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I. RESUMEN 

El estrés en etapas tempranas de la vida aumenta la vulnerabilidad a sufrir 

patologías conductuales y metabólicas en la edad adulta. Si bien, se ha observado 

que las estrategias encaminadas a modificar la microbiota intestinal desde la vida 

temprana pueden prevenir algunos de los efectos deletéreos del estrés temprano; 

a la fecha, el efecto de modificar la microbiota intestinal en individuos adultos ha 

sido poco estudiado. Por lo cual, en el presente trabajo nos planteamos el objetivo 

de determinar si la depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) en 

combinación con la transferencia de microbiota fecal (TMF) revierte los efectos del 

estrés temprano sobre la memoria, la neurogénesis hipocampal, la conducta tipo 

depresiva, el riesgo metabólico y la disbiosis intestinal de manera duradera en 

animales adultos. Para esto, utilizamos ratas macho de la cepa Sprague Dawley 

control y sometidas a separación maternal (SM, 3 horas diarias del día postnatal 1 

al 14). Para simular eficientemente la diversidad de la microbiota observada en la 

vida silvestre, los animales se mantuvieron en condiciones microbiológicamente no 

controladas (sucios). A los dos meses de edad, la mitad de los animales de cada 

grupo fueron sometidos al protocolo de AIMD y posteriormente se realizó la TMF 

mediante cohabitación (animales control con microbiota intacta cohabitaron con 

animales SM con depleción de microbiota y de forma inversa) durante 2 meses. 

Grupos independientes de animales fueron utilizados para evaluar la durabilidad de 

los efectos de la TMF. Nuestros resultados muestran que la AIMD replicó los efectos 

conductuales y neuroendocrinos de la SM, pero no los exacerba. La TMF en 

combinación con la AIMD revirtió de forma duradera los efectos conductuales, 

neuroendocrinos y metabólicos causados por la SM. Este estudio muestra la 

importancia de la microbiota intestinal como mediador de los efectos del estrés a 

largo plazo. Además, aporta evidencias de una posible estrategia terapéutica para 

los individuos adultos que ya presentan alteraciones causadas por el estrés 

temprano. 

   

Palabras clave: transferencia de microbiota fecal; separación maternal; microbiota 

intestinal; neurogénesis hipocampal; depresión.  
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II. ABSTRACT 

Early life Stress increases vulnerability to behavioral and metabolic pathologies in 

adulthood. Although it has been observed that strategies aimed at modifying the 

intestinal microbiota from early life can prevent some of the deleterious effects of 

early stress; to date, the effect of modifying the intestinal microbiota in adult 

individuals has been little studied. Therefore, in the present work we set out the 

objective of determining if antibiotic-induced microbiota depletion (AIMD) in 

combination with fecal microbiota transfer (FMT) reverses the effects of early stress 

on memory, hippocampal neurogenesis, depressive-like behavior, metabolic risk 

and intestinal dysbiosis in a lasting manner in adult animals. For this, we used male 

rats of the Sprague Dawley strain, control and subjected them to maternal separation 

(SM, 3 hours a day from postnatal day 1 to 14). To efficiently simulate the diversity 

of the microbiota observed in wildlife, animals were kept in microbiologically 

uncontrolled conditions (dirty). At two months of age, half of the animals in each 

group underwent the AIMD protocol and subsequently FMT was performed by 

cohabitation (control animals with intact microbiota cohabited with SM animals with 

microbiota depletion and vice versa) for 2 months. Independent groups of animals 

were used to assess the durability of the effects of TMF. Our results showed that 

AIMD replicated the behavioral and neuroendocrine effects of SM, but did not 

exacerbate them. TMF in combination with AIMD durably reversed the behavioral, 

neuroendocrine, and metabolic effects caused by SM. This study shows the 

importance of the intestinal microbiota as a mediator of the effects of stress in the 

long term. In addition, it provides evidence of a possible therapeutic strategy for adult 

individuals who already present alterations caused by early stress. 

Keywords: fecal microbiota transfer; maternal separation; gut microbiota; 

hippocampal neurogénesis; depression. 
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III. INTRODUCCIÓN 
 

La exposición al estrés durante las etapas tempranas de la vida (Early life stress, 

ELS), como la negligencia, el abuso físico, sexual, psicológico o cualquier tipo de 

maltrato infantil, aumenta la vulnerabilidad a sufrir enfermedades metabólicas, 

depresión y ansiedad en la edad adulta (WHO, 2020). A largo plazo, la exposición 

al ELS causa una desregulación del eje hipotálamo-hipófisis-glándulas 

suprarrenales (Hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA), y en consecuencia una 

elevación en los niveles de glucocorticoides (GCs). Esta elevación de los niveles de 

GCs se relaciona con el aumento en la vulnerabilidad a sufrir diversas patologías 

(Ruiz et al., 2018; Vargas et al., 2016). 

Se ha propuesto que dicha desregulación del eje HPA es causada por alteraciones 

estructurales y funcionales de las áreas encargadas de la regulación negativa de 

este eje, como el hipocampo (Jacobson & Sapolsky, 1991). El hipocampo es uno de 

los nichos neurogénicos que permanecen activos durante toda la vida y estas 

neuronas recién generadas participan en la retroalimentación negativa del eje HPA 

(Snyder et al., 2012). Adicionalmente, Se ha observado que la exposición al ELS 

disminuye la neurogénesis hipocampal (Suri et al., 2013; Mirescu et al., 2004; Ruiz 

et al., 2018), por lo que se ha propuesto que esta alteración en la plasticidad 

hipocampal podría ser uno de los mecanismos que subyacen los efectos a largo 

plazo del ELS. 

Recientemente se ha propuesto que las alteraciones en el eje microbiota-intestino-

cerebro, también podrían estar involucrados como parte de los mecanismos 

fisiopatológicos que subyacen los efectos del ELS (Hantsoo & Zemel, 2021; Vogel 

et al., 2020). Se ha observado que la microbiota intestinal puede modular diferentes 

funciones cerebrales y participar en la comunicación bidireccional entre el intestino 

y el cerebro (Clarke et al., 2014; Clarke et al., 2013). Diversos estudios realizados 

en animales mantenidos en condiciones microbiológicamente controladas, 

mostraron que el ELS causa alteraciones en la microbiota intestinal (O’Mahony et 

al., 2009) y que la microbiota es necesaria para la inducción de las alteraciones 

conductuales causadas por el ELS (De Palma et al., 2015). En conjunto, estos datos 
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muestran que la microbiota intestinal juega un papel importante en el 

establecimiento de efectos del ELS. No obstante, el papel de la microbiota intestinal 

en el mantenimiento de los efectos del estrés en animales adultos no ha sido 

estudiado. 

La TMF consiste en la obtención de microbiota de las heces de un individuo sano 

(donador), para transferirla a un individuo (receptor) con una alteración de la 

microbiota (disbiosis), con el objetivo de restaurar la microbiota intestinal dañada. 

