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I. Resumen

El estrés durante las primeras etapas de la vida afecta el desarrollo del sistema
nervioso central y el sistema inmunoldgico, produciendo alteraciones
fisiolégicas y conductuales que perduran hasta la edad adulta. En el SNC las
células microgliales y neurogliales combaten infecciones y dafios mediante la
secrecion de citocinas pro- y anti-inflamatorias. Estas proteinas actian como
factores troficos durante el desarrollo y maduracion de las neuronas. El objetivo
de este trabajo fue analizar el papel del estrés postnatal con el modelo de la
Separacion Materna (SM), sobre la activacion de las células gliales y la
expresion de citocinas pro-inflamatorias en el hipocampo y la secrecion de
citocinas periféricas circulantes en crias de rata al dia postnatal 15 (PN15). La
SM indujo de manera significativa (60%) un estado pre-activado de las células
microgliales en el hilus del giro dentado (GD) del hipocampo. Mientras que la
densidad celular de los astrocitos en el GD del hipocampo disminuyé
significativamente en el grupo SM (20%) al PN15. Se presenté un aumento
significativo de la expresién basal (2.3 veces) e inducida por un evento de
estrés del gen de la citocina pro-inflammatoria IL-1B (20.5 veces) en el
hipocampo de animales SM; mientras que el gen del TNF-a incremento en los
niveles basales (1.2 veces) en el grupo SM y aument6 después del evento de
estrés en el grupo control (2.5 veces). Con respecto a la IL-6 no se encontraron
diferencias significativas. En la citocinas periféricas circulantes de los mismos
animales se encontr6 una concentracion basal de IL-6 baja (3.8 pg/ml) y un
aumento significativo después del evento de estrés (7.1 pg/ml) en el grupo SM;
mientras que para el TNF-a no se observaron diferencias significativas. En el
caso de la IL-1B se observo una disminucion significativa de la concentracion
en condiciones basales (6.3 pg/ml ) y después del evento de estrés (5.5 pg/ml)
en comparacién con el grupo control. En conclusion, el estrés postnatal
durante las etapas tempranas de la vida provoca una activacion del sistema
inmune en el hipocampo, y una respuesta diferencial en la concentracion de las
citocinas pro-inflamatorias en la circulacion sistémica al PN15.

Palabras clave: SNC, células gliales, sistema inmune



Abstract

Early life stress impacts the development of the central nervous system (CNS)
and the immune system and increases the vulnerability to suffer a wide
spectrum of diseases in adulthood. Glial cells (microglia and astrocytes) are the
CNS immune cells and secrete pro- and anti- inflammatory cytokines. During
development these cytokines are trophic factors that contribute to the
maturation of neurons. The aim of this work was to analyze the immediate
effects of early life stress using Maternal Separation model (MS), on the
activation and cellular density of astrocytes and microglia, as well as to examine
the expression of cytokines in the hippocampus and their presence in the
circulation of male rat pups at postnatal day (PD) 15. MS induces in the
hippocampal hilus a pre-activated state (60%) in the microgial cells. The
number of astrocytic cells was decreased (20%) in the MS group compared to
control group. It was found an increased expression of IL-18 mRNA (~2 fold) in
the hippocampus of the MS group compared to control under basal conditions.
Stress-induced expression of IL-1B was significantly higher in MS than in
control basal group and MS control (~20 fold). The expression of IL-6 mMRNA
was unchanged in both groups under basal and stress-induced conditions and
the expression of TNF-a mRNA was significantly increased in basal conditions
(~1.2 fold) and control group augment level expression after an event to stress
(~2.5 fold). Circulating IL-6 decreased in basal conditions in the MS group (3.8
pg/ml) and increased after stress in the MS group (7.1 pg/ml). No changes were
found in the circulating concentrations of TNF-a in basal or stress-induced
conditions in both groups. IL-13 decreased in basal conditions (6.3 pg/ml) in the
MS group and after one stress event (5.5 pg/ml) in relation to control group. In
conclusion, early life stress induces an activation of immune system in the
hippocampus and a differential response to releasing the pro-inflammatory
cytokines in the circulation at PN15.

Keywords: CNS, glial cells, immune system
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Il. Introduccién

A lo largo de la vida los seres vivos estan expuestos a diversas
situaciones de estrés, las cuales en la mayoria de las ocasiones no pueden ser
controladas. El estrés es definido como un estimulo que amenaza la
sobrevivencia del organismo (Tsigos & Chrousos, 2002). Cuando el estrés es
repetido y prolongado de manera incontrolable e impredecible causa
alteraciones en la morfologia de las células del sistema nervioso central (SNC),
asi como en su arborizaciéon dendritica, lo cual puede suprimir o disminuir la
generacién de neuronas nuevas (neurogénesis) (Zunszain, Anacker, Cattaneo,
Carvalho, & Pariante, 2011). El estrés durante las primeras etapas de la vida
afecta a estructuras: como el hipocampo, las cortezas cerebrales, el cerebelo,
por mencionar algunas, debido a que impacta sobre el desarrollo y la
maduracion en su citoarquitectura (Arborelius, Owens, Plotsky, & Nemeroff,

1999; Pavlik & Buresova, 1984; Sudarov & Joyner, 2007).
Los glucocorticoides, considerados como las hormonas anti-

inflamatorias potentes en el cuerpo, son liberados de la glandula

adrenal en respuesta al estrés. Estas hormonas regulan el metabolismo y la
inmunidad, asi como la sobrevivencia neuronal y la neurogénesis (Vinson,
2009; Zunszain et al., 2011). Por otra parte, el sistema inmune esta
caracterizado por su papel critico en la defensa del organismo. Las citocinas
son mensajeros quimicos liberados al torrente sanguineo por diversas células
accesorias del sistema inmune (Goujon, Laye, Parnet, & Dantzer, 1997), como
las células B que migran a la periferia de los 6rganos linfoides, donde maduran
y pueden secretar citocinas durante la respuesta inmune innata (Janeway,
Travers, Walpot, & Shlomchik, 2005). Las citocinas como el Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-aJ, la Interleucina 1 beta e Interleucina 6 (IL-1p e IL-6), son
producidas y liberadas por las células gliales bajo ciertas condiciones de estrés
0 cualquier amenaza que ponga en riesgo la integridad del SNC.

La microglia y los astrocitos son células inmunocompetentes del SNC
que se encuentran involucradas en una amplia gama de tareas durante el
desarrollo y funcionamiento del cerebro, como son: la sinaptogénesis, la
apoptosis y la angiogénesis. Actualmente varios estudios en animales y
humanos han implicado al sistema inmune en varios desordenes psiquiatricos,

como la esquizofrenia, la ansiedad, la depresién y la disfuncion cognitiva (Bilbo
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& Schwarz, 2009; McNally, Bhagwagar, & Hannestad, 2008; Rajkowska &
Miguel-Hidalgo, 2007).

El objetivo de este trabajo fue analizar los efectos inducidos por la
exposicion al estrés durante las etapas tempranas de la vida en el sistema
neuroinmune. Se utilizé un modelo animal murino y se empled la separacion
materna (SM) como factor de estrés. Se cuantificé el nUmero de células gliales,
y se realiz6 un analisis de la expresion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-q,
IL-1B e IL-6) en el hipocampo. Como un pardmetro adicional de los efectos del

estrés, se midieron las concentraciones de citocinas circulantes.

Ill. Marco Tedrico
3.1. Estrés
Los primeros estudios sobre el estrés fueron hechos por Walter Cannon

y Hans Selye en la década de 1930. Cannon fue el primero en utilizar el
término “pelea o huida” (fight or flight) como una respuesta fisiolégica

ante estresores agudos. El término estrés fue acufiado por Hans Selye, quién

examino el efecto del estrés crénico sobre la fisiologia de los organismos. Sus

estudios lo llevaron a definirlo como una respuesta inespecifica del cuerpo ante

el estresor continuo que conduce a un estado patoldgico e incluso puede llevar

a la muerte del individuo (Handa & Weiser, 2013).

En la actualidad hay diversas definiciones de estrés lo que dificulta tratar
de englobarlas en una sola. Para este estudio se ha tomado la definicion de
Tsigos y Chrousos (2002), que definen al estrés como una respuesta del
organismo ante un estimulo que amenace su homeostasis; esta respuesta es
de tipo conductual (ira, huida, pelea, etc.) y de tipo fisiologico (activaciéon del
sistema simpatico adrenal medular [SAM], del eje Hipotalamo-Pituitaria-
Adrenales [HPA]), esto se ha observado en distintos organismos, desde ratas
hasta humanos. Dependiendo de la duracién del estresor, este puede ser

clasificado como agudo o crénico.

3.2 El sistema nervioso autonomo y los ejes del estrés
El sistema nervioso autbnomo, o sistema motor visceral, consiste de
varios circuitos neurales que controlan la fisiologia del cuerpo. Trabaja en

conjunto con los mecanismos neuroendocrinos para mantener la homeostasis
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(Purves et al., 2004; Squire et al., 2003). El sistema nervioso autonomo inerva
los 6rganos de musculo liso y los tejidos. Las proyecciones de este sistema,
forman plexos con 6rganos y visceras, como el corazén y los pulmones en el
torax, tracto gastrointestinal, genital y urinario en el abdomen, también proyecta
hacia los vasos sanguineos, glandulas y otros tejidos. Por lo cual el sistema
nervioso auténomo ajusta la quimica sanguinea, la respiracion, la circulacion,
digestion, el estatus reproductivo y las respuestas inmunes, que protegen la
integridad del balance interno, asi también la funcién y coordinacién de los
musculos esqueléticos. Por lo tanto, alteraciones en el sistema
autonomo provocan la pérdida o ineficiencia de respuestas fisiolégicas y de
adaptaciones para restaurar la homeostasis (Squire et al., 2003). El sistema
nervioso auténomo esta dividido en sistema nervioso simpatico y sistema
nervioso parasimpatico, cada uno esta organizado de manera jerarquica a
niveles pre- y post-ganglionares, del tallo cerebral y espina dorsal. El sistema
nervioso simpatico se encarga del ajuste fisiologico, vascular, glandular y
metabdlico, para una adecuada respuesta conductual, particularmente en
situaciones de emergencia que las requieran. Mientras que el sistema nervioso
parasimpatico esta organizado para la digestion, asimilacion y la conservacion
de la energia, asi como también el descanso (Squire et al., 2003).

3.2.1 Eje simpatico adrenal

Los mecanismos psicofisiolégicos de la respuesta al estrés juegan un
papel esencial en el proceso de adaptacion y supervivencia. El incremento de
cortisol o corticosterona, adrenalina, noradrenalina y otras hormonas
generadas durante la situacion de estrés cumplen una funcién eminentemente
protectora y de supervivencia, siendo la funcién primordial el mantener el
equilibrio homeostatico (Moscoso, 2009).

El estrés en el organismo activa diversos sistemas como, el sistema
simpatico del sistema nervioso autbnomo, que prepara al individuo para huir o
pelear tal como Cannon lo propuso (Purves et al., 2004). Esto quiere decir que,
en circunstancias extremas, la actividad neuronal simpatica aumenta, lo que
hace que el cuerpo alcance el uso maximo de las reservas de energia para
incrementar la oportunidad de sobrevivencia en situaciones adversas (Purves

et al., 2004). Durante la actividad simpdtica las pupilas de dilatan, los parpados
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se retraen, el ritmo cardiaco aumenta, la respiracion se incrementa, mientras
que los sistemas digestivo y reproductivo disminuyen su actividad. De igual
manera, el eje simpatico-adrenal medular (SAM), estimula a la médula adrenal
que genera la secrecion de catecolaminas como la adrenalina y noradrenalina
hacia el torrente sanguineo y median la liberaciéon de glucagén e insulina del
pancreas, para aumentar la movilizacion de energia (Purves et al., 2004;
Squire et al.,, 2003). Estas catecolaminas permiten un aumento en la
concentracion de glucosa en la sangre facilitando un mayor nivel de energia,
oxigeno, alerta, poder muscular y resistencia al dolor (Moscoso, 2009).

La actividad simpética prepara al organismo para una respuesta de
huida o pelea, por lo que la divisién simpatica del sistema motor visceral esta

ténicamente activado para cualquier circunstancia (Purves et al., 2004).

3.2.2 Eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenales (HPA)

El eje hipotalamo-pituitaria-adrenales (eje HPA por sus siglas en inglés),
es el sistema neuroendécrino que responde al estrés, tanto en animales como
en humanos, el cual tiene como objetivo mantener los parametros de esfuerzo
y atencion (Chrousos, 2009).

La activacion del eje HPA inicia con la percepcién de una amenaza fisica
0 psicoldgica, que llega por diversas vias aferentes al hipotalamo y desemboca
en la liberacién de una cascada de hormonas (Lupien, Buss, Schramek,
Maheu, & Pruessner, 2005). Los nucleos paraventriculares del hipotalamo se
activan respondiendo mediante la liberacién de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) o factor liberador de corticotropina (CRF), el cual se vierte
en los vasos portales de la hipdfisis y estimula la secrecion de la hormona
adrenocorticotropina (ACTH), la cual se secreta a la circulacion y llega a las
suprarrenales estimulando a su vez la secrecion al torrente sanguineo de los
glucocorticoides (GCs, cortisol en humanos y corticosterona en roedores,
Figura 1), los cuales juegan un papel critico para la adaptacion al estrés
(Torner, 2000). Los corticosteroides actian en varios tejidos para movilizar la
energia almacenada, inducir lipolisis y protedlisis y potenciar la
vasoconstriccion dirigida por el sistema nervioso auténomo en los individuos
adultos (Herman, Flak, & Jankord, 2008); ademas de tener una amplia gama de

funciones durante el desarrollo y para contender con el estrés, son requeridos
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para la maduraciéon normal de tejidos periféricos asi como para la regulacion de
la diferenciacion celular del tejido neural (Galeeva, Pelto-Huikko, Pivina, &
Ordyan, 2010).

