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. RESUMEN

La exposicion al estrés durante las etapas tempranas de la vida (ELS) causa una
disminucién en la neurogénesis hipocampal, aumento en la conducta tipo
depresiva y en la vulnerabilidad metabdlica. Recientemente se ha propuesto que
la microbiota intestinal podria estar implicada en la modulacion de la respuesta al
estrés. No obstante, la relacion entre la microbiota intestinal y la neurogénesis
hipocampal ha sido poco estudiada. Nos planteamos el objetivo de evaluar si el
abatimiento de la microbiota y la posterior recolonizacion con microbiota de
animales control pueden incrementar o revertir, respectivamente, los efectos del
ELS. Se utilizaron ratas macho adultas (3-4 meses) de la cepa Sprague Dawley,
las cuales fueron asignadas a los grupos control y sometidas a separacion
maternal (SM, 3 horas diarias del dia postnatal 1 al 14). Ambos grupos fueron
sometidos a un esquema de abatimiento de microbiota mediante el tratamiento
con antibiéticos orales durante un mes y posteriormente a recolonizacion con
microbiota de animales donadores. Se evalu6é la conducta tipo depresiva, la
homeostasis de la glucosa, concentraciones de corticosterona en plasma, peso
corporal, peso del ciego, neurogénesis hipocampal y la abundancia relativa de
especies bacterianas representativas de la microbiota intestinal. Nuestros
resultados muestran que la SM causa una conducta tipo depresiva en la prueba de
nado forzado, aumenta el riesgo metabdlico, disminuye en la neurogénesis
hipocampal y causa disbiosis intestinal. El abatimiento de la microbiota tiene
efectos similares a la SM sobre a conducta, la corticosterona y la neurogénesis
hipocampal, sin embargo, no afecta la regulacion de la glucosa ni el peso corporal.
La recolonizacién de las ratas sometidas a SM con microbiota procedente de ratas
control revierte los efectos de la SM sobre la conducta y la homeostasis de la
glucosa y atenta los efectos sobre el peso corporal, la corticosterona, la

neurogénesis hipocampal y la disbiosis intestinal.

Palabras clave: estrés; separacion maternal; microbiota; neurogénesis; depresion



Il. ABSTRACT

Early life stress (ELS) causes a decrease in hippocampal neurogenesis, increased
depressive-like behavior and metabolic vulnerability. Recently it has been
proposed that the intestinal microbiota could be involved in the modulation of the
stress response. However, the relationship between intestinal microbiota and
hippocampal neurogenesis has been little studied. We set ourselves the objective
of evaluating whether the depletion of the microbiota and the subsequent
recolonization with microbiota of control animals can increase or reverse,
respectively, the effects of the ELS. Adult male rats (3-4 months) of the Sprague
Dawley strain were used, which were assigned to the control groups and subjected
to maternal separation (SM, 3 hours a day from postnatal day 1 to 14). Both groups
were subjected to a pattern of microbiota depletion by treatment with oral
antibiotics for one month and then recolonization with microbiota of donor animals.
Depressive type behavior, glucose homeostasis, plasma corticosterone
concentrations, body weight, caecum weight, hippocampal neurogenesis and the
relative abundance of bacterial species representative of the gut microbiota were
evaluated. Our results show that SM causes a depressive-like behavior in the
forced swimming test, increases metabolic risk, decreases hippocampal
neurogenesis and causes intestinal dysbiosis. The depletion of the microbiota has
similar effects to SM on behavior, corticosterone and hippocampal neurogenesis,
however, it does not affect the regulation of glucose or body weight. The
recolonization of rats subjected to MS with microbiota from control rats reverts the
effects of MS on the behavior and homeostasis of glucose and attenuates the
effects on body weight, corticosterone, hippocampal neurogenesis and intestinal

dysbiosis.

Keywords: stress; maternal separation; microbiota; neurogenesis; depression



IIl. INTRODUCCION

La depresion y el sindrome metabdlico (por sus siglas en inglés MetS) son
problemas de gran importancia, ya que en los ultimos afios se ha registrado un
incremento exponencial de estos casos a nivel global. La depresion es un
trastorno del estado de &nimo, transitorio o permanente, caracterizado por
sentimientos de abatimiento, infelicidad y culpabilidad que impide un buen
desemperio laboral, escolar y provoca afecciones tanto al individuo como a las
personas de su entorno (OMS 2012). Se denomina MetS al conjunto de
alteraciones metabdlicas como obesidad de distribucion central, disminucion de
las concentraciones del colesterol unido a las lipoproteinas de alta densidad,
elevacion de las concentraciones de triglicéridos, aumento de la presion arterial,

resistencia a la insulina e hiperglucemia (Zimmeta et al. 2005).

Se sabe que la exposicion al ELS, como el maltrato infantil, el abandono, y el
abuso sexual, fisico o psicolégico, causa una des-regulacion del eje hipotalamo-
hipdfisis-glandulas suprarrenales (HPA) (Sapolsky et al. 1991; Moussaoui et al.
2014). Esta des-regulacion se ha asociado al aumento en la vulnerabilidad a sufrir
diferentes tipos de psicopatologias (depresion y ansiedad), enfermedades
metabdlicas (sindrome metabdlico y diabetes mellitus) e hiper reactividad al
estrés(Gomez et al. 2006; Rozados 2001; Vargas et al. 2016). Se cree que la des-
regulacion del eje HPA es causada por alteraciones estructurales y funcionales de
las areas cerebrales encargadas de la regulaciéon negativa del eje HPA, como el
hipotalamo y el hipocampo. Estas estructuras son vulnerables ante elevadas
concentraciones de la hormona del estrés: los glucocorticoides (GCs) (McEwen
2012). Se ha demostrado que concentraciones altas de GCs tienen efectos
neurotoxicos y pueden causar modificaciones en la neurogénesis hipocampal
(Bruce et al. 2002). Es conocido que la regulacion del eje HPA esta ligada
intimamente a la neurogénesis hipocampal, por lo que alteraciones en la
neurogénesis hipocampal causarian una des-regulacion del eje HPA, lo que

aumentaria la vulnerabilidad a sufrir enfermedades metabolicas y conductuales. El



modelo de ELS mas usado es la SM en roedores, esta consiste en separar a las
crias de su madre por 3 horas diarias desde el dia posnatal (DP)1 hasta el DP14.
Este modelo simula los efectos a largo plazo observados en los humanos que
sufrieron ELS. Los roedores sometidos a SM muestran conducta tipo depresiva,
vulnerabilidad a alteraciones metabdlicas y disminucién de la neurogénesis
hipocampal (Bernardi et al. 2013; Lajud et al. 2012; Vargas et al. 2016).

La relacion que existe entre el cerebro y el intestino cada vez es mas conocida, al
igual que las consecuencias que conllevaria una des-regulacion en cualquiera de
las dos partes (Clarke et al. 2013; Neufeld et al. 2011; O’Mahony et al. 2009;
Ogbonnaya et al. 2015). Los mecanismos de la regulacién bidireccional son
complejos, pero se centran principalmente en hormonas y metabolitos (Stilling et
al. 2014; Cryan et al. 2012; O’Mahony et al. 2014; Dinan et al. 2014). Sin embargo,
el impacto que ejerce la microbiota intestinal sobre la neurogénesis hipocampal
aun es poco conocido. Por todo lo anterior, en el presente trabajo nos planteamos
el objetivo de evaluar si la recolonizaciébn bacteriana de ratas control con
microbiota intacta a ratas sometidas a SM puede revertir los efectos causados por
el estrés temprano, la vulnerabilidad metabdlica, la conducta tipo depresiva y las

alteraciones en la neurogénesis hipocampal.



IV.MARCO TEORICO
EI CONCEPTO DE ESTRES Y LAS PATOLOGIAS RELACIONADAS

CON EL ESTRES

La palabra estrés proviene del latin stringere, que significa “pena o afliccion”. En el
siglo XVII el fisico Robert Hooke definié al estrés mencionando que es la relacién
entre la carga externa ejercida sobre un objeto y la deformacion experimentada
por el mismo, dependiendo el resultado de las propiedades estructurales del
objeto y de las caracteristicas de la fuerza externa (Sierra 2003). En 1936, Hans
Selye uso6 el término estrés para referirse a una respuesta no especifica del
organismo ante cualquier demanda que se le imponga. Selye clasifico la respuesta

al estrés en tres etapas (Chrousos et al. 1992; Daneri 2012).

a) Fase inicial o también denominada fase de alarma: en esta etapa se

detecta la presencia del estimulo estresor.

b) Segunda fase o etapa de adaptacion y respuesta: En esta fase se lleva a

cabo la activacion del sistema de respuesta que permite al organismo

restaurar el equilibrio (proceso activo mediante el cual el cuerpo responde a

los eventos cotidianos para mantener la homeostasis).

c) Tercera fase o etapa de agotamiento: si el estimulo estresor se prolonga,

se entra en esta Ultima fase, donde surgen las alteraciones relacionadas

con el estrés cronico.
A través del tiempo el concepto de estrés se ha actualizado tomando un sentido
mas complejo. Actualmente, puede ser definido como una “amenaza a la
homeostasis del organismo que resulta en la activacion de una cascada de
respuestas fisioldgicas a fin de restaurar el balance homeostético ideal”’(Chrousos
et al. 1992). Otra definicion fue dada por Bruce McEwen (2000), quien propone
que, “el estrés puede ser definido como una amenaza real 0 supuesta a la
integridad fisiol6gica o psicologica de un individuo que resulta en una respuesta

fisiologica y/o conductual’. Una de las definiciones mas actuales menciona al



estrés como “un conjunto de respuestas fisiologicas de caracter hormonal que
tienen lugar por la activacion del eje HPA, con la correspondiente elevacion de
secrecion de GCs y la activacion del eje simpatico-médulo-suprarrenal, asi como
la reaccion a estimulos inespecificos”(Daneri 2012; Sierra 2003).

Clasificacion del estrés

El estrés se puede clasificar de diferentes maneras de acuerdo a su duracion y
efectos:

e Estrés agudo: es un episodio de corta duracion y resulta en la liberacion de
monoaminas (noradrenalina principalmente) y GCs lo que permite una
respuesta eficaz (lucha o huida) frente al evento estresante, es adaptativo y
aumenta la probabilidad de sobrevivencia (Rodriguez 2013; McEwen 1999;
Pacék et al. 2001).

e Estrés cronico: tipo de estrés de larga duracién debido a que el estimulo
estresante es constante. Este tipo de estrés se relaciona con diferentes
patologias y con efectos directos en el eje HPA, asi como en diversas

estructuras que lo regulan (Rodriguez 2013).

LA RESPUESTA AL ESTRES Y EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-
GLANDULAS SUPRARRENALES (EJE HPA)

Los componentes principales del sistema nervioso que llevan a cabo la respuesta
ante un estimulo estresante son diversos, pero principalmente son el sistema
neuroendocrino, especificamente el eje HPA. Cualquier evento estresante,
activara la respuesta del eje HPA, lo cual desencadenard una cascada de
sefalizacion que comienza con la secrecion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) por parte del nucleo paraventricular (NPV) del hipotalamo al
sistema portal hipotdlamo-hipofisiario (sistema de capilares que comunica las
células hipotalamicas con la hipdfisis). La presencia de CRH estimula a la hip6fisis
y esto causa la liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) a la
circulacion sistémica. La ACTH se une a sus receptores en las glandulas

suprarrenales causando la liberacion de GCs. El principal GC efector de la



respuesta al estrés en humanos es el cortisol, mientras que su analogo en ratas es
la corticosterona. La regulacion del eje HPA se lleva a cabo mediante
retroalimentacion negativa, es decir los GCs en circulacidon se unen a sus
receptores en el hipotalamo, la hipdfisis y el hipocampo e inhiben la liberacién de
CRH y ACTH (Kronenberg et al. 2009). Ademas de modular el eje HPA, los GCs
pueden movilizar fuentes de energia en forma de glucosa, la cual serd
aprovechada para responder de forma eficiente ante el evento estresante (bravo
1969; Katz 2012; Marquez et al. 2012; McEwen 2012; Daneri et al. 2012;
Sapolsky et al. 2000)(Fig. 1).
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Fig. 1: Eje HPA. La exposicion al estrés activa la secrecion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) hipotalamica, la cual estimula a la hipéfisis y causa la liberacion de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) a la circulacion sistémica. La ACTH causa la
liberacion de GCs de las glandulas suprarrenales. Los GCs son responsables de la
retroalimentacion negativa del eje HPA activando sus receptores en el hipotalamo, la
hipéfisis y el hipocampo para inhibirla liberacién de CRH y ACTH".

* Tomado y modificado de http://goldfunctionalwellness.com/the-connection-between-oral-health-gut-
health-and-overall-health/



DEPRESION

La depresion es una enfermedad de alta incidencia que se caracteriza por un
estado deprimido, disminucion del interés o placer por todas o casi todas las
actividades, pérdida importante de peso sin hacer dieta o0 aumento de peso,
insomnio, agitacion, fatiga o pérdida de energia, sentimiento de inutilidad o
culpabilidad, disminucion de la capacidad para pensar 0 concentrarse,
pensamientos de muerte recurrentes, ideas suicidas, intento de suicidio o un plan
especifico para llevarlo a cabo (American Psychiatric 2013). Una de las
complicaciones en el diagnostico de esta enfermedad es que frecuentemente se
confunde con estados de animo habituales. Segun la organizacion mundial de la
salud la depresion tiene una alta tasa de mortalidad, aproximadamente de 1 millon
de muertes anualmente (OMS 2012). La depresién es un problema grave, ya
puede causar dafios tanto al sujeto como a las personas de su entorno, alterando
las actividades laborales, escolares, familiares y en el peor de los casos puede
llevar al suicidio (Salud 2018). Esta enfermedad es el resultado de interacciones
complejas entre factores sociales, psicolégicos y biolégicos(Salud 2018). Es
conocido que las personas que viven con altos niveles de estrés son mas
vulnerables a padecer depresion y que generalmente la depresion es
consecuencia de un evento estresante significativo (OMS 2012; Psicomed 2010).
Desde hace varias décadas, la depresion ha sido considerada una de las
patologias relacionadas con el estrés. En condiciones normales el hipotalamo y el
hipocampo regularian los niveles de GCs circulantes; sin embargo, se ha visto que
en personas con depresidbn este mecanismo de regulacibn negativa no es
eficiente(SJ 2004). Adicionalmente, el estrés cronico disminuye los niveles de
dopamina, noradrenalina e interfiere con la sintesis y liberacion de serotonina
siendo este, uno de los diferentes mecanismos por los cuales el estrés puede
causar depresion (Anon 2008; Daneri et al. 2012; SJ 2004).



SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (MetS) se caracteriza por obesidad de distribucion central,
aumento en la concentracion de triglicéridos, disminucion de la concentracion de
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL), aumento en la
concentracion de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL),aumento
en la presion arterial, resistencia a la insulina e hiperglucemia (Bohr 2008; Carrillo
et al. 2003).El MetS aumenta el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 vy
enfermedades cardiovasculares (Gomez et al. 2006).

En condiciones normales, la ingesta de alimento promueve la secrecion de
insulina de las células-B de los islotes de Langerhans del pancreas. La insulina es
la hormona encargada de contrarrestar la accion de las hormonas generadoras de
hiperglicemia y mantener bajos los niveles de glucosa en sangre (King 2016). La
insulina circulante, a través de la unién a su receptor, aumenta la captacion de
glucosa en el musculo y el tejido adiposo, estimula la glucdlisis, la lipogénesis, la
glucogénesis, y la sintesis de proteinas. Asi mismo, la insulina inhibe la
produccién hepatica de glucosa, la B-oxidacion de acidos grasos, la glucogendlisis
y la protedlisis (Zamora-Valdés et al. 2004; King 2016). En un estado de
resistencia a la resistencia a la insulina, esta hormona deja de llevar a cabo sus
funciones normales. La resistencia a la insulina causa un desbalance metabdlico
mediado principalmente por alteraciones en el control de la glucosa y la
homeostasis de los lipidos a nivel de higado, musculo esquelético y tejido adiposo
(King 2016). Por lo cual la resistencia a la insulina tiene podria causar patologias
como diabetes mellitus tipo 2, el MetS y los estados pro-inflamatorios asociados a
la obesidad (Pajuelo et al. 2006). EI mecanismo principal de la resistencia a la
insulina es la alteracién del transporte de glucosa. Esta alteracion se caracteriza
por defectos de la expresién de enzimas intracelulares y de la translocacion del
trasportador de glucosa (GLUT) tipo 4, alteraciones en la actividad del receptor de
insulina (RI),los sustratos del RI (SRI)-1 y SRI-2 y la fosfoinositol-3-cinasa (PI13-
K)(Zamora-Valdés et al. 2004).



El origen fisiopatologico del sindrome metabdlico no es muy claro y aun esta en
discusion. Potencialmente se sugiere que la base de la fisiopatologia es la
resistencia a la insulina; sin embargo, aun hay controversia. Algunos estudios
sugieren que se tienen que tratar por individual cada uno de los componentes del

MetS y no buscar solo un origen en comun (Reaven 2006).

ATP 1l oMS AACE IDF
Triglicéridos mayor o igual a 150 mg/dL X X X X
Dmmblmieen kX X
Presion arterial mayor de 130/85 mmHg X X X X
Insulino resistencia (IR)
Glucosa en ayunas mayor de 100 mg/dL X X X
Glucosa 2 h: 140 mg/dL
Obesidad abdominal X X
indice de masa corporal elevado X X
Microalbuminuna
Factores de riesgo y diagnostico I mas IR Mas de 2 E::;i;'; i‘?ﬁﬁi:l

Tabla 1. Componentes de sindrome metabdlico, segun el Panel Il de Tratamiento de
Adultos del Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol (ATPIIl), la organizacion
mundial de la salud(OMS), la Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica (AACE), la
federacion internacional de la diabetes(IDF)T.

ESTRES Y METABOLISMO

La exposicion al estrés estimula la liberacion de hormonas como los GCs, el
glucagon, la adrenalina y la ACTH entre otras. Los GCs como la corticosterona y
el cortisol desempeiian diversas funciones. En el higado, estimulan el depdsito de
glucogeno al incrementar a la glucégeno sintetasa e inhibir a la glucégeno
fosforilasa. Los GC también estimulan el aumento en la glucosa hepatica al activar
enzimas claves de la gluconeogénesis, principalmente la glucosa-6-fosfatasa y la
fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa. En los tejidos periféricos, como el tejido muscular

y el adiposo, los GCs inhiben la captacion y la utilizacién de la glucosa, favorecen

"Tomado de Lizarzaburu Robles 2013(Lizazaburu Robles 2013)
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la degradacion de proteinas dejando aminoécidos libres que pueden ser utilizados
como sustrato en la gluconeogénesis, inhiben la utilizacion de la glucosa al
disminuir la expresién de los GLUT y también pueden estimular la liberacion de
glucagon al unirse a sus receptores en el pancreas. De esta manera los GCs
favorecen el aumento de glucosa en sangre (Delamano 2009).