La TMF ha demostrado ser eficiente en el tratamiento de enfermedades 

relacionadas con el estrés, como la obesidad, el síndrome de intestino irritable ( 

Kelly et al., 2016) y el síndrome metabólico (Luccia et al., 2015). Además, existe 

evidencia que demuestra que la TMF podría ser eficaz en el tratamiento de otras 

psicopatologías causadas por el estrés como la depresión y la ansiedad (Li et al., 

2019).  

Resultados previos mostraron que el tratamiento con probióticos desde la edad 

temprana previene la elevación de GCs causada por el ELS (Gareau et al., 2007). 

Adicionalmente, se ha observado que en animales adultos libres de patógenos 

(germ-free, GF), la colonización con microbiota silvestre produce perfiles diferentes 

en los animales control y en los sometidos a ELS (O’Mahony et al., 2009). Sin 

embargo, el efecto de modificar la microbiota en animales adultos que ya presentan 

las alteraciones causadas por el ELS no ha sido estudiado.  

Durante las últimas décadas, el uso de animales GF o microbiológicamente 

controlados han sido herramientas útiles para estudiar la relación microbiota-

hospedero y controlar posibles variables de confusión; no obstante, tienen la 

limitante de no simular la diversidad microbiana observada en la vida silvestre. Por 

esta razón, recientemente se ha sugerido que el uso de animales “sucios” (no 

microbiológicamente controlados) podría ser una herramienta que permita simular 

con mayor eficiencia la microbiota silvestre y estudiar de forma más eficaz la 

relación entre la microbiota y su hospedero (Beura et al., 2016; Ericsson et al., 

2017). Por todo lo anterior, en el presente trabajo nos propusimos evaluar si la TMF 
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en combinación con la AIMD revierte los efectos de la SM de forma estable en un 

modelo de animales sucios. 
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IV. MARCO TEÓRICO 

4.1 El concepto de estrés y la respuesta al estrés 

El término estrés se utiliza para referirse a un estado de pérdida de la homeostasis. 

En la década de 1930, el fisiólogo austrohúngaro-canadiense Hans Selye definió a 

la pérdida de la homeostasis como un “síndrome producido por diversos agentes 

nocivos” y posteriormente conocido como síndrome de adaptación general (Selye, 

1936). El concepto de estrés de forma general se puede definir como cualquier 

amenaza a la homeostasis del organismo, ya física o psicológica, real o imaginaria 

(Mawdsley & Rampton, 2005). En la actualidad existe un concepto más específico 

que define al estrés como un conjunto de respuestas fisiológicas de carácter 

hormonal que tienen lugar por la activación del eje HPA, con la correspondiente 

elevación de GCs y la activación del eje simpático-adrenal, ante una situación que 

amenaza la homeostasis del organismo (Daneri, 2012).  

El estrés puede clasificarse en estrés agudo y estrés crónico dependiendo de la 

duración del estímulo estresante. Generalmente, se considera como estrés agudo 

a un episodio de no más de dos horas. La exposición al estrés agudo activa una 

seria de respuestas fisiológicas y conductuales, como la respuesta de lucha o huida, 

que en conjunto aumentan la posibilidad de sobrevivencia (Reineke & Neilson, 

2019). De forma aguda, la activación de la respuesta al estrés causa un aumento 

en la frecuencia cardíaca, la presión arterial, y los niveles de glucosa en sangre. 

También, promueve la dilatación bronco-alveolar, la disminución en la actividad 

digestiva y el aumento en el metabolismo energético (Lee et al., 2015). 

De forma opuesta, el estrés crónico se caracteriza por estímulos estresantes 

repetitivos y de larga duración. Durante este tipo de estrés los principales cambios 

fisiológicos son la retención de agua y sodio en los riñones, incremento en el 

volumen y presión sanguínea, alteración en el metabolismo de proteínas y grasas y 

disfunción del sistema inmunológico (Lee et al., 2015; Park et al., 2021). El costo 

energético de la activación crónica de la respuesta al estrés ha sido denominado 

carga alostática (Bruce, 1998). Este concepto se refiere a la desorganización de los 

sistemas biológicos involucrados en la respuesta al estrés y se relaciona con el 
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desarrollo de un gran repertorio de patologías como enfermedades mentales, 

cardiovasculares, inflamatorias y metabólicas (Desbonnet et al., 2010; O’Mahony et 

al., 2009). 

La respuesta al estrés está coordinada por dos tipos de respuestas fisiológicas 

principales: el sistema simpático-adrenal y el eje HPA (Deak, 2016; Packard et al., 

2016). De forma inicial, el hipotálamo integra la información de las vías señoriales y 

viscerales, y desencadena la activación de la rama simpática del sistema nervioso 

autónomo. Desde el hipotálamo surgen fibras nerviosas que se conectan con las 

neuronas preganglionares, las cuales establecen sinapsis en los ganglios 

simpáticos con las neuronas postganglionares. Estas neuronas inervan 

directamente a las glándulas suprarrenales y estimulan la liberación de adrenalina 

y noradrenalina (Aich et al., 2009). La liberación de estas catecolaminas activa un 

estado de alerta, que se acompaña de un aumento del flujo sanguíneo a los 

músculos esqueléticos, la frecuencia cardíaca, la presión arterial y la frecuencia 

respiratoria (Aich et al., 2009). Además de disminuir la actividad de sistemas como 

el digestivo y el reproductivo, permitiendo una mejor respuesta ante la posible 

amenaza (Figura 1). De forma paralela la exposición al estrés promueve una 

respuesta lenta que es mediada por la activación del eje HPA. La activación de este 

eje desencadena una cascada de respuestas hormonales que culmina con la 

liberación de los GCs (Figura 1). Los GCs se encargan de movilizar reservas de 

energía (principalmente mediante la glucogenólisis y la lipólisis hepática) para 

asegurar que el organismo pueda responder de forma óptima ante el estímulo 

estresor (Herman et al., 2016). 
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Figura 1. La respuesta al estrés. La exposición a una situación de estrés causa la activación del 

sistema simpático-adrenal que culmina con la liberación de adrenalina y noradrenalina. Por otra 

parte, se lleva a cabo la activación del eje hipotálamo-hipófisis-glándulas suprarrenales (HPA). 

Comienza con la secreción de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina-

vasopresina (AVP) por parte del hipotálamo. En la hipófisis estas hormonas estimulan la liberación 

de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) a la circulación sistémica. La unión de ACTH a sus 

receptores en las glándulas suprarrenales provocan la liberación de los glucocorticoides (GCs). 

Además, los GCs son los responsables de la retroalimentación negativa del eje HPA.  (Imagen 

tomada y modificada de Medina et al., 2014). 

4.1.1 Activación de eje HPA 

La activación del eje HPA comienza con la estimulación de las células 

parvocelulares del núcleo paraventricular (NPV) del hipotálamo (Herman, 2009). 