Los GCs interaccionan con sus receptores presentes en el SNC, en particular
en la hipdfisis, el hipotdlamo y el hipocampo, conformando un asa de
retroalimentacion negativa para desactivar la respuesta hormonal y restaurar la
homedstasis (Figura 1).

Respuestas:
. Huida-pelea
Estrés Miedo, Ira

Hipocampo

Pituitaria

ACTHE,

Médula adrenal

Corteza adrena

Glucocorticoides Catecolaminas

Figura 1. Activacion del eje hipotadlamo-pituitaria-adrenales (HPA) en el adulto. El
estrés estimula la secrecion de hormona liberadora de corticotropina (CRH) del
hipotdlamo hacia la glandula pituitaria para que esta secrete la hormona
adenocorticotrépica (ACTH) hacia los vasos portales sanguineos y llegue a las
glandulas adrenales y culmine con la secrecion de glucocorticoides (GC) y
catecolaminas. Los GC viajan hasta el hipocampo para regular de manera negativa el
eje HPA y restaurar la homeostasis.

En estados basales cuando las concentraciones de GCs son bajas, los
receptores a mineralocorticoides (MR) son los que se encuentran ocupados,
mientras que los receptores a glucocorticoides (GR) estan relativamente
desocupados. Cuando las concentraciones de GC aumentan, como en los
estados de estrés cronico, los GR son activados, sugiriendo que los efectos

adversos de los GC son mediados principalmente por GR méas que por MR
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(Rothman & Mattson, 2010). Estos receptores son expresados en varias
estructuras cerebrales como: la adenol] hipdfisis, el hipotalamo, el
hipocampo, que controlan los procesos relacionados con el estrés. Los MR
estan implicados en el inicio de la respuesta al estrés, mientras que los GR en
la terminacion de esta respuesta, induciendo la movilizacion de fuentes de
energia requeridas para ello y la restauracion del estado basal (Galeeva et al.,
2010).

El sistema nervioso simpético y el eje HPA son sistemas que responden
directamente al estrés, su principal funciébn es mantener la homeostasis del
organismo, como es el caso de las catecolaminas que son los reguladores del
metabolismo, el ritmo cardiaco y la termogénesis. Cuando este equilibrio se
rompe por cambios internos o externos se activan ambos sistemas, dando
como resultado incrementos en los niveles de catecolaminas y glucocorticoides
para regresar al organismo a un estado basal (Elenkov, Wilder, Chrousos, &
Vizi, 2000).

Esta regulacion rapida del eje neuroendécrino es muy importante, sobre
todo en etapas tempranas, ya que se postula que cuando la exposicion a los
GCs es continua se puede alterar el crecimiento y la maduracion de diferentes
organos, incluido el cerebro (Avishai-Eliner, Brunson, Sandman, & Baram,
2002).

3.3 Organizacion del Hipocampo y su importancia durante la respuesta al
estrés en rata

El hipocampo es una estructura plastica importante en la formacién de la
memoria y el aprendizaje; es susceptible a los efectos de las hormonas del
estrés, las cuales provocan atrofia y alteracion en la comunicacion neuronal,
causando efectos sobre las conexiones anatdmicas y funcionales entre el giro
dentado y la amigdala. El hipocampo tiene un nicho neurogénico que se ha
visto disminuido en la tasa de generacion de neuronas nuevas (neurogénesis)
en la capa granular del hipocampo durante un evento de estrés (McEwen,
2002). Ademas, la exposicion al estrés en la vida temprana en modelos
animales ha sido asociada con atrofia hipocampal y problemas de aprendizaje

y memoria en la edad adulta (Huot, Plotsky, Lenox, & McNamara, 2002), ésto
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se relaciona con estudios en humanos y la imposibilidad de formar nuevos
recuerdos (lvy et al., 2010).

La formacién hipocampal comprende tres citoarquitecturas distintas: el
giro dentado, el hipocampo el cual es subdividido en tres campos (CA3, CA2 y
CA1) y el subiculum. Estas tres regiones forman una apariencia trilaminar; su
conectividad es unidireccional. Las letras “CA” se refieren a cornu Ammon, del
latin cuerno de Ammon. Las dendritas de las células piramidales en la regién
de CALl forman una delgada banda (el stratum radiatum) donde recibe sinapsis
de las colaterales de Schaffer, es decir de los axones de las células piramidales
en la region de CA3 (Figura 1). Las células granulares dentadas proyectan sus
fibras musgosas a la region CA3 del hipocampo, mientras que los axones de
las células colaterales de CA3 se proyectan a la capa polimérfica del giro
dentado (GD), estos axones no inervan a las células granulares. Se ha
observado un patrén preferencial unidireccional de las mayores conexiones
intrinsecas (CA3-CAl; CAl-subiculum) de la formacion hipocampal (Paxinos,
2004).

La corteza entorrinal inerva al GD utilizando como mayor entrada la via
perforante. La proyeccién entorrinal al GD no es reciproca, ya que ninguna de
las células del GD se proyectan a la corteza entorrinal, mientras que las
proyecciones entre CA1 y el subiculum son reciprocas (Paxinos, 2004) (Figura
2).

Los estudios en roedores sometidos a estrés durante la vida temprana, han
demostrado un aumento de receptores a factor liberador de corticotropina
(CRF), en CA3 y CA1 del hipocampo causando incremento en la concentracion
de corticosterona, ademas de la alteracion en el desempefio en pruebas de

aprendizaje y memoria (Ilvy et al., 2010; Rothman & Mattson, 2010).
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Figura 2. Estructura del hipocampo en rata. Las células piramidales conforman esta
capa de células y se dividen en las regiones CAl, CA2, CA3. Las células CAl se
comunican con las células CA3 y viceversa, mientras que CA3 envia informacion a la
corteza entorrinal; las fibras musgosas del GD reciben inervacion de la via perforante y
estas envian sus proyecciones a CA3 para comunicarse con la corteza entorrinal
(Paxinos, 2004).

3.3.1 Giro dentado (GD)

El GD comprende tres capas celulares: la capa molecular, la capa de
células granulares y la capa de células polimoérfica. La capa molecular se
encuentra cercana a la fisura hipocampal; la capa principal o capa de células
granulares se encuentra después de la capa molecular y estd hecha de
columnas de células granulares. Las células granulares y la capa molecular
forman una estructura en forma de “V” o “U” (dependiendo de la posicion septo-
temporal) que encierra a una region celular. El termino hilus es usado como
sindnimo de capa polimdrfica (Paxinos, 2004). El nimero de células en el GD
varia debido a que la proliferacion de las células granulares continda de
manera mas lenta a lo largo de la vida. Las nuevas células parecen integrarse
a la red hipocampal ayudando a la formacion del aprendizaje y la memoria
(Purves et al., 2004).

3.4. Estrés y el desarrollo del sistema nervioso central (SNC)

Se ha documentado que las experiencias adversas durante las etapas

tempranas de la vida le confieren cierta vulnerabilidad al individuo ante
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estresores posteriores y lo predisponen a sufrir alguna psicopatologia en la
edad adulta (Heim & Nemeroff, 2001). Durante estas etapas, varias estructuras
importantes del SNC se encuentran en desarrollo y maduracién como lo es el
cerebelo, el bulbo olfatorio y el hipocampo (Sudarov & Joyner, 2007; Tanapat,
Galea, & Gould, 1998).

En humanos, eventos tales como el rechazo emocional o episodios de
violencia fisica o psicolégica, se relacionan directamente con la aparicion de
desdrdenes psiquiatricos en la etapa adulta (Heim et al., 2001). También se ha
reportado una relaciéon entre el incremento de la depresién y la psicosis en
pacientes que han sufrido la pérdida de los padres en etapas tempranas
(Jahng, 2010; Kaufman, Plotsky, Nemeroff, & Charney, 2000; Tsigos &
Chrousos, 2002).

Las consecuencias conductuales y neuroenddcrinas de la exposicion
temprana al estrés han sido ampliamente estudiadas en los Ultimos afios en
modelos animales. Este tipo de estudios han demostrado la importancia de las
experiencias tempranas sobre el desarrollo del cerebro y los sistemas de
neurotransmisores. En estos modelos se han encontrado incrementadas las
concentraciones basales de ACTH, y un aumento del mRNA de CRH en los
nudcleos centrales de la amigdala en la etapa adulta (Plotsky & Meaney, 1993).

En roedores se ha descrito al periodo hipo-responsivo como una etapa
que se caracteriza porque el eje HPA reacciona poco al estrés, y se ha
postulado que éste permite el correcto desarrollo del SNC. Este periodo abarca
desde el dia posnatal (PN) 4 al 14 en la rata (Chautard, Boudouresque,
Guillaume, & Oliver, 1993; Kent, Tom, & Levine, 1997). Se ha observado que
eventos de estrés cronico (separacién maternal periddica, separacion maternal
de 24 h) pueden activar o evocar una respuesta al estrés, tales como la
secrecion de GC al torrente sanguineo, los cuales tienen efecto en el SNC
(Plotsky, Thrivikraman, & Meaney, 1993), ya que pueden provocar la muerte
neuronal de diferentes estructuras y por lo tanto alteran el funcionamiento y
comunicacion celular.

La separacion maternal en crias de rata se ha utilizado como un modelo
para inducir una respuesta estresante en etapas tempranas de la vida,
caracterizado por un incremento en la expresion de CRF en los nucleos

paraventriculares hipotalamicos y alteraciones en la densidad de las fibras
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musgosas en el hipocampo, causando una alteracion en el aprendizaje en la
edad adulta (Huot et al., 2002). Los efectos del estrés durante el desarrollo del
hipocampo afectan la plasticidad estructural causando atrofia neuronal,
neurotoxicidad y alteran la neurogénesis (Kaufman et al., 2000; Tanapat et al.,
1998). La relevancia del hipocampo en la retroalimentacion negativa
extrahipotalamica en adultos esta bien definida, pero ain no es claro si el
hipocampo toma parte en la regulacion de la hipo-responsividad del eje HPA

durante el desarrollo del neonato (Galeeva et al., 2010).

3.5 Sistema inmune

La principal meta del sistema inmune es proteger al organismo del dafio
causado por la invasiéon de microorganismos patdgenos, virus o sustancias
extrafias, por lo cual se requiere que sea capaz de distinguir las sustancias
extrafias de las células y tejidos sanos, y para ello utiliza los anticuerpos,
linfocitos, leucocitos y células microgliales (Gemma, 2010). Este sistema opera
en el organismo como un mecanismo de soporte vital que es regido por el
sistema neuroenddcrino y el sistema nervioso autonomo (Janeway et al., 2005;
A. H. Miller, Maletic, & Raison, 2009).

La respuesta inmune puede dividirse en respuesta adaptativa e innata.
La respuesta adaptativa estd dada por la produccion de anticuerpos para
combatir agentes patdgenos especificos y es llevada a cabo principalmente por
los linfocitos T y B. Esta respuesta requiere del reconocimiento del antigeno en
presencia del receptor de la célula inmune especifica (complejo de
histocompatibilidad) y de mensajeros quimicos (citocinas). Los anticuerpos son
producidos solo después de la exposicion previa a algun dafio, bacteria y virus,
estos quedan registrados en la memoria de las células del individuo (Janeway
et al., 2005). Las unidades moviles, o inmunocitos, circulan por el organismo,
residen estacionariamente en tejidos linfoides y en células localizadas en
regiones especializadas como el sistema nervioso, y son activados cuando se
detecta algun dafo. Estas células comprenden a los granulocitos (eosindfilos,
neutréfilos y baséfilos), mastocitos y monocitos o macréfagos.

La respuesta innata se distingue de la adaptativa en que no requiere de
la exposicién previa de antigenos, por lo cual puede combatir un amplio rango

de ellos (Janeway et al., 2005). El sistema inmune innato puede favorecer
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respuestas del tipo Thl o tipo Th2. Durante la respuesta Thl los macréfagos
activados secretan mediadores pro-inflamatorios, tales como el TNF, las IL y el
interferén-y (IFN-y). La respuesta Th2 se caracteriza por la producciéon de
anticuerpos y de mediadores anti-inflamatorios, tales como IL-4, IL-5 e IL-10,
los cuales inhiben la respuesta Thl. Este balance Th1l-Th2 es esencial para
prevenir un exceso de inflamacion que podria tener consecuencias negativas
(Janeway et al., 2005).

La respuesta inmune puede ser activada por algin dafio en el
organismo; el tejido dafiado manda sefiales moleculares como quimiocinas que
son quimioatrayentes al sitio de dafio, y que las células circulantes como
monocitos, leucocitos, puedan captar por los receptores DAMP (patrones
moleculares asociados a dafio) o por PAMP (patrones moleculares asociados a
patdégenos), estos receptores desencadenan la activacion de vias de

sefializacion para combatir el dafio al organismo (Janeway et al., 2005).

