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RESUMEN.

Introduccion. El estrés en etapas tempranas de la vida afecta de manera permanente el desarrollo
del sistema nervioso central. Pacientes que tuvieron estrés en la infancia llegan a desarrollar
desordenes psicoldgicos como ansiedad y depresion en la etapa adulta. Estas enfermedades se
acompafian de procesos inflamatorios a nivel cerebral. El sistema nervioso central tiene su propio
sistema inmune, a él pertenecen un grupo de células especializadas comprendido por células
gliales a las cuales pertenecen las células microgliales, estas se encuentran distribuidas en todo el
cerebro y pueden ser activadas por infecciones, inflamacién, factores estresantes y son capaces
de secretar mensajeros quimicos o citocinas. El estrés en etapas tempranas de la vida incrementa
la secrecion de citocinas proinflamatorias, sin embargo, es poco lo que se conoce con un segundo
desafio. Objetivo. Demostrar que el estrés, en etapas tempranas de la vida induce de forma
inmediata una mayor activacion de las células microgliales y citocinas proinflamatorias circulantes
en respuesta a un reto inmune con LPS. Material y métodos. Se utilizaron 4 grupos de ratas
neonatas macho de la cepa Sprague Dawley con una (n = 8 para cada grupo) con los siguientes
tratamientos: 1) grupo control + solucién salina, 2) grupo control + LPS, 3) grupo separacion
materna 3 horas al dia desde posnatal 1 al 14 (PN1-PN14) + solucion salina, 4) grupo separacion
materna + LPS. Se administré lipopolisacarido (LPS) (1mg/kg/peso corporal) a los animales sélo al
dia 14, 1 hora después se realizdé la prueba de campo abierto para evaluar la conducta de
locomocion, y se sacrificaron al dia (PN 15). Se obtuvieron los cerebros y se colectaron muestras
de sangre de los animales. Se realizaron técnicas de inmunohistoquimica con anticuerpos
especificos para analizar la microglia, y se determinaron las concentraciones de citocinas
proinflamatorias (IL-6-IL-18, TNF a) asi como la corticosterona plasmatica, utilizando Kkits
comerciales de ELISA. Resultados. Los animales tratados con LPS presentaron una disminucion
en la locomocién en la prueba de campo abierto. Nosotros observamos una mayor activacion, pero
una disminucion en el nimero total de células microgliales en ambos grupos SM y LPS en areas
CA3 e Hilus del hipocampo. La mayor activacion y disminucion en el namero de células
microgliales fue observada en el grupo SM+ LPS. Por otro lado, el LPS produjo un aumento en la
secrecion plasmética de IL-18, TNFa, IL-6 y corticosterona, por su parte la separacién maternal
(SM), sélo incrementa la secrecién de TNFa en ausencia de LPS, pero de manera interesante la
SM atenla la secrecion de citocinas en respuesta al LPS. Ademas la (SM) y (LPS) ocasionan una
disminucién en la densidad total celular, tanto en CA3 como en el Hilus. Conclusion. El estrés en
etapas tempranas de la vida “sensibiliza” a las células microgliales, induciendo una mayor
activacion en respuesta a un segundo reto con LPS, pero también los astrocitos tienen una
disminucién en la densidad celular total. De manera interesante la respuesta de las citocinas

periféricas e hipocampales se ven atenuadas en los grupos SM-LPS.
Palabras clave: citocinas, separacion maternal, LPS, hipocampo, astrocitos, microglia.
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ABSTRACT.

Introduction: Early life stress permanently affects the development of the central nervous system.
Patients who experienced stress during childhood may develop psychological disorders as anxiety
and depression in adulthood. These diseases are accompanied by inflammatory processes in the
brain. Microglial cells are brain’s counterpart to macrophages, they are the primary cells of the
central nervous system’s innate immune response. These are distributed throughout the brain and
can be activated by infection, inflammation or stress and are capable of secreting chemical
messengers or cytokines. Early life stress increases the secretion of proinflammatory cytokines,
however the response against a second challenge is not known. Objective: To demonstrate that
early life stress leads to an immediate activation increase of microglial cells in the hippocampus and
to a high circulating cytokine release in response to an immune challenge with LPS. Material and
methods: Four groups of Male Sprague Dawley rat pups (n = 8 for each group) were used with the
following treatments: 1) saline control group, 2) control + LPS group, 3) maternal separation (MS),
3h/day from postnatal day (PD) 1 to 14. 4) saline group and MS + LPS group. Lipopolysaccharide
(LPS) was administered (1mg/kg body weight) to animals only on PD14. One hour later the open
field test was carried out to evaluate locomotion, and the animals were sacrificed on PD15. Brains
and blood samples were collected from animals. Immunohistochemistry was used with antibodies
specific for microglial cells, and concentrations of proinflammatory cytokines (IL-6-IL-13, TNF-a)
and plasma corticosterone were determined using ELISA commercial kits. Results. LPS -treated
animals presented a reduced locomotion in the open field. We observed a higher activation, but a
decrease in the total number of microglial cells in both SM and LPS groups in CA3 and the hilus
areas from the hippocampus. The highest activation and lowest number of microglial cells was
observed in the SM + LPS group. On the other hand, LPS produces an increased secretion of
plasmatic IL-18, TNFa, IL-6 and corticosterone. SM only increases the secretion of TNFa in
absence of the LPS, but interestingly SM attenuates the secretion of the cytokines in response to
LPS. Besides, the (SM) and (LPS) causes a decrease in total cell density both in CA3, as in the
hilus. Conclusion. Early life stress sensitizes microglial cells, inducing a higher activation in
response to a second challenge with LPS, but also the total cell density of astrocytes is reduced.
Interestingly the response of peripheral and hippocampal cytokines are attenuated in the SM-LPS

groups.

Keywords. Citokynes, maternal separation, LPS, Hippocampus, astrocytes, microglia.
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l.- INTRODUCCION
1.- Estrés.

El término de estrés fue tomado del latin (stringere: tensar o estirar) y utilizado por
el idioma inglés (strain: tensién) en el siglo XIV, con el objetivo de describir la
opresion, la adversidad y la dificultad (Moscoso, 1998). También se define como la
reaccion que tiene el organismo ante cualquier demanda, siendo un estado de
fuerte tension fisioldgica o psicoldgica que prepara para el ataque o huida. En 1936
Hans Selye introdujo el término estrés al campo de las ciencias bioldgicas para
demostrar un sindrome producido por diversos agentes nocivos, cuya finalidad era
promover la adaptacion del organismo a su medio cambiante (Selye, 1936). El
estrés ha sido un tema de interés y preocupacion para diversos cientificos de la
conducta humana, por cuanto sus efectos inciden tanto en la salud fisica y mental,
como en el rendimiento laboral y académico de la persona. Todo lo que esta a
nuestro alrededor puede ser percibido como un estresor, desde el hablar en
publico, esperar el resultado de algun examen, ruido de coches, cambio de clima y
situaciones de violencia o abandono en etapas tempranas de la vida. Tanto los
seres humanos como los animales tienen la capacidad de responder a éstos y
otros factores que son considerados como una amenaza a su bienestar. Esta
respuesta se manifiesta mediante una reaccion del organismo que llega a
desencadenar una cascada de sefiales fisiologicas para movilizar fuentes de
energia que le permiten desplegar una respuesta particular de conducta ante el
estimulo estresante. (Blecha, 2000). El estrés provoca preocupacion, angustia y
puede conducir a trastornos personales, desérdenes familiares e incluso sociales.
Al respecto sefalan Martinez y Diaz (2007) que el problema que subyace radica en
los requerimientos de la modernidad, concentrada en la obtencion de resultados al
margen de sus consecuencias sobre la calidad de vida, y por ende en la salud

fisica y mental de las personas afectadas. El estrés no se considera en,

SAAVEDRA PIMENTEL LUIS MIGUEL 1



“ EFECTO DEL ESTRES POSNATAL EN RATAS NEONATAS CON UN RETO INMUNE SOBRE
LA VARIACION DE CITOCINAS CIRCULANTES Y LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA”

principio como una enfermedad sino como la respuesta, tanto fisica como mental, a
las adaptaciones y ajustes del ser humano a los diversos acontecimientos vitales.
Cualquier suceso que genere una respuesta emocional, puede causar estrés; esto
incluye tanto situaciones positivas como negativas. A todos los seres humanos les
afectan los procesos relacionados con el desgaste fisico, el cual produce
enfermedades, que se hacen visibles con el paso del tiempo y éstos aumentaran la
predisposicion al estrés ya que disminuyen la capacidad de adaptacion y exigen
mayor esfuerzo al organismo para realizar cualquier tarea. Todo lo anterior
repercute en un alto, uso de los servicios de salud (Kalia, 2002). Por su parte, el
estrés psicologico se relaciona con la consulta médica frecuente (Jyvaesjaervi y
cols., 1999).

Por otra parte el estrés puede clasificarse en agudo y cronico. El estrés agudo
puede ser definido como un proceso que lleva a interpretar y evaluar la amenaza,
el dafio o la demanda en general, mientras que, los estresores permanentes son
referidos a situaciones negativas de una gran cronicidad en el tiempo, tales como
vivir en la pobreza, en un vecindario violento, o dificultades econémicas (McLoyd y
Wilson, 1991), sufrir maltrato o abusos continuos (Manly y cols.,1994),
psicopatologia parental y enfermedad crénica (Kliewer, 1997), (Compas y cols.,
1997), exposicidn a racismo y sexismo . (Trad y Greenblatt, 1990). Si un organismo
no es capaz de desplegar una respuesta adecuada en contra del estrés, éste
puede ser un factor determinante en la patogénesis de diversas enfermedades que
incluyen alteraciones de la condicibn mental o psiquiatrica (depresion o anorexia
nerviosa), del sistema cardiovascular (hipertension), gastrointestinal (Ulceras
duodenales o gastricas), e inmune (susceptibilidad a infecciones). El estrés cronico
es aquel que se vuelve peligroso (distrés) dado el tiempo prolongado que
permanece, causando un problema de salud. Este estrés puede durar desde unas
semanas hasta meses e incluso afos (Fig. 1). Cuando la respuesta natural al
estrés se da en exceso se produce una sobrecarga de tensidén que repercute en el

organismo humano y provoca la aparicion de enfermedades y anomalias
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patolégicas que impiden el normal desarrollo y funcionamiento del cuerpo humano.
El estrés cronico genera, en fase de agotamiento, una hipercortisolemia crénica. En
el animal se ha demostrado que la hipercortisolemia podia ser neurotéxica para las

estructuras cerebrales vulnerables como el hipocampo (McEwen 2002).

ESTRES AGUDO ESTRES EPISODICO ESTRES CRONICO
Respuesta simpatica Activacitn simpética Desregulacidn del eje hipotalamo

hipafisiz-adrenal

Alertamiento Falta de energia
Alteraciones mmunologicas
Actiwacidn del eje hipotalamo- . . .
hipéfisis-adrenal Resistencia msulinica
_ Carnhios neurahorm onales Alteraciones cardiowasculares
Respuesta cardiovascular . .
Alteraciones emocionales
Respuesta metahdlica

Agotamiento Depresidn
R ta h al L .
EEpuEsta formen Irritabilidad Ansiedad
R ta 1 lé i L
sspussia mmunplogica Desmoraliracion Desesperanza

Respuesta de afrontarmiento
cognitivo-conductual

ADAPTACION el PATOLOGIA

Figura 1, Estrés agudo y crénico. El estrés agudo desencadena respuestas adaptativas, mientras
que el estrés cronico da lugar a carga alostatica que induce el desarrollo de patologias (Adaptado
de Kop, 1999; McEwen, 2005).

1.1.- Teoriafisiolégica del estrés.