Las neuronas noradrenérgicas del tronco encefálico, principalmente del núcleo del 
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tracto solitario reciben aferentes del sistema nervioso periférico y del nervio vago 

que les permiten detectar las perturbaciones físicas del organismo (Herman et al., 

2003). Estas células inervan a las células parvocelulares que producen la hormona 

liberadora de corticotropina (CRH) en el NPV (Herman et al., 2003). De forma 

complementaria, algunas conexiones glutamatérgicas provenientes de los núcleos 

hipotalámicos dorsomedial, lateral y posterior podrían contribuir a la activación de 

las células CRHérgicas (Ulrich-lai et al., 2011; Ziegler et al., 2012). También, se ha 

observado que las proyecciones serotoninérgicas provenientes del núcleo del rafe 

podrían causar la activación de las células CRHérgicas(Herman et al., 2003). Por 

otra parte, se cree que los estímulos psicosociales activan a las células CRHérgicas 

del NPV a través de la activación del hipocampo, la corteza prefrontal y la amígdala 

(Herman, 2009). Estas estructuras no proyectan directamente a las células del NPV, 

sino que se comunican mediante relevos en estructuras como el núcleo del lecho 

de la estría terminal (BST) y algunos núcleos hipotalámicos(Herman, 2009). 

Posteriormente, la CRH viaja a través de la circulación hipotálamo-hipofisiaria hasta 

la hipófisis, donde se une a los receptores CRHR1, activando una cascada de 

señalización que culmina en la liberación de la hormona adrenocorticotropa (ACTH; 

Aguilera, 1994). La CRH promueve la trascripción del gen de la propiomelanocortina 

(POMC), la cual es escindida mediante la enzima convertasa 1 en ACTH y beta-

lipotropina para su posterior almacenaje en vesículas (Aguilera, 1994; Benjannet et 

al., 1991). Arginina-vasopresina (AVP) también es liberada en el hipotálamo y se 

une a sus receptores AVP1b localizados en la hipófisis, potenciando el efecto de la 

CRH en la liberación de la ACTH (Aguilera & Rabadan-Diehl, 2000). La ACTH viaja 

a través de la circulación sistémica hasta las glándulas suprarrenales, donde se une 

a su receptor MC2R activando la biosíntesis de los GCs (Simpson, 1988; Hadley & 

Haskell-Luevano, 1999).  

Los GCs desempeñan diferentes funciones además de su papel como efectores de 

la respuesta al estrés. Debido a su origen lipídico, los GCs pueden atravesar la 

pared celular y unirse a sus receptores intracelulares, una vez formado el complejo 

ligando/receptor se transloca al núcleo y se une a una secuencia consenso del ácido 

desoxirribonucleico (ADN) denominada “Elemento de Respuesta a GCs (GRE)”. De 
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esta forma, los GCs pueden potenciar o reprimir la transcripción de diversos tipos 

de genes (Housman, 1987; Mangelsdorf et al., 1995; Ratman et al., 2013).  

Se han descrito dos tipos de receptores intracelulares para los GCs: los receptores 

a mineralocorticoides (MR) y los receptores a GCs (GR). Estos receptores se 

expresan casi en todas las estructuras cerebrales (McEwen et al., 1986). Los 

receptores a MR tienen una alta afinidad a los GCs naturales (cortisol, 

corticosterona y aldosterona) en comparación con los GR que tienen una alta 

afinidad por los GCs sintéticos (Grossmann et al., 2004). Por esta razón, cuando las 

concentraciones basales de GCs se encuentran en niveles basales, hasta el 80% 

de los MR se encuentran ocupados; mientras que los GR solo estarán ocupados 

cuando las concentraciones de GCs sean lo suficientemente elevadas como para 

ocupar todos los MR y tener ligando disponible para los GR, como durante los 

eventos de estrés o durante el pico del ciclo circadiano (Reul & De Kloet, 1985). Por 

esto, los cambios inducidos por el estrés son atribuidos principalmente al efecto de 

la activación de los GR(Herman et al., 2012). 

4.1.2 Inhibición del eje HPA   

Debido a que la exposición a altos niveles de GCs de forma prolongada puede 

causar daños a los organismos, éstos han desarrollado varios mecanismos de 

inhibición que permiten terminar la respuesta al estrés cuando ya no es necesaria. 

Estos mecanismos se denominan asas de retroalimentación negativa (Herman et 

al., 2012).  

Por un lado, el aumento de los niveles de GCs en sangre promueve la activación de 

los receptores a GR ubicados en el NPV, la corteza prefrontal y el hipocampo, 

activando así la retroalimentación negativa del eje (Herman et al., 2012). La unión 

de los GCs a los GR en el NPV provoca una rápida síntesis y liberación de 

endocanabinoides (EC), que al unirse con sus receptores CB1 inhiben la liberación 

de glutamato reduciendo la activación de las células CRHérgicas (Di et al., 2003). 

Por otro lado, el hipocampo y la corteza prefrontal envían proyecciones 

glutamatérgicas hacia las células GABAérgicas del BST, una vez activadas estas 

células envían señales inhibitorias hasta las células CRHérgicas del NPV (Herman, 
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2009). Se cree que estas estructuras son participes de la retroalimentación negativa 

del eje HPA, debido a que expresan MR y GR en gran abundancia. Además, se ha 

observado que las alteraciones en los GR en el hipocampo causan una 

retroalimentación negativa deficiente (Furay et al., 2008). Algunos núcleos 

hipotalámicos (preóptico medial, dorsomedial y lateral) también envían 

proyecciones GABAérgicas a las células CRHérgicas del NPV (Herman et al., 2005). 

Adicionalmente, el NPV está inervado por terminales neuropeptidérgicas 

liberadoras de encefalina y somatostatina que pueden inhibir la liberación de la CRH 

(Herman et al., 2007).  

4.2 El estrés durante las etapas tempranas de la vida 

La exposición al estrés durante los primeros años de la vida se ha relacionado con 

diversas alteraciones estructurales, cognitivas y emocionales (Bodegom et al., 

2017). Esto, debido a que la infancia representa un periodo crítico en el desarrollo 

de las estructuras cerebrales encargadas de la modulación de la respuesta al estrés 

(Bodegom et al., 2017). En humanos, una de las principales causas del estrés 

temprano es el maltrato infantil. Según la organización mundial de la salud (OMS), 

el maltrato infantil se define como todo aquel abuso y desatención del cual son 

objeto los menores de 18 años, e incluye el abuso físico, psicológico y sexual, la 

negligencia y la explotación comercial o cualquier situación que puedan causar un 

daño a la salud, el desarrollo o la dignidad del infante (WHO, 2020).  

Actualmente, la hipótesis de trabajo más aceptada sugiere que la exposición al 

estrés durante la vida temprana causa alteraciones en el desarrollo de las 

estructuras cerebrales encargadas de la retroalimentación negativa del eje HPA, 

como el hipocampo y la corteza prefrontal (McEwen, 2012). Esto causa deficiencias 

en el asa de retroalimentación negativa del eje HPA que impiden que los niveles de 

GCs se restauren de forma eficiente, ya sea en condiciones basales (hiperactividad) 

o en respuesta a estresores subsecuentes (hiperreactividad; McEwen, 2012). Esta 

elevación crónica de los niveles de GCs se asocia a una acumulación de carga 

alostática a lo largo de la vida que, en consecuencia, promueve un fenotipo 
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maladaptativo y aumenta la vulnerabilidad a presentar patologías en la edad adulta 

(McEwen, 2012). 