3.6. Interaccidn del sistema inmune, el sistema endocrino y el SNC

Existe una comunicacién tridireccional entre el sistema inmune,
endocrino y el SNC, la cual se establece en un organismo para responder de
manera apropiada a los estimulos dafiinos que amenazan su homedstasis
(Bateman, Singh, Kral, & Solomon, 1989; Jurgens & Johnson, 2012). EI SNC es
un érgano complejo que posee varios tipos celulares que actian para mantener
la integridad y las funciones cerebrales, estas células estan agrupadas en tres
grandes divisiones: neuronas, células gliales y células endoteliales (Lampron,
Elali, & Rivest, 2013). Por mucho tiempo se considerd al SNC como un drgano
privilegiado, ya que esta rodeado por la barrera hematoencefalica formada de
células endoteliales, como una primer linea de defensa impenetrable a
elementos celulares periféricos y microorganismos, ademas de que carece de
estructuras linfoides formales (Jauregui-Huerta et al., 2010). Sin embargo, se
ha demostrado que el SNC es accesible a la migracién de macrofagos y
linfocitos activados. Esto es debido a las vénulas de la base endotelial del SNC
que expresan moléculas de adhesion y son receptivas al trafico periférico
celular (Bulloch, 2001).

Ademas de la presencia de la barrera hematoencefélica, se encuentran

las células gliales: los astrocitos y la microglia, la cuales conforman el sistema
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de defensa, que tienen una funcion relevante durante la respuesta inmune
innata. Cuando estas células son estimuladas sintetizan mensajeros quimicos
como las citocinas, las cuales estimulan la respuesta inflamatoria de manera
local (Bulloch, 2001). Sin embargo, las citocinas provenientes de la periferia,
pueden viajar en el fluido cerebroespinal y modular funciones de otras células
(Das, 2011), éstas pueden entrar de forma limitada a través de regiones que
carecen de la barrera hematoencefalica, como el I6bulo neural de la pituitaria,
la glandula pineal, la eminencia media, el é&rea postrema, el &rgano
subcomisural, el érgano subfornical o la ldmina terminalis (Bulloch, 2001; Petty
& Lo, 2002).

Al presentarse la activacion del sistema de defensa del SNC, como
puede ser durante un dafio mecdanico, se conduce a la movilizacion sistémica
de factores endocrinos, nerviosos e inmunes para contender, eliminar y/o
suprimir la invasion del patdgeno (en el caso de que este sea el detonante) o
en respuesta a eventos emocionales que pueden ser traumaticos, como un
shock. Estos eventos fisioldgicos pueden incluir:

+ Efectos sobre PNV del hipotalamo.

+ Un incremento de granulocitos en sangre y en el sitio del dafio.

+ Cambios enddcrinos, liberacion de corticotropina, cortisol, catecolaminas
adrenales, hormonas de crecimiento, tirotropina, tiroxina, aldosterona,
vasopresina.

4+ Cambios cardiovasculares.

El sistema inmune tiene receptores que reconocen a agentes dafiinos, éstos
inducen sefiales para la activacién de las células del sistema inmune innato
como primera defensa, las cuales sintetizan y liberan citocinas como IL-1p, IL-6
y TNF-a. Estas citocinas pueden actuar sobre el cerebro y también se les ha
relacionado como los principales biomarcadores en pacientes con depresion
mayor (Jurgens & Johnson, 2012; A. H. Miller et al., 2009).
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Tabla 1. Funciones de las citocinas en el desarrollo del SNC y su relacién con el eje HPA

CITOCINAS

FUNCION EN EL SNC Y EL ESTRES

IL-18

Su sintesis es inducida por shocks eléctricos y se expresa en varias estructuras
cerebrales como: PVN, hipocampo, corteza, cerebelo entre otras (Hueston et al.,
2011; Nguyen et al., 1998)

Mediador de cambios en la excitabilidad, alterando el balance del glutamato en las
uniones sinapticas (Hueston et al., 2011).

Proliferacion glial durante el desarrollo (Pousset, 1994).

Varios de sus efectos centrales son mediados por IL-6 (Pousset, 1994).

Induce la secrecién de corticosterona (Song, Phillips, & Leonard, 2003).
Relacionada en el aprendizaje y memoria a largo plazo (Bilbo, Levkoff, et al.,
2005).

IL-6

Activa el eje HPA e incrementa el metabolismo del triptéfano y serotonina (Berczi &
Szentivanyi, 2003).

Sus receptores han sido detectados en varias regiones del cerebro (corteza,
hipocampo, hipotdlamo) (Pousset, 1994).

IL-6 induce la sintesis del NGF y su liberacién por astrocitos (Pousset, 1994).
Proliferaciéon de células cerebrales durante los estadios embrionarios (Pousset,
1994).

Mantenimiento de la homeostasis en la edad adulta (Sierra et al., 2014).

TNF-a

Diferenciacién celular, neurogénesis y muerte celular programada durante el
desarrollo del SNC (Babri, Doosti, & Salari, 2014).

Interactda con los receptores AMPA en neuronas hipocampales (Velasco-Ramirez,
Rosales-Rivera, Ramirez-Anguiano, & Bitzer-Quintero, 2013).

Induce la liberaciéon de glutamato (Tolosa, Caraballo-Miralles, Olmos, & Llado,
2011).

Reduce la expresién del transportador de glutamato (Tolosa et al., 2011).

3.6.1. Las citocinas durante el desarrollo del SNC

El establecimiento del sistema inmune en la mayoria de los organismos,

entre ellos los humanos, se presenta desde que el organismo se encuentra en

el utero, y mediante la interaccion con el ambiente en el que se encuentra y su

genética se da una programacion, que mas tarde puede ser modificada por

factores externos o ambientales, es decir factores epigenéticos, durante las

primeras etapas de la vida. Diversos estudios han demostrado que esta

programacion fetal-neonatal aumenta los riesgos de desarrollar enfermedades

cardiovasculares, o resistencia a la insulina, debido a que este sistema de
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defensa es muy plastico durante estas etapas del desarrollo (Frank, Thompson,
Watkins, & Maier, 2012).

El desarrollo del SNC es regulado en parte por factores neurotréficos
que interactiian en procesos como la diferenciacién neural, la sobrevivencia, el
desarrollo de los oligodendrocitos y la gliogénesis. Estos incluyen al factor de
crecimiento nervioso (NGF), al factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
entre otros. En adicion a esto, las células gliales producen citocinas para
regular varias funciones cerebrales (Tabla 1). Por ejemplo, la IL-1f participa en
la proliferaciéon glial y muchos de sus efectos son mediados por la IL-6 que
induce la sintesis de NGF; la IL-2 influencia la proliferacion y maduracion de
oligodendrocitos y aumenta la viabilidad de neuronas neocorticales en cultivos
primarios de rata; mientras que el factor estimulante de colonias de macrofagos
(MCSF) esta involucrado en la regulacién de las funciones de células
microgliales. La expresion de algunas citocinas como la IL-1B o la IL-6 se ha
observado en varias regiones cerebrales (corteza, hipocampo, hipotalamo) por
hibridacion in situ en ratas intactas (Pousset, 1994).

También se conoce que las citocinas tienen efectos sobre el desarrollo y
funcién del cerebro, como en la remielinizacion, y se incrementa en caso de
dafio neuronal. En astrocitos primarios, TNF-a induce la proliferacion y sintesis
del factor de crecimiento neural, mientras que en neuronas parece estar
involucrado en el proceso de crecimiento de neuritas (proyecciones o

prolongaciones de las neuronas) (Schmitz & Chew, 2008).

3.6.2. Citocinas y psicopatologias

Diversos trabajos han reportado la relaciéon de las citocinas y el
desarrollo de alteraciones conductuales. En pacientes con depresion se
presentan niveles plasmaticos elevados de los mediadores pro-inflamatorios IL-
1, IL-2, IL-6, TNF-a y proteina C-reactiva (Bremmer et al., 2008; Irwin & Miller,
2007; Tuglu, Kara, Caliyurt, Vardar, & Abay, 2003). Ademas, las
concentraciones de citocinas pueden ser afectadas por el uso de
antidepresivos (Penninx et al., 2003; Tuglu et al., 2003).

En modelos animales, se ha observado que al exponer a los individuos a

estrés, ya sea shocks eléctricos, inmovilizacion, estrés psicosocial, exposicion
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a lipopolisacarido, etc., aumentan los niveles de expresion de citocinas en
estructuras hipotalamicas (Avitsur, Kavelaars, Heijnen, & Sheridan, 2005;
Nguyen et al., 1998; van der Meer, Sweep, Pesman, Tilders, & Hermus, 1996),
y pueden conducir al desarrollo de conductas tipo depresivas, a una reduccion
de la interaccion social, 0 a un incremento de la ingesta de alimentos y liquidos
y de la actividad locomotora (Avitsur et al., 2005; van der Meer et al., 1996). La
expresion de las citocinas en el SNC puede ser estimulada de manera
diferencial por el estrés (de Pablos et al., 2006; Hueston et al., 2011; Nguyen et
al., 1998). Por otro lado, también se ha observado que al administrar IL-1f se
induce un aumento en la secrecion de la ACTH en el plasma en ratas, lo cual
puede inducir la secreciéon de GC y la activacion del eje HPA (van der Meer et
al., 1996). Otros estudios han mostrado que sujetos con desorden de depresion
mayor (MDD) tienen una respuesta elevada de citocinas evocada por el estrés
psicosocial agudo (G. E. Miller, Rohleder, & Cole, 2009); una de ellas es la
citocina IL-6, que es parte integral de la respuesta inmune innata a estresores
fisicos (infeccion, inflamacién). EI mecanismo por el cual el estrés psicosocial
inicia la respuesta de citocinas aln es objeto de estudio (Carpenter et al.,
2010).

La liberacién de TNF-a por células gliales en el SNC se ha observado en
trauma cerebral agudo, isquemia, infecciones o en enfermedades
neurodegenerativas. Se ha descrito un aumento de TNF-o. en condiciones de
estrés agudo por inmovilizacion, en el cual se incrementa de forma temprana,
aunque también se ha observado la participacion del aminoacido excitador
glutamato en esta liberacion de TNF-a. La liberacion de esta citocina regula la
activacion de otros mediadores en la neuroinflamacién por el estrés como el
factor transcripcional NF-xB y la isoforma inducible de NOS (Garcia-Bueno,
2008; Tolosa et al., 2011). Estos estudios muestran una clara relaciéon de las
citocinas y su efecto sobre el SNC y como pueden influir en la conducta de los
individuos.

3.7. Las células gliales como protectores del SNC

Durante periodos de inflamacién cerebral (infeccion, enfermedades

neurodegenerativas, dafio traumatico), los macréfagos circulantes y otras
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células sanguineas son reclutadas en el cerebro por sefiales endoteliales para
remover el tejido necrético y defenderse de alguna infeccion microbiana (Squire
et al.,, 2003). Sin embargo, dentro de los tipos celulares que constituyen al
SNC, las células gliales (astroglia y microglia) son de gran importancia en la
inmunidad, aunque comdnmente se describen como células de mantenimiento
y soporte para las neuronas, ya que les brindan factores tréficos necesarios
para su sobrevivencia, la nueva evidencia las involucra en importantes
procesos como: en la comunicaciéon entre el sistema periférico y el SNC, la
comunicacion sinptica (Rajkowska & Miguel-Hidalgo, 2007), la sinaptogénesis,

o el balance del microambiente (Bessis, Bechade, Bernard, & Roumier, 2007).

3.7.1. Microglia

El sistema nervioso tiene una capacidad inmunoldgica que difiere de la
mayoria de los tejidos periféricos, este tejido puede reaccionar de forma
inmune dependiendo de las células innatas especializadas, incluyendo la
microglia, macréfagos y células dendriticas. Los Unicos nichos anatémicos del
SNC como las meninges, los plexos coroides y los espacios perivasculares son
ocupados por células dendriticas y macrofagos que funcionan como centinelas
del sistema inmune innato capaces de orquestar la respuesta inflamatoria. El
parénquima del cerebro esta poblado de células microgliales. La microglia
comprende del 10-15% del total de las células gliales y también se refiere a
ellas como macrofagos residentes del tejido nervioso. A diferencia de los
macrofagos de los plexos coroides, meninges y perivasculares, la microglia se
origina del saco vitelino y se distribuye al SNC durante la vasculogénesis. La
microglia residente en el cerebro adulto tiene un cuerpo celular pequefio y
altamente ramificado, esta morfologia la distingue de los macréfagos y células
dendriticas. Estas células participan en el desarrollo del SNC, la homeostasis y
los desbalances en el cerebro. Como parte de sus funciones homeostaticas,
los cuerpos microgliales permanecen estacionarios, pero sus procesos estan
constantemente examinando el espacio extracelular y comunicandose con
neuronas, astrocitos y vasos sanguineos. Se propone que el estado residente o
perpetuo de movimiento le permite responder de manera rapida al dafio o
infeccibon cambiando a un fenotipo activado que desempefie funciones
inflamatorias (Nayak, Roth, & McGavern, 2014).
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La activacion de la microglia se ha asociado con enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, Huntington y esclerosis
multiple. Ademéas ha propuesto que la pérdida del balance neuroprotector y
citotéxico de las células microgliales en el SNC puede favorecer el desarrollo
de desordenes conductuales como la depresion (McNally et al., 2008).

En modelos animales adultos se ha demostrado que la exposicion al
estrés agudo induce la activacion de la microglia, asi como la liberacién de los
marcadores de la inflamacion: IL-1B, IL-6 e iINOS (sintasa inducible de 6xido
nitrico). También se ha observado un aumento en el niumero de células
microgliales en respuesta al estrés, dependiente de la duracion y tiempo de
exposiciéon al mismo, y la activacién en areas cercanas a los ventriculos, el
talamo y el hipotdlamo que tienen contacto con el tercer ventriculo (Sugama,
Fujita, Hashimoto, & Conti, 2007). La microglia representa el nexo entre la

actividad neurolégica e inmunoldgica en el SNC.