Introducida por Hans Selye, establece que el estrés es una respuesta fisiol6gica
generalizada y no una respuesta especifica. De igual manera introdujo el concepto
de Sindrome General de Adaptacion (SGA), como un conjunto de procesos

fisiol6gicos en respuesta a los distintos estresores.
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Describe tres fases:
* a) Alarma

* b) Resistencia

* ¢) Agotamiento.
a) Fase de alarma

El organismo reacciona ante un estresor activando el sistema nervioso simpatico,
con sintomas como: midriasis pupilar, sequedad de boca, aumento de la frecuencia
cardiaca y respiratoria, sudoracioén, hipertension arterial secrecién de adrenalina y
noradrenalina y aumento de la capacidad de atencién y concentracion, facilitando

los recursos ante una actuacion.

Esta reaccién de alarma dura poco tiempo, pero el organismo necesita un tiempo
determinado para recuperarse. Si esta recuperacion no se produce entramos en la

fase de resistencia, (Melgosa, 1999).
b) Fase de resistencia

Nuestro organismo mantiene una activacion fisiolégica maxima tratando de superar
la amenaza o adaptarse a ella, de esta forma el organismo sobrevive. Esta fase
puede durar semanas, meses y afios; si es muy larga se le considera como estrés
cronico. Sin embargo, si el estrés acaba en esta fase, el organismo puede retornar

a un estado normal. (Melgosa, 1999). (Fig.2).
c) Fase de agotamiento

Se produce sélo si el estimulo estresante es continuo o se repite frecuentemente .
El organismo agota sus recursos y pierde su capacidad de activacion o adaptacion.
Sobrevienen entonces las enfermedades relacionadas con el estrés como son:

insomnio, falta de concentracion, abatimiento, fatiga, extenuacion, patologias
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inmunoldégicas, patologias cardiovasculares, patologias metabdlicas y endocrinas,
depresion, problemas gastrointestinales, infartos cardiacos, infartos cerebrales
etc. (Melgosa,1999).

FASES DEL ESTRES

NIVEL NORMAL
DE RESISTENCIA

ALARMA RESISTENCIA AGOTAMIENTO

Figura 2. Fases clésicas del estrés: Alarma, Resistencia, agotamiento o colapso (Melgosa,1999).

1.2 - Estrés y activacion del Sistema Nervioso Autbnomo

El sistema nervioso autbnomo en su division simpatica es el efector de la
respuesta rapida al estrés. Este sistema se activa durante lo que nuestro cerebro
considera una emergencia. Su activacibn aumenta la vigilancia, la motivacion y la
activacion general. La exposicion del organismo a condiciones adversas genera la
activacion de las neuronas preganglionares simpaticas, con la liberacién
concomitante de noradrenalina por las neuronas posganglionares simpaticas.
Asimismo la activacion simpatica estimula a las células cromafines de la médula de
las glandulas suprarrenales para secretar adrenalina al torrente sanguineo; esta
forma la adrenalina aumenta las tasas cardiaca y respiratoria y el flujo sanguineo a
los musculos, con lo que prepara al organismo para emitir una de dos respuestas:
pelear o huir (Cannon Wb vy cols., 1929). Ambos tipos hormonales,

glucocorticoides y catecolaminas, liberados durante la exposicién del organismo al
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estrés, ejercen funciones inmunomoduladoras, con lo que contribuyen a regular el,

funcionamiento del tercer efector de la respuesta al estrés, el sistema inmune.
(Fig.3).

[ Fibras nerviosas |

7

Noradrenalina

circulacion

BV - Adrenalina
‘ Receptor /
NS e
.»/,’ \\\
R l \\

Expresion de
citocinas pro-
inflamatorias

‘y}&yﬂyg [75, e, Trr ]

Figura 3. Esquema del Sistema Nervioso Simpatico y su activacion por estrés.
(Melgosa,20086).

1.3.- Estrés y activacion del sistema neuroendocrino.
El hipotalamo es la via comun final por la cual el sistema nervioso ejerce control
sobre el sistema endocrino, el eje hipotalamo — pituitaria, suprarrenales (o eje HPA
por sus siglas en ingles), constituye una unidad anatomica y funcional que regula
procesos vitales como el balance hidrico, el control de la alimentacion y el
metabolismo. El efector inicial de la respuesta del eje (HPA) es el nucleo
paraventricular. Ahi, las neuronas de la region parvocelular del nucleo
paraventricular del hipotalamo poseen axones que se proyectan a la capa externa
SAAVEDRA PIMENTEL LUIS MIGUEL 6
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de la eminencia media donde secretan la hormona liberadora de corticotropina,
(CRH). La (CRH), viaja por la circulacion portal hipofisiaria para estimular a las
células corticotropas de la adenohipofisis a que secreten la hormona
adrenocorticotropina (ACTH), ésta tiene como érgano blanco la corteza de las
glandulas suprarrenales, especificamente las porciones fasciculada y reticular que
en respuesta a la estimulacion de ACTH, secretan glucocorticoides, los cuales
ejercen una autorregulacion negativa sobre el eje actuando sobre estructuras como
hipotalamo e hipdfisis, e hipocampo, (Daban y cols., 2005) para que el eje HPA y
por ende el organismo vuelva a su estado basal. En el hipocampo existen dos tipos
de receptores para corticosteroides, los de mineralocorticoides (MRs) y los de
glucocorticoides (GRs). (Kiecolt y cols., 2002). Los receptores de glucocorticoides
estan extendidos en una gran variedad de tejidos: higado, pancreas, tejido adiposo
visceral, tejido esquelético y en el cerebro en regiones como el hipocampo y la
amigdala, regulando la conducta cognitiva y la memoria. Asi los (GRs), estdn muy
extendidos, especialmente en el hipocampo, mientras que los (MRs) son mas
escasos, pero de nuevo el hipocampo es la zona mas rica en los mismos. Es
curioso que los (MRs) presenten alta afinidad tanto por mineralocorticoides (MC)
como por glucocorticoides (GC), mientras que los GRs tienen una afinidad 10
veces menor por mineralocorticoides; otra curiosidad es que una vez ligados al
receptor, ambos, MC y GC, se translocan al nucleo y se dimerizan uniéndose a la
misma secuencia consenso de ADN, el llamado elemento de respuesta al receptor
de glucocorticoide. Si los GC disminuyen en hipocampo, el bloqueo del
funcionamiento de HPA se realiza muy mal y, entonces, es un eje que funciona
desmedidamente, lo que produce niveles altos de glucocorticoides circulantes,
como sucede en el estrés cronico. (Herbert, et al.,2006). Como comentamos
previamente el estrés cronico origina un exceso de glucocorticoides manifestado a
nivel del hipocampo por una atrofia de las neuronas piramidales del cuerno de
Amon (CA) en la regién CA3 y por una disminucion del volumen y del nimero de
neuronas del gyrus dentado. Esta atrofia hipocampal secundaria al estrés (Sapolsky
2000) implicaria de manera mas amplia:
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1.- Una disminucién en la neurogénesis.

2.- Una disminucidon en la sintesis de factores neurotroficos como el “factor

neurotroéfico derivado de cerebro” (BDNF) que inhibe la apoptosis celular.
3.- Un aumento de la excitotoxicidad (glutamato) debido a una pérdida glial.

4.- Una neurotoxicidad debido a la hipercortisolemia (disminucion de la

neuroplasticidad, inicialmente reversible y posteriormente permanente).

= | .
Hipotéalamo —— EjeHPA

Adenohipofisis

Circulatic

Médula \
espinal '

Glucocorticoides !_

e ~ Leucocito = \
= O Receptor de
== glucocorticoides

, Expresion de
citocinas pro-
inflamatorias

NN AANE I e e

Figura 4: Activacion del eje (HPA) por estrés. (Melgosa, 2006).

2.- Hipocampo. Es la estructura fundamental para el almacenamiento de la
memoria explicita, lo cual se fundamenta en las caracteristicas de plasticidad que
presentan sus neuronas. En el ser humano y roedores el sistema hipocampal se
asocia a la llamada memoria episddica y a la memoria espacial.

Al hipocampo lo podemos dividir en 3 zonas histoldgicas:
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- Estrato polimorfo, constituido por neuronas intrinsecas, cuyos axones se
arborizan alrededor de las células piramidales.

- Estrato piramidal: Constituido por células piramidales grandes y pequeiias,
solamente las neuronas de este estrato envian sus prolongaciones fuera del
hipocampo.

- Estrato molecular: Tiene principalmente células de tipo granular. (Moser
1998).

Areas del Hipocampo:

- CALl: Es la de mayor tamafio, es una area particularmente sensible a la
hipoxia.

- CA2: Presenta 2 capas celulares (una es menos marcada).

- CA3: Presentan un claro arbol dendritico dirigido hacia el giro dentado, en
estas dendritas se encuentran numerosas espinas: es importante recordar
gue la mayor presencia de espinas dendriticas es sindbnimo de aprendizaje

- CA4 (Hilus). No presenta organizacion celular.

- Giro dentado: Corresponde a Sustancia Gris. Giro formado por Arquicorteza
que se extiende hacia atras, formando la Fasciola Cinerea (Giro Fasciolar) y

luego el Inducio Gris sobre el cuerpo calloso. (Moser 1998).

2.1- Circuito de procesamiento de la informacion.

El circuito del procesamiento de la informacién de la memoria declarativa es el
llamado circuito trisinaptico. Este circuito inicia en la via perforante de la corteza
entorrinal. Primeramente, las neuronas de la corteza entorrinal envian sus
proyecciones hacia las células granulares del giro dentado. En seguida, estas
células proyectan sus axones hacia las neuronas piramidales de la region CA3, las
cuales finalmente envian sus axones hasta las neuronas piramidales de la regién
CA1 mediante los colaterales de Schaffer. La informacién procesada mediante este
circuito trisinaptico permite relacionar diferentes aferencias sensoriales
pertenecientes a diversos estimulos gracias a que las células piramidales del
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hipocampo tienen un alto grado de interconexion, facilitando las relaciones entre las

diferentes entradas de informacion (Zhang SJ vy cols., 2013). (Fig 5).

Células
Interneurona
musgosas
T v
Giro dentado

Fibras musgosas

Colaterales de Schaffer

-

<€——— Senal excitatoria

: Flelaiaiotcin Senal inhibitoria

Figura 5. Esquema de los circuitos en el hipocampo adulto. La tradicional via excitatoria
trisinaptica (corteza entorrinal (CE)-giro dentado (GD)-CA3-CA1-CE) es descrita por las flechas de
colores (flecha azul: via perforante; flecha naranja: via de fibras musgosas; flecha verde: colaterales
de Schaffer; flecha roja; proyecciones de CA1l a la CE). Tomado de (Zhang SJ y cols., 2013).

3.- Estrés, activacion del sistema inmune y enfermedades.

Ambos tipos hormonales, glucocorticoides y catecolaminas, liberados durante la
exposicion del organismo al estrés, ejercen funciones inmunomoduladoras, con lo
que contribuyen a regular el funcionamiento del tercer efector de la respuesta al
estrés, el sistema inmune. Tanto las catecolaminas asi como los glucocorticoides
actuan de una forma directa sobre el funcionamiento de las células inmunes al
acoplarse a los receptores de membrana y alterar la produccion de citocinas, las

cuales actuan como mediadores de los procesos inflamatorios.(Gomez y Escobar
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2006). Las citocinas sistémicas pueden ingresar al tejido nervioso, a través de
mecanismos de transporte saturables en sitios donde la barrera hemato-encefélica
es relativamente permeable como son los 6rganos circunventriculares, eminencia
media entre otros, alterando la funcion del eje HPA (Jara L. 2011). La principal via
de accion del estrés sobre la inmunidad es causar inmunosupresion a través de los
glucocorticoides. Los glucocorticoides causan atrofia del timo, impidiendo la
formacién de nuevos linfocitos T (responsables de coordinar la respuesta inmune
celular). Los glucocorticoides también inhiben la liberacion de mensajeros como
citocinas (proteinas que regulan el funcionamiento de las células del sistema
inmune) e interferones (proteinas producidas por el sistema inmune como
respuesta a agentes externos, tales como virus) haciendo que los linfocitos en
circulacion respondan menos a las sefiales de alarma infecciosa.
Sorprendentemente, durante los primeros minutos de exposicion al estresor
nuestra inmunidad se ve aumentada (fig.6 fase A). Se detecta mayor nivel de
células inmunes en circulacion y, en caso de lesion, se registra un mayor namero
de células de respuesta inflamatoria en los tejidos afectados. Se registran mayores
niveles de anticuerpos, por ejemplo en la saliva. Esta respuesta ocurre no sélo ante
un estresor infeccioso, sino también ante la presentacion de un estresor

psicoldgico. (Sapolsky, 2004).