4.2.1 Consecuencias a largo plazo de la exposición al estrés 

durante la vida temprana 

La depresión es una enfermedad de alta incidencia que se caracteriza por un estado 

de actividad reducida, disminución del interés o placer por todas o casi todas las 

actividades, insomnio y sentimiento de inutilidad o culpabilidad (American 

Psychiatric, 2013). La OMS ha reportado que al alrededor de 280 millones de 

personas sufren depresión, y se estima que 700000 personas se suicidan por esta 

causa anualmente (OMS, 2021). Esta enfermedad resulta de interacciones 

complejas entre factores sociales, psicológicos y biológicos (Nishi, 2020). Es 

conocido que las personas que vivieron una infancia adversa o que viven una vida 

sometida a estrés, son más vulnerables a padecer depresión, además de otras 

enfermedades conductuales (Nishi, 2020; OMS, 2021; Smith & Pollak, 2020) .  

Se sabe que en condiciones normales el hipotálamo y el hipocampo participan en 

la modulación de los niveles de GCs circulantes; sin embargo, se ha observado que 

en las personas con depresión este mecanismo de regulación negativa no es 

eficiente (Stephan, 2004). Adicionalmente, el estrés crónico modifica los niveles de 

dopamina (DA), noradrenalina, glutamato e interfiere con la síntesis y liberación de 

serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT), siendo este uno de los diferentes 

mecanismos por los cuales el estrés puede causar depresión (Bulbena et al., 2008; 

Daneri, 2012; Stephan, 2004; Lynnette et al., 2020). Por otra parte, algunos estudios 

realizados post mortem de pacientes que sufrían depresión, mostraron que la 

exposición al estrés temprano causó alteraciones en el tamaño, la longitud y las 

ramificaciones dendríticas de las neuronas del hipocampo, la amígdala y la corteza 

prefrontal (McEwen et al., 2016; Stockmeier et al., 2004).  

De forma complementaria, se ha observado que la exposición al estrés durante las 

etapas tempranas de la vida aumenta el riesgo de presentar alteraciones 

metabólicas como la obesidad (Colleluori et al., 2022) o la resistencia a la insulina 

(Ilchmann-Diounou et al., 2019). Los GCs son importantes reguladores de la 



13 
 

homeostasis de la glucosa, promueven la gluconeogénesis mediante la activación 

de la transcripción de genes que codifican enzimas de la vía gluconeogénica como: 

la piruvato carboxilasa (PC), la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa citosólica (PCK1), 

la fructosa 1,6-bisfosfatasa (FBP1) y la glucosa-6-fosfatasa (G6PC; Kuo et al., 

2015). Además, los GCs reducen la captura de la glucosa en el músculo esquelético 

y el tejido adiposo blanco durante los eventos de estrés (Harris et al., 2013). Durante 

los periodos de ayuno o inanición, los GCs regulan el nivel de glucosa plasmática 

debido a que esta es la principal fuente de energía para el cerebro (Charmandari et 

al., 2005). Los GCs también modulan la liberación pancreática de insulina y 

glucagón (Rafacho et al., 2014; Wise et al., 1973). Además, participan en la 

modulación del apetito, ya que pueden estimular la liberación del neuropéptido Y 

(NPY) en el núcleo arcuato del hipotálamo (Kronenberg et al., 2009). 

4.2.2 Modelos animales de estrés durante la vida temprana  

El estudio de los efectos del estrés temprano a corto o largo plazo se ha realizado 

principalmente en roedores, mediante modelos que asemejan la adversidad 

temprana observada en el humano. Estos modelos están relacionados con la 

negligencia materna (Autumn et al., 2008), el maltrato materno (Raineki & Moriceau, 

2010), la separación (de Souza et al., 2020) y la privación maternal (Miragaia et al., 

2018). Los resultados de las investigaciones apuntan a que los eventos adversos 

durante la infancia, causan una desregulación del eje HPA, lo cual aumenta la 

vulnerabilidad a sufrir diversos tipos de patologías (Lajud et al., 2012; Smith & 

Pollak, 2020; Bodegom et al., 2017).    

Uno de los modelos de estrés en etapas tempranas de la vida más usado es la SM 

en roedores, el cual consiste en separar a las crías de su madre como estimulo 

estresor. Las consecuencias observadas en roedores sometidos a este modelo 

varían dependiendo el tiempo de separación (15 min-24 h), además de la cantidad 

de días (1-21). Por un lado, se ha observado que los periodos cortos de SM (15 min) 

no afectan el comportamiento de los animales (Zhang et al., 2020). Por otra parte, 

la exposición a la SM por largos periodos y de forma repetitiva afecta la salud del 

organismo(Lajud et al., 2012; Vargas et al., 2016).  
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El eje HPA es un sistema importante que ayuda al individuo a hacer frente a los 

eventos adversos, preparando al organismo mediante la liberación de los GCs. Sin 

embargo, durante las dos primeras semanas de vida, las crías presentan un periodo 

de hiporespuesta al estrés (SHRP por sus siglas en inglés; Lajud & Torner, 2015). 

Este periodo permite que el sistema nervioso termine de desarrollarse de forma 

adecuada, debido a que las altas concentraciones de GCs pueden afectar el 

proceso (Sapolsky, 1996). Además, la interacción madre-cría contribuye a esta 

hiporespuesta al estrés. Sin embargo, algunos eventos de estrés en las primeras 

semanas de vida como lo es la SM, inducen la activación del eje HPA incluso 

durante el SHRP (Mccormick et al., 1998). Lo cual causa una elevación de los 

niveles de GCs y la estimulación de los GR, afectando el desarrollo y la función del 

cerebro de forma permanente.  

A largo plazo, los animales sometidos a periodos largos de SM muestran un 

repertorio de alteraciones similares a las observadas en las víctimas de abuso. La 

SM causa un aumento en la conducta tipo depresiva (Donoso et al., 2020; Roque et 

al., 2021; Ruiz et al., 2018), alteraciones en el desempeño cognoscitivo (Sousa et 

al., 2014) y causa una elevación de los niveles basales de corticosterona (Gareau 

et al., 2007; Ruiz et al., 2018). Adicionalmente, Se ha observado que las ratas 

sometidas a estrés temprano desarrollan altos niveles de glucosa en ayuno, 

colesterol, triglicéridos e inulina (Bernardi et al., 2013; Maniam & Morris, 2010; Ruiz 

et al., 2018; Ryu et al., 2009; Vargas et al., 2016), afecta la neurogénesis 

hipocampal (Suri et al., 2013) y al sistema serotoninérgico (de Souza et al., 2020).  