Los GCs también son factores estimulantes de la adipogénesis. Su funcién es
mediar el paso de pre-adipocitos a adipocitos maduros mediante la activacién de
los receptores del factor de proliferacion del peroxisoma activado (PPARS) y de
proteinas de unién a regiones CCAAT (C/EBP), los cuales tiene como funcién
promover la expresibn de una amplia variedad de genes y la sintesis de
numerosos factores clave en el desarrollo del adipocito maduro (Gaillard et al.
1991; Lowell et al. 1999). Adicionalmente, los GCs promueven la lipdlisis, el
aumento de acidos grasos libres, triglicéridos y colesterol total; mientras que los
niveles de colesterol HDL disminuyen (Brandan 2014).

Los GCs tienen efecto sobre el control del apetito al estimular la liberacion del
neuropéptido Y (NPY) por parte del nucleo arcuato del hipotdlamo (Kronenberg et
al. 2009). Este péptido estimula la ingesta de alimentos de alto contenido calorico,
esto aunado a la funcién de los GCs como estimulantes de la adipogénesis se
relaciona directamente con la obesidad (Ledn et al. 2008). Durante un evento
estresante los niveles de CRH aumentan inhibiendo el apetito a través de la
regulacion del NPY, mientras que como ya se menciond los GCs propician la
ingesta con el fin de formar reservas energéticas que seran utilizadas para
responder al evento estresante (Kronenberg et al. 2009).Durante un episodio de
estrés se produce un pico de liberacion de CRH a los pocos segundos del
estimulo estresante, lo que ocasiona que los niveles de GCs se eleven minutos
mas tarde (Dallman et al. 2003). Sin embargo, el tiempo de accion de CRH es
rapido y sus niveles regresan a la normalidad entre 10 y 12 minutos; en cambio,
los GCs pueden actuar hasta por dos horas antes de regresar a niveles normales
(Daneri 2012). Esto nos indica que el periodo de estimulacion del apetito causado

por los GCs se mantiene latente por un largo tiempo.
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ESTRES E HIPOCAMPO

Hipocampo es un término que fue acufiado por el anatomista Giulio Cesare
Aranzio, que hace referencia a la similitud entre esta estructura cerebral con
un caballito de mar (Pearce 2001). Se trata de un pequefio 6rgano con una
forma curvada y alargada, que se ubica en la parte interior del I6bulo temporal
en humanos y va desde el hipotalamo hasta la amigdala. En la rata el
hipocampo estéa ubicado mas superficialmente que en el humano y es mucho més
accesible (Saez 2011).Esta formado por el giro dentado (GD), el cuerno de Amén
(CA) o hipocampo propiamente dicho y el subiculo (Triglia 2009). Todas las
estructuras del hipocampo presentan una Unica capa de somas neuronales
densamente empaquetadas entre dos capas de células dispersas. El hipocampo
juega un papel indirecto sobre el control de las emociones debido a su relacién
con la amigdala, la corteza prefrontal y el sistema limbico(Lopez et al. 2009).
Adicionalmente, tiene una funcién importante en la formacién de nuevos recuerdos
(acontecimientos, lugares y estimulos novedosos) (Squire 2002) y sobre la
memoria espacial y la orientaciéon (Matsumura et al. 1999). Otra de las funciones
mas importantes del hipocampo es la regulacion negativa del eje HPA, lo que lo
convierte en un centro de control de dicho eje(Herman and Mueller 2006). La
inhibicion del eje HPA por el hipocampo comienza en el GD la informacion fluye de
CA3 a CA2 y posteriormente hacia CA1l. CA1 manda proyecciones via fimbria-
fornix de donde salen aferentes glutamatérgicas hasta el nucleo del lecho de la
estria terminal (BDNST) activando a las células GABAérgicas. Estas células
envian proyecciones al NPV, inhibiendo la secrecion de CRH por parte de las

células parvocelulares HPA (Sapolsky et al. 1991; Ziegler et al. 2002).

ESTRES Y NEUROGENESIS HIPOCAMPAL

La neurogénesis se refiere al proceso de proliferacion, migracion, supervivencia,
diferenciacion e integracion de nuevas neuronas a partir de células madre
neurales (Olivares et al. 2015). La zona subgranular del GD del hipocampo y la

zona subventricular son los dos nichos neurogénicos que permanecen activos en
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la etapa adulta (Arias-Carrion et al. 2007). En la zona subventricular las células
madre neurales se encuentran en la parte anterior de la zona subventricular y
migran como neuroblastos por la banda migratoria rostral hasta el bulbo olfatorio
integrandose como interneuronas inhibitorias periglomerulares (Lois and Alvarez-
Buylla 1994). En cuanto al nicho neurogénico del hipocampo, las células madre
neurales se ubican en la capa subgranular del GD, donde dan origen a los
progenitores neurales, de los cuales se originan las nuevas neuronas. Los
progenitores neurales se diferencian y migran desde la capa subgranular hasta la
capa granular del GD (durante esta fase las células expresan la proteina doble
cortina). Una vez alcanzada la capa granular, las células maduran y se integran a
los circuitos hipocampales, principalmente como neuronas excitadoras (Saez
2011)(Fig. 2).

proliferacion Diferenciaciony  Maduracion e integracion
migracion

m

ccGe

25G

Fasesde
desarrollo
neuronal

Célula troncal Progenitores neurales Neurona
neural tipo2ay2b inmadura

Marcadores | oAz Msa1 ]

de desarrollo | | KI67.HH3.PCNA |

neuronal I Nestina I

Neurona madura

| oex | Calbindina
Parvalbumina
Calretinina NSE
TOADG4 MAP2
Tujt Tujt
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Fig. 2: Representacion del proceso de la neurogénesis hipocampal y de los marcadores
celulares que se expresan durante cada etapa. La neurogénesis inicia con la proliferacion
de las células troncales neurales localizadas en la zona subgranular del GD, que daran
origen a progenitores neurales, de los cuales se originardn las nuevas neuronas. Los
progenitores neurales inician la migracion hacia la capa de células granulares del GD,
continuando con su integracion a los circuitos neuronales del hipocampo. Durante la
neurogénesis los progenitores neuronales expresan proteinas especificas a lo largo de su
maduracion. Zona subgranular (ZSG), capa de células granulares (CCG)*.

* Tomado de J. Olivares et al. 2015(Olivares, Juarez, and Garcia 2015)
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El proceso de neurogénesis estd regulado de manera positiva 0 nhegativa
existiendo factores que contribuyen a esta regulacion, los cuales pueden ser
clasificados como factores internos (hormonas, neurotransmisores etc.) y factores
externos (Deng et al. 2010; Gage 2011; Zhao 2006). Entre los factores internos
que regulan la neurogénesis positivamente podemos mencionar a: Notch, a las
proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs), las Efrinas (Eph), Nogginy Sonic
hedgehog (Shh)(Alvarez-Buylla and Lim 2004), ademas de factores de crecimiento
como: el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-1) y el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2)(Kuhn et
al. 1997; Pencea et al. 2001).Estos factores pueden regular la neurogénesis tanto
positiva como negativamente dependiendo de su nivel de expresién. Algunos
neurotransmisores como el glutamato y las monoaminas, como la serotonina (5-
HT), la noradrenalina y la dopamina, pueden regular la neurogénesis de forma
positiva (McEwen and Gould 1995). Asi mismo, las hormonas, entre las cuales
encontramos a los esteroides ovaricos y los estrogenos también pueden estimular
la neurogénesis. Un factor muy importante que regula la neurogénesis de forma
negativa es el envejecimiento, debido a que la tasa de produccion neuronal
disminuye conforme se incrementa la edad (Arias-Carrién et al. 2007). Entre los
factores externos que regulan positivamente la neurogénesis encontramos la
actividad fisica, el tratamiento con antidepresivos y una alimentacion balanceada.
El estrés cronico, el tabaco, y una alimentacion pobre en nutrientes se han
relacionado con una disminucion de neurogénesis (Daniel A 2002).

Los altos niveles de GCs liberados durante el estrés crénico inhiben la
neurogénesis hipocampal, ya que el hipocampo es una zona densamente poblada
con receptores para esta hormona (McEwen et al. 1999; Mirescu et al. 2004). La
disminucién de la neurogénesis se asocia a la depresion (Suri et al. 2013). Snyder
y colaboradores mencionan que se requiere de la neurogénesis hipocampal para
gue el sistema endocrino tenga una funcién normal (Snyder et al. 2012). El uso de

animales transgénicos o el uso de radiacidon para lograr la inhibicion de la
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neurogénesis hipocampal en roedores adultos permitié identificar un pequefio
grupo de neuronas en el GD que es critico para que el hipocampo pueda realizar
su funcion de regulacion negativa del eje HPA (Snyder et al. 2012).

MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota es el conjunto de microorganismos que se localizan de manera
normal en distintos nichos (piel, tracto gastrointestinal, tracto respiratorio, etc.) del
cuerpo de los seres vivos (Palacio et al. 2016). Las interacciones de la microbiota
asociada a organismos vivos puede clasificarse en tres grandes grupos: 1)
mutualismo en el que tanto el microrganismo como el hospedero salen
beneficiados de su interaccion; 2) comensalismo en el que el microorganismo se
ve beneficiado mientras que el hospedero no se ve perjudicado ni beneficiado; 3)
parasitismo en el que el microorganismo depende del hospedero causandole dafio
(Suarez 2012). El tracto digestivo de los mamiferos es uno de los microambientes
méas complejos y diversos; particularmente, el ciego es la porcion del tracto
digestivo con mayor abundancia de microorganismos (Benavides and Guénet
2003). Muchos de los microorganismos que residen en el tracto gastrointestinal
forman asociaciones mutualistas indispensables para el buen funcionamiento de

los organismos hospederos (Guarner 2007; Palacio et al. 2016).

Anteriormente se creia que la colonizacion bacteriana del tracto gastrointestinal se
llevaba a cabo inmediatamente tras el nacimiento, debido a los factores
ambientales y alimenticios del recién nacido; no obstante, hace algunos afios la
idea cambid. Algunos estudios demostraron que la colonizacion se lleva a cabo
intrattero, debido a que se ha observado que es posible detectar poblaciones
bacterianas en las primeras muestras de las deposiciones del recién nacido
(Rodriguez et al. 2015). adicionalmente, estudios recientes han dado pie a creer
gue la colonizacién del tracto gastrointestinal a través de la barrera placentaria

podria llevarse a cabo antes del nacimiento (Versalovic 2014). Estos datos se han
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visto reforzados debido a que se han detectado bacterias en sangre del cordon
umbilical y en el liquido amniético (Jiménez et al. 2005; Shan et al. 2014).

En la edad adulta la poblacion microbiana en el intestino es sumamente compleja.
Esta compuesta de entre 500 y 1000 especies de microorganismos, siendo las
bacterias las mas abundantes. Los filos mas abundantes son Firmicutes (como
Lactobacillus) y los Bacteroidetes (como Bacteroides)(Qin et al. 2010). Los
firmicutes en su gran mayoria son gram positivos, pueden presentar forma de
bacilo o de coco, dentro de este filo encontramos a las clases bacilli, clostridia y
mollicutes como las principales clases. Muchas de las bacterias dentro de este filo
son capases de estimular el sistema inmunoldgico, especificamente las células
Tregs, son productores de butirato, propionato y acetato, algunos
neurotransmisores y secretan enzimas que pueden hidrolizar carbohidratos
complejos. Los bacteroidetes son un grupo de bacterias gram negativo
anaerobias, la clase conocida de este filo es Bacteroidia. Este grupo de bacterias
producen algunas vitaminas como la vitamina A y K2, pueden estimular al sistema
inmune a secretar interleucina 10, son productores de lactato y contribuyen en la
absorcion intestinal.

La microbiota intestinal juega un papel de suma importancia como modulador de la
fisiologia del hospedero. Esta, puede regular la proliferacién y diferenciacién de
células epiteliales (Falk et al. 1998), evita la colonizacion por parte de
microorganismos patégenos, modula el sistema inmunolégico, tanto innato como
adaptativo, y desarrolla multiples funciones en el metabolismo y la absorcion de
nutrientes (O’Hara and Shanahan 2006). Adicionalmente, la microbiota intestinal
contribuye a metabolizar sustratos no digeribles, proporciona gran variedad de
enzimas y vias bioguimicas que el organismo no posee, contribuye a la
fermentacion de hidratos de carbono, principalmente en el ciego y el colon, realiza
la produccion de acidos grasos de cadena corta y diferentes vitaminas (vitamina K,
B12, biotina y acido fdlico) que pueden ser aprovechadas por el hospedero,
también contribuye en la absorcién de algunos minerales y en la sintesis de

aminoéacidos (Palacio et al. 2016).
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Una microbiota sana esta constituida principalmente por los filos firmicutes y
Bacteroidetes y en menor cantidad por actinobacteria y verrucomicrobia. Sin
embargo, la microbiota est4 en continuo cambio a nivel género y especie. En el
esotfago, el duodeno y el yeyuno el género mas abundante es estreptococo. En el
estbmago helicobacter predomina y en el intestino grueso la diversidad es muy
amplia, pero principalmente dominan bacterias de los filos firmicutes vy
bacteroidetes (Jandhyala et al. 2015)

Segun METAgenomics of the Human Intestinal Tract, la microbiota puede ser
clasificada segun el estado simbiético entre el huésped y los microorganismos los
cuales son estables tanto en su geografia como en los géneros, sin embargo,
pueden ser afectados por algunos factores externos. Existen tres enterotipos.
Enterotipo 1, predominan principalmente los bacteroides y tienen funciones
sacaroliticas. Enterotipo 2, predomina Prevotella y se comportan como
degradadores de glucoproteinas de musina. Enterotipo 3, mayor abundancia de
ruminococos, también pueden degradar la mucina, ademas de trasportar azucares

a través de la membrana (Jandhyala et al. 2015).

EL EJE CEREBRO-INTESTINO

Desde hace muchos afios se habia planteado la existencia de una conexién entre
el cerebro y el intestino; sin embargo, la propuesta ha tomado fuerza en los
tltimos afios. La idea de un eje cerebro-intestino con una regulacion bidireccional
ha sido bien recibida, al igual que la nociéon de que la microbiota desempefia un
papel de suma importancia en su regulacién (Fig.3). Adicionalmente, se ha
demostrado que el desarrollo neurolégico depende en gran medida del buen
funcionamiento el eje cerebro-intestino (Heijtz et al. 2011). Los mecanismos de
como se lleva a cabo la regulacion bidireccional entre el cerebro y el intestino adn
son poco conocidos. Recientemente se ha propuesto al sistema endocrino, el
inmunoldgico, estructuralmente al nervio vago y la microbiota intestinal como los
principales encargados de la regulacién bidireccional (Bercik et al. 2012; Mayer et
al. 2014; Sommer F 2016).
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Las bacterias comensales que conforman la microbiota intestinal producen
moléculas como neurotransmisores, hormonas y algunos metabolitos bacterianos,
gue pueden modular la actividad de diversas estructuras cerebrales (Clarke et al.
2013; Louis and Flint 2009; Mayer et al. 2014; O’Mahony et al. 2014; Smith et al.
2013). La principal via de comunicacion es a través de la interaccion de estas
moléculas con terminaciones nerviosas (principalmente el nervio vago) o viajando
a través de circulacion sistémica (Cryan and Dinan 2012). La regulacion de la
microbiota hacia el cerebro se lleva a cabo mediante la secrecion de metabolitos y
neurotransmisores. Los principales elementos secretados por la microbiota que
pueden modular la actividad del SNC son los &cidos grasos de cadena corta
(AGCCQC), el 4cido gamma amino butirico (GABA), el triptéfano, la serotonina, las
catecolaminas, algunos metabolitos de los &cidos biliares y citocinas. Estos
pueden activar diversas vias de sefializacion mediante la interaccion con sus
receptores en células locales, con el nervio vago, ramificaciones o a través de
circulacion sistémica (vena portal principalmente). Por ejemplo, Bifidobacterium
infantis es capaz de elevar los niveles de triptofano en sangre y por ende los
niveles de serotonina (O’Mahony et al. 2014). Candida spp, Escherichia coli,
Streptococcus thermophilus y Enterococcus spp se relacionan con la produccion
de serotonina. Lactobacillus spp pueden liberar norepinefrina, y Bifidobacterium
pueden producir GABA. Por otra parte, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus
subtilis y Proteus vulgaris se relacionan con la produccion de dopamina vy
Lactobacillus spp con la liberacion de acetilcolina (Clarke et al. 2014; Lyte 2014).
Los AGCC como el butirato el propionato y el acetato pueden ejercer efectos al
interactuar con receptores acoplados proteina G, el butirato incluso puede regular
la expresion genética de histonas desacetilasas (Stilling et al. 2014). Los AGCC
son los productos de la digestion bacteriana de los carbohidratos. Los AGCC
pueden desarrollar funciones como la regulacion de la serotonina enteroendocrina
y del péptido YY (Reichmann, and Farzi 2012). Los AGCC en circulacion pueden
viajar hasta la barrera hematoencefalica y ser transportados a través de ella por

los transportadores monocarboxilato y llegar al sistema nervioso central siendo
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aprovechados como fuente de energia principalmente durante el desarrollo
cerebral también los AGCC pueden regular la expresion de tirosina hidroxilasa
afectando asi la sintesis de algunos neurotransmisores (Rafiki et al. 2003).
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Fig.3: El eje cerebro-intestino. La comunicacién entre el cerebro y el intestino esta
mediada principalmente por moléculas como neurotransmisores, hormonas y algunos
metabolitos bacterianos que son producidas por la microbiota e interactian con el nervio
vago 0 viajan a través de circulacion sistémica. Hormona liberadora de corticotropina
(CRH), hormona adrenocorticotropa (ACTH), acidos grasos de cadena corta (SCFAs)3.

Por su parte, el sistema nervioso central regula al sistema gastrointestinal a través
del sistema nervioso autonomo (SNA). EI SNA puede regular las funciones
intestinales tales como la motilidad, permeabilidad intestinal, secrecién de acidos y
moco intestinal. Estos cambios causados por el SNA pueden tener efectos en el
cambio de pH y el suministro de nutrientes en ciertas partes del intestino. Estas

$ Tomado y modificado de F.Cryan 2012(Cryan and Dinan 2012)
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alteraciones pueden causar un desequilibrio en la microbiota intestinal al modificar
su microambiente causando una sobre poblacion o la erradicacion de un tipo

especifico de bacterias (Van Felius et al. 2003).

RELACION ENTRE LA MICROBIOTA Y LA RESPUESTA AL ESTRES

La asociacion entre el estrés y la microbiota cada vez es mas evidente. Los
primeros estudios para demostrar esto se llevaron a cabo en ratones libres de
patégenos (GF) y ratones libres de patégenos especificos (PFS). Se demostré que
los animales GF tenian los niveles de corticosterona y de ACTH significativamente
mas elevados al compararlos con ratones PFS. Esta hiperactivacion del eje HPA
fue corregida cuando los animales fueron colonizados con Bifidobacterium infantis
(Sudo et al. 2004). De forma similar, se ha observado que Lactobacillus helveticus
y Bifidobacterium longum pueden disminuir los niveles de corticosterona
(Messaoudi et al. 2011). Al igual que la microbiota puede regular la liberacién de la
hormona del estrés, el estrés tiene un fuerte impacto sobre la microbiota. La
exposicion al estrés se ha asociado a un aumento en la permeabilidad intestinal
que puede estar mediada por el aumento de GCs y CRH, a través de la activaciéon
de sus receptores CRHR1 y CRHR2. Este aumento en la permeabilidad intestinal
les permite a las bacterias trasladarse a través del intestino causando una
disbiosis intestinal (Rivier, and Moeser 2012; Rodifio et al. 2015).