1 OO 2 —

Figura 6. Respuestainmune en funcidn de la duracion del estresor. El estrés resulta ser un
estimulante de la respuesta inmune en un primer momento, aunque si se convierte en un factor
cronico termina debilitandola (Sapolsky, 2004).
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Si el estresor ya se ha retirado esta segunda fase (fase B) tiene como objetivo
volver al sistema inmune a su estado basal. En el caso de estresores mayores de
larga duracidn, la gran exposicion a glucocorticoides hace que el sistema entre en
inmunosupresion (fase C). De esta manera, el individuo se hace més vulnerable y

aumenta su probabilidad de contraer enfermedades infecciosas.

Adicionalmente, el sistema inmune ejerce sus efectos sobre el SNC a través de la
accion de las citocinas liberadas en el cerebro por los astrocitos y microglia como
respuesta a los estresores.

3.1- Respuestainmune cerebral, Células de la glia (microglia).

La acumulacion de la microglia activada es una caracteristica comin en las
enfermedades neurodegenerativas e inflamatorias, las microglias pueden tener una
funcidén neurotoxica o neuroprotectora, cuyos efectos son mediados principalmente
a través de citocinas y que pueden participar de manera sinérgica en la
degeneracion neuronal pero también favorecen la regeneracion al inducir la
secrecion de factores neurotroficos y factores de crecimiento (Suzumura A y
cols.,2006).

Actualmente se acepta que la microglia en el cerebro adulto procede de la
diferenciacion del mesodermo en el periodo embrionario y en el periodo posnatal
migra hacia el tejido cerebral presentandose como células ameboides. Se cree que
origina de macrofagos sanguineos, pericitos y macréfagos ventriculares. (Town y
cols., 2005). Ahora bien las células microgliales son las células encargadas en gran
parte de la respuesta inmune a nivel cerebral, éstas se encuentran en todo el
sistema nervioso central y destacan por sus nucleos pequefos y alargados y por la
extrafia forma de su cuerpo celular, del citoplasma proximo a los polos del nucleo
arrancan prolongaciones alargadas, que a su vez se ramifican y son portadoras en

toda su superficie de prolongaciones muy finas y de aspecto espinoso y
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acompafian a los capilares sanguineos formando largas series. Una caracteristica
funcional de las células microgliales es su capacidad para el movimiento ameboide
y la propiedad de almacenar lipidos, hierro, pigmentos y otras sustancias. (Streit y
cols., 1999). Las células microgliales se han denominado células de arrastre o
limpieza. La sospecha de que la microglia podria contribuir a alteraciones
neurolégicas surgié tras el descubrimiento de que liberaba productos que
coincidian con los emitidos por macréfagos fuera del sistema nervioso central.
Algunas de estas sustancias son peligrosas para las células y si se producen en
cantidades excesivas, matan neuronas (Streit y Colton, 1996). La microglia es
importante para el desarrollo del sistema nervioso central gracias a que secreta
factores de crecimiento necesarios para tal efecto. Otra funcién muy importante es
el rol que juega en la eliminacion de los productos de desecho ocasionados por la
muerte neuronal y glial espontanea que ocurre durante el desarrollo, para lo cual
sintetiza enzimas llamadas proteasas, asi como citocinas. Al terminar el desarrollo
del sistema nervioso central desaparece la necesidad de degradar grandes
nameros de células, llevando a la microglia a su estado definitivo de reposo y
ramificacion para evitar los espacios entre las células vecinas, también libera bajos
niveles de factores de crecimiento para la maduracion de la neurona y para la

sobrevida de la glia.

La microglia en reposo responde en minutos a disturbios en el microambiente y se
prepara para rodear a las neuronas dafiadas y otras células. La microglia tiene
cinco estadios de activacion, los signos de que se encuentra activada es la
retraccion de sus ramificaciones, los cambios en la morfologia de su soma, asi
como la produccion de proteinas y citocinas que no produce en su estado de
reposo (Streit, 1996). (Fig 7). La activacion de la microglia conlleva en particular a
la liberacion de diversas citocinas, la interleucina-1 (IL-1) ay B, la IL-2, la IL-6, la IL-
8 (Munck y cols., 1984). Esta situacion la lleva a que exista excitotoxicidad neuronal
con la posterior liberacién de agentes tales como radicales libres y concentraciones

elevadas de glutamato y oxido nitrico.
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Figura 7. Estadios de activacion de la microglia los estadios I,ll,lll se relacionan con microglia

inactiva, los estadios IV y V se relacionan con microglia activada. (Diz-Chavez y cols., 2012).

3.2.- Astrocitos.

Los astrocitos son las células mas abundantes en el sistema nervioso central,
sobrepasando a las neuronas en una proporcion de 10:1. Este tipo de células
gliales estan implicadas en la homeostasis del sistema nervioso central, regulan la
funcion neuronal mediante la liberacion de factores neurotréficos, guian el
desarrollo neuronal, expresan receptores para neurotransmisores como: AMPA,
GABA, NMDA vy glutamato, entre otros, y contribuyen a su metabolismo, regulan el
pH extracelular y la concentracion de iones de potasio, ademas participan en la
integridad funcional y estructural de la barrera hematoencefalica. (Clarke y
cols.,2013). Los astrocitos responden intensamente a las infecciones del sistema
nervioso central y a las patologias inflamatorias desmielinizantes inducidas por
células inmunolégicas autorreactivas, a lo que se conoce como astrocitosis o
astrocitos reactivos, que se caracteriza por un incremento en el tamafio y nimero
de células que expresan proteina acida glial fibrilar, (GFAP), lo cual refleja de
manera predominante un cambio fenotipico en los astrocitos e involucra la
expresion de nuevas moléculas que no son detectables en la astroglia en reposo.
(Mucke,L y cols.,1993).

De igual manera, el estrés crénico puede ocasionar cambios en la morfologia, de
los astrocitos, se ha observado que se produce una importante atrofia de sus
procesos y una disminucion en el volumen de su soma (Tynan y cols., 2013).

También se sabe que disminuye la densidad celular cuando el estrés se sufre en
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etapas tempranas de la vida de una manera inmediata (Roque y cols., 2015). La
astrocitosis es una caracteristica comun en muchas de las patologias
neurodegenerativas y dependiendo de su contexto, puede favorecer Ila
sobrevivencia neuronal o la formacion de una cicatriz glial que evita el proceso
neurodegenerativo; asi, los astrocitos son los iniciadores, reguladores vy
amplificadores de los mecanismos inmunologicos involucrados en la fisiopatologia
de diferentes enfermedades humanas (Mucke y cols.,1993), los astrocitos reactivos
producen éxido nitrico como un mediador autocrino de apoptosis dependiente de
caspasa, lo cual constituye un mecanismo para la autorregulacion de su activacion.
De manera adicional, los astrocitos se consideran como células
inmunocompetentes debido a su capacidad de expresar el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase II, asi como moléculas co-estimuladoras (B7 y
CD40) que son criticas para la presentacion de antigenos y la activacién de las
células T, promueven la respuesta inmunolégica de tipo Th2 y producen una amplia
cantidad de citocinas, lo cual favorece su papel como células involucradas en la
respuesta inmunoldgica en el cerebro participando en la desmielinizacién (Aschner
1998).

4.- Citocinas proinflamatorias.

Las citocinas son moléculas pleiotrépicas que coordinan la respuesta innata y
adaptativa, pueden ser proteinas secretadas o glicoproteinas, aunque también se
presentan como proteinas integrales transmembranales sobre la superficie celular.
Son producidas principalmente por linfocitos, macréfagos y leucocitos Las citocinas
son secretadas en respuesta a un estimulo, y actian sobre las células diana que
expresan en su membrana receptores especificos para una citocina dada. La union
de una citocina a su receptor de membrana transmite una sefial hacia el interior
celular que conduce a cambios en la activacion y expresion de genes. Ademas, en
el suero se han detectado receptores solubles para las distintas citocinas cuya
accion es contribuir a la regulacion de la actividad de las mismas (Abbas y cols.,
1997).
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Las funciones de las citocinas se traslapan, siendo pocas las que tienen una Unica
funcién. Las citocinas suelen actuar de forma local, ya sea autécrina o
paracrina, pero alguna, como la IL-6, tiene funciones endocrinas. La produccion de
citocinas, incluyendo las proinflamatorias, es una respuesta fisiol6gica a la lesion
tisular. Su principal funcion es la coordinacion de la eliminacion de
microorganismos invasores y la eliminacion de tejidos lesionados. De esta forma se
evita la estimulacién excesiva del sistema inmune, que podria inducir reacciones de
hipersensibilidad. Las citocinas que inician la respuesta inflamatoria son la IL-1, la
IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF o). Estas moléculas suelen actuar en
compafia de otras citocinas como las IL-8, 10, 11, 12, 18 y el Intergeron gamma
(IFN vy) (Corts y cols., 1997).

4.1.- Interleucina 1.

Es sintetizada por leucocitos, células endoteliales e incluso por células del estroma
del timo y médula 6ésea Sin embargo, los principales productores de IL-1 en la
inflamacion son los macréfagos. La IL-1 3 se une a dos tipos diferentes de
receptores, el IL1RI (que se une mejor con IL-1 que con IL-1 B ) y el IL1RII (mejor
con IL-1 B) (Dinarello CA, 1993). El receptor | de IL-1 se encuentra en linfocitos T,
fibroblastos, células endoteliales y hepatocitos. Por su parte, el receptor Il se
encuentra en linfocitos B, neutrdéfilos y células de la médula 6sea. Sin embargo, es
probable que algunas células expresen ambos tipos de receptores. El antagonista
natural de la IL-1 es el antagonista del receptor de IL-1 (IL1Ra) (Dinarello 1991),
que compite con la IL-1 en la unién con los receptores de la superficie celular sin
gue desencadene las respuestas celulares tipicas de la IL-1, no induce ningdn
cambio biogquimico ni endocrinolégico cuando se inyecta por via intravenosa en
sujetos sanos. Los efectos de IL-1 son variados: Tiene un papel principal en la
cascada inflamatoria.( Gauldie y cols., 1987). La IL-1 también tiene un papel central

en el inicio de las reacciones inflamatorias,
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ya que recluta respuestas inmunes especificas al regular al alza las células
inmunitarias. Ademas, actua directamente en el hipotalamo (es el principal inductor
de fiebre y el vinculo mas importante entre el sistema inmunitario y el sistema

neuroendocrino).
4.2.- Interleucina 6

La IL-6 se produce en multitud de tejidos diferentes. Los principales productores
son los monocitos estimulados, fibroblastos y células endoteliales (Sironi y
cols.,1989). Los principales estimulos fisiologicos para la produccion de la IL-6 en
los monocitos son la IL-1 y las endotoxinas bacterianas. La IL-6 actia enlazandose
con un receptor especifico de alta afinidad (IL6R), que esta ampliamente distribuido
en las células linfoides y no linfoides. El IL6R est4 formado por dos glicoproteinas
de membrana: gp80, que se liga a IL-6 con baja afinidad, y gp130, que se liga al
complejo IL-6-gp80 y traduce la sefial a través de la membrana plasmatica (Hibi y
cols., 1990). Los monocitos, hepatocitos, linfocitos B activados y linfocitos T CD4 y
CD8 expresan gp80 de IL6R. La IL-6 induce la diferenciacién terminal de los
linfocitos B, el crecimiento y la diferenciacion citotoxica de linfocitos T, y estimula la
produccién normal de células sanguineas. La IL-6 es otro regulador importante de
la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda (Gauldie y cols., 1989).