3.7.1.1. Origen de la microglia

La microglia comprende células de soporte abundantes. Se deriva de la
médula 6sea, al igual que otras células hematopoyéticas y migra al SNC
durante la embriogénesis (Bulloch, 2001).

Las células microgliales fueron descubiertas por Rio Hortega (1937),
distintos estudios han concluido que la microglia es de origen mieloide y deriva
del sistema hematopoyético, aunque inicialmente se pensaba que derivaba de
monocitos circulantes, debido a estudios con radiacién y la ruptura de la
barrera hematoencefédlica y la entrada de los monocitos que poseian una
morfologia similar a la microglia (Nayak et al., 2014). Se originan del saco
vitelino, sugerido por Cuadros en 1990, quien trabajé con embriones de pollo
para observar las células mieloides primitivas que invaden el cerebro durante el
desarrollo (Nayak et al., 2014), esto fue apoyado por Alliot y col., quienes
mostraron la presencia de los precursores de la microglia en el saco vitelino en
el dia embrionario 8 (Alliot, Godin, & Pessac, 1999). Nueva evidencia fue
aportada por Ginhoux y col. (2010) demostrando que la microglia deriva de
macrdéfagos primitivos que derivan del saco vitelino durante la embriogénesis.
Durante el desarrollo neonatal los precursores mieloides se diferencian a

microglia, esto es controlado por varias moléculas como factores de
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transcripcion, factores de crecimiento, quimiocinas, MMP (metaloproteinasas
de matriz) y micro RNA (Nayak et al., 2014).

3.7.1.2. Las células microgliales y el desarrollo del SNC

La microgliogénesis y la neurogénesis ocurren concomitantemente, lo
cual ha propuesto que la microglia interactia con las neuronas desde las
etapas del desarrollo hasta la edad adulta (Nayak et al., 2014). La microglia
contribuye con el balance del ambiente celular mediante la liberacién de
factores tréficos que promueven la proliferacion celular; asi se puede decir que
las células microgliales son facilitadoras del bienestar y la salud del SNC
(Ginhoux, Lim, Hoeffel, Low, & Huber, 2013).

Durante el desarrollo temprano hay una gran proliferacion neuronal, pero
la mitad de las células inmaduras mueren durante esta etapa a través de la
muerte celular programada. Esta muerte neuronal puede ser iniciada por
factores intrinsecos o por células accesorias como las células microgliales que
las inducen a la muerte y posteriormente limpian los restos celulares
(fagocitosis, sin iniciar respuesta inflamatoria). Esta induccién puede ser
llevada a cabo mediante la liberacion de especies reactivas de oxigeno, lo que
activa una serie de factores que conduce a la muerte de las neuronas (Bessis
et al.,, 2007). La poda axonal programada y la eliminacion selectiva de las
sinapsis defectuosas por la microglia son eventos criticos para el
establecimiento funcional y la maduracion de los circuitos durante el desarrollo,
(Ginhoux et al., 2013; Zusso et al., 2012).

3.7.1.3. Microglia en la enfermedad

Las células microgliales se encuentran presentes en el desarrollo y
progresion de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,
esclerosis mdltiple, entre otras, por lo cual se ha propuesto a estas células
como parte de las responsables del deterioro en la salud del SNC (Bilbo, Smith,
& Schwarz, 2012; Streit, Conde, Fendrick, Flanary, & Mariani, 2005). El estrés
durante la infancia puede predisponer a los individuos al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas en la edad adulta (Hueston & Deak, 2014),
se propone que es una consecuencia de la alteracion de-la homeostasis neural

y glial (Bilbo & Schwarz, 2009). Se ha planteado que las células microgliales
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durante las etapas tempranas de la vida pueden programarse ante estimulos
como las infecciones y el estrés, y asi inducir un estado pre-activado de la
microglia y por lo tanto influir en el desarrollo del SNC y la conducta (Bilbo &
Schwarz, 2009; Hueston & Deak, 2014; Ziko et al., 2014).

3.7.2. Astroglia

Los astrocitos tienen una gran variedad de papeles en el SNC, como lo
son el soporte, mantenimiento del balance de agua y la distribucion de iones, la
formacion de la barrera hematoencefalica, la regulacién sindptica y su
participacion en la reparacion y el proceso de cicatrizacién después de un dafio
traumético. Varios trabajos indican que los astrocitos estan involucrados de
forma activa en enfermedades neuronales agudas y crénicas, como en
isquemia, dafio y choque. Los astrocitos tienen contactos con los vasos
sanguineos cerebrales y las sinapsis, controlando el incremento del flujo
sanguineo evocado por la actividad sinaptica, median el incremento del flujo
sanguineo que es fundamental para la sefial dependiente del nivel de oxigeno.

Se ha estimado que un astrocito puede envolver 140,000 sinapsis y de 4
a 6 somas neuronales, y puede conectar con 300 a 600 dendritas neuronales
en roedores. Este marco hace posible que los astrocitos regulen y detecten el
medio quimico externo durante la transmision sinaptica (Ji, Berta, &
Nedergaard, 2013).

3.7.2.1. Los astrocitos durante el desarrollo

La generacion de los astrocitos comienza después de la neurogénesis
(Winkelmann-Duarte et al., 2011). En la corteza cerebral los astrocitos son
producidos por células gliales radiales (RGC) en la zona subventricular cortical,
donde después del nacimiento son generados localmente en la corteza. Se ha
descubierto recientemente que la generacion de los astrocitos corticales
después del nacimiento se mantiene debido a la divisién local de los astrocitos
maduros. Los astrocitos nacidos en la zona subventricular migran a la corteza y
generan la mayoria de los astrocitos por mitosis, dando lugar a dos células
hijas funcionales y diferenciadas. Se desconocen los factores que estan
involucrados durante este proceso. A diferencia de las neuronas y los

oligodendrocitos, los astrocitos son capaces de dividirse constantemente hasta
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la etapa adulta. Este proceso se incrementa después del dafio para formar la
cicatriz glial en el cerebro y la espina dorsal. Cabe notar que las células madre
de la zona subventricaular y las células ependimales, también pueden
contribuir a la astrogénesis inducida por dafio, sugiriendo origenes potenciales
multiples de los astrocitos en la edad adulta (Guerout, Li, & Barnabe-Heider,
2014).

3.7.2.2. Astroglia y enfermedad

La astroglia juega un papel importante en la neuroplasticidad a través de
la secrecion de factores neurotréficos y la remocion del exceso de glutamato
protegiendo a las neuronas de sus efectos toxicos. Una alteracion del niamero
de astroglia podria alterar la capacidad del cerebro de reciclar a los
aminoacidos excitatorios y disminuir la disponibilidad de factores neurotréficos
(McNally et al., 2008). Ademas se ha observado una reduccién del nimero de
células astrogliales en pacientes diagnosticados con depresion, lo cual
relaciona a estas células en el desarrollo de esta psicopatologia (Rajkowska &
Miguel-Hidalgo, 2007).

30



IV. ANTECEDENTES

Se ha demostrado que un estresor en edad temprana, como la SM,
induce cambios en el nimero de astrocitos en algunas zonas del SNC en la
edad adulta. Esto podria ser debido a que el estresor genera una alteracion del
microambiente celular afectando la sobrevivencia y funcién de las células
astrogliales (Bautista & Duefias, 2012). Las células microgliales también
pueden responder ante estimulos estresantes y secretar moléculas que pueden
ser dafiinas a los otros estirpes celulares e impactar en las funciones cognitivas
(Diz-Chaves, Pernia, Carrero, & Garcia-Segura, 2012; Sugama et al., 2007).

Por otro lado, también se ha observado que al exponer al organismo a
un evento estresante durante etapas tempranas y enfrentarlo a un segundo
reto (inmune) en la edad adulta, se encuentra una reactividad aumentada de la
respuesta inmune, que se ha asociado a la carencia de un control en el asa de
retroalimentacion de los GC (Avitsur, Hunzeker, & Sheridan, 2006).

Si bien se han descrito en el adulto cambios en la astroglia y un aumento
en las citocinas pro-inflamatorias circulantes a consecuencia de un estado
depresivo (Dantzer, O'Connor, Freund, Johnson, & Kelley, 2008), poco se ha
descrito sobre los efectos del estrés durante el desarrollo postnatal y su
impacto sobre los mecanismos pro-inflamatorios cerebrales que podrian

subyacer durante esta etapa.

V. JUSTIFICACION

La mayoria de los trabajos se han enfocado en la investigacion de los
efectos que ejerce el estrés presentado durante las etapas tempranas de la
vida sobre la edad adulta; sin embargo, hay poca informacion relacionada con
sus consecuencias durante el desarrollo inmediato del SNC del neonato, y
tampoco se conoce su interaccion con el sistema inmune durante esta etapa.

Por lo anterior, en este trabajo se estudi6 el efecto del estrés en las
primeras etapas de la vida sobre la respuesta inflamatoria y las células gliales,
ademas de la expresion de citocinas pro-inflamatorias en el hipocampo y en el

sistema circulatorio de ratas macho.
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VI. HIPOTESIS
La separacién maternal (SM) induce una activacion de la respuesta pro-
inflamatoria en el hipocampo y en las citocinas circulantes periféricas del

neonato de ratas macho.

VIl. OBJETIVOS

7.1. General

Analizar el efecto de la SM sobre la respuesta pro-inflamatoria en el
hipocampo y en las citocinas circulantes periféricas del neonato de ratas

macho.

7.2. Particulares

1) Evaluar los efectos de la SM en ratas macho sobre el peso corporal y el
peso relativo de los tejidos relacionados al sistema inmune y estrés.

2) Determinar las concentraciones de corticosterona circulantes en las
ratas macho sometidas a SM al PN15.

3) Analizar la morfologia y el nimero de las células gliales (astrocitos y
microglia) en el hilus del GD del hipocampo al PN15 en ratas macho
sometidas a SM.

4) Determinar la expresion del RNAm de las citocinas IL-1f, IL-6 y TNF-a
en el hipocampo al PN15 de ratas macho sometidas a SM.

5) Determinar las concentraciones circulantes de las citocinas IL-1p, IL-6 y

TNF-a al PN15 en ratas macho sometidas a SM.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. Estrategia experimental

Se utilizaron crias de ratas Sprague Dawley que fueron divididas en dos

grupos: control (CONT) y grupo sometido a estrés por separacion maternal

(SM). Las camadas fueron ajustadas a 8 individuos el dia PN1 (Figura 3a). El

grupo SM fue expuesto al modelo de estrés de Separacion Maternal, consistié

en separar la camada completa de su madre durante 3 h diarias en un lugar

aislado de la colonia a una temperatura constante (30-35°C). Cada cria fue

mantenida aislada de sus hermanos durante las 3 h de SM, del dia PN1 al

PN14, y al PN15 (Plotsky & Meaney, 1993), estas camadas fueron destinadas

para realizar el andlisis morfolégico de las células gliales (Fig. 3b). Para el

analisis
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Figura 3. Disefio experimental. a) Metodologia experimental, b) Grupos control y grupo
separacion maternal (SM) para el andlisis histoldgico; c) grupos destinados para la expresion
de citocinas en el hipocampo y la cuantificacién de citocinas periféricas.

de la expresion de citocinas en el hipocampo y la secrecién en la circulacion
sanguinea se utilizaron otros grupos de animales sometidos a las mismas
condiciones de SM y se subdividieron en dos grupos. En el grupo Basal los
animales se sacrificaron inmediatamente después de sacarlos del nido, para
evitar una respuesta al estrés. En el grupo de Estrés las crias se separaron de
su madre durante 3 h y se sacrificaron inmediatamente, ésto con la finalidad de

analizar el efecto de un solo episodio de estrés en las crias al PN15 (Fig. 3c).