RELACION ENTRE LA DEPRESION Y LA MICROBIOTA

La influencia bacteriana sobre el eje HPA cada vez es mas clara, por lo que se ha
planteado que la microbiota puede estar vinculada a la depresion (Kelly et al.
2016).Diferentes grupos de investigacion han demostrado que las alteraciones en
los niveles de monoaminas producidas por la microbiota, como la noradrenalina y
la serotonina son claves en la depresion (Clarke et al. 2013; Neufeld et al.
2011).Asi mismo, la depresién se ha asociado con cambios en la microbiota
intestinal. Estudios han demostrado que pacientes que padecen depresion

presentan niveles mas altos de Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacterias
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en sus muestras fecales, mientras que los niveles de Firmicutes fueron
significativamente mas bajos en comparacion con pacientes sanos (Palacio et al.
2016; Cryan and Dinan 2012). Adicionalmente, la depresién se ha asociado con
una disminucién en la riqueza de la microbiota intestinal (Cryan and Dinan 2012;
Heijtz et al. 2011). Estudios adicionales observaron que el trasplante de microbiota
de pacientes deprimidos a ratas con abatimiento de microbiota indujo la
presentacion de conducta de tipo depresiva y alteraciones en el metabolismo del
triptéfano (Jiang et al. 2015; Kelly et al. 2016). Por otra parte, se demostro que la
administracion de una combinacién de Lactobacillus helveticus y Bacteroides
longum disminuye de forma significativa las alteraciones conductuales como la
ansiedad y la depresién sin tener efectos secundarios adversos (Messaoudi et al.
2011). En conjunto, estos datos nos indican que la microbiota intestinal tiene un

papel critico en el desarrollo de la depresion.

EFECTOS DE LA MICROBIOTA SOBRE EL HIPOCAMPO.

La informacion de como la microbiota pueda estar relacionada con el hipocampo
es escasa. El hipocampo es una zona muy susceptible a los cambios del BDNF,
factor relacionado con la plasticidad cerebral, la neurogénesis, el crecimiento,
desarrollo y supervivencia neuronal, que juega un papel critico en el aprendizaje,
la memoria y la conducta. En ratones GF se ha demostrado una disminucién en la
expresion de BDNF (Clarke et al. 2013; Heijtz et al. 2011; Sudo et al. 2004).
También se ha observado que los ratones GF sufren alteraciones neuronales
como menor numero de ramificaciones dendriticas y déficit en el nimero de
espinas (Luczynski et al. 2016). Datos recientes muestran que la neurogénesis
hipocampal puede estar regulada por la microbiota intestinal, debido a que se ha
observado que los ratones GF exhiben una mayor neurogénesis en el hipocampo
dorsal inmediatamente después del destete. Sin embargo, estos estudios
muestran que los ratones GF que fueron colonizados después del destete no

logran revertir los efectos sobre la neurogénesis hipocampal en la etapa adulta, lo
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gue sugiere que el periodo pre-destete podria ser un periodo critico durante el cual

la microbiota ejerce su influencia sobre la neurogénesis (Ogbonnaya et al. 2015).

EFECTOS DE LA MICROBIOTA INTESTINAL SOBRE EL METABOLISMO

La microbiota es ampliamente relacionada con el metabolismo, ya que puede
aportar los genes implicados en el metabolismo de los lipidos y de los glacidos.
También puede aportar ciertas enzimas que contribuyen a la digestion de
polisacaridos complejos y otros compuestos que no podrian ser digeridos (Graaf
2008; Hooper et al. 2001). Se ha demostrado que los ratones criados en
condiciones normales tienen un 40% mas de grasa corporal, en comparacion con
ratones criados en GF, sometidos a la misma dieta. El trasplante de microbiota de
ratones normales a GF incrementa significativamente su nivel de grasa corporal e
intolerancia a la glucosa (Backhed et al. 2004). También se ha demostrado que los
ratones GF estan protegidos contra la obesidad y las alteraciones en la glucosa e
insulina causadas por la dieta alta en azucares y grasas (Backhed et al. 2007). Sin
embargo, hay estudios donde demuestran que una dieta alta en grasas por si sola
puede modificar la microbiota intestinal de forma independiente a la obesidad
(Hildebrandt et al. 2009).

Las enzimas de la microbiota intestinal tienen la capacidad de convertir los
polisacaridos complejos en monosacéaridos y acidos grasos de cadena corta
(AGCC) facilmente absorbibles. Los AGCC pueden ser transformados en lipidos a
través de la sintesis lipidica llevada a cabo en el higado. El acetato y el propionato
actian en la acumulacion de lipidos al inhibir la lipdlisis, de esta forma la
microbiota puede regular la formacion de tejido adiposo (Hong et al. 2005). Las
bacterias también pueden regular los niveles de colesterol, glucosa y la absorcion
de lipidos mediante el metabolismo de los acidos biliares. La desconjugacion de
los acidos biliares provoca un aumento en la eliminacion de bilis en heces y su
sintesis a partir del colesterol (Freestone et al. 2008; Park et al. 2007). La

microbiota también esta implicada en el metabolismo de la colina, que es
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metabolizada a trimetilamina, la cual a su vez es metabolizada a trimetilamina-N-
oxido en el higado. Las altas concentraciones de trimetilamina-N-o0xido pueden
causar el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Zeneng et al. 2011). Otra
funcién descrita de la microbiota es la sintesis de vitaminas como la vitamina K y
varios componentes de la vitamina B, la sintesis de aminoacidos y péptidos
antimicrobianos, sintesis del acido linoléico conjugado el cual tiene efectos
antidiabéticos,  hipolipidémicos y  propiedades inmunomoduladoras vy

antimicrobianas (Marin et al. 2015)

ESTRES DURANTE LAS ETAPAS TEMPRANAS DE LA VIDA

El estrés en etapas tempranas de la vida (early life stress, ELS), como el maltrato
infantil, el abandono y el abuso fisico, psicologico o sexual, se ha demostrado que
a largo plazo conlleva una serie de consecuencias graves y en muchos casos
irreversibles. Esto se debe a que los sistemas encargados de la regulacion del
estrés se encuentran aln inmaduros, por lo que los eventos de estrés cronico en
la vida temprana pueden desencadenar repercusiones fisicas como cognitivas.
Segun la OMS el maltrato infantii se define como una serie de abusos y
desatenciones de los cuales son objeto todo aquel menor de 18 afios de edad.
Este concepto incluye maltrato fisico, psicologico, desatencion y negligencia,
abuso sexual, explotacion comercial y cualquier otra situacion donde se pueda ver
afectada la salud, desarrollo, dignidad o poner en riesgo la vida del nifio (OMS
2015). El estrés en etapas tempranas de la vida se ha asociado con trastornos de
aprendizaje y memoria, alteraciones cognitivas, problemas emocionales vy
comportamientos autodestructivos (Audrey et al. 2010; Lee 2007; Bellis 2005).La
exposicion al ELS causa alteraciones en el desarrollo normal de las estructuras
encargadas de la regulacion de la respuesta al estrés. Se ha observado que a
largo plazo estas alteraciones estan relacionadas con la disminucion de la
neurogénesis hipocampal, alteraciones en la mielinizacién, poda neural y cambios

estructurales y funcionales del hipocampo. Adicionalmente se sabe que el estrés
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temprano causa alteraciones en la colonizacién de la microbiota intestinal y que
esto podria causar alteraciones en la regulacién del metabolismo y de la respuesta
al estrés a largo plazo.

MODELO ANIMAL

Uno de los modelos mas utilizados para la evaluacion de las alteraciones
causadas por el estrés cronico es el modelo de SM en ratas, ya que este modelo
replica los efectos observados en el humano. El modelo de la SM consiste en
separar a las crias de su madre durante 3 horas diarias por los primeros 14 dias
de vida. Se ha observado a largo plazo que los animales sometidos a SM
presentan conducta tipo depresiva (Masrour et al. 2018; Yamawaki et al. 2018),
ansiosa (Bondar et al. 2018; Jin et al. 2018), alteraciones metabdlicas (Vargas et
al. 2016), neuroendocrinas asi como afecciones en el aprendizaje y la memoria

(Guo et al. 2018), ademas de disminucién de la neurogénesis hipocampal*®
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V. ANTECEDENTES

La neurogénesis hipocampal juega un papel importante en la modulaciéon de la
respuesta del eje HPA. En 2012 Snyder y colaboradores demostraron que se
requiere de la neurogénesis hipocampal para una regulacién normal del eje HPA
(Snyder et al. 2012). Adicionalmente se ha reportado que la SM tiene efectos
deletreos sobre el nicho neurogénico hipocampal. Deepika Suri y colaboradores
en 2013 observaron que los animales sometidos a SM sufren una disminucion de
la neurogénesis hipocampal, una de-sregulacién epigenética de la expresion de
BDNF y deficiencias en tareas cognitivas, en animales de 15 meses (Suri et al.
2013). Esta evidencia, sugiere que las alteraciones en la neurogénesis hipocampal
causadas por la SM podrian ser uno de los mecanismos que subyacen a los
efectos a largo plazo sobre la reactividad del eje HPA. Adicionalmente, resultados
previos de nuestro grupo mostraron que las SM también puede causar
alteraciones metabdlicas moderadas. En 2016 Vargas y colaboradores,
observaron que la SM causa una conducta tipo depresiva y alteraciones en los
parametros de riesgo metabdlico en roedores de dos meses de edad (Vargas et al.
2016).

Por otra parte, se ha observado que existe una relacion estrecha entre la
microbiota intestinal y los efectos de la SM. O’Mahony y colaboradores en 2009,
realizaron un analisis de rRNA 16s de la materia fecal de ratas sometidas a SM, y
demostraron que la microbiota de estos animales es significativamente diferente
de aquélla presentada por los animales no estresados (O’Mahony et al. 2009). Por
su parte, Gareau y colaboradores en 2007, demostraron que el tratamiento con
probioticos logra normalizar el nivel de corticosterona después de la SM (Gareau
et al. 2007). Moussaoui y colaboradores en 2014 demostraron que el estrés
temprano, aumenta los niveles de corticosterona, lo cual permite una mayor
permeabilidad intestinal, causando modificaciones en la microbiota intestinal.
(Moussaoui et al. 2014). Mas tarde, en 2015 De Palma y colaboradoresusando

ratones libres de patégenos especificos y libres de gérmenes desde el nacimiento,
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demostraron que la SM altera el eje HPA de una manera independiente de la
microbiota. Sin embargo, la microbiota es necesaria para la induccion de
alteraciones conductuales causadas por la SM. Adicionalmente observaron que la
colonizacion con microbiota silvestre en los animales adultos libres de patdégenos,
produce distintos perfiles microbianos en los animales control y en los sometidos a
SM, las cuales se asociaron con alteraciones conductuales en la SM, pero no en
los animales control (De Palma et al. 2015). Adicionalmente, en 2015 Galley J y
colaboradores observaron que crias sometidas a SM como un estimulo estresor,
tienen una disminucion significativa en Lactobacillus spp, esto concuerda con
diferentes estudios que han probado que el estrés cambia la composicién de la
microbiota intestinal (Galley et al. 2015). Recientemente, Amini-khoei vy
colaboradores demostraron que los cambios en la microbiota causados por la SM
estdn mediados por la corticosterona al igual que las alteraciones en el

comportamiento (Amini-khoei et al. 2019).

Estos datos sugieren que la disbiosis intestinal juega un papel crucial como
mediador de los efectos de la SM. Sin embargo, el efecto de la recolonizacién en

animales sometidos a SM no ha sido estudiado.
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VI. HIPOTESIS

La re-colonizacién con microbiota proveniente de animales control reverte los
efectos de la SM sobre la neurogénesis hipocampal y disminuye la conducta tipo

depresiva y el riesgo metabdlico

VIl. OBJETIVOS

General:

Determinar si la re-colonizacién con microbiota de animales control reverte los
efectos de la SM sobre la neurogénesis hipocampal, la conducta tipo depresiva y
el riesgo metabalico.

Particulares:

** Evaluar los efectos del abatimiento de la microbiota mediante la
administracion de antibiéticos orales (AB), sobre la conducta tipo depresiva,
los pardmetros de riesgo metabdlico y la neurogénesis hipocampal en

animales control y sometidos a SM.

** Evaluar los efectos de la re-colonizacion bacteriana sobre la conducta tipo
depresiva, los parametros de riesgo metabdlico y la neurogénesis hipocampal
en animales sometidos a abatimiento de la microbiota control y SM.

+* Determinar si la re-colonizacién bacteriana revierte la disbiosis causada por la
SM, mediante la evaluacion de la composicién de la microbiota en animales
que fueron sometidos a abatimiento de la microbiota y re-colonizados con

microbiota control y SM.
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VIIl. METODOLOGIA

Se utilizaron ratas machos de la sepa Sprague Dawley CONT o sometidas a SM
(Fig.4). Todos los grupos estuvieron integrados de 5 a 8 individuos dependiendo
del experimento. El dia de nacimiento fue considerado como dia postnatal (DP) 0.
Al dia DP1 todas las crias fueron mezcladas y se ajustaron las camadas a 10
individuos (8 machos y 2 hembras), se asignaron la mitad de las ratas al grupo
CONT vy la otra mitad al grupo SM. La SM comenzé desde el DP1 hasta el dia
DP14. El destete de ambos grupos se realizé al DP21 y se dejaron crecer en
condiciones estandar de bioterio hasta el DP60 o DP120 (4 meses) dependiendo
el experimento a realizar. En el experimento uno, se caracterizé el efecto de la SM
sobre la conducta tipo depresiva, la tolerancia a la glucosa, el riesgo metabdlico y
la neurogénesis hipocampal en animales de 4 meses de edad. Posteriormente, en
el segundo experimento se utilizaron grupos independientes de animales. Al DP60
la mitad de los animales de cada grupo (CONT y SM) fueron sometidos a
abatimiento de microbiota mediante la administracién de un esquema de AB por 4
semanas (1 mes), formando asi los grupos SM-AB y CONT-AB. Una vez que se
abati6 la microbiota (DP90) la mitad de las ratas SM-AB y CONT-AB se evaluaron
inmediatamente, mientras que el resto fueron recolonizadas desde el DP90 hasta
el DP120 (1mes) con microbiota de animales donadores intactos (no sometidos a
tratamiento con antibiético) a través de la cohabitacidon. Se evalué la conducta tipo
depresiva en la prueba de nado forzado y se realizé la curva de tolerancia a la
glucosa, después del tratamiento con el coctel de antibiéticos (DP90) y después
de la recolonizacion (DP120). Los animales se sacrificaron al dia DP93
(tratamiento con AB) y al dia DP123 (recolonizacién) con una sobredosis de
pentobarbital sédico(Ochoa 1999). Se obtuvieron muestras de sangre
intracardiaca y se centrifugaron, el suero y las muestras del contenido del ciego
fueron almacenados a -30°C hasta su procesamiento. Posteriormente los animales
fueron perfundidos por via intracardiaca y se obtuvieron los cerebros, los cuales
fueron almacenados en solucion de sacarosa al 20% en refrigeracion. Los

cerebros fueron procesados en un criostato realizando cortes de 40um de grosor.
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Para evaluar la neurogénesis se realizaron inmunotinciones utilizando un
anticuerpo especifico contra DCX para cuantificar el nimero y densidad de células
DCX+ en el hipocampo. Los parametros de riesgo metabolico fueron analizados a
partir de las muestras de suero. Se extrajo DNA bacteriano de las muestras de
contenido del ciego y se analizé la composicion de la microbiota mediante PCR

tiempo real (QPCR).

CONT CONT + AB
]

*
CONT CONT + AB
% E% %
CONT R-CONT + AB SM R-SM + AB
(donadores) (recolonizacidn) (donadores) (recolonizacién)

Fig. 4: grupos experimentales. Control (CONT), separacién maternal (SM),
abatimiento de microbiota mediante mezcla de antibiéticos orales (AB),
recolonizacion(R). *Grupos que fueron sacrificados al dia postnatal 93. ** Grupos
que fueron al dia postnatal 123.

SEPARACION MATERNAL

Para la SM las crias fueron separadas de su madre por 3 horas diarias durante las
dos primeras semanas de vida (DP1-14), colocadas en una caja de acrilico con
tapa (micro-aislador) de 24x18 cm con limpio y fueron colocadas en un cojin

térmico ajustado a 32°c en un cuarto independiente a la colonia. Las crias se



mantuvieron dentro de la misma caja, pero aisladas de sus hermanos por paneles

separadores.

ABATIMIENTO DE LA MICROBIOTA

Para el abatimiento de la microbiota se utilizd un coctel de antibiéticos orales el
cual fue suministrado a través de los bebederos de las ratas experimentales. El
coctel consta de una mezcla de ampicilina (eficiente contra bacterias gram
positivas y algunas gram negativas) (1 g/l), vancomicina (eficiente contra baterias
gram positivas) (500 mg/l), sulfato de neomicina (eficiente contra bacterias gram
negativas) (1 g/l) y metronidazol (antiparasitario, también es eficiente contra
algunas bacterias gram positivas y algunas gram negativas) (1g/l) disueltos en
agua potable de acuerdo a lo previamente descrito (Rakoff-Nahoum et al. 2004).
La administracion se realizé del DP60 al DP90. Para prevenir la pérdida del efecto
de los antibidticos por la disminucién de su actividad, los bebederos fueron
cambiados cada tercer dia.

RECOLONIZACION

A partir del DP90 los animales asignados al grupo con abatimiento de microbiota
(tratados con el coctel de antibiético) se trasladaron a cohabitar en una caja con
los animales del grupo donador (animales con microbiota intacta) respectivo. Los

animales permanecieron en estas condiciones durante un mes.

PRUEBA DE NADO FORZADO

La prueba de nado forzado se realizé en un cilindro de acrilico transparente de 30
cm de diametro y 50 cm de altura, el cual se llen6é con agua hasta los 40 cm a
21°C de acuerdo a lo previamente descrito (Torner et al. 2017). Los animales se
colocaron en el cilindro por un periodo de 10 minutos durante los cuales se
registr0 su comportamiento mediante el uso de un programa de cdémputo
(EVENTLOG, MSDOS). En la prueba se evalué el escalamiento o pataleo
(conducta activa), nado, inmovilidad o flotamiento (conducta pasiva o
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desesperanza) y la latencia al primer episodio de inmovilidad o flotacién. El agua
fue sustituida por agua limpia cada cuatro ratas o entre grupos para evitar la

contaminacion cruzada.

CATETERIZACION

Para la cateterizacion, las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina
(80mg/kg) y xilacina (6mg/kg), se les realizé una incision a la altura de la clavicula
para exponer la vena yugular, donde se introdujo un catéter (0.64mmDI/1.19mm
DO) el cual estaba lleno de solucion de heparina (3%) de acuerdo a lo
previamente descrito(Vargas et al. 2016). El catéter se fij6 con hilo de seda negro,
la parte del catéter libre se extrajo por la nuca para asegurarlo fuera del alcance
de la rata y se dej6 lleno de una solucion de gentamicina (2%) para evitar
infecciones. La incisién fue suturada con hilo de seda y se limpi6é con antiséptico.