4.3.- Factor de necrosis Tumoral

El factor de necrosis tumoral (TNF) se sintetiza en células de la estirpe
monocito/macrofagica y en los linfocitos. Su produccion se induce mediante
endotoxinas bacterianas, antigenos de hongos o virus, y también por otras
citocinas como IL-1. Las acciones del TNF estan favorecidas por IFN y a traves
del aumento de la expresion del receptor. La rotura proteolitica de los receptores
de TNF produce formas solubles que se liberan de las superficies celulares,
regulando a la baja los receptores de TNF. EI TNF se descubrié a raiz de sus

acciones en la necrosis hemorragica y la regresion de algunos tumores. Ademas, el
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TNF es un potente inductor de los efectos sistémicos de la inflamacién como fiebre,
hipotensién, taquicardia y respuesta de hormonas relacionadas con el estrés.
(Tracey KJ y cols., 1987).

4.4.- Citocinas y funcion.

Las citocinas juegan un papel fundamental en la respuesta inmune innata mediante
mecanismos de accidn directa frente al agente invasor el interferon (IFN) sobre la
replicacion viral o mediante la movilizacion de mecanismos inmunorreguladores
(iniciadores de la inflamacion, elevando la temperatura corporal y activando las
células NK y los macrofagos). Las citocinas que actlan en esta fase estan
producidas fundamentalmente por los macrofagos, las células NK, y por otras
células no inmunes como fibroblastos y células endoteliales. Las principales
citocinas que intervienen en la respuesta innata son: IL-1, IL- 6, IL-12, IL-16, Factor
de Necrosis Tumoral (TNF-a) e interferones (IFN a e IFN-y). (Garcia y cols.,1999).
(Tablaly 2).

Tabla 1. Células productoras y principales funciones bioldgicas de las citocinas

inflamatorias. (Garcia X, y cols.,1999).

Citocinas | Células productoras | Principales funciones bioldgicas.

IL-1 Monaocitos, Estimulan la produccién de linfocitos T y B.
macrofagos, Aumentan la expresion del receptor de IL-2.
neutrofilos, linfocitos | Activa las células NK. Activa células

Ty B, fibroblastos y | endoteliales. Induce respuestas de fase

células endoteliales. | aguda. Actia como pirdgeno endégeno.

IL-4 Linfocitos Th2, Modulan la funcion de los macréfagos.
eosinofilos y Diferenciacion de las células T. Induccion en
basdfilos. la produccién de IgE. Regulacién en la
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adhesion endotelial.

IL-6

Monocitos,
neutrofilos,
eosindfilos, linfocitos
Ty B, células
endoteliales

Estimula la maduracion de megacariocitos y
produccion de plaguetas. Actia como
pirégeno enddgeno. Estimula la produccion
hepatica de proteinas de fase aguda.

TNF a

Macrofagos y
monocitos, linfocitos
Ty B, neutrdfilos,

células endoteliales.

Modula la expresion génica de varios factores
de crecimiento, citocinas, factores de
transcripcion y receptores de superficie
celular. Modula las defensas del huésped.
Modula el crecimiento tumoral. Actia como

un pirégeno endégeno.

INF y

Células T CD8+y
CD4+

Tiene propiedades antivirales. Tiene
propiedades antiinflamatorias en muchas
lineas celulares. Estimulador potente de
células NK y citocinas. Activa y regula la
actividad funcional de monocitos y
macrofagos. Regulacion en la produccion de
varios componentes del complemento y

algunas proteinas de fase aguda.
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Tabla 2. Funciones de las citocinas en el SNC.

Citocinas

TNF a

Funciones en el SNC.

Activa en astrocitos la expresion de factores neurotréficos protectores
para neuronas, pero en altas concentraciones dafia oligodendrocitos
con lo que contribuye a la desmielinizacion (Gadient y cols.,1990).

Diferenciacion celular, neurogénesis y muerte celular programada
durante el desarrollo del SNC (Babri y cols.,2014).

IL- 1B

Aunado al Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (BNDF) actua
protegiendo las células neurales, en altas concentraciones resulta
neurotoxica (Strijbos y cols.,1995).

Proliferacion glial durante el desarrollo (Pousset 1994).

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

IL- 6

Puede ocasionar astrocitosis reactiva y dafio neuronal (Campbell y
cols., 1993).

Altas concentraciones se relacionan con déficit de aprendizaje (Heyser
y cols.,1997)

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

Proliferacion de células cerebrales durante los estadios embrionarios
(Pousset 1994).
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5.- Estrés en etapas tempranas de la vida.

En los mamiferos, incluyendo los seres humanos, las experiencias tempranas son
de gran importancia para el desarrollo de circuitos cerebrales y patrones de
comportamiento. Dentro de las experiencias mas importantes se encuentra la
interaccion madre-hijo; esta relacion se presenta en la forma de vinculo afectivo
(Daniels y cols., 2004), el cual es propiciado por la actividad de sistemas
neurodinamicos presentes en el hijo y en la madre y es regulado a través de
comportamientos maternos como las posturas de amamantamiento y sefales
provenientes de la madre, como olores, vocalizaciones y calor. Esta compleja
interaccion entre madre e hijo podria tener por objeto brindar seguridad a los recién
nacidos y modular la actividad de sus sistemas neuroendocrinos y fisiolégicos, que
son bésicos para el sostenimiento de la vida y que a largo plazo les permitiran
desarrollar mecanismos de afrontamiento para sortear las futuras demandas

ambientales (Macri y cols., 2008).

Durante el desarrollo, uno o mas eventos estresantes pueden tener efectos
importantes sobre las estructuras cerebrales en formacion, y éstos pueden perdurar
hasta la etapa adulta. Hay mucha evidencia de que el estrés en etapas tempranas
de la vida eleva los riesgos de morbimortalidad de diferentes enfermedades (Miller
y cols., 2011). También esta implicado en procesos inflamatorios, ademas la
inflamacion es un factor de riesgo para desarrollar enfermedad cardiovascular,
diabetes tipo Il y artritis reumatoide (Libby, 2007). Significativamente el estrés en
etapas tempranas representa un riesgo mayor para el desarrollo de depresion
mayor, esquizofrenia, autismo (Kendler y cols., 2002). Se ha documentado que las
experiencias adversas durante las etapas tempranas de la vida confieren cierta
vulnerabilidad al individuo a estresores posteriores y lo predisponen a sufrir alguna
psicopatologia en la edad adulta (Heim y Nemeroff, 2001).

De igual manera, el estrés que se sufre en etapas tempranas de la vida por
restriccion aunado a un reto en la vida adulta con LPS las células microgliales

parecen mostrar una “sensibilizacion”, ya que reaccionan de una manera
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exacerbada frente al segundo estimulo con LPS, lo que sugiere que el estrés puede
ser un factor importante en los procesos neurodegenerativos. (De pablos y cols.,
2014).

Se ha documentado que animales estresados prenatalmente muestran un estado
proinflamatorio a nivel del hipocampo, asi como una respuesta inflamatoria
exagerada al exponerse a un reto inmune, en comparaciéon con animales que no
fueron sometidos a estrés, lo anterior puede conllevar a desordenes afectivos,
disfunciéon cognitiva y enfermedades neurodegenerativas. (Diz-Chavez y cols.,
2012).

El estrés por SM se asocia a un incremento en el nimero de microglia activada,
una disminucién de astrocitos y un aumento en la expresidbn de citocinas

proinflamatorias en el hipocampo de crias de ratas al PN15 (Roque y cols., 2015).
6.- Reto inmune en etapas tempranas de la vida.

La endotoxina bacteriana o LPS, es el mayor componente de la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella,
Shigella, Pseudomonas, entre otras, es utilizado como un simulador de infeccidén en
muchos estudios por que inicia una rapida respuesta inmune; ademas se le ha
relacionado con un gran numero de cambios en la conducta cognitiva y de la

memoria en la etapa adulta. (Wang y cols., 2006.)

Desde que se confirmd el papel del LPS como causante de violentas reacciones
patofisiolégicas, en las que se evidencid un incremento en la respuesta
inflamatoria, un estado séptico y otro tipo de respuestas celulares para
contrarrestar la presencia de este inmunogénico, se han realizado muchos estudios
para intentar establecer los mecanismos de transduccién celular generados en la
respuesta del organismo. Esta endotoxina consiste en un fosfoglicolipido anclado a
la membrana bacteriana (lipido A) unido covalentemente a un heteropolisacarido
hidrofilico, regiébn que le confiere la actividad biolégica. El heteropolisacéarido

comprende dos regiones: la cadena O-especifica también
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llamada antigeno O, formada por unidades repetitivas de oligosacarido y el nucleo
(Centro estructural). Este a su vez se subdivide en nlcleo externo formado por
hexosas, mediante el cual se une al antigeno O; y el nucleo interno formado por

heptosas. El lipido A se une a esta porcion mediante un residuo (acido 2-ceto-3-

deoxioctanoico). (Maeshima y Fernandez 2013). (Fig. 8).

Figura 8: ElI LPS y sus tres regiones: la parte inferior, lipido A (con estructura de silla se indican
los grupos di-glucosamina, los circulos rojos indican grupos fosfato, las lineas onduladas indican
cadenas de acilo), azlcares centrales y el antigeno O, que se compone de unidades repetitivas de
oligosacaridos (indicado entre paréntesis, con una "n"), (Maeshima y Fernandez, 2013).

Los experimentos en los animales y los seres humanos mostraron que la
administracion de citocinas y lipopolisacarido (LPS) de manera periférica o
intracerebroventricular, provoca problemas cognitivos Yy alteraciones de
comportamiento (Cai y cols., 2000). Por otra parte, pacientes con demencia,

enfermedades inflamatorias como Alzheimer, depresién, Parkinson o
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enfermedades autoinmunes exhiben concentraciones elevadas de IL 1 3. Datos en
la literatura nos indican que la infeccion simulada con la inyeccién de LPS en el
dia 4 (PN4) a crias de ratas, produce un incremento en la activacion microglial asi
como también en los niveles circulantes de diversas citocinas entre las que
encontramos principalmente IL-6, IL 18 y TNF a. (Bilbo y cols., 2005). De manera
interesante cuando existen concentraciones elevadas de IL 13 en la circulacién en
etapas tempranas de la vida, que es cuando el cerebro se encuentra en pleno
desarrollo, hay coincidencia en la vida adulta de activacion microglial en su clasica
forma ameboidea (Giulian y cols., 1988). De igual manera una inyeccion con LPS
(Img/kg) durante 4 dias consecutivos incrementa la activacion microglial en ratones
adultos. (Chen Z y cols., 2012).

El LPS puede evocar una respuesta de activacion del eje HPA. Un insulto sistémico
ocasiona una activacion de monocitos circulantes, los cuales a su vez pueden
secretar una mayor cantidad de citocinas proinflamatorias a la circulacion, las que
pueden activar a las células perivasculares para que secreten PGE2, ésta activa
las neuronas del ndcleo paraventricular para que secreten CRH, viaje por el
sistema porta-hipofisiario estimulando la adenohipofisis, se secrete ACTH y actue
sobre la glandula suprarrenal para que exista una mayor secrecion de

glucocorticoides a la circulacion. (Figura 9) (Turrin 2010).
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Figura 9. ElI LPS (insulto sistémico) puede activar el eje HPA. Tomado de (Turrin 2010).
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Il.- Justificacién.

