CONT VS LAC-CONT. c) Porcentaje de microglia activada en CA3
del hipocampo. Se muestran los grupos de virgenes y lactantes, tanto si sufrieron
estrés como si fueron controles. Al comparar grupos lactantes vs grupos virgenes
P < 0.001***. d) Se muestran los grupos controles de ratas virgenes y lactantes.
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Figura 12. Fotomicrografias de microglia en la region de CA3 del hipocampo. Se
muestran los grupos de hembras virgenes y hembras lactantes controles
(CONT), sometidos a estrés cronico (EC) y estrés prenatal (EP).
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En la region del hilus de ratas virgenes, el estrés provocd una disminucién
significativa (ANOVA p<0.01) del numero total de microglia (Fig. 13a), ademas
de un aumento significativo (ANOVA p<0.05) del porcentaje de microglia
activada (Fig. 13b) en los grupos de ratas con estrés cronico o estrés prenatal,
en comparacién con su grupo control.

Por otra parte, el estrés en ratas lactantes no produjo cambios significativos en
el nimero total de microglia / mm? (Fig. 14a) (ANOVA p=0.11), pero si se
encontré en ratas lactantes cambios (ANOVA p<0.05) en el porcentaje de
microglia activada (Fig. 14b). El analisis post hoc mostré un aumento del
porcentaje de microglia activada entre el grupo de estrés prenatal, en
comparacion con el grupo de estrés cronico. Realizando una prueba estadistica
separada entre LAC- CONT y LAC- EC, se encontré una disminucion (Prueba t-
Student p<0.05) del porcentaje de microglia activada por el estrés cronico (Fig.
14c)

Al comparar grupos de ratas virgenes y lactantes mediante el ANOVA de dos
vias, encontramos que el numero total de microglia aumenté significativamente
en grupos de lactantes (Fig. 15a) en comparacion con grupos de virgenes
estresadas (Factor Estado fisiolégico F (1,23) = 11.8, p<0.01; Factor Estrés F
(2,23) = 12.4, p<0.001; interaccion F (2,23) = 7.28, p<0.01).

La comparacion entre los grupos de virgenes y lactantes mostré6 una
disminucién significativa del porcentaje de microglia activada (Fig. 15c) (Factor
Estado fisiolégico F (1,23) = 13.7, p<0.01; Factor Estrés F (2,23) = 4.05 p<0.05;
interaccion F (2,23) = 5.70, p<0.01), en los grupos de lactantes comparados con
los grupos de virgenes. Por ultimo, se anexan fotomicrografias de los grupos
utilizados de ratas lactantes y virgenes, tanto controles, estrés cronico y estrés
prenatal, solamente de la regién del hilus (Fig. 16).
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Figura 13. Analisis de microglia en hilus del hipocampo de ratas virgenes. a) Se
muestra el nimero total de microglia/mm?en los grupos de ratas virgenes, tanto
si fueron o no sometidos a estrés. P<0.05* virgenes estrés prenatal (VIR-EP),
<0.01** virgenes estrés crénico (VIR-EC) vs virgenes control (VIR-CONT). b)
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Porcentaje de microglia activada en hilus del hipocampo. Se muestran los

mismos grupos de virgenes. P<0.05* VIR-CONT vs VIR-EC, VIR-EP.
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Figura 14. Analisis de microglia en hilus del hipocampo de ratas lactantes. a)
Numero total de microglia/mm? en hilus del hipocampo. Se muestran los grupos
de lactantes control y los grupos sometidos a estrés cronico y estrés prenatal.
P= 0.11, lactantes control (LAC-CONT) vs lactantes estrés cronico (LAC-EC),
lactantes estrés prenatal (LAC-EP). b) Porcentaje de microglia activada en hilus
del hipocampo. Se muestran los grupos de lactantes control y los grupos
sometidos a estrés cronico y estrés prenatal. P<0.05* LAC-EC vs LAC- EP. c)
Porcentaje de microglia activada en hilus del hipocampo. Se muestran los grupos
lactante control y estrés cronico. P<0.01** LAC-CONT vs LAC-EC.
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Figura 15. Comparacion de la densidad de microglia total y porcentaje de
microglia activada entre grupos de ratas virgenes control (VIR-CONT), virgenes
estrés cronico (VIR-EC), virgenes estrés prenatal (VIR-EP), ratas lactantes
control (LAC-CONT), lactantes estrés cronico (LAC-EC) y lactantes estrés
prenatal (LAC-EP) en hilus. a) Numero total de microglia/mm? en hilus del
hipocampo. Se muestran los grupos de virgenes y lactantes, tanto si sufrieron
estrés como si fueron controles. Al comparar grupos virgenes vs grupos lactantes
P<0.01**. b) Se muestran los grupos controles de ratas virgenes y lactantes. c)
Porcentaje de microglia activada en hilus del hipocampo. Se muestran los grupos
de virgenes y lactantes, tanto si sufrieron estrés como si fueron controles. Al
comparar grupos virgenes vs grupos lactantes P<0.01**. d) Se muestran los
grupos controles de ratas virgenes y lactantes.
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Figura 16. Fotomicrografias de microglia en la region de hilus del hipocampo. Se
muestran los grupos de hembras virgenes y hembras lactantes controles
(CONT), sometidos a estrés créonico (EC) y estrés prenatal (EP).
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X. DISCUSION