Las ratas se dejaron recuperar por una semana en cajas de aislamiento.

CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (INTRAVENOSA)

Para la curva de tolerancia a la glucosa, las ratas se dejaron en ayuno durante 12
horas de acuerdo a lo previamente descrito (Vargas et al. 2016). A las 9:00 am del
dia de la prueba los animales se conectaron a una tuberia de muestreo y se
dejaron estabilizar por una hora. Tomamos muestras de sangre basales y se
administré una carga de glucosa intravenosa (50% 1ml/kg) obtuvimos muestras de
sangre (400 pl que se sustituian por solucién salina) 15, 30, 60 y 120 min después
de la administracion y cuantificamos la concentracion de glucosa en un glucémetro
comercial (Roche. Accu-ChekPerforma). Las muestras fueron recolectadas en
micro tubos con 0.5ul de EDTA (10%) y 10ul de Aprotinina, centrifugadas
10min/5090 r.p.m/4°C para separar el plasma y las muestras se almacenaron en

congelacion hasta su procesamiento.
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CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Para la curva de tolerancia a la glucosa los animales fueron dejados en ayuno
durante 12 horas. Se tomo la muestra de sangre de la cola a las 9 h y después se
les inyecto intra-peritonealmente una dosis de glucosa (1ml/kg de peso. Glucosa
50% PISA). Se continuaron tomando muestras de sangre de la cola al minuto 30,
60 y 120 después de la administracion de la glucosa. La concentracion de glucosa
en sangre fue medida mediante un glucometro comercial (Roche Accu-Check).

SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

Los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sddico (aprox
0.5-1ml), siguiendo la norma que establece las disposiciones para la investigacion
en salud en el Instituto Mexicano del Seguro Social, la Ley General de Salud
(dltima reforma DOF 25-01-2013) y el manual de procedimientos recomendables
para la investigacion con animales. Asi mismo nos apegamos estrictamente a la
norma oficial de uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999,
NOM-033-Z00-1995 y NOM-051-ZO0-1995). Se tomaron muestras de sangre
intracardiaca (400 pul) las cuales fueron colectadas en microtubos con 0.5ul de
EDTA (10%) y 10ul de Aprotinina, centrifugadas por 10min/9600 r.p.m a 4°C para
separar el plasma el cual fue almacenado a -30°C hasta su procesamiento. Se
colectaron muestras del contenido del ciego en microtubos estériles y se
almacenaron a -40°C. Posteriormente, los animales fueron perfundidos por via
intracardiaca (200 ml solucion lavadora NaCl 0.9% / 200 ml paraformaldehido al
4% en buffer de fosfatos 0.1 M), los cerebros fueron disecados y colocados en una
solucion fijadora por 24 horas y después transferidos a soluciones seriadas de
sacarosa al 10% y 20% en amortiguador de fosfatos. Los cerebros fueron
procesados en un criostato y se almacenaron en solucion crioprotectora (25%

glicerol, 25% monoetilen glicol y 50% buffer de fosfatos).
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PARAMETROS DE RIESGO METABOLICO.

Las concentraciones de corticosterona e insulina en plasma se evaluaron
mediante el uso de kits comerciales de ELISA (AssayDesigns EIA kit, CrystalChem
EIA kit). La determinacion de triglicéridos y colesterol en plasma se llevo a cabo
mediante ensayos colorimétricos estandar (RANDOX). La concentracion de
glucosa en sangre se evalué durante el muestreo mediante el uso de un
glucédmetro portétil comercial (AccucheckPerforma). El indice homeostéatico de
resistencia a la insulina QUICKI se calculé6 mediante la férmula: 1 / (log (insulina

en ayuno pU/mL) + log (glucosa en ayuno mg/dL)).

EXTRACCION DE ADN
La extraccion del ADN bacteriano de las muestras de ciego, se llevdé a cabo
mediante el uso de un kit comercial (ISOLATE Fecal DNA Kit - BIOLINE) siguiendo

el protocolo del fabricante.

REACCION DE LA POLIMERASA EN CADENA EN TIEMPO REAL (qPCR)

Para la cuantificacién, el ADN se amplifico utilizando pares de oligonucleétidos
para ARN ribosomal 16S especificos para cada grupo, de acuerdo a los protocolos
previamente descritos (Stenblom et al. 2016) y el marcador fluorescente SYBR
Green. La abundancia relativa de cada uno de los genes se calculé tomando como
referencia los productos de la amplificacion con oligonucledtidos universales para
bacterias totales. La gPCR se realiz6 en apego a las normas MIQE97 (Minimum
Information  for the  Publication of Quantitative Real-Time PCR

Experiments)(Stephen et al. 2009).

Grupo Secuencia (5"-3") Tamario (pb)

Bacterias totales F GCA GGC CTA ACA CAT GCAAGTC 292

R | CTG CTG CCT CCC GTA GGA GT

Bacteroides fragilis | F | ATA GCC TTT CGA AAG RAA GAT 495

R | CCAGTATCAACT GCAATT TTA
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Clostridium F | AAATGA CGG TAC CTG ACT AA 440

coccoides R CTTTGAGTTTCATTCTTG CGA A

Clostridium leptum |F | GCACAAGCAGTGGAGT 239

R | CTT CCT CCG TTT TGT CAA

Lactobacillus spp F | AGC AGT AGG GAATCTTCC A 341

R | CAC CGC TAC ACA TGG AG

Enterobacteriaceae | F CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC 512

R | CTCTACGAGACTCAAGCTTGC

CUANTIFICACION DE MICROBIOTA

Se realizd una curva de crecimiento de E. coli (cepa ATCC25922). Se inoculd
medio Luria Bertani (LB) con E. coli ajustandose a una densidad optica (DOs20)
inicial (0.055) y se tom6 una muestra del medio cada 1.5 hrs (hasta las 9 hrs) a las
cuales se le midié la DO y se sembraron en placas con medio LB, se dej6 crecer
durante 12 horas a 37°C, posteriormente se contd el nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC), con el fin de poder relacionar el nimero de UFC y la
DO.

Se inocul6 medio LB con E. coli y se dejé crecer durante 12 horas, se tom6 1ml de
medio LB sin inocular y se agregd del medio donde se cultivd E.coli hasta
ajustarse a una DOsxo de 1.089 que corresponde a 10°UFC. Se hicieron
diluciones seriadas (10%°-10%) de cada una de estas diluciones se extrajo el ADN
mediante el uso de un kit comercial (Zymo Research D4068 Quick-DNA Universal
Kit) y se realiz6 qPCR al DNA extraido de cada una de las diluciones, esto con el
fin de obtener una curva estandar que relacione las UFC y la Cq obtenida por el
gPCR.
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Para la cuantificacion de bacterias totales se realizd qPCR al ADN extraido de las
muestras de ciego de las ratas y los datos de Cqg obtenidos se extrapolaron con la
curva estandar, obteniendo el nimero de UFC.

INMUNOTINCIONES

Los cortes de cerebro fueron lavados con buffer de fosfatos (PB) para eliminar la
solucion crioprotectora, y se incubaron en PBT (PB + triton 0.3%) con peroéxido de
hidrégeno al 10% (H202) y después en metanol para bloguear endoperoxidasas.
Los cortes se colocaron en solucion de bloqueo (PBT + suero de caballo 5%) y se
realizd6 una inmunotincidon colorida usando una solucién de anticuerpo primario
(Cabra-anti-DCX marca Santa Cruz Biotechnology, 1:1000 en solucion de
blogueo). Los cortes fueron visualizados con un anticuerpo secundario biotinilado
(burro-anti-cabra, Vector Laboratories, 1:750 en solucion de bloqueo), el sistema
de amplificacion de avidina-biotina (Elite ABC kit, 5ul/ml, Vector laboratories) y el
sistema de revelado Ni-DAB (buffer 0.7%+ diaminobencidina 2.8%+ cloruro de
niquel 0.7%+ H202 0.7% y agua 95.05%, Vector Laboratories). Se realiz6 una

tincién de contraste con hematoxilina eosina.

CONTEO SEMI-ESTEREOLOGICO

Seleccionamos de manera aleatoria una serie de cortes de cada rata (240 um de
distancia entre cada uno), de forma que todas las partes de la estructura tuvieron
la misma probabilidad de ser evaluadas. Las laminillas se observaron con un
microscopio (axioscope, Karl Zeiss) y un objetivo 20x y se realizé un conteo
manual de células DCX+ en el hipocampo dorsal en el GD. Para la evaluacion del
area (mm?) de la capa granular y sub granular del GD se utiliz6 el programa
Axiovision Real 4.0 (Karl Zeiss) y un objetivo 5x. El volumen de la capa granular
del GD se calcul6 mediante el principio de Cavalieri: V=T "=1Ai. Donde el
volumen es la suma de las areas de cada corte con un grosor T (40um)

multiplicado por la distancia de muestreo (240um). Se calcul6 la densidad total de
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células marcadas con DCX (No cels/mm?3) mediante el uso de la formula Nv=Q/ah
donde Q es el numero de células marcadas, a el area de cada corte y h la
distancia entre cada corte.

ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el software comercial Statview
5.0.1 (AbacusConcepts, Inc., Berkeley, CA). Para la evaluacion del efecto de la
SM en animales de 4 meses de edad los datos se analizaron mediante una prueba
t de Student (CONT/SM). La curva de tolerancia a la glucosa se analizé mediante
una ANOVA de medidas repetidas. Los datos de las estimaciones estereoldgicas
del nimero y la densidad de células DCX+, la conducta tipo depresiva, los
pardmetros de riesgo metabdlico y la abundancia relativa de bacterias comensales
de los animales sometidos a abatimiento de microbiota o recolonizacion fueron
analizados mediante una ANOVA de dos factores (SM/abatimiento de microbiota o
SM/re-colonizacion). El andlisis de los datos de la curva de tolerancia a la glucosa
se llevd a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas.
Cuando el analisis mostr6 efectos significativos se uso la prueba post-hoc Fisher-
LSD para determinar las diferencias entre los grupos. La significancia estadistica
fue establecida con un valor de p < 0.05. Para evaluar los cambios en la
composicién de la microbiota intestinal se llevd a cabo un analisis de abundancia

relativa.

36



IX. RESULTADOS
EFECTOS DE LA SEPARACION MATERNAL EN RATAS DE 4

MESES DE EDAD.

LA SM AUMENTA LA CONDUCTA TIPO DEPRESIVA.

Para evaluar el efecto de la SM sobre la conducta tipo depresiva se realizo la
prueba de nado forzado (Fig.5). observamos que las ratas de 4 meses de edad
sometidas a SM presentan un menor tiempo de escalamiento (p < 0.01), mayor
tiempo de nado (p < 0.01), mayor tiempo de inmovilidad (p < 0.01) y menor tiempo
de latencia al primer episodio de inmovilidad (p < 0.01).
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Fig. 5: La SM causa conducta tipo depresiva en la prueba de nado forzado. Animales
control (CONT) o separacion maternal (SM) de cuatro meses de edad mantenidos en
condiciones estandar de bioterio. (Prom + EST, t de Student, **p < 0.071 vs control. n=10.)
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LA SM AFECTA LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA Y AUMENTA EL RIESGO
METABOLICO.

para evaluar los efectos de la SM sobre el metabolismo realizé la curva de
tolerancia a la glucosa intravenosa observamos que las ratas sometidas a SM
presentan niveles de glucosa en ayuno mas elevados que los controles en (p <
0.05) y en las muestras tomadas al minuto 120 (p < 0.01) después de haberse
administrado la carga de glucosa. El analisis estadistico mostr6 un efecto
significativo de la administracion de glucosa (Fa,7a: 16, p < 0.0001) y la SM (F1,74: 7,

p < 0.02), pero no de la interaccion (Fig. 6).
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Fig. 6: La SM causa alteraciones en la homeostasis de la glucosa. Animales control
(CONT) o separacion maternal (SM) de cuatro meses de edad mantenidos en condiciones
estandar de bioterio. (Prom + EST, ANOVA, *p < 0.05 vs control, **p < 0.01 vs control.
CONT n=8, SM n=7)
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Al evaluar los parametros de riesgo metabdlico observamos que la SM causa un
aumento en la concentracién de colesterol (p < 0.01), triglicéridos (p < 0.05), e
insulina (p < 0.05) en plasma y una disminucién en el indice de resistencia a la
insulina (QUICKI, p < 0.01). Adicionalmente, observamos que la SM aumento
significativamente la concentracion de corticosterona después del ayuno de 12 hrs
(p < 0.01). Asi mismo, observamos que la SM causé obesidad (aumento en el

peso corporal mayor a 10%) en los animales de 4 meses de edad (p < 0.01).

CONT SM
Colesterol (mg/dl) 34.75+4.68 61.50+4.49""
Triglicéridos (mg/dl) 67.67+10.61 115.39+12.79"
Insulina(pMol/L) 146.14+15.73 204.13+18.22*
Quicki 0.368+0.007 0.340+0.004""
Corticosterona(pg/ml) 75.26+5.58 227.121+57.50""
Peso (g) 387+10.63 440.504+9.54""

Tabla 2: La SM aumenta el riesgo metabdlico. Parametros metabdlicos de animales de
animales control (CONT) o separacion maternal (SM) de cuatro meses de edad
mantenidos en condiciones estandar de bioterio. (Prom = EST,t de Student, *p < 0.05 vs
control, **p < 0.01 vs control. CONT n=8, SM n=7.)

LA SM DISMINUYE LA NEUROGENESIS HIPOCAMPAL

Para evaluar la neurogénesis hipocampal se realizaron inmunotinciones contra
DCX en cortes cerebrales, observamos que las ratas sometidas a SM muestran
una disminucién en el numero (p<0.05) y la densidad de células DCX+ (p<0.05) en

la capa subgranular del GD al comparar con el grupo control (Fig. 7).
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Imagenes representativas de

Células DCX+

CONT SM

Fig.7: La SM disminuye la neurogénesis hipocampal. Animales control (CONT) o
separacion maternal (SM) de cuatro meses de edad mantenidos en condiciones estandar
de bioterio. (Prom = EST, t de Student, *p < 0.05 vs control. n=8.)

EFECTOS DE EL ABATIMIENTO DE LA MICROBIOTA EN
ANIMALES SOMETIDOS A SEPARACION MATERNAL

ABATIMIENTO DE LA MICROBIOTA

Para evaluar que la microbiota fue abatida cuantificamos el gen de ADN ribosomal
(ADNr) 16s de bacterias en el ciego como una medida indirecta del contenido de
bacterias totales en cada tratamiento. La SM no modifica el nimero de unidades

formadoras de colonia en el ciego, a diferencia del tratamiento con antibioticos, el
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cual causa una disminucion del 99.97% en el numero de unidades formadoras de
colonia. El andlisis estadistico no mostro efecto significativo de la SM, pero si del
tratamiento con antibiéticos sobre el nimero de unidades formadoras de colonias
estimadas mediante la cuantificacion de ADN 16s de bacterias (F1,10: 276.13, p
<0.0001), al igual que en su interaccion (Fii9: 5.67143 p < 0.03). Las
comparaciones mdultiples mostraron una disminucion significativa del nimero de
unidades formadoras de colonias tanto del grupo CONT+AB como el grupo
SM+AB (p<0.01, Fig.8).
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Fig. 8: El tratamiento con antibiéticos causd una disminucién en el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) estimadas a partir de ADN 16s de bacterias en el ciego.
Animales control (CONT) o sometidos a abatimiento de microbiota (CONT+AB),
separacion maternal (SM) o sometidos a abatimiento de microbiota (SM+AB). (Prom +
EST, ANOVA, **p <0.01 vs CONT y #p <0.01 vs SM. n = 5)
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EL ABATIMIENTO DE LA MICROBIOTA TIENE EFECTOS SIMILARES A LA
SM SOBRE LA CONDUCTA TIPO DEPRESIVA

Para evaluar la conducta tipo depresiva se realizé la prueba de nado forzado. La
SM disminuye el tiempo de escalamiento y aumenta el tiempo de inmovilidad. Por
su parte, el abatimiento de la microbiota caus6 un efecto similar a los observados
por la SM. El analisis estadistico mostro un efecto significativo de la SM sobre el
tiempo de inmovilidad (F1.27: 10, p < 0.004), mientras que observamos un efecto
significativo del abatimiento de la microbiota sobre el tiempo de escalamiento
(F127: 11.4, p < 0.002). No observamos efecto significativo de la interaccion. Las
comparaciones multiples mostraron que de forma similar a los observado en los
animales de 4 meses de edad, la SM caus6 una disminucion en el tiempo de
escalamiento (p < 0.05), asi como un aumento en el tiempo de inmovilidad (p <
0.01). Adicionalmente observamos que las ratas sometidas a abatimiento
presentan una disminucion en el tiempo de escalamiento (p<0.01) y mayor tiempo

de inmovilidad (p<0.05) comparado con el grupo CONT (Fig. 9).
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Fig. 9: El abatimiento de la microbiota causa una conducta tipo depresiva en la prueba de
nado forzado. Animales control (CONT) o sometidos a abatimiento de microbiota
(CONT+AB), separacién maternal (SM) o sometidos a abatimiento de microbiota
(SM+AB). (Prom + EST, ANOVA, *p < 0.05 vs CONT y **p < 0.01 vs CONT. n=7.)
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EL ABATIMIENTO DE LA MICROBIOTA NO AFECTA LA HOMEOSTASIS DE
LA GLUCOSA

En la evaluacion de los parametros metabdlicos, la curva de tolerancia a la
glucosa no mostro alteraciones en las ratas sometidas a abatimiento de la
microbiota. El andlisis estadistico mostr6 un efecto significativo de la
administracion de glucosa intra-peritoneal (F1,83: 209.2, p < 0.0001), pero no de la
SM o el abatimiento de la microbiota. Sin embargo, la SM presenta un efecto
significativo en las concentraciones de glucosa en ayuno en la ANOVA (F1,.27: 5.2,
p < 0.03). Las comparaciones multiples mostraron que Unicamente los animales
SM presentan un aumento en la concentracion de glucosa en ayuno al comparar
con el grupo CONT (Fig. 10).
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Fig.10: El abatimiento de la microbiota no causa alteraciones en la homeostasis de la
glucosa. Animales control (CONT) o sometidos a abatimiento de microbiota (CONT+AB),
separacion maternal (SM) o sometidos a abatimiento de microbiota (SM+AB). (Prom +
EST, ANOVA, *p < 0.05 vs CONT. n=7.)
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EL ABATIMIENTO DE LA MICROBIOTA CAUSA UN AUMENTO EN EL NIVEL
DE LA CORTICOSTERONA SIMILAR AL DE LA SM
Otro de los parametros metabdlicos evaluados fue la concentracion de
corticosterona en plasma. En el analisis estadistico la SM mostr6 un efecto
significativo (F1,27:10.04, p< 0.0041). Sin embargo, el tratamiento con antibioticos o
la interaccion no presento efecto. Las comparaciones mdultiples mostraron un
aumento significativo en los niveles de corticosterona del grupo CONT+AB (p
<0.05) al igual que los grupos SM y SM+AB (p <0.01) con respecto a los animales
CONT (Fig. 11).
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Fig. 11: El abatimiento de la microbiota causa un aumento en los niveles de corticosterona
similar al causado por la SM. Concentraciones de corticosterona en sangre de animales
control (CONT) o sometidos a abatimiento de microbiota (CONT+AB), separacion
maternal (SM) o sometidos a abatimiento de microbiota (SM+AB). (Prom = EST, ANOVA,
*p <0.05vs CONT y “p<0.01 vs CONT. n =7)
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EL ABATIMIENTO DE MICROBIOTA NO AFECTA EL PESO CORPORAL,
PERO AUMENTA EL PESO DEL CIEGO

Al analizar el peso corporal al sacrificio no observamos un efecto significativo de la
SM, ni de el abatimiento de microbiota sobre el peso corporal. Sin embargo, el
efecto de la SM prevalece Unicamente al realizar una comparacion simple (t de
Student p < 0.05). Observamos que las ratas sometidas a abatimiento presentan
un aumento en el peso del ciego (F1,21: 59.6, p < 0.001, Fig. 12).
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Fig. 12: El abatimiento de la microbiota no causa alteraciones en el peso corporal, pero si
en el peso del ciego. Animales control (CONT) o sometidos a abatimiento de microbiota
(CONT+AB), separacibn maternal (SM) o sometidos a abatimiento de microbiota
(SM+AB). (Prom + EST, ANOVA, **p < 0.01 vs CONT, ¥p < 0.01 vs CONT+AB, #p < 0.01
vs SM, t de Student: 5p < 0. 05 vs CONT.n=7)
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EL ABATIMIENTO DE MICROBIOTA INTESTINAL Y LA SM DISMINUYEN LA
NEUROGENESIS HIPOCAMPAL

Para la evaluacion de la neurogénesis hipocampal se realizaron inmunotinciones
contra DCX. El analisis estadistico mostré un efecto significativo de la SM (F1,23:
10.97, p £ 0.003), y la interaccion (F1,23: 4.05, p <0.05), pero no del abatimiento de
la microbiota sobre el nimero de células DCX+ en el GD del hipocampo; las
comparaciones multiples mostraron que tanto los animales SM, SM+AB (p < 0.01)
y los animales CONT+AB (p < 0.05), presentan una disminucion en el nimero de
células DCX+ (Fig. 13). No observamos diferencias significativas en el volumen del

GD o la densidad de células DCX+.