El estrés en edades tempranas de la vida esta relacionado con el incremento de
enfermedades mentales, tales como la depresion mayor, ansiedad, esquizofrenia

etc. (Danese y cols., 2007).

Ademas, el estrés por SM se asocia a un incremento en el nimero de microglia
activada, una disminucion de astrocitos y un aumento en la expresion de citocinas
proinflamatorias en el hipocampo de crias de ratas al dia postnatal 15 (PN15)

(Roque y cols., 2015).

Por otra parte, una infeccion simulada con la inyeccion de LPS en el dia 4 (PN4)
a crias de ratas produce un incremento en la activacion microglial asi como
también en los niveles circulantes de diversas citocinas entre las que encontramos
principalmente IL-6, IL 18 y TNF a (Bilbo y cols.,2005).

En etapas tempranas de la vida, la exposicidbn a un reto inmune promueve la
activacion microglial, programando de forma permanente su respuesta. (Billiards y
cols., 2006).

Si bien cada reto (SM, LPS) por separado es capaz de causar alteraciones
morfélogicas y funcionales en el hipocampo, se desconoce el impacto de ambos
retos simultaneos a largo plazo. No se han descrito los efectos del estrés aunado
a un reto inmunoldgico en etapas tempranas de la vida en relacion a posibles

mecanismos inflamatorios a nivel cerebral y sistémico.
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[ll.- Hipotesis.

El estrés en etapas tempranas de la vida induce la activacion de las células
microgliales e incrementa la secrecion de citocinas proinflamatorias en respuesta a

un reto inmune en el neonato.

Objetivos.
IV.- Objetivo general.

Analizar si el estrés en etapas tempranas de la vida induce de forma inmediata la
activacion de las células microgliales cerebrales e incrementa la secrecion de

citocinas proinflamatorias circulantes en respuesta a un reto inmune con LPS.
Objetivos particulares.

1.- Corroborar el efecto de la administraciéon de LPS evaluando la conducta de

postracion mediante el andlisis de la locomocién y de la variacién del peso corporal.

2.- Evaluar el numero de células microgliales y densidad celular en las regiones del

hilus y CA3 del hipocampo.

3.- Clasificar a las células microgliales con base en su morfologia en células

activadas y no activadas.
4.- Evaluar el nimero de astrocitos en las regiones del hilus y CA3 del hipocampo.

5.- Cuantificar citocinas proinflamatorias en plasma (IL -1B8, TNF a, IL-6) y en

homogenados de hipocampo (IL -1B) el dia 14, 90 minutos posterior al reto inmune.
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V.- MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos se realizaron tomando las medidas adecuadas para reducir al
minimo el dolor o sufrimiento de los animales. Las manipulaciones experimentales
y procedimientos de estrés se apegaron estrictamente a las convenciones
internacionales para el manejo de animales de laboratorio, tales como las
publicadas por los Institutos de Salud Norteamericanos (NIH). Asimismo nos
apegamos a las normas y reglamentos del IMSS, asi como a los de la Ley General
de Salud de México y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

1.- Animales

Los animales que se emplearon en el presente estudio fueron crias de ratas macho
durante los primeros 15 dias posnatales (PN 15), de la cepa Sprague Dawley,
mantenidas bajo ciclo de luz - obscuridad (12:12), temperatura (22- 26 °C),
humedad 50 — 60%, agua y alimento ad libitum. Cada camada se ajust6 a 8 crias,
constituidas de 4 machos y 4 hembras. Se utilizaron sélo las crias de ratas machos.
El dia del nacimiento se tomé en cuenta como el dia 0, contandose a partir de éste

los dias posnatales.
2.- Modelo de separacion maternal (SM).

La relacibn materna y sus efectos sobre el desarrollo ha sido estudiada
extensamente mediante el uso de protocolos animales de manipulacion postnatal.
En dichos procedimientos se altera el tiempo de permanencia de las crias con sus
madres y se evalla como esta separacion afecta los desempefios en pruebas de

comportamiento y funcionamiento neuroendocrino.

En los roedores un modelo que ha resultado muy efectivo es el de la SM, este
modelo ocasiona un estrés lo suficientemente fuerte para alterar la maduracion
estructural del SNC y la conducta de los organismos en etapas posteriores
(Esquivel y cols., 2009). Este consiste en separar a las crias de su madre por 3

horas al dia, durante los primeros 14 dias postnatales.
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En nuestro estudio, un grupo de crias de rata fue expuesto al modelo de
separacion maternal (SM); el cual consisti6 en separar a las crias de forma
individual del nido materno durante 3 horas al dia, desde el PN 1 hasta el PN 14 en
un lugar aislado de la colonia bajo condiciones de temperatura controladas (30-35)
°C.

3.- Administracion de lipopolisacarido.

Se administro lipopolisacarido serotipo O55:B5, por via intraperitoneal, a una dosis

Unica de 1 mg/kg/peso corporal.

4.- Grupos de animales.

Las camadas se dividieron en los siguientes grupos de acuerdo a las condiciones
(control, separacion materna), y sus respectivos tratamientos (LPS, vehiculo).

1.- Grupo Control — Vehiculo (n = 8 para inmunocitoquimica, n = 8 para citocinas
circulantes)

2.- Grupo Control — LPS

3.- Grupo SM — Vehiculo

4.- Grupo SM -LPS (fig 10).

SAAVEDRA PIMENTEL LUIS MIGUEL 29



“ EFECTO DEL ESTRES POSNATAL EN RATAS NEONATAS CON UN RETO INMUNE SOBRE
LA VARIACION DE CITOCINAS CIRCULANTES Y LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA”

RATAS
SPRAGUE
DAWLEY
MACHO
PN15

\

CONTROL CONTROL

VEH. LPS

Figura 10.- Grupos de animales. Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho PN15 que fueron
divididas en , un grupo control y uno separaciéon materna (SM), a su vez subdivididos en Control-
Veh, Control-LPS, SM-Veh, SM-LPS.
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5.- Estrategia experimental.

INMUNOHISTOQUIMICA
GRUPOS CONTROL VEH Y LPS.

INYECCION VEH O PROCESAMIENTO DE

ANALISIS E
INTERPRETACION

GRUPOS SM VEH Y LPS.

SM 3 HORAS/DIARIAS

PN 14

Figura 11.- Esquema experimental para la inmunohistoquimica. El (PN 0) fue considerado el dia

SACRIFICAR

PROCESAMIENTO DE
CEREBRO

ANALISIS E
INTERPRETACION

del nacimiento, al (PN 1) se ajustaron las camadas a 8 crias: (4 hembras y 4 machos),
posteriormente se inicié la SM periédica 3 horas diarias por 14 dias y al grupo control no se le
manipuld, posteriormente llegado el PN14 se realizé la inyeccion con LPS y finalmente el dia PN15

se sacrificaron, se extrajo el cerebro y se proceso.
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6.- Estrategia experimental para ELISA.

ELISA
GRUPOS CONTROL VEH Y LPS.

INYECCION VEH O
LPS

PN O 90
MINUTOS
DESPUES

OBTENCION DE PLASMA,

S AISLAMIENTO HIPOCAMPO

AJUSTE CAMADA

ANALISIS E
INTERPRETACION

GRUPOS SM VEH Y LPS.
INYECCION VEH O OBTENCION DE PLASMA,

SM 3 HORAS/DIARIAS

90 5
MINUTOS ANALISIS E

" INTERPRETACION
PN 14 DESPUES

Figura 12.- Esquema experimental para la determinacion de citocinas por el método de

ELISA. El (PN 0) fue considerado el dia del nacimiento, al (PN 1) se ajustaron las camadas a 8
crias: (4 hembras y 4 machos), posteriormente se inicié la SM periédica 3 horas diarias por 14 dias
y el grupo control no se les manipuld, posteriormente llegado el (PN 14) se realiz6 la inyeccion con
LPS y finalmente a los 90 minutos posteriores se extrajo el suero y se congelo hasta su utilizacién,
para la posterior medicion de citocinas mediante ELISA tipo sandwich.
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7.- Prueba de campo abierto.

60 minutos posteriores a la administracion de LPS o solucion vehiculo, se
colocaron las crias, en una caja cuadrada, de 30 x 30 cm aproximadamente; esta
caja contiene un piso cuadriculado simétricamente, que la divide en un total de 9

cuadrantes.

Se evaluaron factores tales como el numero de cruces entre los diversos
cuadrantes, el cual se tom6 como indice de locomocién, asi como el tiempo que
pasaron en los cuadrantes principales (centro, esquina, lateral). Para ello, se coloco
a cada cria en un cuadrante lateral por un lapso de 10 minutos individualmente;
entre una y otra cria se realizé limpieza de la caja para evitar olores de la cria

previa.
8.- Evaluacion de cambios en el peso corporal.

Antes de administrar el LPS o solucion vehiculo el dia PN 14, se registré el peso
corporal de cada animal, y se comparé con el peso obtenido a las 24 horas

posteriores al dia PN 15.

9.- Recoleccién de tejido sanguineo para la determinacion de secrecidon de

citocinas y corticosterona plasmaética.

Llegado el PN 14 se instaur6 el tratamiento ya sea con LPS, (1mg/kg peso corporal
disuelto en 100 L), o solucién vehiculo 100 pL (solucién salina al 0.9%), a los 90
minutos posteriores se anestesiaron los animales con, una dosis letal, de
pentobarbital sodico (0.18g/ kg peso corporal). Se realiz6 una incisiébn a nivel
abdominal con abordaje toracico dejando al descubierto el corazén, el cual se
encontro latiendo y se tomo la muestra sanguinea cardiaca con aguja hipodérmica

estéril aproximadamente 600 pL, y se les colocé Inhibidor de proteasas
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(aprotinina) 5 pL, y EDTA (solucion quelante de iones de calcio al 10%). Las
muestras se centrifugaron, y se refrigeraron a 4 °C en alicuotas hasta su utilizacion,
lo anterior para la cuantificacion de citocinas proinflamatorias circulantes, asi como
de corticosterona plasmatica. Para la determinacion de la expresion de IL 1 en el
hipocampo, los animales se decapitaron inmediatamente después de la extraccion
de sangre, se extrajo el cerebro y se diseco el hipocampo, se colocé en tubos de

eppendorf y se congelard a -20 °C hasta su utilizacion.
10.- Homogenados para medicion de IL-1p.

Se descongelaron las muestras, posteriormente se realizaron homogenados de los
hipocampos aislados con un sonicador. Se realizo la determinacion de proteinas de
los homogenados mediante el método de Bradford. Finalmente, se utilizaron 10
ug/uL de proteina total de cada muestra para la determinaciéon de IL-1 utilizando

kits comerciales de ELISA (R&D systems).
11.- Perfusién cardiaca

En el analisis morfoldgico celular se utilizé una “n” de 8 individuos por grupo. Al dia
PN 15 las camadas se sacrificaron con una dosis letal, de pentobarbital sédico
(0.189g/ kg peso corporal). Posteriormente fueron perfundidos por via intracardiaca
con solucién salina al 0.9 %, y paraformaldehido (PFA) al 4% en PB (buffer de
fosfatos 0.1M). Se extrajeron los cerebros y fueron fijados durante 24 horas con
PFA, posteriormente se colocaron en soluciones de sacarosa al 20 % y 24 horas
después en sacarosa al 30% hasta su posterior procesamiento.

12.- Inmunohistoquimica.