La finalidad de este estudio fue evaluar los efectos del estrés en distintas etapas
de la vida de la hembra, analizando el numero total de la microglia y el porcentaje
de su activacion en la lactancia y la nuliparidad, en las regiones de CA3 e hilus
del hipocampo, ambas estructuras sensibles al estrés y que han sido
examinadas en multiples ocasiones. Los resultados indican que el estrés en ratas
virgenes provoca un aumento en el porcentaje de microglia activada.
Adicionalmente, tanto en la regiéon de CA3 e hilus se observa que los grupos de
ratas lactantes comparados con los grupos de virgenes reportan mayor numero
de microglia total, pero curiosamente no se observa un mayor porcentaje de
microglia activada. Esto sugiere que, a pesar de que el periodo de lactancia
ejerce efectos aumentando el numero de microglia, se atenua la
neuroinflamacién que se encuentra relacionada.

En la presente investigacion encontramos que en la region de CA3 de ratas
hembra virgenes el estrés prenatal ejerci6 un aumento en el porcentaje de
microglia activada, sin reportar cambios en el numero total de microglia. Al
parecer no existen estudios que evaluen especificamente la region de CA3 bajo
un modelo de estrés prenatal, aunque un estudio que evaluo la region total del
hipocampo (Slusarczyk et al., 2015) en ratas macho con un modelo de estrés
prenatal, reportd en contraste un aumento de los niveles de proteina Iba1 en el
hipocampo y en concordancia hubo mas células con morfologia activada. Sin
embargo, este estudio no cuenta con una region especifica y la cuantificacion de
microglia fue a través de la técnica analitica Western Blot, en cambio nuestra
evaluacién fue a través de conteos manuales y expresados por area en mm>.
Otro estudio (Diz Chaves et al., 2013) estuvo en concordancia con nuestros
resultados a pesar de analizar una regidn hipocampal distinta, pero con cierta
semejanza. En este se reportd que el estrés prenatal en la region de CA1 de
ratones macho no provocéd cambios en el numero de células inmunorreactivas a
Iba-1, pero si una mayor proporcion de células activadas, pese a que también se
debe tener presente la diferencia de sexo y cepa de modelo bioldgico utilizado.

Se ha reportado que el estrés crénico por inmovilizacién en ratas macho induce
un numero significativamente mayor de células positivas para Iba1l en CA3 y
también una mayor densidad de material inmunorreactivo positivo. Ademas, el
tamano celular promedio estimado fue significativamente menor en los animales
estresados y este tamafio celular reducido es de hecho consistente con las
alteraciones morfoldgicas que se observan tipicamente en la microglia reactiva
(Tynan et al., 2010). Nuestros resultados no indican cambios en la microglia
producidos por el estrés cronico en ratas hembra virgenes. La disparidad de
resultados se debe en gran medida a que Tynan et al. utilizaron ratas macho, por
lo que la diferencia de sexo difiere en los cambios producidos por distintos
protocolos de estrés. Ademas, el numero total de la microglia evaluado mediante
la densidad 6ptica fue obtenido utilizando operaciones de umbralizacion en las
que solo se incluyeron para el analisis los pixeles dentro de un rango dado de
intensidad de color y tamario, pudiendo sobreestimarse el numero y la densidad
de la microglia por el hecho de obtener una tincion con mayor intensidad, que no
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refleja directamente un cambio. Como consideracion final, la ausencia de
cambios en nuestro estudio también podria atribuirse a que se utilizé un tamafo
de n muy pequefio para este grupo, por lo tanto, el valor de la desviacién
estandar/error fue elevado, cabe aclarar que los resultados graficamente son
similares a los reportados en el hilus en este mismo estudio.