8.2. Inmunohistoquimica
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Para los analisis morfolégicos se utilizé una “n” biologica de 8 individuos
por grupo. Los animales fueron sacrificados al PN15 con una sobredosis del
anestésico pentobarbital y fueron perfundidos por via intracardiaca con
solucion salina y solucién fijadora de paraformaldehido (PFA) al 4% en PB
(Buffer de fosfatos 0.1M). Los cerebros fueron extraidos y se post fijaron
durante 24 h con PFA, pasado este tiempo se colocaron en sacarosa al 10%,
20% vy finalmente al 30%, hasta ser procesados. Los cerebros fueron
procesados para obtener cortes coronales seriados de 40 um de grosor, con
una distancia de 240 um cada uno, en un criéstato a -22°C (Triangle biomedical
sciences,TBS). Los cortes fueron inmunotefiidos con anticuerpos especificos
para identificar glia (anti-lbal, Millipore) y la astroglia (anti-GFAP, Millipore).
Para la tincion de los astrocitos los cortes fueron pre-tratados con una solucién
de peroxido de hidrégeno al 10% en PB con triton X-100 (PBT 0.1M, tritén X-
100 3%) para bloquear las peroxidasas enddgenas. Posteriormente se lavaron
con PB y se incubaron en solucidon bloqueadora (suero de caballo 5%, PBT
0.1M) por 30 min; luego se incubaron por 48 h con un anticuerpo primario
(Rabbit anti-GFAP 1:3000, Millipore). Se lavo el tejido con PB y se incubd con
el anticuerpo secundario acoplado a biotina (anti-rabbit IgG 1:750, Sigma) por 2
h, seguido de una incubacion con el complejo avidina-biotina (Elite ABC Kit,
Vector Laboratories). Para el revelado se utilizd un kit de diaminobencidina
(DAB, Vector Laboratories). Se detuvo la reaccién con PB y los cortes se
montaron en laminillas gelatinizadas (grenetina a 1%) y se dejaron secar. Se
les coloc6 medio de montaje Cytoseal y se cubrieron con un cubre objetos y se
dejaron secar. Para la tincion de la microglia los cortes fueron pretratados con
una soluciéon de peroxido de hidrégeno al 10% en metanol, seguido de otra
solucién de perdxido de hidrogeno al 10% en PBT, para bloquear las
peroxidasas enddgenas. Posteriormente se lavaron con PB y se incubaron en
solucién blogueadora por 30 min. A continuacion fueron incubados con el
anticuerpo primario (mouse anti-lbal/IAF1 1:3000, Millipore) por 48 h,
posteriormente se lavaron y se dejaron incubar por 2 h con el anticuerpo
secundario (anti-mouse IgG 1:750, Vector laboratories). Después se incubaron
con un conjugado Avidina-biotina y se revelaron con el kit de revelado de DAB.
Por Ultimo se dejaron secar y se les agreg6 el medio de montaje y se coloco

con el cubreobjetos.
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8.3. Inmunohistoquimica fluorescente
Para la inmunohistoquimica fluorescente se realizd el mismo

procedimiento para las inmunotinciones anteriormente descritas; se utilizé el
anticuerpo primario (anti-IBA,1:200, Millipore) y (anti-GFAP 1:300, Millipore), y
se dejaron incubando por 24 h a 4°C. Al siguiente dia los cortes se lavaron con
PB y posteriormente se incubaron con anticuerpos secundarios anti-mouse
(Alexa Fluor 643 1:250, Sigma) y anti-rabbit biotinilado (1:250, Sigma), se
incubaron por 2 h (a partir de esta etapa se manipulé e incubé todo en
oscuridad). Enseguida se lavaron e incubaron con avidina (1:200, Vector
laboratories) en buffer de bicarbonatos 2x (bicarbonato de sodio 84 g/l, cloruro
de sodio 58 g/l, pH 8.5) por 90 min, se lavaron en PB y se bloquearon las
avidinas y las biotinas con el kit correspondiente (Vector laboratories) por 15
min y se incubaron con anti-mouse NeuN (1:300, Millipore) por 24 h a 4°C en
agitacion constante. Posteriormente se lavo con PB y se incubdé 2 h con el
anticuerpo 2° anti-mouse biotiniliado a 4°C, se lavo con PB-T y se incubé con
Amca (1:100, Vector) por 90 min. Finalmente se lavd y se montaron las
muestras en los portaobjetos y se cubrieron con medio de montaje para
inmunohistoquimica fluorescentes (Fluoromount/plus, Diagnostic BioSystems).

Posteriormente se visualizaron en un microscopio confocal(

8.4 Analisis morfologico de las células microgliales

Se realizd un muestreo sistematico aleatorio a lo largo del plano rostro-
caudal del cerebro. Para llevar a cabo ésto, se seleccionaron al azar uno de
cada seis cortes de 40 um de grosor con 240 um de distancia entre cada uno.
Las células microgliales fueron detectadas con el anticuerpo anti Iba-1
(molécula adaptadora de union a calcio ionizado). Esta molécula funciona para
llevar a cabo el remodelamiento de la membrana y participa en la ondulacién
de la membrana (ruffling) y fagocitosis en la microglia activada (Ohsawa, Imai,
Sasaki, & Kohsaka, 2004).

Para el conteo se consideraron las células positivas para IBA en el hilus
del GD del hipocampo. Se analizaron tres campos por corte. Se analizaron

ocho cortes.
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Se tomaron registros fotogréaficos de los cortes con un microscopio de
campo claro acoplado a una camara de video digital (AxioCam MRC, Carl
Zeiss). La evaluacion del area (um?) de cada campo analizado se realizé por
medio del programa analizador de imagenes Axiovision Rel 4.0 (Carl Zeiss). El
area se delimito y se contaron las células dentro de la misma; con estos datos
se calculd la densidad de las células marcadas contra IBA en el area
examinada.

Se cuantificé la microglia total en el hilus, de acuerdo a la descripcion de
(Diz-Chaves et al., 2012), como microglia en reposo (soma pequefio y
ramificaciones largas y delgadas) y la microglia activada (soma de gran tamafio

casi ameboide y con ramificaciones cortas y gruesas).

8.5. Andlisis morfoldgico de los astrocitos

Para el analisis de los astrocitos se realiz6 un muestreo sistematico
aleatorio a lo largo del plano rostro-caudal del cerebro. Para llevar a cabo ésto,
se seleccionaron al azar uno de cada seis cortes de 40 um de grosor con 240
pm de distancia entre cada uno, como se describi6 anteriormente. Para el
conteo se consideraron las células positivas para GFAP (proteina acida fibrilar
glial, es un proteina del citoesqueleto que expresada en esta estipe celular) en
el hilus del GD del hipocampo.

Se cuantificaron los astrocitos totales en el hilus del hipocampo.
Posteriormente se analizé su morfologia por medio de una camara neurolucida,
se tomaron 10 células al azar de cada individuo (5 animales por grupo) que se
dibujaron en papel y posteriormente se transformaron a formato digital, para
llevar a cabo el andlisis de Sholl en el programa ImageJ, que consiste en trazar
circulos concéntricos de 5 um de distancia entre ellos y cuantificar las
proyecciones de las ramificaciones; ademas con este programa se estimo el

tamafio del soma.

8.6. Coleccion de tejido para la extraccion del RNA y muestras de sangre
Las crias fueron sacrificadas por decapitacion inmediatamente después
de sacarlas del nido para la extraccién de RNA y cuantificacion de citocinas. Se

extrajeron los siguientes tejidos: el bazo, el timo y las adrenales para obtener
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su peso; también se colecto la sangre para la determinacion de corticosterona
y citocinas en tubos Eppendorf limpios con aprotinina y EDTA, estas muestras
fueron centrifugadas para separar el plasma, y se almacenaron a -20°C hasta
su procesamiento. Se extrajo el cerebro y se disecciond el hipocampo, se
coloco en tubos Eppendorf con Trizol (Invitrogen) y se guardaron a -30°C hasta
ser procesados. La extraccion del RNA se llevé a cabo con Trizol (Invitrogen)
de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante. Posteriormente el producto
obtenido se analizé6 en un espectrofotometro (260/280nm, Eppendorf) para

analizar la pureza e integridad del mismo.

8.7. Sintesis del cDNA

Para la sintesis de cDNA se utilizdé 1 pg de la muestra de RNA, con 1 pl
de buffer de DNAsa | 10x (Invitrogen), 1 ul de DNAsa | (1 U/ul, Invitrogen), con
agua tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC, 0.1%) en un tubo libre de
RNAsas. Se incubé por 15 min a temperatura ambiente, posteriormente se
inactivo la DNAsa | agregando 1 pl de solucion de EDTA 25 mM (Invitrogen).
Se cuantificé el mMRNA en un espectrofotémetro (Biophometer, Eppedndorf). En
un tubo nuevo se agregé 1 ug de mRNA, 1 ul de oligo dT 1218 (500 pg/ml,
Invitrogen), 1 pg de dNTP mix 10 mM (Invitrogen) y agua de libre de RNAsa
para un volumen final de 20 pl, posteriormente se agregd 4 ul de First-strand
buffer 5x (Invitrogen), 2 yl de DTT (0.1 M, Invitrogen) y 1 yl de RNAse OUT (40
U/ul, Invitrogen), se agreg6 1 yl de M-MLV RT (200 U, Invitrogen) y se incubo
por 50 min a 37°C, se inactivd por calor a 70°C por 15 min. Por dltimo se
cuantific6 en un espectrofotometro el cDNA para determinar la cantidad y

pureza del mismo.

8.8. PCR punto final

Se disefiaron las secuencias de oligonucleétidos para la determinacién
de la expresion de las citocinas pro-inflamatorias en cerebro de rata (Tabla 2),
con el programa DNASTAR (Primer desing). Para ello se utilizaron las
secuencias del RNAmM de la base de datos del Genbank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Las secuencias de oligonucleétidos se
validaron por medio de la técnica de PCR punto final, para lo cual se utilizo lo
siguiente: 2 pl de buffer PCR 10x, 2 pyl de dNTPs 2 mM, 0.6 pl de cloruro de
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magnesio al 50 mM (Invitrogen), 1 ul del oligo directo, 1 ul del oligo reverso, 1
pl de Taq polimerasa (1 U/ul, Invitrogen), 1 ul de cDNA. Las mezclas de los
diferentes oligos se colocaron en un termociclador de gradiente de
temperaturas Veriti (Applied Biosystems), en donde la temperatura de
desnaturalizacion fue de 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos con 15 s de
desnaturalizacién a 94°C; 30 s de alineamiento a 59°C para IL-6, y 62°C para
IL-18, TNF-a y B actina como gen enddgeno, y 30 s de extension a 72°C.
Después de un paso final de extension de 7 minutos a 72°C, se mantuvo a 4°C.
Posteriormente se verificd que el producto de amplificacion correspondiera con

el tamafio esperado, en un gel de agarosa al 2%.

8.9. PCR tiempo real

El nimero de animales utilizados para este procedimiento fueron 5
individuos por condicion (Basal/estrés) por grupo. En esta técnica se utilizaron
3 pl (500 pg) de cDNA, 5 yl de Veriquest Fast Sybr Green Master Mix (USB
Affymetrix Inc.), 0.9 pl de oligo directo (10 pM/pl, Elim), 0.9 ul de oligo inverso
(10 pM/ul, Elim) y 0.2 ul de agua grado biologia molecular, para obtener un
volumen final de 10 pl por reaccion. Se utilizé un termociclador para tiempo real
(StepOne  Plus, Applied biosystems). La temperatura inicial de
desnaturalizacién fue de 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos con 15 s de
desnaturalizacion a 94°C; 30 s de alineamiento a 59°C para IL-6, 62°C para IL-
1B, TNF-a y B-actina; y 30 s de extension a 72°C. Se normalizaron los datos y

se analizaron por el método delta-delta CT. Se realizaron triplicados de cada

muestra.
Tabla 2. Secuencias de oligonucleotidos.
Gen Secuencia 5’-3’ ™m Producto de
amplificacion
TNF-a  Directo TGGCGTGTTCATCCGTTCTCTACC 62°C 215 pb
Reverso CCCGCAATCCAGGCCACTACTT
IL-1B8 Directo TGAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT 602C 181 pb
Reverso GCTCCACGGGCAAGACATAGGTAG
IL-6 Directo AGCCACTGCCTTCCCTACTTCA 592C 154 pb
Reverso GCCATTGCACAACTC CTCA
B Actina Directo GTCCACCCGCGAGTACAACCTTCT 62°C 219 pb

Reverso TCCTTCTGACCCATACCCACCATC

8.10. Determinacion de corticosterona y citocinas
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Se destinaron 6 individuos por condicién para la determinacién de
corticosterona en cada grupo. En el caso de la determinacién de la
concentracion de las citocinas, debido que se encuentran en pequefias
concentraciones, algunas muestras fueron descartadas y se obtuvo una n
biolégica de 4-5 individuos por condicién de cada grupo. Se determind la
concentracion de corticosterona y de las citocinas en plasma bajo condiciones
basales y después de un evento de estrés, se utilizaron estuches comerciales
de ELISA para corticosterona (Enzo Life Sciences), con un rango de deteccion
minimo de 26.99 pg/ml; para IL-6 (Invitrogen) su rango de deteccion fue de 5
pg/ml; de TNF- a (Invitrogen) su rango de deteccion fue de 4 pg/ml; e IL-1 8
(R&D Systems) con un rango de deteccion de 5 pg/ml. Se realizé un ajuste de
cuatro parametros (curve fit) con una curva estandar para cada ensayo (R de

0.99-1.00). Las muestras se analizaron por duplicado.

8.11. Analisis de resultados

Para el analisis de las inmunohistoquimicas se realiz6 una prueba t-
Student para comparar el grupo control y el grupo SM; para el andlisis a lo
largo del eje dorso-ventral se utiliz6 ANOVA de dos vias (tratamiento, corte), se
tom6 como significativo una p<0.05. Se realizé el analisis de Sholl en el
programa ImageJ para evaluar el nimero de ramificaciones de los astrocitos en
ambos grupos.

Para los andlisis de la expresion de las citocinas (IL-1B, IL-6 y TNF-a) en
el hipocampo, y la comparacion de la concentracion de la corticosterona y las
citocinas periféricas se realizé6 un ANOVA de dos vias (tratamiento, condicion).

Asi también se realiz6 un andlisis comparativo pos-hoc de Neuman-Keuls.
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IX. RESULTADOS
El estrés durante las etapas tempranas de la vida tiene efectos
permanentes sobre varias estructuras, por lo cual se evaluaron los efectos de

la SM sobre el peso corporal y el peso relativo del timo, bazo y las adrenales.