Los cerebros se congelaron en metil butano a -20 °C y fueron posteriormente

procesados para obtener cortes coronales seriados de 40 um de grosor, con una
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distancia de 240 um cada uno; los cortes se realizaron en un criéstato (Triangle
biomedical sciences, TBS) a -22 °C. Los cortes fueron inmunotefiidos con
anticuerpos especificos para identificar la microglia (anti-ibal, Millipore), y para
identificar astrocitos (anti-GFAP, Millipore), los cortes para identificar microglia
fueron tratados con una solucion de peréxido de hidrégeno en metanol seguido de
una solucién de peroxido de hidrogeno al 10%, en PB con triton X-100 (PBT 0.1M,
triton X-100 5%) para bloguear las peroxidasas endogenas. Se realizé un lavado
con PB, se incubaron en una solucién bloqueadora (suero de caballo 5%,PBT
0.1M) por un lapso de 30 minutos; se incubaron por 48 horas en el anticuerpo
primario (Mouse anti-ibal/iafl 1:3000 Millipore). Se realizaron lavados e incubaron
en el anticuerpo secundario acoplado a biotina (anti-mouse IgG 1:750, Vector
laboratories) por un lapso de 2 horas mas, posteriormente se someti6 a una
incubacion con el complejo avidina-biotina (Elite ABC kit, vector laboratories). Para
el revelado se utilizé un kit de diaminobencidina (DAB, Vector Laboratories). Se
detuvo la reaccion con PB y los cortes fueron montados en laminillas gelatinizadas
(grenetina 1%) dejandose secar a temperatura ambiente. Finalmente se les coloco
un medio de montaje (cytoseal 60), se cubrié con un cubreobjetos y se dejé secar a
temperatura ambiente. Para identificar a los astrocitos los cortes fueron pre-
tratados con una solucién de perdxido de hidrégeno al 10% en PBT para bloquear
las peroxidasas enddgenas. Posteriormente se lavaron en PB y se incubaron en
una solucion bloqueadora por 30 minutos. A continuacion fueron incubados en el
anticuerpo primario (Rabbitt anti-GFAP 1:3000, Millipore), por 48 horas. Se lavo el
tejido con PB y se incub6 con un anticuerpo secundario acoplado a biotina (anti-
rabbit 1IgG 1:750, Sigma) por 2 horas. Después se incubo en el complejo avidina —
biotina y se revelaron con el kit DAB, se dejaron secar a temperatura ambiente, se

les agregd el medio de montaje y finalmente se les colocé el cubreobjetos.

13.- Analisis morfoldégico de la microglia. Se realiz6 un muestreo sistemético
aleatorio a lo largo del plano rostro- caudal del cerebro. Para llevarlo a cabo, se

seleccion6 uno de cada 6 cortes de 40 um de grosor con 240 um de distancia
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entre cada uno. Para el conteo se consideraron las células positivas para IBA | en
el Hilus y CA3 desde la porcién dorsal (-2.80mm hasta -4.16mm) de Bregma se
analizaron 4 campos por corte de manera bilateral, con un total de 8 cortes. Se
tomaron registros fotograficos 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 realiz6 por medio del programa
analizador de imagenes Axiovisibn Rel 4.0 (Carl Zeiss). El area se delimito a
15,000 (um?) y se contaron las células dentro de la misma. Se cuantificé la
microglia total en el Hilus y CA3 del hipocampo de acuerdo a la descripcién de Diz-
Chaves y cols,. (2012), ya sea en microglia en reposo (soma pequefio y
prolongaciones largas y delgadas) y activada (Soma de gran tamafio, ameboide y
con prolongaciones cortas y gruesas). Posteriormente se realizd el registro en

células totales por (mm3).

14.- Analisis morfologico de los astrocitos. Se realiz6 un muestreo sistematico
aleatorizado a lo largo del plano rostro-caudal, se seleccionaron al azar uno de
cada 6 cortes de 40 um de grosor con 240 um de distancia entre cada uno. Para el
conteo se consideraron las células positivas para GFAP en el Hilus y CA3 desde la
porcién dorsal (-2.80mm hasta -4.16mm) de Bregma. Se analizaron 4 campos por
corte de manera bilateral, con un total de 8 cortes. Se tomaron registros
fotograficos 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 realizO por medio del programa analizador de
imagenes Axiovision Rel 4.0 (Carl Zeiss). El marco de referencia del &rea se
delimit6 a 15,000 um? y se contaron las células dentro de la misma. Se
cuantificaron los astrocitos totales en el Hilus y CA3 del hipocampo y se registré la

densidad celular en mm3.
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15.- Anédlisis estadistico.

Se realizaron comparaciones entre la diferencia y ganancia de pesos, prueba de
campo abierto, nimero y densidad celular tanto de microglia como de astrocitos,
concentraciones de citocinas proinflamatorias plasmaticas TNFa, IL-6, IL-1p e IL-13
hipocampal, las cuales se realizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de
dos vias, y pruebas post — hoc de Newman- Keuls, los resultados se consideraron

significativos con una p< 0.05 * y una p<0.01**.
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VI.- Resultados.

Al dia PN14 se registro el peso corporal de las ratas de ambos grupos, control y
separacion maternal (SM), donde no se observaron cambios significativos. Al
PN15, posterior a la administracion de vehiculo o LPS, se puede observar que la
SM aumenta el peso corporal de las crias, comparado con el grupo C-Veh.
También se observd que la administracion de LPS disminuye el peso corporal en
los grupos C-LPS y SM-LPS. Sin embargo, al comparar la ganancia neta de peso
del PN14 al PN15, se observo que ésta es mucho menor en el grupo C-LPS que en
el grupo SM-LPS (ver figura 13).
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Figura 13.- Cambios en el peso corporal. La SM no logra disminuir el peso corporal de una
manera significativa (a), ElI LPS logra una disminucién en el peso corporal post-tratamiento, a las 24
horas y una disminucion en la ganancia de peso corporal, (b) y (c). p<0.05 * p<0.01**vs vehiculo,
SM-VEH vs SM-LPS p<0.05 #. C-LPS vs SM-VEH p<0.05 C. n=8.

En la prueba de campo abierto los resultados obtenidos revelaron que la SM no
influye en la actividad locomotora de las ratas, ya que no hubo diferencias en el
namero de cruces ni tampoco en el tiempo que permanecieron en las esquinas
entre los grupos C-Veh y SM-Veh. En cambio, el LPS por si solo disminuye la
actividad locomotora comparado con el grupo C-Veh; de igual manera esta
disminuciéon se presenta en los animales SM — LPS. p < 0.05 *, p<0.01** Vs C-
VEH. (Figura 14).
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Tabla 3. Prueba de campo abierto. Muestra el tiempo que pasaron los animales en los cuadrantes,
esquina, lateral, centro, 60 minutos posteriores a la administracion de Vehiculo 6 LPS. p < 0.05 *,vs

vehiculo. (n=8).

GRUPOS C-VEH. C-LPS SM-VEH SM-LPS

Tiempo esquina (S). 409.08432  pg5,.1g3* 46146+14T p0s.0c#

Tiempo lateral (S) 18194295 1064178 133.7+142 104.3476

Tiempo centro (S) 8.94+32 [.11+0.66 4.7641.3 3+1.16

g NUMERO DE CRUCES ENTRE CUADRANTES
T

e Ccua

5100

0 : : . I
C-VEH C-LPS SM-VEH SM-LPS

Numero de cruces
s
<

Figura 14.- Nimero de cruces entre cuadrantes. El LPS disminuye el nimero de cruces entre
cuadrantes lo que nos sigiere una disminucion en la locomocién de la rata. p < 0.05 *, p<0.01**vs
vehiculo. SM-VEH vs SM-LPS p<0.01##, C-LPS vs SM-VEH p < 0.05 C (n=8).

SAAVEDRA PIMENTEL LUIS MIGUEL 40



“ EFECTO DEL ESTRES POSNATAL EN RATAS NEONATAS CON UN RETO INMUNE SOBRE
LA VARIACION DE CITOCINAS CIRCULANTES Y LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA”

Concentraciéon de corticosterona.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de corticosterona
en las ratas C-VEH y SM-VEH. Por otra parte, las ratas a las que se les administré
LPS tuvieron un aumento exponencial en la secrecion de corticosterona plasmatica
sin importar su condicion (C-LPS o SM-LPS) a los 90 min posteriores a la
administracion de LPS. p<0.01**vs vehiculo y p<0.01## SM-Veh vs SM LPS (fig.
15).

CONCENTRACIONES DE CORTICOSTERONA EN PLASMA
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C-VEH C-LPS SM-VEH SM-LPS

Figura 15.- Concentraciones de corticosterona plasmatica. Se observa una secrecion
importante de corticosterona plasmatica en ng/mL, en los animales que se les administra LPS a los
90 minutos posteriores. p<0.01**vs vehiculo y p<0.01 ## SM-VEH vs SM-LPS. (n = 8).
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Concentraciones de citocinas circulantes.

Se determinaron las concentraciones de tres de las citocinas de tipo proinflamatorio
a nivel plasmatico TNFa, IL 1B, IL-6 y estos fueron los resultados. ElI LPS
incrementa la secrecion de IL 1B plasmatica de una manera importante en los
grupos C-LPS y SM-LPS, comparada con el grupo C-Veh (p<0.01), mientras que la
SM por si sola no incrementa la concentracion basal de IL 1B. Por otra parte la
concentracion de IL 1B en respuesta al doble reto LPS y SM es menor comparada
con el grupo C-LPS (p<0.05). (Figura 16).

La secrecion de TNFa se incrementa de una manera importante por el LPS en los
grupos C-LPS y SM-LPS (p<0.01**vs C-VEH). Esta respuesta también se ve
atenuada en el grupo con ambos retos (SM-LPS), (p<0.05, C-LPS vs SM-LPS).
(Figura 17).

De igual manera analizamos la secrecion de IL-6 plasmatica, donde pudimos
observar que la SM no ocasiona un aumento significativo en la secrecién de IL-6
comparado con el grupo C-VEH, mientras que el LPS si ocasiona un marcado
incremento (p<0.01 vs C-VEH) en la secrecién de IL-6 (grupos C-LPS y SM-LPS), y
de igual forma, cuando ambos retos se encuentran juntos la respuesta en la
secrecion de esta citocina proinflamatoria se ve atenuada (C-LPS vs SM-LPS
p<0.05) (Figura 18).
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Figura 16.- Concentraciones de IL-1B en plasma. Se observa un incremento en la secrecion en
los grupos que se les administré LPS, mientras que la SM no tuvo efecto sobre la concentracion
basal, y ambos retos SM-LPS mostraron una atenuacion de la respuesta. p<0.01**vs C-VEH,
p<0.01 ## SM-VEH vs SM-LPS, p<0.05 & C-LPS vs SM-LPS. (n = 8).
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Figura 17.- Concentraciones plasmaticas de TNFa. La SM por si sola no incrementa la secrecion
basal de TNFa; el LPS por su lado incrementa de una manera importante la secrecién de TNFa y
ambos retos de manera conjunta originan una atenuacion de la respuesta. p<0.01**vs C-VEH
p<0.01 ## SM-VEH vs SM-LPS, p<0.01 && C-LPS vs SM-LPS. (n = 8).
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CONCENTRACIONES DE IL-6 PLASMATICA
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Figura 18.- Concentraciones de IL-6 plasmatica. Se observa que el LPS incrementa la secrecién
de IL-6 de una manera exponencial (p<0.01) y ambos retos SM-LPS juntos atenlan esta respuesta.
p<0.01**vs C-VEH, p<0.05 # SM-VEH vs SM-LPS y p<0.01 && C-LPS vs SM-LPS. (n = 8).