4.3 La neurogénesis hipocampal 

La neurogénesis hipocampal es el proceso de generación de neuronas nuevas que 

se originan a partir de las células madre (Olivares et al., 2015). El hipocampo es una 

de las estructuras más sensibles al estrés temprano debido a su alta expresión de 

receptores a GCs (Furay et al., 2008). Después del nacimiento, el hipocampo 

continúa desarrollándose teniendo un pico máximo de neurogénesis entre el día 

postnatal 3-9 (Lajud & Torner, 2015). La exposición a altas concentraciones de GCs 

durante el periodo de SHRP compromete su desarrollo y afecta su estructura, 

además de sus funciones (Lajud & Torner, 2015).  
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En la edad adulta, esta forma de plasticidad neuronal ocurre en la zona sub 

ventricular (SVZ) de los ventrículos laterales, y en la zona subgranular (SGZ) del 

giro dentado (GD) del hipocampo (Lois & Alvarez-Buylla, 1994). Las neuronas 

nacidas en la SVZ participan en el aprendizaje olfativo, mientras que las neuronas 

nacidas en el GD se han implicado en aspectos específicos de la formación de la 

memoria espacial y la cognición (Sawada & Sawamoto, 2013). Además, la 

neurogénesis del GD participa como mediador de la regulación negativa del eje HPA 

(Snyder et al., 2012).  

La neurogénesis hipocampal comienza con la proliferación de las células troncales 

(Kronenberg et al., 2003; Bohlen & Halbach, 2011). Estas células presentan 

características de la glía radial y expresan proteínas como la proteína ácida fibrilar 

glial, Ki67 y la nestina. A partir de estas células se dará origen a los progenitores 

neurales clasificados como tipo celular 2a, 2b y 3, dependiendo de las proteínas que 

expresen. Los tipos celulares 2b y 3 expresan la proteína doble cortina (DCX), un 

marcador de neuroblastos y de neuronas inmaduras. Sin embargo, los progenitores 

neurales 2a no expresan la proteína DCX. Estas nuevas células migran, se 

diferencian y se integran a la capa subgranular del giro dentado del hipocampo. 

Finalmente, generan procesos sinápticos que les permite integrarse a los circuitos 

hipocampales entre dos y cuatro semanas después de su nacimiento (Figura 

2)(Sáez, 2011; van Praag Henriette et al., 2002). 
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Figura 2. Fases de la neurogénesis hipocampal. La neurogénesis hipocampal inicia con la 

proliferación de las células troncales neurales que se localizan en la zona subgranular del giro 

dentado (ZSG), las cuales darán origen a los progenitores neurales. Los progenitores neuronales 

comienzan con la migración hasta la capa de células granulares del giro dentado (CCG), dónde 

alcanzarán su madurez. Durante las distintas fases de la neurogénesis hipocampal las células 

expresan proteínas específicas que pueden ser utilizadas para detectar la fase de desarrollo en la 

cual se encuentran, esto mediante técnicas de inmunohistoquímica. (Imagen tomada y modificada 

de Olivares et al., 2015).  

 

Estudios realizados en animales sometidos a estrés temprano mostraron una 

disminución de la neurogénesis hipocampal en la edad adulta (Suri et al., 2013; 

Mirescu et al., 2004; Ruiz et al., 2018). Esto acompañado de un aumento en los 

niveles de GCs, una retención disminuida de la memoria espacial y alteraciones 

conductuales. Más específicamente, se ha observado que los animales sometidos 

a SM a largo plazo (15 meses de edad) muestran una disminución del número de 

células Ki67+ y DCX+, junto con una disminución de la memoria espacial (Suri et 

al., 2013). Otro estudio mostró que la SM causa niveles elevados de GCs, una 

disminución de las células DCX+ y alteraciones sobre la conducta tipo depresiva en 

animales de 4 y 10 meses de edad (Ruiz et al., 2018). 
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4.4 La microbiota intestinal y el eje microbiota intestino 

cerebro 

La microbiota intestinal es una comunidad compleja y dinámica de microrganismos 

(principalmente bacterias) que se localizan en el intestino (Wang & Wang, 2016). La 

relación entre los microorganismos y el hospedero se clasifica dependiendo de su 

asociación; 1) el mutualismo donde el microorganismo y el hospedero obtienen 

beneficios; 2) el comensalismo donde solo el microorganismo se ve beneficiado, sin 

embargo, el hospedero no se ve afectado; 3) el parasitismo en el que el 

microorganismo depende del hospedero, además de que puede causar daño 

(Suárez, 2012). Según los datos obtenidos del proyecto Human Microbiome y el 

MetaHIT se ha estimado que la microbiota intestinal humana consta de al menos 

2776 especies bacterianas clasificadas en 11 filos (Bilen et al., 2018; Huttenhower 

et al., 2012; Li et al., 2014). Dentro de estos, los filos Proteobacteria, Firmicutes, 

Actinobacteria y Bacteroidetes constituyen más del 90% de la microbiota intestinal 

(Bilen et al., 2018).  

La microbiota intestinal desempeña múltiples funciones en el organismo. Constituye 

una barrera intestinal, estimula la regeneración de las células epiteliales intestinales, 

produce moco y ácidos grasos de cadena corta (AGCC; Paassen et al., 2009). La 

microbiota también participa en la maduración del sistema inmunológico, innato y 

adaptativo (Nell et al., 2010), promueve la síntesis y el metabolismo de nutrientes, 

hormonas y vitaminas; y juega un papel importante en la eliminación de drogas y 

venenos (Palacio et al., 2016). Además, la microbiota evita la colonización del 

intestino por microorganismos patógenos al competir con ellos o mediante la 

liberación de péptidos antimicrobianos (Sekirov et al., 2010). Durante el desarrollo 

cerebral la microbiota intestinal modula la mielinización en la corteza prefrontal, una 

estructura importante en el proceso del aprendizaje y la memoria (Stilling et al., 

2016).  
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4.4.1 El eje microbiota- intestino- cerebro  

En la última década las investigaciones apuntan a que el cerebro y el intestino se 

mantienen en constante comunicación, y cada vez es más aceptado que la 

microbiota intestinal ejerce influencia sobre el comportamiento y la fisiología del 

huésped (Figura 3; Clemente et al., 2012; Cryan & Dinan, 2012; Dinan & Cryan, 

2017). Los mecanismos y vías por los cuales se lleva a cabo esta comunicación, 

aun requieren de investigación; no obstante, a la fecha se cree que el sistema 

endocrino, el sistema inmunológico, el sistema nervioso entérico (SNE), el sistema 

nervioso autónomo (SNA) y el nervio vago (NV) son los principales encargados de 

esta comunicación bidireccional (Collins, 2012; Cryan et al., 2019; Mayer et al., 

2014; Sommer, 2016).  