Imagenes representativas de Células DCX+
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Fig.13: El abatimiento de la microbiota y la SM disminuyen la neurogénesis hipocampal.
Animales control (CONT) o sometidos a abatimiento de microbiota (CONT+AB),
separacion maternal (SM) o sometidos a abatimiento de microbiota (SM+AB). (Prom +
EST, ANOVA, *p <0.05 vs CONT, **p < 0.07 vs CONT. n=6.)
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LA SM CAUSA DISBIOSIS INTESTINAL

En condiciones estandar los animales control muestran una mayor abundancia
relativa de Lactobacillus spp (40% aprox.), seguida de C. coccoides (30% aprox.) y
en menor medida B. fragilis y C. leptum (10% y 18% aprox., respectivamente). La
abundancia relativa de Enterobacterias fue menor al 1%. No obstante,
observamos que este mismo grupo de bacterias se vuelve predominante en los
animales tratados con antibidticos (97-99%). Por otra parte, observamos que en
los animales SM hay una proporcion similar de C. coccoides y Lactobacillus spp
(36% aprox.), seguida por C. leptum (25% aprox.), mientras que la abundancia

relativa de B. fragilis y Enterobacterias fue menor al 1%.

El analisis estadistico de la microbiota intestinal (Fig. 14) mostré un efecto del
tratamiento con antibiéticos sobre la abundancia relativa de C. coccoides (Fu,19:
129.12, p < 0.0001), Enterobacterias (F1,19: 39687.54, p < 0.0001), B. fragilis (Fa,19:
19.78, p < 0.0004) C. leptum, (F1,19: 146.13, p < 0.0001) y Lactobacillus spp (F1,19:
213.62, p < 0.0001). Las comparaciones mdltiples mostraron una disminucion
significativa de microbiota (p < 0.01) al comparar los grupos de abatimiento (SM +
AB y CONT+ AB) con los grupos control (SM y CONT). Las ANOVAs mostraron
gue existe un efecto significativo de la SM sobre la abundancia relativa de las
Enterobacterias (F1,19: 4.48, p < 0.05) y B. fragilis (F119: 13.54, p < 0.002). Al
realizar las comparaciones multiples observamos que la SM caus6é una
disminucion de B. fragilis (p < 0.01) al comparar con el grupo CONT. No
observamos efecto de la SM sobre la abundancia relativa de C. coccoides, C.
leptum, ni Lactobacillus spp. Adicionalmente el andlisis estadistico mostré que
existe una interaccion significativa entre el abatimiento y la SM sobre la
abundancia relativa de las Enterobacterias (Fi,19: 5.79, p < 0.02), B. fragilis (F1,19:
13.41, p £0.002), y C. leptum, (F119: 4.52, p < 0.04).
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Porcentaje de abundancia relativa en muestras de ciego
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Fig. 14: abundancia relativa (%) de microbiota en muestras de ciego. Animales control
(CONT) o sometidos a abatimiento de microbiota (CONT+AB), separacion maternal (SM)
0 sometidos a abatimiento de microbiota (SM+AB). (Prom £ EST, ANOVA, **p < 0.01 vs
CONT+STD, ##p < 0.01 vs SM+STD, &&p < 0.01 vs CONT+AB. n=5.)
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EFECTOS DE LA RECOLONIZACION BACTERIANA EN ANIMALES
CONTROL Y SEPARACION MATERNAL SOMETIDOS A
ABATIMIENTO DE LA MICROBIOTA

LA RECOLONIZACION RESTAURA LOS EFECTOS DE EL ABATIMIENTO DE
LA MICROBIOTA

Para evaluar que la recolonizacién se llevo a cabo, cuantificamos el gen de ADN
ribosomal (ADNr) 16s de bacterias en el ciego como una medida indirecta del
contenido de bacterias totales en cada tratamiento. El analisis estadistico no
mostro efecto significativo sobre el numero de unidades formadoras de colonias

(UFC) estimadas a partir de ADN16s de bacterias en el ciego (Fig. 15).
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Fig. 15: la recolonizacion restaura los efectos del abatimiento de la microbiota. Nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) estimadas a partir de ADN16s de bacterias en el
ciego de animales control (CONT) o recolonizados (R-CONT+AB), separaciéon maternal
(SM) o recolonizados (R-SM+AB). (Prom + EST, ANOVA. n=5.)
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LA RECOLONIZACION CON MICROBIOTA DE ANIMALES CONTROL
REVIERTE LOS EFECTOS DE LA SM SOBRE LA CONDUCTA TIPO
DEPRESIVA

En la prueba de nado forzado, la cual evallGa la conducta tipo depresiva, el analisis
estadistico no mostrd efecto significativo de la SM o la recolonizacion sobre el
tiempo de escalamiento, pero si en la interaccion (Fi29: 17.5, p < 0.003). En el
tiempo de inmovilidad, observamos efecto de la SM (Fi129: 5.5, p < 0.02) y de la
interaccion (F1,29: 4.9, p < 0.03) pero no de la recolonizacion. Las comparaciones
multiples mostraron que la SM provoca una disminucion en el tiempo de
escalamiento (p<0.01) y un aumento en el tiempo de inmovilidad (p<0.01). La
recolonizacién de animales control con microbiota procedente de animales SM
disminuye el tiempo de escalamiento (p<0.01), pero no se observa efecto en el
tiempo de inmovilidad. Los animales SM recolonizados con microbiota de animales
control no muestran diferencias significativas respecto al grupo control, pero al
comparar con la SM observamos un aumento en el tiempo de escalamiento

(p<0.05) y una disminucion en el tiempo de inmovilidad (p<0.05, Fig. 16).
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Fig. 16: la recolonizacion con microbiota de animales control revierte los efectos de la SM
en la prueba de nado forzado. Animales control (CONT) o recolonizados (R-CONT+AB),
separacion maternal (SM) o recolonizados (R-SM+AB). (Prom + EST, ANOVA, *p<0.05y
**p < 0.01 vs CONT, ép < 0.05 vs R-CONT+AB, #p < 0.05 vs SM. CONT y R-SM+AB n=8,
SMy R-CONT+ABn=7.)
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LA RECOLONIZACION CON MICROBIOTA DE ANIMALES CONTROL
REVIERTE LOS EFECTOS DE LA SM SOBRE LA HOMEOSTASIS DE LA
GLUCOSA

El analisis estadistico de la curva de tolerancia a la glucosa, uno de los
parametros metabodlicos evaluados, no mostr6 efecto de la SM ni de la
recolonizacion, pero si de su interaccion (fi92: 4.9, p < 0.03) y también en la
administracion de glucosa intra-peritoneal (f1,92: 84.4, p < 0.0001). Al analizar las
concentraciones de glucosa en ayuno en la ANOVA no observamos efecto
significativo de la SM, ni de la recolonizacion, pero si de su interaccion (f1,290: 12.1,
p < 0.001). Las comparaciones multiples mostraron que la SM caus6 un aumento
en los niveles de glucosa en ayuno (p<0.05). Los animales SM recolonizados con
microbiota de animales control no mostraron diferencias significativas respecto al
grupo control mantenido en condiciones estdndar. Sin embargo, al comprar con la
SM estandar observamos una disminucion de los niveles de glucosa en
ayuno(p<0.01). En cuanto a los controles recolonizados con microbiota de

animales SM no observamos efecto (Fig.17).
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Fig.17: la recolonizacion microbiana revierte los efectos sobre la homeostasis de la
glucosa causados por la SM. Animales Control (CONT) o recolonizados (R-CONT+AB),
separacion maternal (SM) o recolonizados (R-SM+AB). (Prom + EST, ANOVA, *p < 0.05
vs CONT, #p < 0.05 vs SM, 4p < 0.05 vs CONT+AB. CONT y R-SM+AB n=8. SM y R-
CONT+AB n=17.)
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LA RECOLONIZACION CON MICROBIOTA CONTROL ATENUA EL EFECTO
DE LA SM SOBRE LAS CONCENTRACIONES DE CORTICOSTERONA

El analisis estadistico de las concentraciones de corticosterona en plasma no
mostro un efecto significativo de la recolonizacion, pero si de la SM (F1,28: 6.52, p<
0.017) y su interaccion (Fi2s: 6.35, p<0.018); las comparaciones multiples
mostraron una diferencia significativa del grupo SM (p<0.01) (Fig.18).
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Fig. 18: la recolonizacion con microbiota control a ratas estresadas atenda los efectos de
la SM sobre la corticosterona. Animales control (CONT) o recolonizados (R-CONT+AB),
separacion maternal (SM) o recolonizados (R-SM+AB). (Prom £ EST, ANOVA, **p < 0.01
vs CONT. CONT y R-SM+AB n=8, SMy R-CONT+AB.n=7.)
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LA RECOLONIZACION CON MICROBIOTA DE ANIMALES CONTROL
NO TIENE LOS EFECTOS SOBRE EL PESO CORPORAL, PERO S| SOBRE EL
PESO DEL CIEGO

El andlisis estadistico del peso no mostré efecto significativo de la SM ni de la
recolonizacion, pero si en la interaccion (F1,20: 4.9, p < 0.03). En cuanto al andlisis
estadistico del peso de los ciegos no observamos ningun efecto significativo. Las
comparaciones multiples mostraron que, de forma similar a lo observado en los
animales mantenidos en condiciones estandar, la SM causa un aumento
significativo en el peso corporal (p<0.05). En cuanto a recolonizacion de la SM no

se observo efecto al comparar con los controles ni con la SM estandar (Fig. 19).
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Fig.19: la recolonizacién microbiana restaura las alteraciones en el peso causadas por la
SM y revierte el efecto en el peso del ciego causado por el abatimiento de la microbiota.
a) peso corporal y b) peso del ciego de animales control (CONT) o recolonizados (R-
CONT+AB), separacion maternal (SM) o recolonizados (R-SM+AB). (Prom * EST,
ANOVA. CONT y R-SM+AB n=8, R-CONT+AB y SM n=7)
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LA RECOLONIZACION CON MICROBIOTA DE ANIMALES CONTROL
ATENUA LOS EFECTOS DE LA SM SOBRE LA NEUROGENESIS
HIPOCAMPAL.

En la evaluacion de la neurogénesis hipocampal el andlisis estadistico no mostré
efecto de la SM o la recolonizacion sobre el nimero de células DCX+ en el GD del
hipocampo, pero si de su interaccion (F1,23:7.01, p < 0.015); las comparaciones
multiples muestran una disminucion significativa de células DCX+ en los grupos R-
CONT+AB y SM (p =< 0.01) (Fig. 20).

Imagenes representativas de Células DCX+
inmunotinciones contra DCX
F%Q;jj 2000
— 7000
6000
4 g 5000 | i < .
- R -
> ,T»i’ -
e, Sl 2
ot 2000
ALl 1000
/7 0 .
—‘/} CONT R-CONT+AB SM R-SM+AB

Fig. 20: la recolonizacion microbiana atenla los efectos de la SM sobre la neurogénesis
hipocampal. Animales control (CONT) o recolonizados (R-CONT+AB), separacion
maternal (SM) o recolonizados (R-SM+AB). (Prom £ EST, ANOVA, *p < 0.05 vs CONT. n
=6.).
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LA RECOLONIZACION CON MICROBIOTA DE ANIMALES CONTROL
CAUSA UN PERFIL MICROBIANO DISTINTO

En condiciones estandar los animales control muestran una mayor abundancia
relativa de C. coccoides (45% aprox.), seguida de Lactobacillus spp (34% aprox.) y
en menor medida B. fragilis y C. leptum (6% y 14% aprox., respectivamente). La
abundancia relativa de Enterobacterias fue menor al 1%. Observamos que las
ratas control recolonizadas con microbiota proveniente de ratas SM muestran una
mayor abundancia relativa de C. leptum (42% aprox.) seguida por Enterobacterias
y Lactobacillus spp (24% y 22% aprox.) y en menor medida C. coccoides y B.
fragilis (8% y 4%). Por otro lado, las ratas SM recolonizadas con microbiota
procedente animales controles, muestran una abundancia relativa similar
(Enterobacterias 22%, Lactobacillus spp 21%, B. fragilis 20%, C. leptum 19% y C.
coccoides 18% aprox.). Los animales SM muestran una mayor abundancia relativa
de C. leptum (32% aprox.) seguida por Enterobacterias y C. coccoides (23% y

22% aprox.) y en menor cantidad B. fragilis y Lactobacillus spp (16% y 7% aprox.).

El andlisis estadistico de la microbiota (Fig. 21) mostr6 un efecto significativo de la
SM (F119: 6.64, p < 0.02), de la recolonizacién (Fi1,19: 58.48, p < 0.0001) y su
interaccion (F1,10: 37.46, p < 0.0001) sobre C. coccoides. El analisis estadistico de
las Enterobacterias mostr6 un efecto significativo de la SM (Fi19: 16.74, p <
0.0009), de la recolonizacién (F1,19: 17.69, p < 0.0007) y de la interaccion (Fi,19:
23.02, p £ 0.0002). En cuanto a B. fragilis el andlisis estadistico mostr6 un efecto
significativo de la SM (F1,10: 90.01, p < 0.0001) y por la interaccion (F1,19: 5.24, p <
0.03), pero no por la recolonizacion. El analisis estadistico de C. leptum no mostrd
efecto significativo de la SM, pero si de la recolonizacion (F1,19: 12.76, p < 0.0025)
y de la interaccion (F1,19: 79.002, p < 0.0001). Observamos un efecto significativo
de la SM (F1,10: 29.73, p < 0.0001) y de la interaccion (Fi1,19: 25.49, p < 0.0001),

pero no de la recolonizacion en el analisis estadistico de Lactobacillus spp.

55



Porcentaje de abundancia relativa en muestras de ciego
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Fig. 21: abundancia relativa (%) de microbiota en muestras de ciego. Animales control
(CONT) o con abatimiento de microbiota y recolonizados con microbiota de animales SM
(R-CONT+AB), separacion maternal (SM) o con abatimiento de microbiota y
recolonizados con microbiota de animales control (R-SM+AB). Prom = EST, ANOVA, **p <
0.01 vs CONT, #p < 0.05 vs SM, ##p < 0.01 vs SM, && p < 0.01 vs R-CONT+AB. n =5.
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X. DISCUSION

Nuestros resultados muestran la que la SM causa un aumento en la conducta tipo
depresiva y alteraciones metabdlicas que se asocian con una disminucién de la
neurogénesis hipocampal y disbiosis intestinal. Adicionalmente observamos que el
abatimiento de la microbiota, causa alteraciones similares a las causadas por la
SM y que este efecto no se exacerba cuando los animales tienen una historia
previa de estrés. En el presente trabajo, demostramos por primera vez que la
recolonizacion de animales sometidos a SM con microbiota procedente de
animales controles, revierte los efectos de la SM sobre la conducta tipo depresiva,
las concentraciones de glucosa en ayuno, el peso del ciego y atenua los efectos
sobre los niveles de corticosterona, el peso corporal, la neurogénesis hipocampal
y la disbiosis intestinal. Por otra parte, observamos que los animales control que
fueron recolonizados con microbiota procedente de animales sometidos a SM
muestran una disminucién en la neurogénesis hipocampal, pero no presentan

otras alteraciones.

El esquema de antibiéticos utilizado logré el abatimiento de la microbiota. Nuestros
resultados muestran que el tratamiento con antibiéticos causa una reduccién del
99.97% en el contenido de microbiota del ciego, lo cual concuerda con lo ya
reportado (Rakoff-Nahoum et al. 2004; Ekmekciu et al. 2017; Heimesaat et al.
2018). La administracion del coctel de antibiéticos no caus6 dafios a la salud de
las ratas, estas fueron monitoreadas y no observamos pérdida de peso, cambios
en el pelaje ni alteraciones en la defecacion (diarrea o estreflimiento). La
cohabitacion entre las ratas a las cuales se les abatidé la microbiota y las ratas
donadoras, es un método eficaz y no invasivo para lograr la trasferencia de
microbiota (recolonizacién), la cual se da través del contacto corporal pero
principalmente por la coprofagia. Algunos grupos de investigacion han demostrado
que la trasferencia de microbiota peroral, es un buen método de recolonizacion

después de que las ratas han sido sometidas a un régimen de antibi6ticos

57



(Ekmekciu et al. 2017; Heimesaat et al. 2018). De forma similar, nuestros
resultados muestran que 4 semanas de cohabitacion logran la transferencia de
microbiota. No observamos diferencias significativas en la estimacién del nimero
de unidades formadoras de colonias entre los grupos tratados con antibiéticos y
los controles. Sin embargo, dado que la cohabitacion no revierte completamente
los efectos del estrés y los animales recolonizados muestran un perfil de
abundancia relativa diferente al de los animales control, no es posible descartar
gue el tiempo de cohabitacidon no sea lo suficientemente largo como para restaurar
el balance en la microbiota o que al haber alterado la microbiota original, la
recolonizacion lleve a un nuevo estado estable en cuanto a la diversidad de la

microbiota.