Incluimos en el estudio la determinacion de la concentracion de IL1B en
homogenados de hipocampo de todos los grupos. Se puede observar que la
concentracion de IL1B no se incrementa por la SM pero si aumenta marcadamente
(p<0.01) en respuesta al reto con el LPS en los grupos C-LPS y SM-LPS. Cuando
se examina el efecto de ambos retos juntos observamos que la cantidad de IL-1
es menor comparada con el grupo C-LPS (p<0.05), por lo que la respuesta de IL-

1B, al reto con LPS se atenta en los animales que sufrieron la SM (Figura 19).
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CONCENTRACIONES DE IL 1B EN HIPOCAMPO
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Figura 19. Concentracion de IL-1Bp en homogenados de hipocampo. En respuesta a la
administracion aguda de LPS se incrementa la secrecion de IL-1B, sin embargo ambos retos en
conjunto originan una atenuacion en la secrecién. p<0.01**vs vehiculo, SM-VEH vs SM-LPS p<0.05
#, C-LPS vs SM-LPS p<0.01 &&. (n = 6).

Andlisis histolégico

Se analizaron dos areas del hipocampo: CA3 e hilus, para evaluar los cambios
morfolégicos de células microgliales y astrocitos. Encontramos que la SM
disminuye el nimero total de células microglialess/mm? en la zona CA3 del
hipocampo por otro lado el LPS disminuye mas la densidad de las células

microgliales y ambos retos logran una disminucion similar. Analizamos el
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porcentaje de activacion de las células microgliales y observamos que la SM
aumenta el porcentaje de microglia activada (p<0.01) y que el LPS logra una
activacion microglial mayor (p<0.01), comparados con el grupo C-VEH. El reto
conjunto SM-LPS logra un mayor porcentaje de activacion de la microglia (p<0.01)
vs C-VEH (fig. 20).

El nimero total de células microgliales/mm3 en el hilus del hipocampo disminuye
por la exposicion a la SM. Por otro lado el LPS disminuye mas la densidad de las
células microgliales y ambos retos logran una disminucién similar. Analizamos el
porcentaje de activacion de las células microgliales, donde se observa que la SM
aumenta el porcentaje de microglia activada (p<0.01), el LPS logra una activaciéon
microglial mayor (p<0.01) y ambos retos SM-LPS logran un mayor porcentaje de
activacion de la microglia (p<0.01) vs C-VEH (fig. 21).
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Figura 20.- a) Densidad total de células microgliales/mm? en la zona CA3 hipocampal, en los

grupos control o con SM, tratados con solucién vehiculo o con LPS. b) Porcentaje de activacion de

las células microgliales en la zona CA3 del hipocampo en los mismos grupos. p<0.01**vs vehiculo,
SM-VEH vs SM-LPS p<0.01 ##, C-LPS vs SM-LPS p<0.01 && (n = 8).
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Figura 21. a) Densidad total de células microgliales/mm?2en hilus hipocampal en los grupos

control o con SM, tratados con solucién vehiculo o con LPS. b) Porcentaje de activacién de las

células microgliales en los mismos grupos. p<0.05* p<0.01**vs vehiculo, SM-VEH vs SM-LPS
p<0.01 ##. C-LPS vs SM-LPS p<0.01 &&, C-LPSvs SM-VEH p<0.05 C. (n = 8).
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CONTROL-VEH CONTROL -LPS

100um

Figura 22.- Micrografia de células microgliales en CA3 del hipocampo. Cambios morfologicos
de la microglia en respuesta a los tratamientos a los que fue sometido cada grupo experimental. En
el grupo Control-Vehiculo observamos una mayor cantidad de microglia en estado de reposo
mientras que en el grupo SM-LPS se observa la microglia en su mayor estadio de activacion.

(magnificadas a 20X, inserto a 40X).

Los analisis del niumero de los astrocitos por mm3 en la region CA3y en el hilus del
hipocampo mostraron que la SM disminuye (p<0.05) su densidad celular en ambas
zonas; por su parte el LPS disminuye de una manera mas marcada la densidad
celular (p<0.01), y ambos retos (SM-LPS) reducen de una manera similar la
densidad de astrocitos tanto en CA3 como en el hilus (p<0.01 vs C-VEH). (Figs. 23
y 24).
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Figura 23.- Densidad celular de astrocitos en mm23en la regién CA3 hipocampal en los grupos

control o con SM, tratados con solucion vehiculo o con LPS. p<0.05 * p<0.01**vs vehiculo, (n = 8).
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Figura 24- Densidad celular de astrocitos en mm3en la region del hilus hipocampal en los
grupos control 0 con SM, tratados con solucién vehiculo o con LPS. p<0.01**vs vehiculo, SM VEH
vs SM- LPS. p<0.01 ##, C-LPS vs SM-LPS . p<0.05 & (n = 8).
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CONTROL -VEH CONTROL -LPS

100pm

Figura 25.- Micrografia de astrocitos del hilus del hipocampo. Se observa la morfologia y
densidad de los astrocitos en los grupos Control-veh, Control -LPS, SM-Veh, SM-LPS.

(magnificadas a 20X, inserto a 40X).
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VII. DISCUSION.

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la densidad y activacion de las células
microgliales, densidad de los astrocitos, y analizar las concentraciones de citocinas
proinflamatorias TNF-a, IL-1b e IL-6 en plasma, en una etapa temprana de la vida,
ya que no se han realizado estudios que conjunten ambos retos; estrés — reto

inmunologico y valoren las células gliales.

Nuestros resultados indican que la administracion conjunta del doble reto SM-LPS
induce la secrecion de las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-1b e IL-6, pero de
manera atenuada frente al grupo Control LPS, esto se observa también en el
hipocampo donde se incrementa la expresion de IL-1B de una manera importante,
sin embargo el reto SM-LPS en conjunto atenua la respuesta presentada por el
grupo control LPS. Por otro lado, el nimero total de células microgliales se ve
disminuido en CA3 e hilus tanto por la SM, como por el LPS, sin embargo, la SM
aumenta su activacion de igual manera que el LPS y ambos retos activan aun mas
a las células microgliales. La SM y el LPS reducen la densidad de astrocitos al igual
qgue el doble reto SM — LPS. Estos resultados sugieren que el estrés en etapas
tempranas de la vida aunado a infecciones son retos lo suficientemente fuertes
para alterar la morfologia y maduraciéon del hipocampo, y conduce a un estado

proinflamatorio generalizado tanto a nivel sistémico como a nivel cerebral.

En estudios previos utilizando ratas sometidas al estrés repetido por restriccion se
han observado los signos del estrés cronico sobre las suprarrenales, se ha
observado un incremento en las concentraciones de corticosterona basal (Zelena 'y
cols., 2003). En contraste, la SM no evoca cambios apreciables sobre las
suprarrenales en las crias de rata expuestas a este procedimiento, quizas debido a
la etapa de vida (periodo hiporesponsivo) en que se encuentran (Lajud y
cols.,2012).

En cambio observamos que la secrecion de corticosterona si se incrementa de

manera significativa en el grupo C-LPS, lo cual ya se habia observado en reportes
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previos utilizando animales adultos (Mohn 2011). El doble reto SM-LPS también
logra inducir un incremento de corticosterona de magnitud similar al evocado por el
LPS solo. Esta respuesta es importante, pues el LPS es un estimulo muy robusto
que logra inducir una respuesta inmediata de las glandulas suprarrenales, a pesar

de la etapa de vida tan temprana.

La conducta de postracion se define como un estado corporal con sintomas de
letargo, fiebre, disminucion de la ingesta de alimento, ademas de poco movimiento.
Harvey y cols., (2006) entre otros, observaron una disminucion del peso corporal,
asi como del consumo de alimento, posterior a una inyeccion unica de LPS en
ratas de 6-8 semanas. Nuestros resultados estdn de acuerdo con estas
observaciones, pues muestran que las ratas inyectadas con una sola dosis de LPS
presentan una disminucién de la ganancia de peso corporal a las 24h posteriores a
la inyeccion. La diferencia de peso entre los grupos tratados con LPS vs los grupos
inyectados con solucién vehiculo sugiere que estos grupos disminuyen su ingesta
de leche materna posteriormente a la inyeccion. Por otra parte, observamos una
disminucion de la actividad locomotora en dichos grupos, 1 h después de la
administracion unica de LPS; esto esta en concordancia con los estudios de
Engeland y cols., (2001). De acuerdo a nuestros resultados, confirmamos que el
LPS indujo de manera efectiva una conducta de postracion en las crias de rata de

forma inmediata posterior a su administracion.

Estudios previos de nuestro laboratorio evaluaron la concentracién de citocinas en
ratas macho de PN15 y demostraron que la SM disminuye la secrecién plasmética
de IL-6 en condiciones basales, pero ésta aumenta al someter a las crias de SM a
un evento agudo de estrés (Roque y cols.,2015). Ademas, Roque y cols., 2015
observaron que la secrecion de IL-18 es menor en el grupo SM que en el grupo
control tanto bajo condiciones basales como después del estimulo de estrés agudo
(de tipo homotipico). En este estudio no se observo ningun efecto de la SM sobre la
secrecion de TNF a. En nuestro estudio observamos que las concentraciones de
IL-6, de IL-1B y de TNFa en el grupo SM-VEH no tuvieron diferencias significativas
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con respecto al grupo C-VEH. Posiblemente las diferencias en los resultados con
los descritos por Roque y cols.,, se deban a que en nuestro estudio la
administracion de la solucion vehiculo a los grupos control y SM pudo ser un
estresor agudo heterotipico que influy6é en que los resultados de IL-6, IL-1B y TNFa

no fueran significativos.

Por otro lado, reportes previos mostraron que la inyeccion intraperitoneal de 100
Mg/kg de LPS a ratas al PN14 provocdé un gran incremento en la secrecion
plasmatica de IL-6, IL- 1B, y TNFa a las 3 horas posteriores a la inyeccion (Dinel y
cols., 2014). Nuestros resultados obtenidos fueron similares al reporte anterior para
las tres citocinas, incluso al haber realizado las mediciones solo a los 90 minutos
después de aplicar una dosis de LPS de 1 mg/kg. Nosotros pudimos observar en el
grupo C-LPS un incremento importante de IL-6, IL- 1B, y TNFa en respuesta al LPS
comparado con el grupo C-VEH. Finalmente, en nuestro estudio, el doble reto SM -
LPS gener6 una mayor secrecion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL- 18, y
TNFa), pero de manera interesante la concentracion de cada citocina fue menor a
las del grupo control con LPS. Estos resultados indican que la exposicion al estrés
por SM induce una respuesta atenuada al reto con LPS lo que coincide con el
estudio de Barnum vy cols.,(2012), quienes utilizando modelos de estrés cronico
impredecible y estrés psicosocial en ratones adultos estresados en la adolescencia
observaron también una secrecidn de citocinas atenuadas en respuesta a un reto
posterior con LPS. También se ha descrito que la SM puede alterar las
interacciones gen-ambiente y se han elucidado las vias que programan a un
animal en respuesta a las experiencias tempranas en la vida.

Los mecanismos epigenéticos involucrados en la metilacion del DNA,
modificaciones post-traduccionales de histonas y RNAs no codificantes (micro-
RNA) son los principales candidatos para regular la expresion de genes y la
integracion de sefales intrinsecas y ambientales en el genoma (Nishi y cols.,
2014).

SAAVEDRA PIMENTEL LUIS MIGUEL 56



“ EFECTO DEL ESTRES POSNATAL EN RATAS NEONATAS CON UN RETO INMUNE SOBRE
LA VARIACION DE CITOCINAS CIRCULANTES Y LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA”

De tal forma el estrés inducido por la separacion materna genera una modificacion
en receptores de membrana, lo que genera una reduccion en la sefializacion hacia
la célula. El estrés citotdéxico bloquea una cascada de fosforilaciones que puede
estar afectando ya sea a la familia de las cinasas de los inhibidores de NF-[1B
(IKKs) que esta constituida por IKK[, IKK[I[Je IKK[[Jo al modulador esencial de
NF-0B (NEMO), de esta manera van a estar bloqueados homodimeros o
heterodimeros de IKKO[JLJComo consecuencia no se van a ubiquitinizar a las
proteinas I0BL1, IDBJe I[1Ba, afectando la liberacion NF-[JJ[disminuyendo la
sintesis de citocinas pro-inflamatorias. En nuestro caso, nosotros aplicamos el
estresor desde la etapa neonatal, donde se ha hipotetizado que el animal es poco
responsivo a estimulos nocivos. Concluimos que esta respuesta es independiente
de la edad o del tipo de estresor; sin embargo la experiencia cronica de estrés es
capaz de alterar la capacidad de respuesta inmune del individuo.