Recientemente se ha observado que el intestino puede intercambiar información 

con el cerebro mediante dos vías neurales. La primera vía es a través del SNE y el 

NV. Para que ocurra la activación de esta vía se propone que las bacterias pueden 

estimular directamente a las neuronas aferentes del SNE, y al nervio vago (Borre et 

al., 2014). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que algunos de los 

efectos de la microbiota intestinal o de los probióticos pueden ser independientes 

de la activación vagal (Bauer et al., 2016; Forsythe & Bienenstock, 2018). La 

segunda vía propuesta es a través de la comunicación del SNE que inerva el 

intestino con el SNA y NV. Esta vía se divide en varios relevos, iniciando con la 

activación de los ganglios mientéricos, los ganglios submucosos y las células gliales 

intestinales (Schemann & Neunlist, 2004); el segundo relevo ocurre en los ganglios 

prevertebrales que regulan las respuestas reflejas viscerales periféricas 

(Szurszewski, 1981); el tercer relevo es el SNA en la médula espinal y el núcleo del 

tracto solitario en el tronco encefálico y el núcleo dorsal del vago (Chang et al., 

2003). El cuarto relevo ocurre en los centros cerebrales superiores, donde la 

información de los centros corticales y subcorticales, incluidos los ganglios basales, 

se canaliza hacia los núcleos específicos del tronco encefálico, desde donde se 

controlan muchas funciones gastrointestinales (Wang & Wang, 2016). 
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Figura 3. Eje microbiota-intestino-cerebro. Existen diferentes vías por las cuales el intestino y el 
cerebro se comunican. Las vías más estudiadas son el sistema nervioso entérico (SNE), el nervio 
vago y el sistema inmunológico. Las principales moléculas de señalización de este eje son los 
neurotransmisores, las hormonas y los ácidos grasos de cadena corta (AGCC). Además, algunos 
componentes de la pared celular de las bacterias como el péptidoglicano pueden estimular al sistema 
inmunológico o directamente activar los receptores de reconocimiento de patógenos específico 
(PGLYRP2). Hormona liberadora de corticotropina (CRH), hormona adrenocorticotropa (ACTH), 
receptores de ácidos grasos libres (FFAR). (Imagen tomada y modificada de Sherwin et al., 2019). 

 

Además de la vía neural, la microbiota produce diversas moléculas (metabolitos y 

neurotransmisores) que sirven como mensajeros para establecer la comunicación 

con el cerebro (Cryan et al., 2019). Las moléculas producidas por la microbiota 

incluyen a los AGCC, los metabolitos de los ácidos biliares, algunos 

neurotransmisores como GABA, 5-HT y las catecolaminas (Cryan et al., 2019; Dinan 

& Cryan, 2017; O’Mahony et al., 2014). De forma complementaria, las bacterias 
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pueden producir moléculas de detección de quórum las cuales regulan la expresión 

génica (principalmente en la producción de metabolitos y la patogenicidad) tanto en 

la bacteria que las secreto como en otras bacterias de la misma comunidad, 

provocando una respuesta global. Además, estas moléculas pueden influir en las 

células enteroendocrinas y en las terminaciones nerviosas que inervan el intestino 

(Rhee et al., 2009). También, la microbiota intestina puede modular la actividad del 

sistema inmune y la inflamación promoviendo la liberación de citocinas pro o 

antiinflamatorias. Las citocinas a su vez, pueden modular algunas funciones 

cerebrales como la conducta (Bailey et al., 2011).  

Los AGCC son los productos de la digestión bacteriana de los carbohidratos. Los 

AGCC pueden desarrollar funciones como la regulación de la producción de 5-HT y 

del péptido YY a nivel intestinal (Holzer et al., 2012). Se les atribuye diversas 

funciones fisiológicas como la reducción de la ingesta de alimentos, la mejora de la 

tolerancia a la glucosa y la modulación de algunos componentes del sistema inmune 

(Cani et al., 2013; Layden et al., 2013; Vinolo et al., 2011). Además, se ha descrito 

que el butirato puede regular la expresión de diversos genes al reducir la expresión 

de la histona desacetilasa (Stilling & Dinan, 2014).  

Por otra parte, la microbiota está relacionada con la producción de 

neurotransmisores. Por ejemplo, Bifidobacterium infantis es capaz de elevar los 

niveles de triptófano en sangre y, por ende, a los niveles de 5-HT (O’Mahony et al., 

2014). Candida spp, Escherichia coli, Streptococcus thermophilus y Enterococcus 

spp se relacionan con un aumento en la producción de 5-HT. Lactobacillus spp 

pueden liberar norepinefrina, y Bifidobacterium pueden producir GABA. Por otra 

parte, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis y Proteus vulgaris 

aumentan las concentraciones de dopamina y Lactobacillus spp de acetilcolina a 

nivel intestinal (Clarke et al., 2014; Lyte, 2014).  

4.4.2 La microbiota intestinal y el eje HPA 

La investigación sobre la conexión entre el eje HPA y la microbiota se ha llevado a 

cabo principalmente en modelos de roedores GF. Las primeras investigaciones 

mostraron que los animales GF desarrollaron una respuesta alterada al estrés, 
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presentando niveles de GCs y ACTH significativamente más elevados que los 

animales control. Sin embargo, la colonización con microbiota restauró estas 

alteraciones (Sudo et al., 2004). Esto sugirió que la microbiota desempeñaba un 

papel importante en la modulación de la respuesta al estrés. Además, Diversos 

trabajos mostraron que el uso de probióticos como Lactobacillus helveticus y 

Bifidobacterium longum pueden normalizar los niveles de GCs causados por una 

alterada regulación del eje HPA (Desbonnet et al., 2010; Gareau et al., 2007; 

Moussaoui et al., 2014). 

El hipocampo es una estructura altamente sensible a la disbiosis intestinal. En 

ratones GF se observó una disminución en la expresión del factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF), un factor importante en la plasticidad cerebral en el 

hipocampo (Neufeld et al., 2011). Adicionalmente, los animales GF presentaron 

neuronas piramidales hipocampales más cortas, menos ramificadas y con un menor 

número de espinas (Luczynski et al., 2016). Por el contrario, las neuronas 

piramidales de la amígdala exhibieron hipertrofia (Luczynski et al., 2016).  

 

4.4.3 Estrategias para modificar la microbiota intestinal 

Durante las últimas décadas el uso de animales GF ha sido una herramienta útil 

para estudiar la relación microbiota-hospedero y controlar posibles variables de 

confusión. La investigación en animales GF ha permitido demostrar que la 

microbiota desempaña un papel fundamental en la modulación de diversas 

funciones cerebrales. Por ejemplo, los animales GF presentaron un comportamiento 

social deteriorado (Lardenoije et al., 2015), alteraciones en los niveles de 

neurotransmisores (Heijtz et al., 2011) e hipermielinización en la corteza prefrontal 

(Stilling et al., 2015). Adicionalmente muestran alteraciones en la neurogénesis 

hipocampal (Kundu et al., 2019; Scott et al., 2020), la microglía (Erny et al., 2015), 

la conducta (Heijtz et al., 2011; Sudo et al., 2004) y una respuesta alterada al estrés 

(Sudo et al., 2004) . 

Si bien, el uso de animales GF ha sido sumamente importante, tienen serias 

limitaciones. Particularmente se sabe que la microbiota es dinámica y cambia 
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constantemente, sin embargo, durante la infancia es muy susceptible a influencias 

ambientales (Cryan et al., 2019). Así, la microbiota intestinal se considera un 

"agente ambiental" que modifica el desarrollo del cerebro durante los primeros años 

de vida (Heijtz et al., 2011). Por lo tanto, criar animales en condiciones de GF podría 

producir efectos de confusión. De hecho, se ha observado que los animales criados 

como GF presentan alteraciones conductuales, neuroendocrinas y neuroinmunes 

similares a las observadas después de ELS (Arias et al., 2014; De Palma et al., 

2015; Huo et al., 2017; Johnson & Burnet, 2020).  