Un estudio previo al nuestro realizado en la region de CA3 (Posillico y Schwarz.
2016) demostré que el estrés cronico sufrido durante la gestacion de ratas
lactantes no provoca cambios en el numero total de la microglia. En contraste,
nuestros resultados indican que el estrés cronico aumenta significativamente el
numero total de microglia sin afectar el porcentaje de su activacion en ratas
lactantes, sin embargo, utilizamos un estresor distinto (estrés por inmovilizacion)
y por un lapso de tiempo mayor, el cual quiza fue lo suficientemente robusto para
provocar cambios en el sistema neuroinmune, incluyendo que nuestros analisis
fueron realizados por conteo manual de las células microgliales y a los 5 meses
de edad. Ningun estudio ha reportado los efectos del estrés prenatal en CA3 de
hembras lactantes adultas, nuestros hallazgos indican que no existe ningun
cambio de la microglia bajo esta condicidn, posiblemente los efectos del estrés
fueron atenuados debido a los cambios fisiolégicos que ocurren durante el
embarazo, como es la respuesta atenuada al estrés y la participacion de ciertas
hormonas con efectos neuroprotectores, que evitan los cambios de numero total
y morfologia activada en la microglia.

En la region del hilus, nuestros resultados en ratas virgenes demuestran que el
estrés cronico aumenta el porcentaje de microglia activada, pero contrariamente
observamos una disminucion en el numero total de microglia. Pese a que existen
pocos estudios que evaluen el hipocampo y principalmente la region del hilus,
investigaciones en ratones macho han encontrado que el estrés cronico por
derrota social repetida en la region total del hipocampo, aumenta el numero total
de microglia y al parecer también se observa una morfologia hipertréfica con
procesos mas cortos y mas gruesos (Wohleb et al.,, 2011, 2012). Ambos
resultados concuerdan en que existe un aumento de microglia con morfologia
caracteristica de activacion, pese a la diferencia de sexo y a que nuestra
investigacién no estudié todo el conjunto del hipocampo, pudiendo existir
diferencias entre regiones. Agregando que Wohleb et al. cuantificaron los
cambios morfolégicos y de numero microglial a través de un analisis de imagen
digital (DIA) y mediante escaneo densitométrico, lo cual podria explicar la
imparidad del resultado en el numero total de microglia.

El estrés prenatal en el hilus de ratones hembras indujo un aumento del numero
total de células microgliales inmunorreactivas para Iba1y aumento la proporcion
de células microgliales con somas grandes y procesos celulares retraidos (Diz
chaves et al., 2012). En contraste, nuestros resultados apuntan a que el estrés
prenatal produce una disminucién de células microgliales, esta diferencia
probablemente se deba a que nuestras hembras fueron ratas y no se realiz6 el
proceso de ovariectomizacion, por lo que las hormonas ovaricas pudieron jugar
un papel importante. Ademas, nuestras hembras no fueron inyectadas con
solucién salina.

40



A diferencia de CA3, nuestros resultados en la region del hilus de ratas lactantes
muestran que tanto el estrés cronico y el estrés prenatal no inducen cambios en
el numero total de microglia, sin embargo, el estrés crénico si produjo una
disminucién significativa en el porcentaje de activacion. Investigaciones previas
(Posillico y Schwarz. 2016.) reportaron que el estrés cronico provocaba una
densidad mas alta de microglia en comparacion con las hembras no estresadas,
sin medir directamente la proporcion de microglia activada. Las diferencias entre
resultados pueden estar influenciadas principalmente por la medicion de la
microglia, como se discutié anteriormente la densitometria de la tincion de Iba1
puede estar sobrevalorando el nUumero de microglia, una tincion intensa no refleja
un aumento directo en la poblacion. Acerca del estrés prenatal, no hay estudios
que evaluen los efectos de la respuesta neuroimune durante este periodo,
nuestros resultados indican a la par con CA3 que la lactancia parece ejercer un
efecto de atenuacion de la respuesta neuroinmune, aun cuando se sufre estrés
en alguna etapa de la vida.