La prueba mas utilizada para evaluar la conducta tipo depresiva en ratas, es la
prueba de nado forzado, ya que esta prueba estd muy estandarizada y los
resultados se han logrado replicar por muchos grupos de investigacion (Genty et
al. 2018; Lajud et al. 2012; Miragaia et al. 2018). De acuerdo a lo previamente
reportado por nuestro equipo de trabajo (Vargas et al. 2016). Observamos gque las
ratas SM presentan un menor tiempo de escalamiento y un mayor tiempo de
inmovilidad, lo que se interpreta como una conducta tipo depresiva. Observamos
gue el abatimiento de la microbiota caus6 un efecto similar al causado por la SM.
Las ratas tratadas con antibiéticos presentan una conducta pasiva en la prueba de
nado forzado, esto puede deberse a que el abatimiento de la microbiota causa una
des-regulacion de algunos neurotransmisores importantes en la modulacién de la
conducta. Por ejemplo, se ha observado que algunas especies de Streptococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Saccharomyces y otras bacterias estan involucradas
en la produccion de neurotransmisores como serotonina, dopamina Yy
norepinefrina. Estos son fundamentales en la regulacion de la conducta a través
de la estimulacién de las neuronas aferentes del sistema nervioso entérico, las
cuales envian sefales al cerebro a través del nervio vago (Evrensel and Ceylan
2015; Galland 2014). También se sabe que la microbiota regula la disponibilidad
de triptéfano y por ende la produccion de serotonina a nivel del SNC (O’Mahony et
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al. 2014). Por otra parte, la recolonizacién con microbiota procedente de animales
sometidos a SM causa una conducta tipo depresiva, lo cual concuerda con lo ya
reportado. Se ha que que la transferencia de microbiota de pacientes humanos
deprimidos a ratas, mediante trasplante fecal causa la aparicion de caracteristicas
propias de la depresion (Kelly et al. 2016). Adicionalmente, observamos que la
recolonizacion con microbiota proveniente de donadores control revierte los
efectos de la SM sobre la conducta tipo depresiva. Los animales SM recolonizados
muestran un mayor tiempo de escalamiento y un menor tiempo de inmovilidad al

comparar con el grupo SM.

Se sabe que el estrés temprano como lo es la SM aumenta la vulnerabilidad a
padecer alteraciones metabdlicas. Se ha reportado que las ratas sometidas a SM
presentan alteraciones en los niveles de corticosterona, glucosa, peso corporal,
triglicéridos y en la expresion de algunos genes relacionados con el metabolismo
(Maghami et al. 2018; Maniam and Morris 2010; Shreya et al. 2016).
Recientemente, nuestro grupo de investigacion reporté que el estrés en etapas
tempranas de la vida, causa una des-regulacion de los niveles de glucosa,
corticosterona, insulina, el indice QUICKI, triglicéridos, colesterol y aumento del
peso corporal en ratas de 2 meses de edad (Vargas et al. 2016). Esto concuerda
con nuestros resultados, donde observamos una des-regulacion de los mismos
parametros metabdlicos en ratas de 4 meses de edad (resultados ya publicados
(Ruiz et al. 2018)). Para la evaluacibn de los efectos del abatimiento vy
recolonizacién, se considerd evaluar los niveles de corticosterona, glucosa y el
peso corporal, debido a que son los parametros mas representativos. Nuestros
resultados muestran que el abatimiento de microbiota, no afecta los niveles de
glucosa ni el peso corporal, sin embargo, causa un aumento en los niveles de
corticosterona, similar a lo observado en los animales libres de gérmenes, donde
se reporta un aumento en los niveles de corticosterona en plasma (Neufeld et al.
2011). Recientemente se observO que el tratamiento con un esquema de

antibidticos (ampicilina y cefoperazona), no causo la elevacion en los niveles de
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corticosterona en roedores (Ceylani et al. 2018), lo cual apoya la idea de que la
microbiota puede ser un modulador de esta hormona. Sin embargo, no podemos
descartar el efecto de los antibidticos, debido a que el esquema usado en este
proyecto es parcialmente diferente. En cuanto a la recolonizacion con microbiota
proveniente de animales sometidos a SM, no observamos efectos significativos en
ninguno de estos tres pardmetros. La recolonizacién de ratas estresadas con
microbiota sana caus6 la normalizacion de los niveles de corticosterona, glucosa y
el peso corporal, al comparar con el grupo control, efecto similar se ha observado
en diversos trabajos donde animales estresados han normalizado sus niveles de
corticosterona después de un tratamiento con probidticos (L. helveticus y B.
longum)(Ait-Belgnaoui et al. 2014) (L. rhamnosus y L. helveticus)(Gareau et al.
2007), al igual que, L. plantarum se relaciona con una reduccion en el peso

corporal (Million et al. 2012).

Algunos grupos de investigacion han observado una disminucién de la
neurogénesis hipocampal causada por el estrés en etapas tempranas de la vida (
Suri et al. 2013; Mirescu et al. 2004). Nuestro grupo de investigacion previamente
report6 que las ratas sometidas a SM muestran una disminucion en la
neurogénesis hipocampal en crias (Lajud et al. 2012), lo cual concuerda con
nuestros resultados. Las ratas SM presentan un menor niamero de células DCX+
en el GD. Adicionalmente, observamos que el abatimiento de la microbiota, causa
un efecto similar al de la SM sobre neurogénesis hipocampal. Esto concuerda con
lo ya reportado, donde se observé una disminucion de la neurogénesis hipocampal
después del tratamiento con antibiéticos (Mohle et al. 2016). En cuanto a nuestros
grupos de recolonizacion observamos una disminucion de la neurogénesis en las
ratas control recolonizadas con microbiota de ratas SM. Sin embargo, observamos
qgue en el grupo de ratas SM que fueron recolonizadas con microbiota proveniente
de animales donadores control, la neurogénesis se normaliza al no presentar
diferencias significativas al comparar con el grupo control. Sin embargo, este
efecto es parcial ya que tampoco muestran diferencias significativas con respecto

a los SM. Es importante mencionar que el proceso de neurogénesis es largo, por
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lo cual, no es posible descartar que se necesita mas tiempo de recolonizacion
para observar un efecto robusto. Estos resultados apoyan la idea de que la
microbiota puede modular la neurogénesis hipocampal. No obstante, los
mecanismos aun no son bien conocidos. Uno de los mecanismos mas aceptados,
es que la microbiota, puede modular la expresion del BDNF cerebral a través de la
estimulacién del nervio vago (O’Leary et al. 2018). Dicho factor es de suma
importancia ya que estd implicado en la plasticidad neuronal y estimula la
neurogénesis hipocampal. Existen reportes en donde animales libres de gérmenes
presentan una des-regulacion del BDNF en diferentes estructuras cerebrales como
la corteza y el hipocampo (Sudo et al. 2004), y en regiones de este como lo es el
GD (Neufeld et al. 2011). Otro de los mecanismos que han sido propuestos es que
los monocitos ly6c™ sirven como un enlace entre el intestino y el cerebro,
contribuyendo a la modulacion de la neurogénesis. Se sabe que el tratamiento con
antibiéticos puede disminuir el nimero de monocitos ly6ch, lo cual se ha
relacionado con la disminucion en la neurogénesis hipocampal, sin embargo, el
tratamiento con probioticos (S. thermophilus, B. breve, B. longum, B. infantis, L.
acidophilus, L. plantarum, L. paracasei y L. delbrueckii) puede restaurar las
alteraciones causadas por los antibidticos sobre los monocitos ly6c" y la
neurogénesis (Mohle et al. 2016).

Se ha demostrado que la exposicion al estrés en etapas tempranas de la vida
causa alteraciones en el perfil microbiano (O’Mahony et al. 2009). Esto concuerda
con nuestros resultados, donde observamos que las poblaciones microbianas
analizadas cambian debido al estrés temprano. Los cambios mas robustos se
observaron a los 4 meses de edad, donde observamos que todas las poblaciones
bacterianas del grupo SM eran significativamente diferentes al grupo control.
Como se mencion0d anteriormente el tratamiento con antibidticos para el
abatimiento de la microbiota, tuvo una alta eficiencia (99.97%). Un grupo de
enterobacterias fue resistente a este esquema de antibiéticos, lo cual causé un
gran interés. No obstante, la identificacion de las enterobacterias resistentes se

abordara en futuros proyectos. En nuestros grupos de recolonizacion observamos
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que las ratas control recolonizadas con microbiota proveniente de animales
sometidos a SM, presentan diferencia significativa en todas las poblaciones
bacterias analizadas, menos en B. fragilis al compararlas con el control. En cuanto
al grupo de ratas SM recolonizadas con microbiota proveniente de animales
control, observamos que todas las poblaciones bacterianas analizadas presentan
diferencia significativa al comparar con el grupo control, a excepcion de C. leptum.
Estas diferencias pueden ser explicadas debido a que el tiempo de recolonizacion,
no es suficiente para que se lograran restablecer estas poblaciones de forma
normal, por lo cual, en futuros proyectos se implementara un mayor tiempo de
cohabitacion para aumentar la eficiencia de la recolonizacion. Es importante
mencionar que, si bien solo se restauraron 1 de las 5 poblaciones analizadas, la
diversidad bacteriana en el intestino es muy amplia por lo cual otras poblaciones
bacterianas pueden haberse normalizado o modificado, lo cual representa una
limitante en este trabajo, sin embargo, en proximos proyectos se analizara a fondo

la diversidad microbiana intestinal.

Diversos trabajos han reportado los beneficios de los probiéticos como una posible
diana terapéutica en enfermedades conductuales como la depresion. estos
estudios han dado énfasis principalmente en dos grandes grupos de bacterias:
Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp (Abildgaard et al. 2018; Karen-anne et al.
2018). Se ha observado que el tratamiento con probi6ticos se asocia con una
mejoria conductual, e incluso el tratamiento con probiéticos ha sido comparado
con el efecto de los antidepresivos comerciales cominmente prescritos en clinica
(Desbonnet et al. 2010). Sin embargo, el tratamiento con probiéticos puede no ser
suficiente para corregir las alteraciones de las cuales subyacen diversas
patologias, como la depresion debido a que la microbiota ya establecida va a
competir con las bacterias administradas, para lo cual, en nuestro modelo primero
se abate la microbiota y a través de la cohabitacion se realiza la recolonizacion de

microbiota sana, la cual tiene mayor posibilidad de establecerse en el huésped.
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Algunos grupos de investigacion proponen que la microbiota intestinal puede
modular la respuesta al estrés a través del eje cerebro-intestino, mediante los
metabolitos bacterianos, e inclusive tener un efecto benéfico sobre las alteraciones
causadas por el estrés. Sin embargo, las vias de comunicacidon aun son poco
conocidas, se cree que el nervio vago y la circulacion sistémica son dos puntos
fundamentales en esta interaccion. La informacion disponible hasta el momento
sefiala que la produccién en cantidades adecuadas de algunos neurotransmisores,
factores tréficos y algunas enzimas por parte de la microbiota, son la respuesta
para las mejoras conductuales, metabdlicas y en la neurogénesis hipocampal en
animales estresados. Por lo cual los tratamientos con probioticos y en este trabajo
la recolonizacibn con microbiota sana, son métodos implementados para
reestablecer una microbiota funcional. Nuestros resultados apoyan la idea de que
la microbiota es un punto fundamental en la modulacién de la respuesta al estrés y
de sus efectos a largo plazo. Sin embargo, se requiere de mas estudios para
lograr esclarecer la funcién de la microbiota intestinal y su posible uso terapéutico.
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Xl. CONCLUSION

En conclusién, la SM aumenta el riesgo metabdlico disminuye la neurogénesis

hipocampal, causa alteraciones conductuales y disbiosis intestinal.
El abatimiento de la microbiota tiene efectos similares a los observados en la SM.

La recolonizacién de ratas sometidas a SM con microbiota procedente de ratas
sanas revierte la conducta tipo depresiva y atenla los efectos sobre la

neurogénesis, el metabolismo y la microbiota.
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XIll. ANEXO

GLOSARIO DE TERMINOS
Abatimiento: Accion y efecto de abatir (disminuir) (RAE. 2014).

Antibiético: sustancia quimica capaz de paralizar el desarrollo de ciertos
microorganismos patdégenos, por su accion bacteriostatica, o de causarles la
muerte, por su accion bactericida, y que es producida por un ser vivo o fabricada
por sintesis (RAE. 2014).

Bacteria: microorganismo unicelular sin nucleo diferenciado, algunas de cuyas
especies descomponen la materia organica, mientras que otras producen
enfermedades (RAE. 2014).

Ciego: parte del intestino grueso situada entre el intestino delgado y el colon, muy

desarrollada en los herbivoros y sobre todo en los roedores (RAE. 2014).

Colesterol: alcohol esteroidico, blanco e insoluble en agua. Participa en la
estructura de algunas lipoproteinas plasmaticas y a su presencia en exceso se

atribuye la génesis de la aterosclerosis (RAE. 2014).

Depresion: Sindrome caracterizado por una tristeza profunda y por la inhibicion

de las funciones psiquicas, a veces con trastornos neurovegetativos (RAE. 2014).
Disbiosis: desbalance del equilibrio microbiano (Wikipedia. 2016).

Estrés: tension provocada por situaciones agobiantes que originan reacciones

psicosomaticas o trastornos psicologicos a veces graves (RAE. 2014).

Glandulas Suprarrenales: son dos estructuras retroperitoneales, la derecha de
forma piramidal y la izquierda de forma semilunar, ambas estan situadas encima
de los rifiones. Su funcidn consiste en regular las respuestas al estrés, a través de

la sintesis de corticosteroides y catecolaminas (Wikipedia. 2018).
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Glucagén: hormona que eleva el nivel de glucosa en la sangre, es secretada por

las células alfa del pancreas (KidsHealth. 2019).

Glucocorticoides: hormonas de la familia de los corticosteroides que participan
en la regulacibn del metabolismo de carbohidratos favoreciendo Ila
gluconeogénesis y la glucogenogénesis hepatica con actividad inmunosupresora.
Su accién reguladora se extiende también al metabolismo intermedio de grasas y
proteinas (Wikipedia. 2018).

Hiperglucemia: nivel de glucosa en la sangre superior al normal (RAE. 2014).

Hipofisis: glandula de secrecién interna, situado en la excavacion de la base del
craneo llamada silla turca, que esta compuesto de dos l6bulos, uno anterior,
glandular, y otro posterior, nervioso, y que produce hormonas que influyen en el

crecimiento, en el desarrollo sexual, etc. (RAE. 2014).

Hipotalamo: regién del encéfalo situada en la base cerebral, unida a la hipéfisis
por un tallo nervioso y en la que residen centros importantes de las funciones
vegetativas (RAE. 2014).

Homeostasis: conjunto de fendmenos de autorregulacion, que conducen al
mantenimiento de la constancia en la composicion y propiedades del medio

interno de un organismo (RAE. 2014).

Hormona: producto de secrecién de ciertas glandulas que, transportado por el
sistema circulatorio, excita, inhibe o regula la actividad de otros érganos o

sistemas de 6rganos (RAE. 2014).

Hormona adrenocorticotropa: hormona polipeptidica, producida por la hipéfisis y
gue estimula a las glandulas suprarrenales. Ejerce su accién sobre la corteza

suprarrenal estimulando la secrecion de corticosteroides (Wikipedia. 2018).

Hormona liberadora de corticotropina: es una hormona peptidica involucrada
en la respuesta al estrés, y también la encargada de activar la secrecion
hipofisiaria de ACTH (Wikipedia. 2018).
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Inmunotincion: técnicas se basan en la capacidad de los anticuerpos de unirse
especificamente a los correspondientes antigenos. Esta reaccion es visible sélo si
el anticuerpo estd marcado con una sustancia que absorbe o emite luz o produce

coloracién (Ingenieria. 2016).

Insulina: hormona segregada por los islotes de Langerhans en el pancreas, que

regula la cantidad de glucosa existente en la sangre (RAE. 2014).

Intestino: Conducto membranoso, provisto de tejido muscular, que forma parte del
aparato digestivo de diversos animales, se halla situado a continuacién del
estbmago, esta plegado en muchas vueltas en la mayoria de los vertebrados y
presenta en sus paredes numerosas glandulas secretoras del jugo intestinal (RAE.
2014).

Metabolismo: conjunto de reacciones quimicas que efectdan las células de los

seres vivos con el fin de sintetizar o degradar sustancias (RAE. 2014).
Metabolito: producto del metabolismo (RAE. 2014).

Microbiota: conjunto de microorganismos que se localizan de manera normal en

distintos sitios del cuerpo de los seres vivos (Wikipedia. 2014).

Neurogénesis: proceso por el cual se generan nuevas neuronas a partir de

células madre y células progenitoras (Wikipedia. 2018).

Neurona: célula diferenciada perteneciente al sistema nervioso, capaz de
propagar el impulso nervioso a otra neurona. Esta compuesta por una zona de

recepcion, las dendritas, y otra de emision, el axon (WordReference. 2019).

Neurotransmisor: sustancia que transmite los impulsos en la sinapsis nerviosa. El
neurotransmisor es liberado desde la neurona presinaptica, atraviesa el espacio
sinaptico y actua sobre los receptores celulares especificos de la célula objetivo
(RAE. 2014).

Recolonizacion: Reinvasion de especies que habian sido temporalmente

erradicadas o desplazadas por otras (Infojardin. 2015).
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Sindrome Metabdlico: es un conjunto de factores fisiologicos, bioquimicos,
clinicos y metabdlicos que conllevan un aumento del riesgo de padecer una

enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus tipo 2 (Wikipedia. 2018).

Sistema endocrino: sistema formado por neuronas y glandulas que producen y
secretan hormonas. Estas regulan el crecimiento, el desarrollo y el mantenimiento
del cuerpo y todo lo que conlleva como el metabolismo, el desarrollo sexual, la

respuesta al estrés entre otros (Wikipedia. 2019).