Como alternativa, la AIMD en animales criados normalmente ha sido utilizada como 

una estrategia sencilla para evaluar el papel del microbioma intestinal en 

condiciones patológicas. La AIMD abate las poblaciones bacterianas en roedores 

que fueron colonizados normalmente desde el nacimiento, evitando así los efectos 

indeseables de criar animales en condiciones de G F(Moloney, et al., 2016; Kennedy 

et al., 2018). En adultos, la AIMD se ha asociado con alteraciones neuroendocrinas, 

disminución de la neurogénesis del hipocampo y cambios en la conducta de 

ansiedad y la conducta tipo depresiva (Guida et al., 2018; Moloney, et al., 2016). 

Además, se ha observado que la AIMD mejora la homeostasis de la glucosa y 

protege contra el desequilibrio metabólico inducido por una dieta rica en grasas 

(Carvalho et al., 2012; Suárez-Zamorano et al., 2015). En humanos, la exposición 

recurrente a antibióticos se ha relacionado con un mayor riesgo a sufrir depresión y 

ansiedad, esto se cree que es debido a la incapacidad de la restauración de la 

microbiota intestinal después de repetidas perturbaciones con antibióticos 

(Dethlefsen & Relman, 2011; Ido et al., 2015). 

En la etapa adulta la arquitectura de la microbiota se vuelve más estable y resistente 

a las perturbaciones, sin embargo, puede verse afectada por la dieta, los probióticos 

y los prebióticos (Cryan et al., 2019). La modulación de la microbiota mediante el 

uso de probióticos y prebióticos se realiza con la finalidad de mejorar la salud del 

organismo. Los probióticos son microorganismos vivos benéficos, los prebióticos 

son principalmente fibras de origen vegetales que sirven como alimento a ciertos 

tipos de bacterias (Markowiak & Ślizewska, 2017). Algunos estudios preclínicos han 

demostrado que la ingestión de prebióticos y probióticos puede modular el 
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comportamiento (Ait-Belgnaoui et al., 2014; Desbonnet et al., 2010; Donoso et al., 

2020).   

La transferencia de microbiota fecal es otro tipo de modulación de la microbiota. 

Esta técnica consiste en la manipulación de la microbiota a través del trasplante de 

microbiota fecal, donde la microbiota fecal de un donante sano se trasplanta al tracto 

intestinal de un paciente (Weingarden & Vaughn, 2017). Este tipo de modulación 

aun no es muy utilizado en la clínica, pero se han obtenido resultados satisfactorios 

como terapia en infecciones de Clostridium difficile (Hamilton et al., 2012). Si bien, 

la TMF tradicionalmente se ha utilizado en individuos que poseen un ecosistema 

bacteriano nativo, recientemente se ha sugerido que su eficiencia puede ser mayor 

si se realiza en individuos previamente sometidos a AIMD.  
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V. ANTECEDENTES 

Resultados previos de nuestro grupo de investigación mostraron que la SM causa 

una conducta tipo depresiva y afecta el metabolismo a largo plazo (Ruiz et al., 2018; 

Vargas et al., 2016). Además, se ha reportado que la SM causa alteraciones en la 

neurogénesis hipocampal. En efecto, Deepika suri y colaboradores mostraron que 

la SM provoca una disminución de la neurogénesis hipocampal, acompañada de 

una disminución en la expresión de BDNF en animales adultos (Suri et al., 2013). 

Se sabe que la neurogénesis hipocampal es de suma importancia en la regulación 

del eje HPA. Snyder y colaboradores observaron que la inhibición de la 

neurogénesis hipocampal causó alteraciones en la regulación negativa del eje HPA, 

lo cual demostró que las neuronas nacidas en el nicho neurogénico del hipocampo 

en los animales adultos son fundamentales para mantener una respuesta normal al 

estrés (Snyder et al., 2012). Lo anterior sugiere que los efectos de la SM sobre la 

neurogénesis hipocampal pueden ser uno de los mecanismos que subyacen a los 

efectos a largo plazo sobre la reactividad del eje HPA.  

La relación entre el ELS y la microbiota intestinal ha sido un tema de interés en los 

últimos años. O’Mahony y colaboradores demostaron mediante PCR y 

electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante del gen del ácido ribonucleico 

ribosomal (ARNr) 16s que el perfil bacteriano de los animales sometidos a ELS fue 

distinto al de los animales control (O’Mahony et al., 2009). Posteriormente, 

Moussaoui y colaboradores mostraron que el aumento de los niveles de 

corticosterona causados por el ELS provocan una mayor permeabilidad intestinal, 

lo que se relaciona con la disbiosis intestinal (Moussaoui et al., 2014). Ademas, 

Desbonnet y colaboradores observaron que la administración de probióticos durante 

el periodo de la SM previno el aumento en la permeabilidad intestinal y la elevación 

de la corticosterona (Desbonnet et al., 2010).  

Por otra parte, el uso de los animales GF permitió estudiar el papel de la microbiota 

intestinal en el desarrollo de los efectos del ELS. De Palma y colaboradores, 

utilizando animales GF, mostraron que la SM afecta el eje HPA de una manera 

independiente de la microbiota. No obstante, la microbiota intestinal es necesaria 
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para la inducción de alteraciones conductuales causadas por la SM. Además, la 

colonización de los animales GF con microbiota procedente de los animales libres 

de patógenos específicos (SPF; controles) produjo distintos perfiles bacterianos en 

los animales control y en los animales SM. Adicionalmente la colonización causó 

alteraciones en el comportamiento de los animales SM, pero no en los animales 

control (De Palma et al., 2015).  

Hasta la fecha la evidencia acumulada muestra que la microbiota intestinal juega un 

papel importante como mediador de los efectos del ELS. No obstante, El uso de 

estrategias terapéuticas que modifiquen la microbiota intestinal en animales adultos 

sometidos a ELS ha sido poco estudiado.  
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VI. HIPÓTESIS 

La transferencia de microbiota fecal en combinación con la depleción de microbiota 

inducida por antibióticos revertirá los efectos del estrés temprano. 

 

VII. OBJETIVOS 
 

7.1 General: 

Determinar si la transferencia de microbiota fecal en combinación con la depleción 

de microbiota inducida por antibióticos revierte los efectos de la separación maternal 

de forma estable en un modelo de animales sucios. 

 

7.1.1 Específicos:  

1. Evaluar los efectos de la depleción de microbiota inducida por antibióticos en 

animales sometidos a separación maternal (neurogénesis, conducta y 

metabolismo).  

2. Evaluar si los efectos de la separación maternal sobre la memoria, la 

neurogénesis hipocampal, la conducta tipo depresiva, el riesgo metabólico y la 

disbiosis intestinal son revertidos inmediatamente después de terminar la 

transferencia de microbiota fecal.  