9.1 Parametros corporales

La exposicion crénica al estrés induce cambios en el peso corporal y
suele afectar la morfologia de algunos érganos; por ejemplo, el timo disminuye
su tamafio, mientras que se ha reportado que las adrenales de los animales
sometidos a estrés crénico presentan hiperplasia (Slotten, Kalinichev, Hagan,
Marsden, & Fone, 2006). Por ello, se tomaron como parametros control el peso
corporal de los individuos de cada grupo antes de sacrificar y los pesos
relativos del timo y las adrenales, para valorar si se alteran por la exposicién
periddica al estrés por SM. También se consider6 analizar el peso relativo del
bazo por las implicaciones inmunes que este érgano tiene. Se comparo el peso
corporal y el calculé el peso relativo del bazo, adrenales y timo de las crias al
PN15. Los resultados del peso corporal y de los 6rganos de animales

sometidos a SM se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Peso corporal y peso relativo del bazo, adrenales y timo al PN15.

PESO CORPORAL PESO RELATIVO PESO RELATIVO PESO RELATIVO
TRATAMIENTO Q) BAZO (g/peso ADRENALES TIMO (g/peso

corporal) (g/peso corporal) corporal)

CONTROL 36.25 + 0.67 5.98 + 0.28 0.47 +0.01 5.30+0.34
SM 38.82 + 0.41** 6.06 + 0.37 0.42 +0.01 4,77 +0.18
(**P< 0.001, N=32,39 peso; N= 18,24, bazo, adrenales y timo).

En la tabla se puede observar que el peso corporal de los animales SM
aumentd de manera significativa con respecto al grupo control. Los pesos
relativos de los tejidos (bazo, adrenales y timo) no presentaron diferencias

significativas entre los grupos al PN15.

9.2 Concentraciones de corticosterona
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La corticosterona es la hormona del estrés, por lo cual es importante
determinar su concentracién en la circulacion periférica de los animales
sometidos a SM periédica al PN15. Se cuantificd la concentracion de la
hormona corticosterona en la circulacién de ambos grupos SM y CONT bajo
condiciones basales (antes del evento de estrés) y en respuesta a un evento
de estrés.
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Figura 4. Concentracién de corticosterona de las crias de rata macho al PN15. Se
muestran los resultados de condiciones basales y después de un evento de estrés de 3 h de
separacion maternal, de ambos grupos control (CONT) y separacion materna (SM). ANOVA de
dos vias, **P<0.001 con respecto al control basal, ## con respecto al control un evento de
estrés, N=6.

En la figura 4 se puede apreciar que no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones basales de corticosterona de ambos
grupos (CONT y SM). En contraste, la secrecién de corticosterona si aumentd
de manera significativa en respuesta al estimulo agudo de estrés en ambos
grupos. Sin embargo, en el grupo SM se observé una concentracion
significativamente menor de corticosterona, comparada con el grupo control. Lo
anterior sugiere que el estrés periédico provoca una respuesta atenuada de la
secrecion de corticosterona a esta edad.

9.3 Analisis de las células gliales en el GD del hipocampo

Las células gliales como los astrocitos y la microglia, desempefian un
papel importante de proteger al SNC. Para este trabajo se propuso exponer a
los animales bajo un esquema de estrés por SM, y analizar los efectos sobre
las poblaciones de células gliales en su morfologia y el niumero de estas

células en el hilus del GD del hipocampo al PN15. Para ello se realizaron las
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inmunotinciones para la deteccion y cuantificacion de las células gliales en el
hilus del GD del hipocampo en los animales sometidos a SM al PN15.
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Figura 5. Cuantificaciéon del nimero de células microgliales en el hilus del giro dentado
(GD) del hipocampo de rata macho al PN15. a) Se muestra el promedio total de las células
microgliales Iba+, en el GD de los grupos control (CONT) y separaciéon materna (SM). b) Se
observa el promedio de las células microgliales activadas de acuerdo a su morfologia, tal como
se ilustra en e). ¢) Se muestra el porcentaje de microglia activada (t-Student **P<0.01,
***P<0.001). d) Se realiz6 un analisis aleatorio a lo largo del eje rostro-caudal de las células
microgliales activas en ambos grupos CONT y SM. (N=8,.ANVOA *P<0.05, **P<0.01).

Las células microgliales fueron detectadas con el anticuerpo anti Iba-1.
En la figura 5 se muestra el andlisis de las células microgliales. Se analiz6 el
promedio total de las células microgliales Iba+ en ambos grupos y no se
encontraron diferencias en la densidad celular (Fig. 5a). Posterior a los conteos
totales se analizd la morfologia de la microglia y se cuantificé la microglia en
reposo (soma pequefio y ramificaciones largas y delgadas) y la microglia
activada (soma de gran tamafio casi ameboide y con ramificaciones cortas y
gruesas) (Fig. 5e). Se observé un aumento significativo del nimero de las
células microgliales con morfologia ameboide (activada) en el grupo SM
comparado con el grupo control (Fig. 5b). Este resultado se cuantifico como el
porcentaje de células microgliales activadas en cada grupo (Fig. 5c), y se
encontré un aumento del 60% aproximadamente de células microgliales en el

grupo SM comparado con el grupo CONT de 30%. Ademas se realiz6 un
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andlisis de la microglia activada a lo largo del eje rostro-caudal del hilus del GD
del hipocampo de la microglia activada (Fig. 5d) y se encontré que esta se
distribuy6 de manera homogénea y que aumenté de manera significativa a lo
largo del eje en el grupo SM comparado con el grupo CONT.

Para la deteccion de los astrocitos se utilizo el anticuerpo contra GFAP
(proteina acida fibrilar glial), esta es una proteina del citoesqueleto que se

expresa en esta estirpe celular, cuyo analisis se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Densidad total de células astrogliales de las crias de rata macho al PN15. En el
panel a) se muestra la densidad celular total de las células astrogliales GFAP+ en el hilus del
hipocampo del grupo control (CONT) y separacion materna (SM) (t-Student **P<0.01); en el
panel b) se muestra una fotografia representativa de las células GFAP+ de ambos grupos; en
la gréfica c) se muestra el porcentaje de astrocitos de cada grupo; en el panel d) se muestra la
densidad de las células astrogliales (células/mm?, a lo largo del eje rostro-caudal en el hilus del
hipocampo de las crias Conty SM al PN15. (N=9,11; ANOVA **P<0.01, *P<0.05).

En la figura 6a y c se presentan los resultados del andlisis de la densidad (num.
de células / mm?3) de las células GFAP+ en ambos grupos. Se observd una
disminucion significativa de los astrocitos en el grupo SM comparado con el
grupo control. En las fotografias del inciso 6b se muestra un plano de las
células astrogiales de un animal CONT y un animal SM al PN15. En la figura 6d
se muestra la densidad de los astrocitos a lo largo del eje rostro-caudal en el
hilus del GD del hipocampo, se observo un aumento significativo de éstos a lo
largo del eje en el grupo SM.
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Figura 7. Analisis morfolégico de las ramificaciones de los astrocitos y su soma. a)
Numero de ramificaciones de los astrocitos de ambos grupos control (CONT) y separacion
materna (SM); b) imagen representativa de los circulos concéntricos utilizados para el andlisis;
¢) comparaciéon del tamafio del soma de los astrocitos de ambos grupos (N=5, t-Student *P
<0.05).

En la figura 7a se muestra el andlisis morfolégico del niumero de
ramificaciones de los astrocitos. Se detectd una disminucion significativa del
numero de ramificaciones en el grupo SM (N=5, p<0.05) comparado con el
grupo Control. En el panel 7b se muestra una figura representativa del analisis
de Sholl en el programa ImageJ, de acuerdo a esta estrategia se observé qué
la SM afecta a las ramificaciones de los astrocitos. Posteriormente se estimé el
tamafio del soma (Fig. 7c) de los astrocitos y no se encontraron diferencias

significativas (N=5, p=0.46) entre los grupos.
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Figura 8. Inmunohistoquimica fluorescente triple en el hilus del GD del hipocampo de
rata macho al PN15. En el panel a) se muestra un corte de cerebro conteniendo el hilus del
GD del hipocampo de un animal CONT |y en el inciso b) se muestra el hilus de un animal
SM. En verde se observa anti-GFAP+ (astrocitos), en rojo anti-IBA+ (microglia), y como
contraste se observa NeuN en azul (neuronas maduras) y en el Merge de ambos estirpes
celulares. La barra representa 50um.

En la figura 8 se muestra una inmunohistoquimica triple representativa
para idenficar astrocitos (GFAP, verde), microglia (IBA, rojo) y neuronas (NeuN,
azul), de un animal CONT (8a) y un animal SM (8b). Los tipos celulares no
colocalizaron (merge), y su distribucion en el hilus correspondié con los
resultados obtenidos en los conteos celulares de astrocitos y microglia. En los
animales sometidos a SM se encontr6 una disminucion de celulas astrogliales y

un aumento de la microglia activada comparados con el grupo CONT.

9.4. Expresion de citocinas en el hipocampo al PN15

Con el objeto de evaluar si la SM induce cambios en la expresion de
citocinas pro-inflamatorias, se analizaron los niveles de expresion de las
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1B, por medio de gRT-PCR en homogenados de

hipocampo de animales sacrificados en condiciones basales (sin molestar o
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antes de el evento de estrés) o después de un evento de estrés, provenientes
de ambos grupos al PN15.

Expresion@leiitoci IGhip ZRIPN15E
c
al, = L6 by @ TNFAB yy )% 2581 162 o
B3 L@, & 1 .
© Z=2 = 4 bl
él.s E% égzom 22
£t - 36 = 25 1o
£3 i ER Z 5 152
g Eguism MO mr 58
2 £ § 210m
28 2 1B -]
5 8 c B S8
2 9058 R DT
g.@. - o & 5o
X o = 050 §=
n o
o g g RN S =8
CONTESME CONTEBSME | CONTEmSME ~ CONTEESME 5 CONTE SME CONTE SME
Basal@  Un@vento@le@strésk Basalfl  UnBEvento@e®@strésk Basal@  Unfeventol@ie@strésk

Figura 9. Expresion relativa del mRNA de las citocinas en homogenados de hipocampo
de crias de rata macho, sacrificadas en condiciones basales o después de un evento de
estrés al PN15. En a) se muestra IL-6, en b) TNF-a y en c) IL-1B. En el inserto de la grafica c)
se muestra el andlisis por separado de los niveles de expresiéon basal de ambos grupos (t-
student, N=5, P<0.05) control (CONT) y separacion maternal (SM). Se realizaron triplicados de
cada muestra de cada individuo (N=5, ANOVA**P<0.01 con respecto al Cont Basal, ## P<0.01
con respecto al Cont un evento de estrés).

En la grafica de la Figura 9a se muestran los resultados de los niveles
de expresion de IL-6 en homogenados de hipocampo de ambos grupos al
PN15. Como se observa, no se obtuvieron diferencias significativas en los
niveles de expresion de IL-6 entre ambos grupos en condiciones basales ni
después de un evento de estrés.

En la gréafica de la Figura 9b se muestran los resultados de la expresién
del gen de TNF-a en el hipocampo. Se observé un aumento significativo en la
expresion del gen del TNF-a en el grupo SM con respecto al control en
condiciones basales. Después del evento de estrés los niveles de expresion de
esta citocina se incrementaron de manera significativa en los animales del
grupo control estrés, pero no en el grupo SM estrés, el cual presenta un nivel
de expresion relativamente similar al observado en condiciones basales.

En la figura 9c se muestra el andlisis de los niveles de expresion del gen
de la citocina IL-1B. No se encontraron diferencias significativas en la expresion
basal en el hipocampo de los animales SM comparada con el grupo control al
analizarlos en conjunto. Sin embargo, se realizd un andlisis por separado por t-
Student a los grupos de condiciones basales donde se observé una expresion
basal significativamente mayor en el grupo SM con respecto al control, como se

muestra en la grafica superior de la figura 9c. Por otra parte, después de
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exponer a los animales a un evento de estrés se observé un aumento
significativo de los niveles de expresion de IL-1B comparados con el grupo

control estrés.
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Figura 10. Expresion de las citocinas en el hipocampo de las crias de rata después de
un evento de estrés al PN15. Porcentaje de cambio en la expresion de a) TNF-a y b) IL-18 en
el hipocampo después de un evento de estrés al PN15 de el grupo control (CONT) y
separacion materna (SM). (t-Student, ***P<0.001, N=5).

Al analizar el porcentaje de cambio de la expresion de TNF-a e IL-1(3
después de un evento de estrés, se encontré una disminucion en los niveles
del mMRNA de TNF-a de mas del 150% en el grupo SM con respecto al grupo
control (CONT) (Fig. 10a, P<0.001); mientras que la IL-18 aumenté su
expresion un 600% en los animales sometido a SM respecto al grupo control
(CONT) (10b, P<0.001). La SM durante esta etapa de la vida afectd la
expresion de las citocinas pro-inflamatorias de manera diferencial en el

hipocampo.

9.5. Determinacion de la concentracion de citocinas en la circulacion

Para evaluar la respuesta inmune periférica al estrés provocado por la
SM se determinaron las concentraciones circulantes de IL-6, IL-13 y TNF-a en
ambos grupos bajo las condiciones: basal y después de la evocacion de un
evento de estrés en las crias al PN15. En la Figura 11a se muestran los
resultados de las concentraciones de IL-6 en el suero de las crias de rata al
PN15. Se encontrd una disminucion significativa de la concentracion de IL-6 en
condiciones basales en el grupo SM (P<0.05) con respecto al grupo control. Al
determinar la concentracién de IL-6 después de un evento de estrés, se

observo un aumento significativo en ambos grupos (P<0.01) con respecto al
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control basal. Por otra parte, el grupo SM con estrés presentd una
concentracion mayor con respecto al grupo control estrés.
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Figura 11. Concentracién de citocinas en la circulacion periférica de las crias de rata
macho al PN15, bajo condiciones basales y después de un evento de estrés. En a), b) y ¢)
se muestran los concentraciones de IL-6, TNF-a e IL-1B respectivamente, de ambos grupos
control (CONT) y separacion materna (SM) (N=5-6, ANOVA *P<0.05, **P<0.01, con respecto al
Cont Basal; #P<0.05, con respecto al Cont un evento de estrés).