En cuanto a la presencia de IL-1 en el hipocampo se observé previamente que la
SM incrementa la expresion bajo condiciones basales asi como en respuesta a un
solo reto de estrés. (Roque y cols.,2015). De igual manera la expresion de IL 1B se
ve incrementada en el hipocampo después de la inyeccién con LPS comparada con
su control (Dinel y cols.,2014). En nuestro estudio analizamos la concentracién de
la IL-13 en homogenados de hipocampo y observamos que el grupo SM-VEH tuvo
una concentracion ligeramente mayor al del grupo C-VEH si bien no fue
significativa, inicamente se observo una tendencia (p=0.09).Esto puede deberse a
que nosotros medimos la concentracion de proteina de IL-1p presente en los
homogenados, mientras el reporte anterior analizé el mRNA de IL-18 encontrando

una induccion dos veces mayor al control.

Por otra parte, nosotros observamos que la concentracion de IL 1B en el
hipocampo también se ve incrementada en respuesta a la inyecciéon de LPS
comparada con su control, y que ésta es menor cuando se aplica el doble reto SM-
LPS que en respuesta al LPS solo. Una observacion similar se realizd por Barnum

y cols., (2012) quienes reportaron una respuesta atenuada en la expresion de IL-1
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en el hipocampo de ratones adultos sometidos a estrés cronico durante la
adolescencia. Por ende, existe una respuesta de atenuacion en el hipocampo,
similar a la que ocurre a nivel periferico, como se menciond anteriormente.
Nosotros hipotetizamos que posiblemente se deba a un incremento en la
concentracion de citocinas anti-inflamatorias como es el caso de IL-10, en los
grupos con SM-LPS o quizds a que el estrés induce una disminucion en los
receptores de glucocorticoides a nivel hipocampal al actuar como un estresor
cronico, lo que podria conducir a una disminucion en la concentracion de citocinas,
tanto periferica como a nivel hipocampal, en respuesta a un segundo reto. Otra
alternativa es que el estrés promueva una supresion del factor NFkB alterando la
via de sefalizacién intracelular y por ende la produccion de citocinas tipo
proinflamatorio. Sin embargo se necesitan mas estudios para dilucidar estas

hipotesis.

Diversos estudios han demostrado los efectos de la exposicién crénica al estrés
sobre la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, tanto en el adulto como
en etapas tempranas de la vida. (Lajud y cols., 2012). Estos eventos se relacionan
con el aumento en la expresion de citocinas proinflamatorias. Por otra parte otros
efectos del estrés incluyen alteracion en el aprendizaje y en la memoria, ya que se
ha observado de igual manera que una de las zonas mas suceptibles al estrés es
CA3 del hipocampo (Walker y cols., 2013).

Existen muy pocos reportes sobre los efectos inmediatos del estrés en etapas
tempranas de la vida, en estudios previos de nuestro laboratorio se reporté que la
SM no ocasiona una disminucién en cuanto a la densidad celular por mm? de las
células microgliales en el hilus de ratas macho de PN15, pero si incrementa de
forma significativa el porcentaje de células microgliales activadas (Roque y
cols.,2015). En nuestro estudio si observamos una disminucion en la densidad de
células microgliales en las regiones del hilus y CA3 del hipocampo en el grupo SM-

VEH, lo que contrasta con el estudio anterior. Una diferencia con nuestro estudio
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fue la aplicacion de una inyeccion con solucion vehiculo en los grupos que se
compararon, lo cual pudiera evocar una respuesta de estrés. En concordancia con
el estudio de Roque y cols (2015) nosotros también observamos un incremento en
el porcentaje de células microgliales activadas tanto en el hilus como en la region
de CA3 del hipocampo al PN15.

Por otro lado, ya se han reportado los efectos de infecciones en etapas tempranas
sobre las células microgliales. Como ejemplo, ratas que fueron inyectadas al PN4
con E.Coli mostraron una activaciéon microglial de manera inmediata, dejando a la
microglia activada de forma permanente. Posteriormente al aplicar un segundo
reto inmunolégico como lo es el LPS, en la etapa adulta se observl una respuesta
de “sobreactivacion” microglia, con un nidmero mayor de microglia activada en el
adulto y su morfologia presentd su maximé estadio de activacion asemejandose a
un macrofago (Bilbo y cols., 2009). Nuestros resultados muestran que el LPS
induce una mayor activacion microglial a las 24 h posteriores a su administracion
en las zonas del hilus y CA3 del hipocampo, de forma similar a lo reportado
anteriormente, y ademas ocasiona una disminucion en la densidad de células
microgliales. La exposicion al doble reto SM-LPS provoca un incremento en la
activacion microglial en CA3 e hilus del hipocampo mayor al obtenido por cada reto
de manera individual, asi como también se observa una disminucion en la densidad
celular superior a la mostrada por cada reto de manera individual. El estrés en
etapas tempranas de la vida “sensibiliza” a la microglia a un segundo reto
inmediato, provocando un aumento marcado en el porcentaje de microglia activada
asi como un estadio mayor de activacion (figura 22), probablemente ambos retos
en etapa adulta podrian favorecer la génesis de diversas psicopatologias.

Los astrocitos también son afectados por la exposicion al estrés de forma
importante. Por ejemplo, en animales adultos sometidos a estrés crénico (Czéh y
cols., 2006) se ha reportado una disminucion de la densidad celular de astrocitos y
un soma de menor tamafio en el giro dentado del hipocampo. Asimismo,

recientemente se reporto que la SM periddica induce cambios morfolégicos en los
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astrocitos ya que se observd una disminucién en la densidad celular y diferencias
significativas en la longitud de sus proyecciones en el hilus del hipocampo de ratas
macho al PN15 (Roque y cols.,2015). En nuestro estudio observamos también una
disminucién por la exposicion a la SM en cuanto a la densidad celular de los

astrocitos en el hilus y CA3 del hipocampo, confirmando el estudio anterior.

Otros autores reportaron que el LPS inyectado al PN 9 disminuye la densidad
celular de astrocitos observados en la etapa adulta (PN 60) (Jarlestedt et al 2013).
Nosotros pudimos observar que el LPS disminuye significativamente la densidad
celular de astrocitos de una manera inmediata posterior. Ambos retos (SM-LPS) de
manera conjunta disminuyen la densidad celular de astrocitos, pero ésta es mas
pronunciada en la region del hilus (aprox. 25%) comparado con CA3 (aprox. 12%).
Como sabemos, los astrocitos promueven la formacion sinptica y estan
involucrados en la remodelacion de conexiones sinapticas. Los astrocitos modulan
la duracion de la corriente sinaptica a través de la recaptacion del glutamato, son
los responsables de la transformacion de glutamato en glutamina y del
mantenimento de la reserva de neurotransmisores. El deficit de neurotransmision
se ha relacionado con enfermedades tales como la esquizofrenia en humanos,
donde este deficit es debido a una disminucion en la densidad de astrocitos entre
otras causas (Benes 2000). De igual manera se ha relacionado una disminucién de
astrocitos en pacientes con depresion mayor y depresion bipolar entre otras
(Hostenbach y cols., 2014). Por otra parte al existir una disminuciéon de la densidad
de astrocitos se ve reducido el soporte metabdlico hacia las neuronas,
disminuyendo la cantidad de nutrientes obtenidos y ocasionando un estado de
excitotoxicidad, todo lo anterior conduce a una comunicacion neuronal deficiente.
En nuestro caso, utilizando el modelo del doble reto SM-LPS muestran una
disminucién en la densidad de astrocitos, lo cual podria predecir alteraciénes
conductuales a largo plazo similares a las observadas en los padecimientos

psiquiatricos en humanos.
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No se ha estudiado si este modelo del doble reto SM-LPS produce alteraciones en
varios tipos de conducta (tipo depresiva, de aprendizaje) en etapas posteriores.
Sabemos que tanto la separacion maternal, como la inyeccion de LPS, por
separado, pueden ocasionar un aumento de la conducta tipo depresiva y/o una
disminucion de aprendizaje y memoria. Ademas; cada uno de estos modelos
incrementa el estado inflamatorio a nivel cerebral desde etapas tempranas y se ha
observado (en el caso del LPS) que persiste hasta etapas adultas, lo cual juega un
papel importante en la génesis de diversas psicopatologias, tales como la
depresion mayor, trastornos de ansiedad, autismo entre otras. Otros autores
realizaron un estudio que involucra ambos retos (estrés — inmune) pero éstos
fueron administrados durante la adolescencia y sus consecuencias se observaron
en la etapa adulta (Barnum y cols., 2012); en este trabajo se documentd un
incremento de citocinas proinflamatorias en el hipocampo, hipotalamo, cerebro
medio y corteza prefrontal, asi como en la circulacién periférica y una atenuacion
de la respuesta debida al estrés. Por otra parte nuestro estudio incluyé el andlisis
detallado de la morfologia de las células gliales, a diferencia del estudio de Barnum
y cols. Ellos justificaron su modelo mediante el argumento de que el padecer
infecciones y estrés en etapas como la adolescencia se elevan los riesgos de
morbimortalidad para padecer diversas psicopatologias en la etapa adulta.
Nosotros administramos ambos retos en una etapa de la vida mas temprana en la
cual existen cambios profundos en estructuras cerebrales ya que éstas se
encuentran en pleno desarrollo y por ende hipotetizamos que las alteraciones
evocadas por ambos retos pueden perdurar hasta la etapa adulta, sensibilizando
de forma permanente al sistema neuroinmune a retos posteriores. Ademas, es
relativamente comudn la convergencia en la clinica de ambas situaciones (estrés e
infecciones) en etapas tempranas de la vida. Sin embargo, se necesitan mas
estudios utilizando este modelo del doble reto para saber si los cambios a nivel
neuroinmune que observamos de manera inmediata son permanentes y si resultan
en alteraciones conductuales (aumento de la conducta tipo depresiva, deficiencia
de aprendizaje).
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VIil.- CONCLUSIONES.

El estrés en etapas tempranas de la vida aunado a infecciones son retos lo
suficientemente fuertes para alterar estructuras que se encuentran en pleno
desarrollo como el hipocampo, a través de la liberacion de mensajeros quimicos de

la familia de las citocinas y de la activacion de células del sistema inmune.

Nuestros resultados en conjunto indican que el doble reto estrés- inmune provoca
un proceso inflamatorio tanto a nivel cerebral como periférico. EI cambio de
activacion de las células microgliales sugiere que el sistema neuroinmune esta
reaccionando frente a estos retos y queda en un estado de “sensibilizacién” frente a
estimulos posteriores. Todo lo anterior conlleva a pensar que la coexistencia de
ambos retos estrés- inmune evoca cambios profundos en los sistemas nervioso
autonomo divisiéon simpética, neuroendocrino e inmune, que conduce a un estado
proinflamatorio generalizado tanto a nivel sistémico como a nivel cerebral, lo que

aumenta el riesgo de padecer alguna psicopatologia en etapas posteriores.
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IX.- PERSPECTIVAS.
e Evaluar la morfologia y densidad microglial en etapa adulta posterior a

un doble reto estrés — inmunoldgico en etapas tempranas de la vida.

e Evaluar citocinas anti-inflamatorias IL-10 posterior al doble reto estrés -

inmunolégico.
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