Triglicéridos: lipidos formados por glicerol y acidos grasos, constituyen la

principal forma de almacenamiento de energia del organismo (ABC. 2015).
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RESUMEN

El estrés durante la vida temprana se ha relacionado con una disminucién en la
neurogénesis hipocampal, conducta tipo depresiva y vulnerabilidad metabdlica. Se
ha propuesto que la microbiota podria estar implicada en la modulacién de la
respuesta al estrés. Sin embargo, la relacién entre la microbiota y los efectos del
estrés temprano han sido poco estudiados. Nuestro objetivo es evaluar si el
abatimiento de la microbiota y la posterior recolonizacién con microbiota de
animales control pueden revertir, los efectos del estrés temprano. Se utilizaron
ratas machos (3-4 meses) de la cepa Sprague Dawley control y sometidos a
separacion maternal (SM, 3hrs/dia del dia postnatal 1 al 14) a los cuales se
sometidé a un esquema de abatimiento de microbiota mediante un tratamiento con
antibiéticos orales durante un mes y posteriormente a recolonizacién con
microbiota de animales control. Nuestros resultados muestran que la SM causa
una conducta tipo depresiva, aumenta el riesgo metabdlico y disminuye la
neurogénesis. El abatimiento de la microbiota tiene efectos similares a la SM, sin
embargo, no afecta la regulacion de la glucosa ni el peso corporal. La
recolonizacién revierte los efectos de la SM sobre la conducta tipo depresiva, la
homeostasis de la glucosa, y parcialmente sobre el peso corporal, la
corticosterona y la neurogénesis. En conclusién, la recolonizacién de ratas SM con
microbiota de animales control revierte parcialmente los efectos causados por el
estrés en etapas tempranas de la vida.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Early life stress (ELS) affects hippocampal neurogenesis, increases depressive-like behavior, and causes mild
Corticosterone metabolic imbalance in early adulthood (2 months). However, whether these effects worsen in mid life remains
Diab:l‘es unclear. To test whether age-dependent effects of ELS on hippocampal neurogenesis are related to deficient
Doublecortin

hypothalamic—pituitary-adrenal (HPA) axis feedback that causes increased comorbidity of depression and me-
tabolic risk, we evaluated the effects of periodic maternal separation (MS180) in young (4-months-old) and
middle-aged (10-months-old) adult rats. MS180 caused more severe depressive-like behavior in middle-aged
adults than in young animals. There were no behavioral phenotypic differences between young MS180 and
control middle-aged groups. MS180 similarly affected glucose tolerance, increased fasting corticosterone, in-
sulin, and the quantitative insulin sensitivity check index (QUICKI) at both ages. However, middle-aged adult
MS180 rats showed more severe age-induced obesity (> 40% BW) than controls (> 22% BW). MS180 differ-
entially affected dorsal and ventral neurogenesis. In young adults, MS180 animals only showed a decrease in
dorsal hippocampal neurogenesis as compared to their age-matched counterparts. In contrast, at 10 months of
age, MS180 caused a similar decrease in both dorsal and ventral hippocampal neurogenesis as compared to age-
matched controls, and a more severe decrease as compared to young animals. Taken together, our data indicate
that MS180 animals show an early onset of age-induced alterations on depression and metabolic risk, and these
effects relate to alterations in hippocampal neurogenesis.

Maternal separation

1. Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is a cluster of risk factors that include
obesity, insulin resistance, hyperlipidemia, and hypertension. MetS
increases the risk for cardiovascular disease and type 2 diabetes
(T2DM), and shows a high comorbidity with depression (Zanoveli et al.,
2016). However, this relationship is complex and poorly understood.
Clinical evidence has shown that while T2DM did not predict symptoms
of depression or anxiety, these symptoms emerged as significant risk
factors for the onset of T2DM. This relationship was independent of
established risk factors (Engum, 2007). Moreover, it has been shown
that appropriate control of depressive symptoms in women can improve
metabolic imbalances (Rotella and Mannucei, 2013). These findings
suggest that there may be a common etiology underlying the co-
morbidity of these diseases, and that depression is not solely a

complication of metabolic imbalances in the brain.

Both depression and MetS are stress-related pathologies that relate
to high glucocorticoid (GC) levels. Hyperactivity of the hypothala-
mic-pituitary-adrenal (HPA) axis has been implicated as an important
pathophysiological mechanism underpinning both diseases (Zanoveli
et al., 2016). GCs increase insulin resistance, stimulate glucose pro-
duction in the liver, and affect insulin secretion from pancreatic f-cells
(Whirledge and DeFranco, 2017). Moreover, circulating GCs follow an
age-related trajectory, which can be affected by both the external en-
vironment and internal physiological events (Zambrano et al., 2015).
Stress-induced rises in GC levels accelerate aging processes and con-
tribute to the development of age-related pathologies (McEwen, 2002).
Both GC resistance and GC-enhanced aging have a strong influence on
brain metabolic pathways (Chen et al., 2013). Furthermore, a MetS or
T2DM phenotype can be rapidly induced in rats by combining
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exogenous administration of GCs and a high fat diet (Shpilberg et al.,
2012).

Adverse early environmental experiences, such as child abuse and
neglect, contribute to the development of both depression and meta-
bolic disease (Morris et al., 2014). Early life stress (ELS) programs HPA
activity by elevating basal GC levels (Doom et al., 2014) and increases
individuals’ vulnerability to anxiety and depression (Heim et al., 2008).
However, there is a paucity of information on whether the age-en-
hanced trajectory of depression and metabolic risk is affected by early
adverse experiences. Maternal separation during the first few weeks of
life (MS180) is a widely used rodent model of ELS that mimics many of
the long-term consequences observed in victims of child abuse
(O’Mahony et al., 2011). Previous work from our group has shown that
MS180 causes mild metabolic imbalances in combination with de-
pressive-like behavior in early adulthood. Two-month-old MS180 ani-
mals showed a passive coping strategy in the forced swimming test;
altered glucose homeostasis; and mildly increased fasting glucose, tri-
glycerides, cholesterol, and body weight (< 10% increase). However,
MS180 alone was not sufficient to induce MetS in juveniles (Vargas
et al.,, 2016).

The hippocampus is one of the main structures related to HPA axis
negative feedback. Additionally, the hippocampal formation is rich in
GC receptors and is highly sensitive to developmental stress (McEwen
et al., 1968). The subgranular zone (SGZ) of the hippocampal dentate
gyrus (DG) is one of the two neurogenic niches that remain active
throughout life. In this region, neural precursors proliferate, differ-
entiate, and migrate to be integrated as part of resident brain circuits
(Altman and Das, 1965). Suppression of adult neurogenesis increases
basal and stress-induced GC levels, suggesting that these newly gener-
ated neurons play a role in functional inhibition of the HPA axis by the
hippocampus (Schloesser et al., 2009). In rats, ELS decreases hippo-
campal neurogenesis (Lajud et al., 2012; Mirescu et al., 2004; Suri et al.,
2014). Therefore, it has been proposed that alterations in the activity
rates of the neurogenic niche could also contribute to altered negative
feedback of the HPA axis that is caused by ELS (Maccari et al., 2014).
However, the relationship between MS180-induced effects on neuro-
genesis, behavioral consequences, and metabolic imbalances have not
been studied.

Depression and its comorbidity with MetS or T2DM are considered a
more significant health issue in middle-aged than in young individuals
(Korten et al., 2012a; Park et al., 2003). Clinical evidence has shown
that men tend to have onsets of obesity and hypertriglyceridemia in
young adulthood, hypertension in middle age, and diabetes later in life
(Tsay et al., 2016). In animal models, the effects of ELS have been
mainly studied either before the onset of age-induced increases in
metabolic risk and when hippocampal maturation is incomplete (2-
month-old juveniles), or after the onset of age-induced metabolic im-
balances and hippocampal deterioration (> 16-month-old senescent
rats). This has resulted in poor bench-to-bedside translatability of re-
sults. Therefore, the aim of the present study was to test the hypothesis
that ELS aggravates the effect of age on hippocampal neurogenesis,
causing deficiencies in HPA axis feedback that lead to increased co-
morbidity of depression and metabolic risk. To assess this, we evaluated
hippocampal neurogenesis in rats subjected to MS180 at two transla-
tionally relevant ages (4 and 10 months of age), and correlated the
results with emotionality and metabolic risk.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Time-pregnant female Sprague-Dawley E14 rats were obtained
from the animal facility of the Neurobiology Institute—UNAM and
habituated in our facility for 1week. Animals were maintained in
standard temperature-controlled rooms with a 12-h light/dark cycle
(lights on at 07:00h), with free access to food and water (Purina,
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LabDiet, St. Louis, MO, USA). Day of birth was considered as postnatal
day zero (P0). On P1, litters were cross-fostered, culled to eight pups
(four to six males), and randomly assigned to the periodic maternal
separation protocol (MS180 group) or left undisturbed with their mo-
thers, except for routine cage cleaning (CONT group). This procedure
was performed to ensure that each neonate, and not the whole litter,
could be assigned to a different treatment group and be considered as
an independent experimental unit (Festing, 2006). Pups were weaned at
P21 and group housed (two to three siblings per cage) until adulthood.
To avoid sex- and litter-dependent effects, only males were evaluated.
Since cross-fostering may reduce, but not entirely eliminate, litter ef-
fects, each experimental group included animals from four to five dif-
ferent dams. We evaluated MS180 effects on behavior, stress response,
metabolic risk, and neurogenesis in young (P120/4 M) or middle-aged
(P300/10 M) adult rats.

All experiments were carried out in accordance with the official
regulations for use and care of laboratory animals of Mexico (NOM-062-
Z00-1999), and the Institute of Laboratory Animal Resources Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council,
revised 1996). All efforts were made to minimize animal suffering and
to reduce the number of animals used. The present protocol was ap-
proved by the local ethics committee (1602) of the Instituto Mexicano
del Seguro Social.

2.2. Maternal separation

At 09:00 h, litters were removed and pups placed together in a se-
parate small polymethyl methacrylate (Plexiglas®) cage filled with a
mixture of clean sawdust and bedding from the nest, in a room separate
from the main colony, at a controlled temperature (30-33°C) for
180 min (MS180), as previously described (Lajud et al., 2012). The
whole procedure was repeated daily from P1 to P14 using the same
cages throughout the entire exposure period.

2.3. Forced swimming test

For the forced swimming test (FST), adult rats were placed in-
dividually into a Plexiglas® cylinder (35 x 50 cm) filled with water at
21°C for 10 min. Behavior was recorded with a webcam. Struggling,
swimming, and immobility behavior were defined as previously de-
scribed (Lajud et al., 2012). The data were collected by an experimenter
blinded to the conditions and were analyzed with EVENTLOG software.

2.4. Jugular vein catheterization and blood sampling

Animals were implanted with a 15-cm Silastic®/polyethylene (Dow
Corning Corporation, MI, USA) catheter under ketamine (80 mg/kg)/
xylazine (6 mg/kg) anesthesia, as previously described (Lajud et al.,
2012; Neumann et al., 1998). After surgery, the rats were handled daily
and left to recover for 1 week. Rats were fasted overnight and then
subjected to the intravenous glucose tolerance test (IVGTT). The fol-
lowing day, we evaluated HPA axis reactivity. For sampling, rats were
left to stabilize for 60 min. Blood samples were withdrawn (0.2 mL) and
immediately substituted by sterile 0.9% saline. For the IVGTT, fasting
samples were collected before intravenous infusion of 1 g/kg glucose
(50%, DX-50; Pisa, Guadalajara, Mexico) and 30, 60, and 120 min after
glucose administration. To evaluate HPA axis reactivity, baseline sam-
ples were collected after 120 min of stabilization. Animals were then
subjected to a 2-min cold swim and samples were collected at 5, 15, and
60 min after this stress exposure. Samples were collected in tubes
containing ethylenediaminetetraacetic acid (5% solution, 5uL/200 pL
blood) and aprotinin (0.039 units/tube; Sigma, St. Louis, MO, USA),
and then centrifuged at 4000rpm at 4°C. Samples were stored at
—30 °C until further analysis.
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2.5. Metabolic phenotyping and endocrine parameters

All procedures and samplings were performed in concordance with
the recommendations of the “Metabolic Phenotyping Guidelines for
Assessing Glucose Homeostasis in Rodent Models” (Bowe et al., 2014).
Glucose concentration was measured using an Accu-Check glucose
meter (Roche Diagnostics, Edo. Mexico, Mexico). The hormone content
was assessed in duplicate using ELISA and commercially available kits
for insulin (Crystal Chem, Downers Grove, IL, USA) and free corticos-
terone (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA; sensitivity,
26.99 pg/mL). The limit of detection was 0.156 ng/mL for insulin and
26.99 pg/mL for corticosterone. Intra- and inter-assay coefficients of
variation were less than 10% for all comparisons. Colorimetric assays
were performed for triglycerides and low-/high-density lipoprotein
cholesterol (Randox, London, UK). The quantitative insulin sensitivity
check index (QUICKI) was calculated according to the formula 1/((log
(insulin) + log(glucose)) (Bowe et al., 2014).

2.6. Immunostaining

Immunostaining was performed as previously described (Lajud
et al., 2012). A series of random, systematic, serial, sagittal, 40-pm
thick sections were pre-treated with H,0,, blocked in 5% horse serum
(GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, USA), and incubated with primary
antibody (goat anti-doublecortin [DCX], Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA). Sections were incubated with the corresponding
biotinylated secondary IgG and the avidin-biotin peroxidase complex
solution (Vectastain ABC, Vector Laboratories. Burlingame, CA, USA).
The reaction product was visualized using a Vector DAB kit (Vector
Laboratories). Sections were mounted on gelatin-coated slides and
coverslipped with Cytoseal (Thermo Scientific, Kalamazoo, MI, USA).

2.7. Cell counting

For stereology, sections were evaluated as previously described
(Lajud et al., 2012). A series of one in six brain sections (240-um apart)
were used for generating stereological counts of DCX + cells along the
extent of the dorsal and ventral hippocampus. The total cell number
and density were obtained from both the dorsal and ventral blades of
the DG. The granular cell layer (GCL) and SGZ volume was estimated
according to the Cavalieri principle, where the volume is the sum of the
areas of each 40-mm-thick section. Due to age-related differences in
brain size, the dorsal hippocampus was defined as the anatomical
equivalent to Lateral: 0.9 mm / Ventral: 4.8 mm to Lateral: 3.9 / Ven-
tral: 5.0 mm (14-16 sections per animal) and the ventral hippocampus
as Lateral: 3.9 mm / Ventral: 7.1 mm to Lateral: 4.2 / Ventral: 7.1 mm
(4-6 sections per animal).

2.8. DCX + -cell stage analysis

Adult newborn neurons were classified according to the presence
and shape of their apical dendrites. Type 2b cells were characterized by
a small soma; irregular-shaped nucleus; and short, horizontally or-
ientated processes. Type 3 cells represent a transition from slowly
proliferating neuroblasts to postmitotic immature neurons, and were
characterized by processes of intermediate length and immature mor-
phology. DCX + cells were considered postmitotic neurons, when the
full dendritic tree was visible and arborizations reached the molecular
layer.

2.9. Statistical analysis

Data are presented as group means * SE. All statistical analyses
were performed using the statistical software GB-stat V6.0 (Dynamic
Microsystems, Silver Spring, MD, USA). Data were compared using a
two-way analysis of variance (ANOVA), with MS180 and age as factors.
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Fig. 1. Early life stress accelerates the onset of depressive-like behavior. Time
of A) struggling, B) swimming, C) immobility, and D) latency to first episode of
immobility of control (CONT) and maternally separated (MS180) young (4 M)
and mature (10M) rats. (Mean = SEM, *p = 0.05 vs age matched control,
**p < (.01 vs age matched control, *p = 0.05 vs CONT 4 Months, **p < 0.01 vs
CONT 4 Months, n = 10).

Body-weight gain, stress reactivity, and IVGTT data were compared
using repeated measures three-way ANOVA, with time as the variable
factor, and MS180 and age as fixed factors. If ANOVA revealed a sta-
tistically significant difference, Fisher’s post-hoc test was used to de-
termine group differences. ANOVA summary tables are presented as
supporting information (Table S1). Measures of fasting corticosterone
(CORT) and metabolic indices were correlated using the Pearson’s
product-moment correlation.

3. Results
3.1. Early life stress accelerates the onset of depressive-like behavior

In the FST (Fig.1), ANOVA (Table S1) showed a significant effect of
age on immobility duration, without effects on other test parameters.
We observed an effect of MS180 and age x treatment interaction on
struggling and immobility time as well as the latency to the first episode
of immobility. Multiple comparisons showed that MS180 decreased
struggling time (p = 0.01), the latency to the first episode of immobility
(p = 0.01), and increased swimming (p = 0.01) in young but not
middle-aged adults. However, immobility time was significantly in-
creased by MS180 at both ages (p < 0.05). Both middle-aged controls
and middle-aged MS180 rats showed a decrease in the struggling time
and latency to immobility, as well as an increase in immobility duration
as compared to young controls. No difference was observed between
young MS180 and middle-aged controls.
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Fig. 2. Early life stress increases metabolic risk in both young and mature an-
imals. Metabolic phenotyping and endocrine parameters of control (CONT) and
maternally separated (MS180) young (4 M) and mature (10 M) rats. A) corti-
costerone (CORT), B) insulin, C) triglycerides, and D) cholesterol. E) quanti-
tative insulin sensitivity check index (QUICKI) index and F) area under the
glucose tolerance test curve (AUC). (Mean = SEM, ANOVA; *p = 0.05 vs age-
matched control, **p = 0.01 vs age-matched control, ﬂ‘p = 0.05 vs 4M control,
##p = 0.01 vs 4 M CONT, n =. 7-8).

3.2. Early life stress-induced effects on fasting metabolic parameters are not
aggravated in middle-aged rats

In young adults (Fig. 2), MS180 treatment increased fasting CORT
levels (p = 0.05), insulin (p = 0.05), triglycerides (p = 0.05), choles-
terol (p = 0.01), the area under the IVGTT (AUC, p < 0.05), and af-
fected the QUICKI index (p < 0.01). In middle-aged animals, MS180
treatment increased fasting insulin (p < 0.05) and affected the QUICKI
index as compared to age-matched controls. There was no statistically
significant difference in plasma cholesterol and triglycerides or the AUC
in middle-aged MS180 animals compared to their age-matched coun-
terparts. Middle-aged MS180 rats showed an increase in CORT levels
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Fig. 3. Age-dependent effects of early life stress on glucose tolerance, hy-
pothalamic—pituitary—-adrenal axis activity and body weight. A) Plasma glucose
levels in the IVGTT after a 12h fast; 15, 30, 60, and 120 min after an in-
travenous glucose (50%, 1 g/kg) load; and area under the IVGTT curve (insert).
B) Corticosterone (CORT) plasma levels before (insert) and 5, 15, 30, and
60 min after stress exposure (2min cold swim stress). C) Body weight at sa-
crifice of control (CONT) and maternally separated (MS180) young (4 M) and
mature (10 M) adult rats. (Mean = SEM, *p =< 0.05 vs age matched control,
**p = .01 vs age matched control, **p = 0.01 vs CONT 4 Months, $$p = 0.01 vs
MS180 4 Months, n = 7-8).

(p = 0.05), plasma insulin (p = 0.05), cholesterol (p = 0.05), and the
AUC as compared to young controls. ANOVA analysis (Table S1)
showed a significant effect of age on fasting corticosterone
(p = 0.0005) and cholesterol (p = 0.01) levels. We observed a sig-
nificant effect of MS180 treatment on fasting glucose (p < 0.001), the
AUC (p =0.02), fasting insulin (p = 0.001), the QUICKI index
(p = 0.002), and triglyceride (p = 0.01) values. There was no interac-
tion of age x treatment in any of the fasting parameters. Pearson’s
product-moment analysis showed a significant correlation between
fasting CORT and cholesterol (p = 0.01), with no other correlations
with any of the other metabolic parameters (insulin, fasting glucose,
AUC, triglycerides, QUICKI, and body weight).
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3.3. Early life stress affects glucose tolerance, basal HPA axis reactivity,
and body weight

Both young (p < 0.05) and middle-aged (p < 0.01) MS180 animals
displayed increased fasting glucose levels as compared to age-matched
controls (Fig. 3A, insert). In the IVGTT, glucose administration caused a
significantly greater increase in blood glucose levels at 30 (p < 0.05)
and 60 (p = 0.01) min post-injection in young MS180 rats than in age-
matched controls (Fig. 3A). As for middle-aged adults, MS180 animals
showed increased glucose concentrations at 120 min (p < 0.01) after
glucose administration as compared to both young and middle-aged
controls. Moreover, both MS180 groups failed to return to baseline after
120 min (p < 0.001 vs. basal). Statistical analysis (Table S1) revealed
significant effects of maternal separation (p < 0.0001) and time after
glucose administration (p = 0.0001), but not age. We observed a sig-
nificant interaction of age x glucose administration (p < 0.02) and
treatment x glucose administration (p < 0.004). There were no sig-
nificant differences between young and middle-aged control animals or
young and middle-aged MS180 groups.