Los resultados que se presentan en la figura 11b indican que no hay
diferencias en la concentracion de TNF-a entre los grupos de SM y CONT
bajo condiciones basales y tampoco aumento la secrecion de TNF-a ante un
evento de estrés. En la grafica 11c se muestra la concentracion sistémica de
IL-1B al PN15 en estado basal y después de un evento de estrés; en este caso
se observd una disminucion significativa de la concentracion de esta citocina
en ambas condiciones en el grupo sometido a SM periodicaperiodica durante

las dos semanas después del nacimiento.
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Figura 12. Concentracion de citocinas en la circulacion periférica de las crias de rata
macho al PN15, después de un evento de estrés. En a) aumento de IL-6 y b) disminucién de
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IL-1B, de los grupos control (CONT) y separacion materna (SM) (t-Student *P<0.05, **P<0.01,
N=5-6).

Posteriormente se analiz6 el incremento de la concentraciéon de IL-6 e
IL-1B después del evento de estrés en porcentaje (fig. 12a). El grupo SM
present6 una secrecion 4 veces mayor de IL-6, comparado con el grupo control
(t-Student, P<0.001) después del evento de estrés. También se comparé la
concentracion de IL-1B después de un evento de estrés (Fig. 12b) del grupo
SM con respecto al grupo Control (CONT) (P<0.05), siendo esta 2 veces

menor.
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X. DISCUSION

El presente trabajo muestra que el estrés periddico durante las etapas
tempranas de la vida tiene diferentes efectos sobre las poblaciones de las
células gliales en el hilus del hipocampo, alterando su morfologia y activando
su respuesta, lo que se traduce en cambios en la expresion de las citocinas
pro-inflamatorias en esta estructura, y ademas, evoca una respuesta inmune
sistémica, independiente a la observada en el SNC.

Para evaluar los efectos de la SM se evaluaron los siguientes
parametros, el peso corporal y el peso relativo de las adrenales, timo y bazo.
Se encontré que los animales sometidos a estrés periddico aumentan de peso
comparados con el grupo control. Estos datos estdn en desacuerdo con los
resultados de nuestro grupo de trabajo, ya que previamente se reportd que el
estrés periédico induce una pérdida de peso en las crias (Lajud, Roque,
Cajero, Gutierrez-Ospina, & Torner, 2012). Esta discrepancia puede ser debida
a que el modelo de estrés empleado en este trabajo es mas robusto ya que las
crias deben permanecer aisladas durante el periodo de SM, y pueden tratar de
compensarlo con una sobrealimentacién. Por otra parte, en los pesos relativos
de las adrenales, timo y bazo no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos, por lo que estos pardmetros hasta el momento del andlisis (PN15)
no afectaron por el efecto del estrés, lo cual va de acuerdo a lo reportado
previamente por nuestro grupo (Lajud et al., 2012). Otros trabajos con modelos
similares de estrés, reportan la presencia de hiperplasia en las adrenales y una
disminucion del timo (Slotten et al., 2006).

Por otro lado, se ha reportado que el estrés por SM induce un aumento
en la secrecién de corticosterona en el estado basal en animales adultos,
mientras que en crias la SM no provoca un aumento de la concentracion basal
(antes del evento de estrés), pero si lo hace tras cada evento de estrés (Lajud
et al., 2012). Esto coincide con lo observado en el presente estudio. El hecho
de que no se observe un aumento en la corticosterona sugiere que los
mecanismos responsables de producir cambios permanentes en la
comunicacién neuronal debidos a la exposicién temprana al estrés podrian
subyacer en la expresion y acciéon de otros mensajeros quimicos, como el

CRH, o algunas citocinas.
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En afios recientes se ha iniciado la investigacion sobre la interaccién del
sistema inmune y el estrés, debido a que varias moléculas del sistema inmune
pueden estimular a los nucleos paraventriculares del eje HPA activando su
respuesta. En humanos se ha propuesto que la exposicion a eventos adversos
durante la infancia puede programar el circuito neuro-inmune a un estado pro-
inflamatorio, afectando la maduracion de estructuras importantes como el
hipocampo, corteza, amigdala, entre otras, que se encuentran intimamente
ligadas al control del eje HPA, lo que puede conducir a desarrollar alteraciones
conductuales y cognitivas, y enfermedades neurodegenerativas (Ganguly &
Brenhouse, 2014). De acuerdo con los resultados de este trabajo se observa
que el numero de células microgliales totales no se ven afectadas por efecto
del estrés; sin embargo, al clasificarlas de acuerdo con su morfologia (Diz-
Chaves et al., 2012), se observé un aumento importante en el nimero de
células microgliales activadas en el grupo estresado (Fig. 13), lo que sugiere
que el estrés por SM induce su activacion. Estos hallazgos concuerdan con
trabajos previos del grupo de Diz-Chavez et al. (2012), ya que en la progenie
de ratonas sometidas a estrés por inmovilizacion durante el embarazo, se
observé una respuesta microglial exacerbada ante el reto inmune con LPS en
el hipocampo. Al analizar la morfologia de las células microgliales encontraron
un aumento en el nimero de células microgliales con morfologia activada en la
region de CAS3, en el hilus del hipocampo y en la corteza; ademéas de un
aumento en la expresion de la citocina IL-1B en machos y hembras adultas
(Diz-Chaves, Astiz, Bellini, & Garcia-Segura, 2013; Diz-Chaves et al., 2012).
Por lo anterior, se ha propuesto que el estrés durante el desarrollo tiene efectos
sobre las células microgliales y la expresién de citocinas en &reas que
controlan el eje la retroalimentacién negativa. Otros trabajos como los de
GOmez-Gonzalez y Escobar (2010) evaltan la maduracién morfoldgica de las
células microgliales al PN1 y PN10, en la progenie de ratas embarazadas y
sometidas a estrés prenatal. Ellos muestran que la microglia con fenotipo
residente esta presente en mayor cantidad al PN1 en areas como la corteza y
limbicas, lo cual los lleva a proponer que el estrés prenatal afecta la
maduracion de la microglia en estas estructuras (Gomez-Gonzalez & Escobar,
2010). Otros trabajos han visto efecto de la sobrealimentacion sobre las

células microgliales, lo que contribuye a la sensibilizacién inmune en el
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SNC y a una respuesta exacerbada ante retos inmunes como el LPS en la
edad adulta (Ziko et al., 2014). Estos trabajos y otros proponen que estimulos
durante las etapas tempranas del desarrollo (prenatal o postnatal) pueden
programar a las células microgliales y su actividad en la edad adulta (Deak et
al.,, 2005; Viviani et al., 2013); lo cual contribuiria al desarrollo de
psicopatologias y enfermedades neurodegenerativas. Los resultados obtenidos
en este trabajo contribuyen a apoyar esta teoria.

En el presente estudio los animales sometidos a SM mostraron una
disminucion en el nimero de las células astrogliales en el hilus del GD del
hipocampo y también una disminucion en el nimero de ramificaciones, pero no
se observaron cambios en el tamafio del soma de estas células (Fig. 13), lo
que concuerda con otros trabajos. Leventopoulos y col. (2007) encontraron en
ratas adultas sometidas a estrés por SM (4 h/dia PN1-14) una disminucién de
células GFAP+ en varias zonas del cerebro, entre ellas el hipocampo. Pero
contrario a los resultados de este trabajo, ellos no encontraron diferencias
debidas al estrés en las proyecciones primarias de los astrocitos
(Leventopoulos et al., 2007). Bautista y col. (2012) utilizaron animales adultos

machos, previamente sometidos al protocolo de SM de 6 h/diadia durante las

tres primeras semanas de vida. Ellos observaron una disminucion del nimero
de células GFAP+ en varias estructuras como el hipocampo, lo cual se puede
relacionar con una alteracidon en la conectividad sinaptica en esta estructura
que regula al eje neuroendocrino del estrés (Bautista & Duefias, 2012).
Mientras que en animales juveniles sometidos a estrés social materno se
observaron efectos contrarios, ya que éste provoco un aumento del nimero de
celulascélulas GFAP+ en la corteza prefrontal, que es una estructura
importante para el control negativo del eje HPA; ademas los animales
presentaron una conducta hiperactiva (Kwak et al., 2009). En otro trabajo, se
reporté que la estimulacion tactil por un minuto del dia 1-10 postnatal a crias de
rata hembras, indujo el aumento de astrocitos en las areas de CA1, CA2, CA3
del hipocampo a los 90 dias de edad (Winkelmann-Duarte et al., 2011). Estos
trabajos y el presente demuestran que los eventos durante el periodo neonatal
afectan a las poblaciones de astrocitos en el SNC, lo cual puede conllevar a un
efecto sobre la conectividad sindptica y el mantenimiento de las redes

neurales. Estos hallazgos en conjunto demuestran que los astrocitos son
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células que responden ante el estrés durante las etapas tempranas de la vida,
y estos efectos perduran hasta la edad adulta.

Asi también, en otro trabajo hecho en musarafias adultas sometidas a
estrés psicosocial, los autores observaron una disminucién en la poblacion
astroglial y una disminucion en el tamafio del soma en el hipocampo (Czeh, M.,
B., Hiemke, & Fuchs, 2006). En otros trabajos exponiendo a los animales a
ejercicio extenuante, después de 24 h se observé un aumento de células
astrogliales y apoptosis, en las areas del hipocampo CA1, CA3 y GD, lo cual
puede favorecer el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson, entre otras (Ding, Chang, Xie, Chen, & Ai, 2014). Estos
hallazgos demuestran que los astrocitos son células plasticas, sensibles a
estimulos en la edad adulta tales como el estrés, y por lo tanto pueden ser
afectados en su morfologia y actividad.

Los resultados del presente trabajo demuestran que el estrés periodico
durante las primeras semanas de vida provoca alteraciones en la expresion de

citocinas en el hipocampo (Fig. 13).
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Figura 13. La SM altera las poblaciones gliales en el hilus del hipocampo en las crias de
rata al PN15. Se ilustran las diferencias en el estado de activacion de la microglia y de los
astrocitos en el hilus del giro dentado (GD) del hipocampo en animales control y animales
sometidos a separacion maternal (SM).
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Las citocinas durante las etapas tempranas de la vida pueden actuar
como factores troficos en el cerebro; sin embargo, las experiencias adversas
durante este periodo pueden afectar su papel e inducir efectos dafiinos sobre
el SNC (Avitsur et al.,, 2006). En cuanto a la IL-6 es una citocina pro-
inflamatoria que puede regular a otras citocinas (IL-1B), no se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos en sus niveles de expresion en el
hipocampo bajo condiciones basales y tampoco después de un evento de
estrés. Esto va de acuerdo a otros trabajos, donde han sometido a estrés
prenatal a ratones, y encuentran que en la edad adulta no presentan alteraciéon
en la expresién de esta citocina en el hipocampo (Diz-Chaves et al., 2012). En
contraste, al someter a los animales a un estresor mucho mas agresivo, como
son los electrochoques a ratas adultas, se logré evocar su expresion en el
hipocampo y corteza de estos animales (Blandino et al., 2009); asi también el
exponer a los animales ante un estresor como un ambiente novedoso, se
puede inducir la expresion de IL-6 en areas como el nicleo
paraventricular (Fuchs, Damm, Gerstberger, Roth, & Rummel, 2013). Estos
trabajos demuestran que los estresores fisicos o psicolégicos pueden provocar
la expresion de la citocina IL-6 en varias zonas que controlan el eje HPA,
mientras que los estresores durante las etapas tempranas de la vida no afectan
la expresion de IL-6 en el hipocampo. Ademas, durante estas etapas
tempranas del desarrollo, algunas citocinas pueden tener un papel distinto
como el ayudar en la conectividad sinaptica y la maduracion y sobrevivencia de
las neuronas (Pousset, 1994). Sin embargo, la funciéon de las citocinas
depende de su concentracién, pues concentraciones muy bajas o0 muy altas
suelen tener efectos opuestos al obtenido con concentraciones intermedias.