Adicionalmente, nuestros resultados apuntan que el paso de la nuliparidad hacia
la lactancia sugiere un aumento de la microglia total, aunque la proporcion de
microglia activada no se modifica sobre la region de CA3. En cambio, en la region
del hilus no parece ejercer cambios en la microglia. Diversos estudios han
analizado los cambios neuroinmunes que produce esta transicion, una
investigacién en la region de CA3 muestra en disparidad que la lactancia no
ejerce ningun cambio en el numero de microglia y en la region del giro dentado
las hembras posparto tenian una menor densidad de microglia, aunque no se
llevé a cabo el analisis morfolégico en ambas areas (Posillico y Schwarz. 2016.).
Como se discuti6 anteriormente, las diferencias entre estos resultados
seguramente se deben a la técnica basada en densitrometria que Posillico y
Schwarz utilizaron para evaluar los cambios en el nUmero de microglia presente.
Otro estudio realizado en la region del giro dentado reporté la ausencia de
cambios en la densidad celular entre ratas nuliparas y lactantes, pero si
observaron un aumento significativo en el porcentaje de células robustas (pocos
procesos celulares y mas cortos) en ratas al dia posparto 8 (Eid et al., 2019). Los
analisis microgliales de los resultados anteriores se realizaron utilizando el
software NIS Elements Basic Research (Nikon), usando la funcion de medicion,
el tamafo del soma, ademas de la longitud y el numero del proceso celular, en
cambio nuestros analisis fueron llevados a cabo por un observador con
experiencia en identificacion morfolégica microglial, esta diferencia en la técnica
de analisis puede explicar las diferencias con nuestra investigacién sobre la
morfologia de la microglia. Este tipo de analisis fue validado en nuestro
laboratorio mediante la determinacion del tamano del soma (Saavedra y cols.,
2021).

Por ultimo, un analisis en el hipocampo dorsal indica una reduccion en la
densidad de microglia en el dia posparto 1 y 8, asimismo, las hembras en el dia
posparto 8 tenian un numero significativamente menor de microglia, no obstante,
no se reportaron cambios en la proporcion de microglia con morfologia activada
(Haim et al., 2016). Es importante sefialar que en dicho estudio se promediaron
los valores de las subregiones CA1, CA3 y el giro dentado para obtener el valor
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del hipocampo dorsal y, de hecho, las inconsistencias respecto a nuestros
resultados pueden explicarse debido a las diferencias en las densidades
microgliales dentro de las distintas regiones del hipocampo.

Es de suma importancia comentar que la mayoria de tejidos utilizados para este
experimento eran de aproximadamente dos afos de antiguedad, por lo que se
tuvo cierto de grado de dificultad para realizar el ensayo inmunohistoquimico,
debido a la degradacion paulatina que sufrié el marcador molecular Iba-1 con el
paso del tiempo. Por lo tanto, ciertos tejidos tuvieron que ser desechados y esto
explica porque ciertos grupos de experimentacion fueron tan pequefios. En
conjunto, los resultados obtenidos deben ser completados y validados con
nuevos tejidos.

Finalmente, para futuras investigaciones seria interesante el estudio de la
microglia bajo el mismo contexto de estrés y estado fisiolégico, ampliado a
distintas areas del cerebro, como es la region de la corteza prefrontal y el
hipotalamo, ambas forman parte del circuito materno y son de relevancia para el
mantenimiento e inicio de la conducta tipo materna. Ademas, se podrian incluir
el estudio de conductas tipo depresivas, como es la prueba de nado forzado y la
prueba de preferencia de sacarosa, afiadiendo la cuantificacion de interleucinas
de tipo proinflamatorio (IL-1 B, TNF- a e IL-6) y antiinflamatorio (IL-4 e IL-6).

XI. CONCLUSION

A pesar del aumento significativo del numero total de microglia que produce el
paso de la nuliparidad a la lactancia en las hembras, no se observa un aumento
del porcentaje de microglia activada el cual es responsable de neuroinflamacion,
por lo que parece ser que la lactancia ejerce un efecto neuroprotector, el cual ha
sido reportado con anterioridad en modelos de excitotoxicidad (Vanoye, A. et al.,
2008) (Cabrera, B. et al., 2009).Recordemos que una mayor activacion en el
numero de microglia se correlaciona directamente con el deterioro de la
neurogenesis. Parte de estos hallazgos pueden estar mediados por la respuesta
atenuada del eje HPA y también por las hormonas prolactina y oxitocina, las
cuales han reportado efectos neuroprotectores en ciertos modelos de estrés.
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