In the HPA axis reactivity test, we observed that MS180 increased
basal corticosterone levels (Fig. 3B, insert) in young but not middle-
aged adults (p =< 0.05), without further affecting stress reactivity
(Fig. 3B). ANOVA (Table S1) showed a significant effect of age
(p = 0.002), treatment (p < 0.003), and age x treatment interaction
(p = 0.02) on basal corticosterone levels. However, only stress ex-
posure showed a significant effect when corticosterone was evaluated at
5, 15, and 60min after exposure to 2min of cold swim stress
(p = 0001).

MS180 caused a 14% increase in the body weight of young animals
(p = 0.01) and a 16% increase in the body weight of middle-aged adults
(p = 0.01) as compared to their age-matched counterparts (Fig. 3C).
Middle-aged controls showed a 23% increase (p < 0.01), while middle-
aged MS180 adults showed a 43% increase (p < 0.01) in body weight
as compared to young controls. ANOVA (Table S1) showed a significant
effect of age (p = 0.0001) and MS180 (p < 0.0001), but no other in-
teractions. Multiple comparisons indicated that MS180 middle-aged
adult rats showed a significantly higher body weight than young MS180
and middle-aged control rats (Fig. 3C, p < 0.01).

3.4. Effect of ELS on hippocampal neurogenesis has an earlier onset in the
dorsal hippocampus

In young adults, MS180 treatment caused a decrease in the density
(nuclei number/mm?) of DCX + cells in the dorsal but not the ventral
hippocampus (Fig. 4, p = 0.01). However, in middle-aged animals, we
observed a significant decrease in the density of DCX + cells in both the
dorsal and ventral poles of the hippocampal formation (p < 0.05).
Moreover, the age-induced decrease in neurogenesis was significantly
greater in middle-aged MS180 animals than in middle-aged controls in
both the dorsal (CONT 10M, 84.7 = 1% vs. MS180 10M,
91.4 = 0.9%; p = 0.001) and the ventral (CONT 10 M, 76.2 * 2% vs.
MS180 10 M, 86.8 = 2%; p = 0.05) poles of the hippocampus. ANOVA
showed a significant effect of the dorso-ventral axis (p = 0.0001), age
(p = 0.0001), treatment (p < 0.006), as well as a significant dorso-
ventral axis X age (p = 0.001) and dorso-ventral axis x treatment
(p = 0.004) interactions in DCX + cell density (Fig. 4).

Dorsal DCX + cell number was decreased in both young (CONT 4 M:
5968.5 + 428, MS180 4M: 4587.75 + 339 DCX + cells; p < 0.05)
and middle-aged (CONT 10M: 1096.5 = 107, MS180 10M:
599.25 + 74 DCX + cells; p =0.01) groups. Similar to total
DCX + cell density, the total cell number in the ventral pole of the
hippocampus was affected in middle-aged (CONT 10M: 207 * 19,
MS180 10 M: 95.2 = 17 DCX + cells; p = 0.01) but not young (CONT
4M: 661.5 = 80, MS180 4M: 576.7 = 57 DCX + cells) animals,
compared to age-matched controls. ANOVA (Table S1) showed a sig-
nificant effect of the dorso-ventral axis (p < 0.001), age (p = 0.0001),
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Fig. 4. Dorsal hippocampus is more vulnerable to early life stress-induced ef-
fects on neurogenesis. A) Representative images of doublecortin (DCX) im-
munostaining of control (CONT) and maternally separated (MS180) young
(4M) and mature (10 M) rats. Inserts depict higher magnifications of cells
pointed out by the arrow. Stereological estimations of B) density of
DCX + cells. GCL, granular cell layer; SGZ, subgranular zone. (Mean = SEM,
*p = 0.05 vs age matched control, **p = 0.01 vs age matched control, **p = 0.01
vs CONT 4 Months. **p = 0.01 vs MS180 4 Months, n = 8).

and treatment (p = 0.002) on the total number of DCX + cells, but no
other interactions.

Age increased both dorsal (CONT 4M: 2.8 + 0.1, MS180 4M:
2.8 + 0.09, CONT 10 M: 3.3 + 0.2, MS180 10M: 3.1 * 0.1 mm?
and ventral (CONT 4 M: 0.51 + 0.04, MS180 4 M: 0.53 + 0.04, CONT
10M: 0.75 = 0.13, MS180 10M: 0.55 = 0.06 mm?) DG volume.
ANOVA showed a significant effect of age (p < 0.01) and dorso-ventral
axis (p < 0.001), but not of MS180 in the GCL layer volume, but no
interactions.

We evaluated the proportion of DCX + cells classified according to
the presence and shape of their apical dendrites (Fig. 5). In the dorsal
hippocampus, MS180 increased the proportion of immature type 2b
cells in both young (p = 0.05) and middle-aged (p < 0.01) animals as
compared to age-matched controls. No effect of MS180 was observed on
the proportion of type 3 cells; however, MS180 decreased the propor-
tion of postmitotic DCX + cells in middle-aged (p = 0.01) but not
young animals. Age increased the proportion of immature type 2b cells
and decreased that of postmitotic cells in both groups. Ten-month-old
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Fig. 5. Maternal separation affects maturation rates of doublecortin positive
cells. Representative images and % of total doublecortin (DCX +) number of A)
type 2a, B) type 2b, and C) type 3 neural precursor DCX + cells of control
(CONT) and maternally separated (MS180) young (4 M) and mature (10 M)
rats. (Mean = SEM, ANOVA *p = 0.05 vs age matched control, **p = 0.01 vs age
matched control, “p = 0.05 vs CONT 4 Months, **p = 0.01 vs CONT 4 Months,
n=38.

control animals showed an increase in the proportion of immature type
2b cells (p = 0.01) and a decrease in the proportion of postmitotic
DCX + cells (p = 0.05) as compared to young animals. Middle-aged
MS180 animals showed an increase in the proportion of immature type
2b cells (p = 0.01), and a decrease in that of type 3 (p < 0.05) and
postmitotic (p = 0.01) DCX + cells as compared to young controls.
Age-induced effects on DCX + cell maturation were greater in MS180
mature animals as compared to middle-aged controls (Fig. 5). The
proportion of type 2b and postmitotic cells in the ventral hippocampus
was not affected; however, 10 M old MS180 animals showed a de-
creased proportion of type 3 cells as compared to young controls.

4. Discussion

The middle-aged population is characterized by an increase in the
incidence of depression and MetS (Korten et al., 2012b; Tsay et al.,
2016). In animal models, the effects of ELS on HPA axis activity and
metabolism have mainly been studied in juveniles, resulting in poor
bench-to-bedside translatability of results. The present study is the first
to evaluate the relationship between hippocampal neurogenesis, de-
pression, and MetS in an ELS model at two translationally relevant ages.
Here, we demonstrated that MS180 affects hippocampal neurogenesis
in an age-dependent manner, which correlates with depressive-like
behavior, but not with metabolic imbalances. Young MS180 animals
showed a behavioral phenotype similar to that of middle-aged controls,
indicating that MS180 accelerates the onset of age-induced depressive-
like behavior.

MS180 has consistently been shown to cause a passive coping
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strategy in the FST in young animals (Lajud et al., 2012; Marais et al.,
2008; Vargas et al., 2016); however, the effect on 10-month-old adults
has never been studied. We observed that while MS180 decreased
struggling time and increased the latency to immobility in young adults,
both middle-aged controls and middle-aged MS180 animals showed a
similar behavior compared to young controls, indicating that age in-
duces a passive coping strategy in this test. Moreover, both young adult
MS180 and middle-aged adult controls displayed a similar behavioral
phenotype, suggesting that MS180 accelerates the onset of age-induced
passive behavior. Moretti and colleagues also observed that middle-
aged rats displayed an increase in immobility time and a reduction in
the time spent swimming as compared to young adult animals in a 2-
day FST (Moretti et al., 2011). Furthermore, MS180 induced a greater
increase in immobility time, the most significant parameter of the test,
in middle-aged rats than in age-matched controls and young adults,
indicating that MS180 has an age-dependent effect on depressive-like
behavior. This effect also seems to be strain-dependent, as MS180 se-
nescent Wistar rats display a similar behavioral phenotype to young
animals (Martisova et al., 2012).

MS180 significantly increased MetS parameters and caused insulin
resistance. In the present study, the QUICKI model was considered a
more suitable parameter than other insulin-resistance indices (i.e.,
Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance), since it does not
incorporate species-specific components and thus does not require ad-
justment. The higher plasma insulin and decreased QUICKI index values
observed in MS180 rats reflect insulin resistance. In concordance, Raff
and colleagues showed that MS180 from P2 to P6 increased body
weight, HOMA-IR, and leptin levels in young adult rats, but this shorter
separation protocol was not strong enough to affect insulin levels sig-
nificantly (Raff et al., 2018). Contrary to our hypothesis, ELS did not
increase metabolic risk in middle-aged rats, since both young and
MS180 groups showed fasting metabolic parameters similar to those of
young controls. However, blood glucose concentration at 120 min after
administration and body weight were more severely affected in middle-
aged MS180 animals. Moreover, MS180 induced severe obesity
(> 40%) in middle-aged rats. Detailed descriptions of the metabolic
phenotype of aged MS180 rats are scarce; therefore, further studies
should evaluate whether this trend is increased or decreased in senes-
cent animals.

One of the limitations of our study is that rats do not develop
spontaneous obesity or diabetes in the absence of an external factor
(i.e., genetic mutation in Zucker and Wistar-Kyoto rats, high-fat diet,
etc.). Although the full syndrome clearly progresses with age, metabolic
parameters always remain within levels that could be considered a pre-
diabetic state. Hence, it is plausible that the acceleration of the onset of
metabolic imbalance caused by MS180 peaks in young adulthood and
does not increase further due to a ceiling effect. Another potential
limitation of our study is that, in rodents, the total body weight measure
is not directly correlated to body composition (visceral fat/non visceral
fat ratio). We observed that ELS induced obesity as the animals aged.
However, our current analysis does not allow us to evaluate whether
this increase in body weight is directly correlated with increased visc-
eral fat deposition. Further studies should elucidate whether ELS dif-
ferentially affects visceral adipose tissue and body composition.

Unlike most of the studies that evaluate metabolic parameters and
CORT concentrations in trunk blood at the time of sacrifice, we eval-
uated them by sampling through a jugular vein catheter; thus allowing
quantification free of the confounding factors usually associated with
trunk blood collection (Vahl et al., 2005). Corticosterone concentration
was evaluated under basal conditions and in response to either a 12-h
fast (for metabolic phenotyping), or after stress. MS180 increased the
fasting CORT levels in young adults; however, both control and MS180
middle-aged rats showed a similar response to fasting. Aging per se
increased GC levels (Sapolsky et al., 1983), explaining the elevated
fasting CORT levels observed in middle-aged controls, and since no
difference was observed between young MS180 and middle-aged
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control rats, we deduced that ELS accelerates the onset of age-induced
effects on fasting GC levels. A similar age-dependent effect has been
observed in senescent MS180 Wistar rats (Solas et al., 2010). The effect
of ageing on CORT levels is controversial. A possible explanation for the
discrepancies seems to be how truly “basal” (i.e., unstressed) the sam-
ples were (Sapolsky, 1992). In agreement with our previous studies, we
observed that MS180 increases basal GC levels without further affecting
stress reactivity in young adults. Strikingly, both control and MS180
rats displayed similar concentrations of basal CORT levels at 10 months
of age. Baseline CORT levels in middle-aged rats were similar to those
of young animals. Notably, while stress-induced CORT levels were not
affected by MS180, GC levels after 12-h fasting were significantly ele-
vated in MS180 young adults, control, and MS180 middle-aged ani-
mals, indicating a differential response to metabolic (fasting) and
physical (forced swim) stressors. In control juvenile animals
(213-278 g), a 16-h fast is not enough to increase corticosterone levels
(Nowland et al., 2011); however, we found a significant response to
fasting in MS180 young adults and in both control and MS180 mature
adults. Hence, the increased baseline corticosterone levels observed in
MS180 young adults may be influenced by a residual effect of the
previous day’s fasting. However, this is unlikely, since our previous
studies showed that baseline corticosterone levels in juveniles that were
first subjected to fasting and the IVGTT 24 h before the measurement
(Vargas et al., 2016) are similar to those of non-fasted animals (Lajud
et al., 2012). This suggests that the elevated baseline corticosterone
levels of 4-month-old MS180 rats could be related to an age-dependent
effect, rather than previous fasting.

In the present study, there was no correlation between HPA axis
reactivity and metabolic parameters. Fasting CORT correlated only with
plasma cholesterol levels. Although the effects of chronic administra-
tion of GCs on metabolism are clear, whether increased GCs are the
main mechanism underlying the long-term effects of ELS remains
controversial. We have previously shown that, although juvenile
MS180 rats display HPA axis dysregulation, GC levels do not correlate
with metabolic parameters (Vargas et al., 2016). Additionally, we ob-
served that, while MS180 increased both GC and insulin levels in young
adults, it only increased insulin in middle-aged rats. It has been sug-
gested that in young adults, impaired glucose tolerance is associated
with changes in the HPA axis, while impaired glucose at older ages is
associated with hypothalamic-pituitary-thyroid axis alterations (Zhou
et al., 2016). Taken together, these findings suggest that mediators
other than GC may be responsible for the long-term effects of ELS.

Decreased hippocampal neurogenesis has been related to both de-
pression and impaired HPA axis feedback (Hanson et al., 2011;
Schloesser et al., 2009). MS180 has lifelong deleterious effects on the
SGZ neurogenic niche. We have previously demonstrated that MS180
decreases the number of BrdU + cells that survive in the DG during the
postnatal period (Lajud et al., 2012). When comparing this effect with
our present work, we found that the effects of MS180 are more mod-
erate during the postnatal period and the effect was exacerbated as
animals age. The effect of ELS on adult hippocampal neurogenesis re-
mains controversial and depends on the neurogenesis phase evaluated.
While survival of newly generated cells is affected during stress ex-
posure (Lajud et al., 2012), a surge in proliferation has been observed
beginning at the end of the stress period (Naninck et al., 2015), and
prevailing until weaning (Suri et al., 2014). Juvenile (2-month-old)
MS180 animals exhibited no difference in neurogenesis rates. However,
a significant decrease was observed in senescent rats (Suri et al., 2014).
In concordance with this, our results show that the effects of MS180 on
neurogenesis are more severe in middle-aged adults compared to young
adults, indicating that the compensatory effects on neural precursor cell
proliferation observed immediately after the stress exposure disappears
as animals age.

In rodents, hippocampal connectivity (Saper et al., 1976) and cor-
ticosteroid modulation of plasticity (Maggio and Segal, 2009) vary
along the septo-temporal axis. The hippocampal ventral (temporal) pole
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has been associated with emotionality and stress responses (Henke,
1990). Adult stress preferentially affects ventral hippocampus neuro-
genesis (Tanti et al., 2013), and ablation of ventral hippocampal neu-
rogenesis abrogates the anxiolytic effects of fluoxetine in animals sub-
jected to chronic foot shock stress (Wu and Hen, 2014). Therefore, we
here investigated whether ELS could affect hippocampal neurogenesis
in a dorso-ventral-dependent manner. Surprisingly, we show that, in
young adults, MS180 only decreases hippocampal neurogenesis in the
dorsal pole, while both poles were affected in middle-aged groups, in-
dicating that the dorsal hippocampus is more vulnerable to ELS than the
ventral pole.

DCX + cell number and differentiation were strongly reduced by
MS180 in young adults and were hardly present in middle-aged rats.
Surprisingly, we found no correlation between neurogenesis and cor-
ticosterone basal levels or stress response in any age group. MS180 only
caused HPA axis dysregulation in young animals and the effect of
MS180 on neurogenesis and behavior was more severe in middle-aged
rats, where basal GCs were not increased. Similarly, Heine and collea-
gues observed that middle-aged rats show a decline in hippocampal
neurogenesis, but found no correlation between cell birth and corti-
costerone or stress responses (Heine et al., 2004). We have previously
shown that MS180 decreases hippocampal neurogenesis in neonates
without chronically increasing basal corticosterone levels (Lajud et al.,
2012). Moreover, it has been shown that blockade of glucocorticoid
receptors by administration of RU486 in neonates (Liao et al., 2014)
failed to attenuate the deleterious effects of ELS. Therefore, increased
GCs may not be directly responsible for the age-dependent effects of
MS180 on hippocampal plasticity.

It has been suggested that changes in the hippocampal insulin sig-
naling pathway could be related to the age-related decrease in neuro-
genesis (Mainardi et al., 2015), T2DM (Ramos-Rodriguez et al., 2014),
and adult chronic stress (Mehta et al., 2017). Chronic hyperglycemia
and hyperinsulinemia stimulate overproduction of reactive oxygen
species and cause alterations of intracellular second messenger path-
ways that could affect the neurogenic niche activity (Brownlee, 2001).
We found that the effects of MS180 did not correlate with GC levels, but
we observed an increase in insulin and fasting glucose at both ages,
suggesting that chronic hyperinsulinemia/ hyperglycemia may underlie
the effects of MS180 on hippocampal neurogenesis. However, this is
unlikely, since the effects of MS180 on neurogenesis and depressive-like
behavior observed in juveniles (Vargas et al., 2016) have an earlier
onset than that of metabolic imbalance, and worsen with age. Stress
and ageing can increase both systemic and hypothalamic inflammation,
microglial activation, and pro-inflammatory responses in the hippo-
campus (Jurgens and Johnson, 2012). Moreover, chronic inflammation
leads to cellular damage, providing a neuroanatomical basis for the
development of depression, obesity, and MetS. Chronic inflammation
has therefore emerged as an important mechanism involved in the
pathophysiology of ELS-induced effects (Roque et al., 2015). In rat
pups, MS180 chronically activates hippocampal microglial cells, and
increases interleukin 1-beta and tumor necrosis factor-alpha expression
without affecting baseline inflammatory tone in the hypothalamus or
peripheral plasma (Roque et al., 2015). However, further studies are
needed to evaluate whether these differential effects prevail in adults.

5. Conclusion

Taken together, our results suggest that MS180 rats reproduce many
of the relevant alterations observed in cases of depression co-morbid
with MetS in middle-aged individuals. MS180 animals show an early
onset of age-induced alterations on depression and metabolic risk and
these effects relate to alterations in the hippocampal neurogenic niche.
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