En varios trabajos se ha observado que la expresion de TNF-a puede
ser afectada por LPS, choques eléctricos u hormonas del estrés, en distintas
zonas cerebrales utilizando animales en la etapa adulta (Babri et al., 2014;
Blandino et al., 2009; Deak et al., 2005). Sin embargo, poco se sabe sobre los
efectos del estrés durante las etapas tempranas de la vida y su interaccion con
el sistema inmune, en particular de TNF-a de manera inmediata. Uno de los

modelos mas utilizados para determinar la expresion de citocinas en el SNC es
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el reto inmune con LPS. Al administrarlo al PN14, se observa 3 h después la
induccion de la expresion de su mensajero en areas relacionadas con el control
y activacion del eje HPA, como: el hipocampo, la corteza prefrontal, la amigdala
y el hipotalamo, ademés de que durante la edad adulta un segundo reto
inmune provoca alteraciones conductuales y alteraciones en la memoria, por lo
gue se propone que la activacién del sistema inmune contribuye a la
desregulacion del eje HPA (Dinel et al., 2014). En otro trabajo, trataron a los
animales con TNF-a durante la etapa neonatal, y encontraron que esta citocina
induce una pérdida de peso corporal en ambos sexos, ademas ésto provoco un
aumento de la concentracion de corticosterona y condujo a conductas tipo
depresiva y ansiosas en los ratones macho adultos (Babri et al., 2014). En un
modelo de estrés prenatal, el grupo de trabajo de Diz-Chaves (2013) report6 un
aumento de la expresion de TNF-a en el estado basal en el hipocampo en
ratones adultos (Diz-Chaves et al., 2013). De acuerdo con los resultados de
este trabajo, la expresion del TNF-a en condiciones basales se encuentra
elevada de manera significativa en el hipocampo del grupo SM (Fig. 8b), lo que
concuerda con otros estudios expuestos a un reto inmune y estrés; sin
embargo, al evaluar la expresiéon de esta citocina ante un evento de estrés el
grupo control aumenté de manera significativa la expresion del TNF-o pero no
asi en el grupo SM, por lo cual se propone que esta citocina responde ante
estimulos novedosos como es el caso de los animales control, mientras que los
animales SM se encuentran sometidos a un estresor homotipico lo cual puede
causar habituacién en la expresion de esta citocina.

La citocina IL-1pB es la molécula con actividad pro-inflamatoria que
se expresa en varias areas del cerebro, y principalmente en corteza prefrontal e
hipocampo, por lo cual algunos investigadores han observado el efecto del
estrés sobre la expresion de esta citocina y las moléculas pertenecientes a esta
familia, encontrando una respuesta ante los distintos estimulos psicolégicos
(estrés psicosocial, ambientes novedosos), fisicos (choques eléctricos) e
inmunes (LPS, IL-1B), en las areas antes mencionadas y en el nlcleo
paraventricular (Avitsur et al., 2006; Gadek-Michalska & Bugajski, 2010;
Sugama et al.,, 2007). También se ha correlacionado con el déficit en el

desempefio de tareas de memoria y aprendizaje en la etapa adulta. Sin
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embargo, poco se sabe sobre el efecto inmediato de la exposicién a eventos de
estrés en el neonato sobre la expresion de IL-1B en el hipocampo, como se
discutird a continuacion. Al analizar la expresion del gen de IL-1B en el
hipocampo se encontré un aumento en los niveles de expresion bajo
condiciones basales en el grupo SM comparado con el grupo control, lo cual
concuerda con otros estudios en un modelo de estrés prenatal en ratones
adultos (Diz-Chaves et al., 2013). En este trabajo se propone que el estrés
durante estadios tempranos impacta sobre la respuesta inmune que perdura
hasta la edad adulta. En el presente trabajo se observé que al exponer a las
crias a un solo evento de estrés, los niveles de expresion de IL-1B se elevaron
de manera significativa en ambos grupos, pero la expresion de IL-1B en el
grupo SM fue mucho mayor, comparada con la del grupo control (Fig. 9c y
10b). Estos resultados sugieren que la exposicién al estrés en etapas
tempranas induce una respuesta exacerbada en el hipocampo ante cada
evento de estrés, lo cual puede contribuir a la programacioén y alteraciéon en la
regulacion del eje HPA, expuesto a un estado pro-inflamatorio. Kent y col.
(1997) propusieron que la IL-1pinduce una alteracién del eje HPA,
principalmente del hipotalamo, utilizando un modelo de estrés por deprivacion
materna de 24 h y la administracién de IL-1B en tres edades distintas. Ellos
mostraron que la interaccion del estrés y la administracion de esta citocina
modifican la respuesta del eje HPA dependiendo de la edad; mientras que al
PN6 y PN12 se observa un aumento en ACTH y corticosterona, al PN18 se
encuentra una supresion de estas moléculas. Las diferencias encontradas en
este trabajo pueden ser debidas al modelo que utilizan, el cual también tiene
impacto sobre el factor nutricional (Kent et al., 1997).

Por otra parte, hay contradicciones en el uso de los estresores como la
deprivacion materna (24 h, un dia), los choques eléctricos, inmovilizacién, nado
forzado, y el efecto que tienen sobre la liberacion y expresiéon de la IL-1p en el
cerebro (Deak et al., 2005; Nguyen et al., 1998), ya que se ha propuesto que
este responde de manera selectiva al tipo de estresor; por ejemplo, otros
autores observaron que al exponer a ratas a SM no se induce un efecto sobre

la expresion de IL-1B en el cerebro (Deak et al., 2005); mientras que otros
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trabajos apoyan al modelo de estrés empleado en este trabajo y su interaccion
con las citocinas en el SNC (Dimatelis et al., 2012).

También se ha propuesto que eventos adversos durante etapas
tempranas de la vida producen un remodelaje de los receptores a IL-15, y éstos
podrian por lo tanto producir el “priming” o activacion del sistema inmune en la
edad adulta (Viviani et al., 2013). En algunos trabajos se ha propuesto que la
IL-1B, en concentraciones moderadas, promueve la consolidacion de la
memoria a largo plazo y el aprendizaje en el hipocampo, pero a
concentraciones altas tiene efectos contradictorios y dafiinos (Bilbo,
Biedenkapp, et al., 2005; Williamson, Sholar, Mistry, Smith, & Bilbo, 2011). Las
células microgliales son las principales productoras de IL-18 en el cerebro
(Bilbo et al., 2012), lo cual puede provocar cambios en el entorno neuronal del
hipocampo, ademas esta citocina puede activar el eje HPA, en particular el
PVN y el hipocampo (Hueston & Deak, 2014; Song et al., 2003), ya que posee
receptores en estas areas, y se ha observado que al administrar un antagonista
del receptor a IL-1 (IL-1ra) se revierten los efectos causados por IL-
1B relacionados con la memoria y el aprendizaje en la edad adulta (Ben
Menachem-Zidon et al., 2008). De acuerdo con los resultados del presente
trabajo, se propone que el aumento de la expresion de IL-1p es debida a la
activacion de la microglia en el hipocampo, lo cual puede causar un estado
inmunoreactivo que contribuye a la alteracion del asa de retroalimentacion
negativa del eje del estrés.

Todos estos resultados en conjunto apoyan la hipétesis de que los
eventos de estrés durante las etapas tempranas de la vida afectan la respuesta
neuroinmune lo cual conduce a la desregulacion del eje HPA y por lo tanto
aumentan la vulnerabilidad a desarrollar psicopatologias, ya que los cambios
en la expresion de las citocinas inducidos por el estrés pueden tener un efecto
sobre estructuras que regulan las emociones y el eje del estrés. Otros autores
proponen que el estrés crénico induce una sensibilizacion o “priming” de la
respuesta inmune de las células microgliales y la expresiéon de citocinas pro-
inflamatorias, mediada por los GC en animales adultos (Frank et al., 2012).
Esta hipétesis difiere de los resultados del presente trabajo, ya que aqui no se

encontraron diferencias en las concentraciones basales de GC, debido a que
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se analiza una ventana diferente de desarrollo. Por otra parte, los datos de este
trabajo sugieren que el aumento marcado en la expresion de IL-18 en el
hipocampo en respuesta al estrés en los animales con SM pudiera constituir
otro mecanismo que programe la actividad del eje HPA a largo plazo, junto con
la desregulacion del CRH hipotaldmico.

Basal Un Evento de estrés
periséh:!ica Expresién mRNA HIPC p s’Npresmn mMRNA HIPC
PN1-14 eriodica
/‘\ ||_-1B ' 3h PN15 /—\ ||__1B m
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= IL-18 | = IL-18 M
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® No hay cambio ' Aumento l Disminucién GC: Glucocortioides

Figura 14. Diferencias en la expresién de citocinas en el hipocampo y en la secrecion de
citocinas a la circulacién, debidas a la separacién maternal. En estado basal (sin molestar,
antes del episodio de estrés), la separacién maternal periédica altera la expresion de citocinas
pro-inflamatorias (IL-18 y TNF-a) en el hipocampo y disminuye la secrecién a nivel sistémico
(IL-1B e IL-6), aunque no induce aumento de glucocorticoides (GC). Después de un episodio de
estrés se altera de manera significativa la expresion de las citocinas en el hipocampo (aumenta
IL-1B8 y disminuye TNF-a). A nivel sistémico un episodio de estrés también afecta la
concentracion de estas citocinas, ademas de aumentar la secrecion de GC en respuesta al
estresor.

Los efectos del estrés durante las etapas tempranas de la vida provocan
alteraciones en distintos sistemas. En humanos que han experimentado
eventos adversos durante su infancia (negligencia, maltrato fisico o psicoldgico,
bajo estatus socioecondmico, etc.), presentan concentraciones de citocinas
pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a y IL-1B) elevadas en plasma en su edad adulta
(Carpenter et al., 2010; G. E. Miller, E. Chen, et al., 2009; Penninx et al., 2003).

Lo anterior ha llevado a plantear que las citocinas pueden provocar

alteraciones conductuales y ha abierto la investigacion sobre la interaccion de
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los sistemas psico-neuro-inmune. Se han utilizado varios modelos animales
para evocar la respuesta inmune, desde la infeccidon durante la gestacion, el
reto inmune neonatal y los modelos de estrés prenatal, deprivacién materna y
separacion materna, en las diferentes ventanas del desarrollo (Diz-Chaves et
al., 2012; Meyer, 2013; Nguyen et al., 1998; Roque, Mesquita, Palha, Sousa, &
Correia-Neves, 2014). Varios autores, utilizando algin modelo de estrés en sus
investigaciones, han encontrado alteraciones en las concentraciones de
citocinas pro-inflamatorias en la circulacion periférica, en las poblaciones de
células CD4+ y CD8+ en bazo y timo (Roque et al., 2014), ademéas de
encontrar diferencias por sexo en la vulnerabilidad para resolver una infeccion
viral (Avitsur et al., 2006; Avitsur et al., 2005).

De acuerdo con los resultados de este trabajo sobre las citocinas
circulantes (Fig. 14), se encontr6 que el estrés no tiene efectos sobre la
concentracion de TNF-a bajo condiciones basales ni después de un evento de
estrés al PN15. Bajo condiciones basales se encontr6 que la IL-6 esti
disminuida de manera significativa en el grupo SM con respecto al control.
Mientras que al exponer a los animales a un evento de estrés las
concentraciones de IL-6 aumentaron de manera significativa en el grupo SM
con respecto a su control. Las concentraciones de IL-13 disminuyeron tanto
bajo condiciones basales y después de la exposicion al estrés en el grupo SM
comparado con el grupo control. Por lo cual se observo un efecto diferencial del
estrés periodico por SM, en la concentracion de citocinas perifericas.

Varios trabajos proponen a la inflamacion como una causa de la
depresion en pacientes con estrés. Se ha observado que la “sick behavior”
(conducta de postracion) es una conducta compleja desplegada a partir de
infecciones y traumas inmunes y por citocinas pro-inflamatorias. La “sick
behavior” tiene similitudes fenomenolégicas (anorexia, melancolia, fatiga,
hiperalgesia, ansiedad) a la depresion (Michael Maes et al., 2012), por lo tanto
se ha planteado a la depresién como un estado pro-inflamatorio en el cual se
encuentran alteradas varias moléculas del sistema inmune, como IL-6, TNF- o,
proteina reactiva C, haptoglobina, entre otras. En pacientes diagnosticados con
depresion y expuestas a eventos de estrés se han visto alteradas las
concentraciones de proteina C reactiva e IL-6 (Carpenter et al., 2010; Michael

Maes et al., 2012), en otros trabajos se ha descrito que personas joévenes
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sometidas a estrés crénico presentan cambios en genes involucrados en la
transduccion de sefiales inflamatorias como el factor nuclear kB (NF-«xB), su
inhibidor kB, asi también en el receptor a GC, o en leucocitos (G. E. Miller, N.
Rohleder, et al., 2009). Por otra parte, también se han realizado trabajos sobre
individuos con experiencias adversas durante su infancia (como el maltrato
infantil, bajo estrato socieconémico, etc.), y aunque alcancen una calidad de
vida mejor en la edad adulta, presentan alteraciones en la concentraciones de
GC, IL-6, proteina C reactiva, asi también tienen un factor de riesgo alto de
padecer enfermedades cardiovasculares, tener adicciones, y presentar
alteraciones cognitivas y conductuales (Danese et al., 2009; Danese et al.,
2008; G. E. Miller, E. Chen, et al., 2009). Lo cual se propone como factores que
alteran el balance del sistema inmune que podria disparar a la activacion del
eje HPA, y conducir al desarrollo de alteraciones conductuales como la
depresion en la edad adulta. Por lo cual, permite inferir que estos cambios a
nivel del sistema periférico son a largo plazo y ademas que convergen con
otras moléculas (adrenalina, noradrenalina) que pueden estar estimulando al
sistema inmune, y no como consecuencia inmediata de la exposicién temprana

al estrés.
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XI. CONCLUSION

La exposicion al estrés periodico durante las etapas tempranas de la
vida induce un estado activado del sistema inmune en el hipocampo. Por otra
parte, la respuesta inmunolégica en la circulacion periférica, se comporta de
forma diferente ante los eventos de estrés. Estos resultados sugieren que la
respuesta inmune cerebral es independiente a la que ocurre en la circulacion, y
gue probablemente tiene mecanismos distintos de regulacion ante el reto del

estrés durante este periodo del desarrollo inmediato.
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