3. Evaluar la durabilidad de los efectos de la transferencia de microbiota fecal un 

mes después de ser interrumpida. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

Para todos los experimentos se obtuvieron ratas gestantes sincronizadas de la cepa 

Sprague-Dawley del bioterio del Instituto de Neurobiología de la Universidad 

Nacional Autónoma de México, las cuales se dejaron habituar en nuestras 

instalaciones por una semana antes del parto. Los animales se mantuvieron en 

condiciones controladas a una temperatura de 22°C, un ciclo de luz/oscuridad de 

12 horas (luz encendida de 7:00 am a 7:00 pm) y acceso libre a comida (Purina, Lab 

Diet, EE. UU.) y agua. Cada grupo experimental contó con crías provenientes de al 

menos 4 madres diferentes. Al destete los animales fueron alojados en grupos de 4 

ratas por caja. Se utilizaron solo los animales machos. Todos los procedimientos 

experimentales se llevaron a cabo entre las 9:00 y las 13:00 horas y fueron 

aprobados por el comité nacional de ética del Instituto Mexicano del Seguro Social 

(R-2017-785-077). Además, los procedimientos se apegaron a las especificaciones 

de la norma mexicana NOM-062-ZOO-1999, especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. 

Para el objetivo específico 1 (Figura 4A) los grupos estuvieron integrados por 8 a 10 

individuos. El día de nacimiento de las crías fue considerado como día postnatal 

(DPN) 0. Al DPN 1 las crías fueron mezcladas y de forma aleatoria se asignaron a 

una camada. Las camadas estuvieron conformadas por 10 individuos (8 machos y 

2 hembras). La mitad de las camadas fueron asignadas al grupo SM y la otra mitad 

al grupo control (CONT). Las crías del grupo SM fueron sometidas al protocolo de 

SM. Las crías del grupo CONT permanecieron sin alteraciones a excepción de la 

limpieza de rutina. Al DPN 21 los animales fueron destetados y se dejaron crecer 

en condiciones estándar de bioterio (STD) hasta el DPN 60. La mitad de los 

animales de cada grupo (CONT y SM) fueron sometidos a la AIMD del DPN 60 al 

90 y el resto de animales permanecieron en condiciones estándar. Posteriormente 

se evaluaron los efectos de la AIMD.  

Para el objetivo específico 2 (Figura 4B) se realizó el mismo diseño metodológico 

que para el objetivo específico 1. Sin embargo, después de la AIMD se realizó la 

TMF. Para esto, los animales con AIMD (receptores) fueron colocados a cohabitar 

por 2 meses (DPN 90 al 120) con los animales que permanecieron en condiciones 
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STD (donadores). Posteriormente se evaluaron los efectos de la TMF en 

combinación con la AIMD.  Adicionalmente, un grupo independiente de animales se 

utilizó para evaluar si la TMF revertía los efectos de la AIMD. Para esto, un grupo 

de animales CONT sometidos a AIMD fueron colocados a cohabitar por un mes con 

un grupo de animales CONT que mantuvo su microbiota intacta.  

Para el objetivo específico 3 (Figura 4C) se realizó el mismo diseño metodológico 

empleado para el objetivo específico 1 y 2. No obstante, después de los 2 meses 

de la TMF se impidió la cohabitación por un mes. Esto para evaluar la durabilidad 

de los efectos de la TMF. Adicionalmente, se realizó la misma metodología en un 

grupo de animales en condiciones microbiológicamente controladas (animales que 

contaron con material de cama, alimento, agua y aire estéril); posteriormente 

evaluamos las diferencias entre la microbiota de los animales sucios vs los animales 

en condiciones microbiológicamente controladas.   

Se evaluó el aprendizaje espacial en la prueba de desplazamiento de objetos, la 

conducta tipo depresiva en la prueba de nado forzado y la tolerancia a la glucosa. 

Adicionalmente, analizamos las concentraciones de corticosterona e insulina en 

plasma y la composición de la microbiota intestinal por qPCR. Se analizó la 

neurogénesis hipocampal mediante inmunotinciones contra Ki67 y doblecortina. 
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Figura 4. Diseño experimental. Línea de tiempo del diseño experimental del A) objetivo específico 

1, B) objetivo específico 2 y C) objetivo específico 3.  
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8.1 Separación maternal (SM)  

Para la SM, al DPN 1 las crías del grupo SM fueron separadas de su madre y 

colocadas en una caja de acrílico (temperatura controlada de 30-33°C), las crías 

fueron separadas por separadores de cartón. Las cajas de acrílico fueron colocadas 

en una habitación independiente al de la madre para evitar la comunicación 

mediante vocalizaciones. Después de la separación de 3 horas, las crías fueron 

devueltas a la jaula de sus respectivas madres. Este procedimiento se repitió 

sistemáticamente hasta el DPN 14 de las 9:00 a las 12:00 horas. Las crías del grupo 

CONT no fueron perturbadas a excepción de la limpieza de rutina (Ruiz-González 

et al., 2022; Vargas et al., 2016).   

 

8.2 Depleción de microbiota inducida por antibióticos  

Al día DPN 60 a la mitad de los animales de cada grupo se les administró un 

tratamiento con antibióticos durante 30 días. El esquema de antibióticos utilizados 

constó de ampicilina (1g/L), neomicina(1g/L), vancomicina (0.5g/L) y metronidazol 

(1g/L) administrados en el agua de los bebederos. Los antibióticos fueron sustituidos 

cada tercer día para evitar la pérdida de su actividad. Los animales fueron 

monitoreados durante la administración de los antibióticos y no se observaron 

señales visibles de distrés o pérdida de peso (Ekmekciu et al., 2017; Ruiz-González 

et al., 2022; Rakoff-Nahoum et al., 2004).  

 

8.3 Terapia de transferencia de microbiota fecal  

Para la TMF, los animales AIMD (receptores) fueron colocados en cohabitación en 

las cajas de los animales que mantenían su microbiota intacta (donadores) durante 

dos meses. Específicamente, los animales SM+AIMD fueron colocados a cohabitar 

con animales CONT+STD, mientras que los animales CONT+AIMD fueron 

colocados en cohabitación con animales SM+STD.  
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8.4 Prueba de desplazamiento de objetos 

Un día antes de la prueba los animales fueron colocados de forma individual en la 

arena (80x60x30 cm) durante 15 min para que se habituaran a la arena. El día de 

la prueba los animales fueron colocados en la arena en la cual había dos objetos 

idénticos y se les permitió explorar durante 10 minutos (familiarización). Se dio un 

intervalo inter ensayo de 1 hora y los animales fueron regresados a la arena durante 

10 minutos. Sin embargo, en este caso uno de los objetos había sido desplazado. 

Se registro el tiempo durante el cual los animales exploraban (olfatear o tocar) el 

objeto desplazado y el objeto familiar. Ambos periodos fueron grabados con una 

cámara web y se utilizó el software EVENTLOG para el análisis de los datos (Roque 

et al., 2021).  

 

8.5 Prueba de nado forzado  

Los animales se colocaron en un tanque de acrílico (55x35cm) con 4/5 partes de 

agua limpia por 10 minutos, durante los cuales fueron grabados con una cámara 

web. Se registro el tiempo durante el cual la rata presentaba una conducta activa 

(escalamiento, las patas delanteras del animal rompían el plano del agua) o una 

conducta pasiva (inmovilidad, el animal solo presentaba movimientos que le 

permitieran tener la cabeza fuera del agua). Los datos fueron analizados mediante 

el software EVENTLOG. El agua fue cambiada entre cada grupo para evitar la 

contaminación cruzada (Roque et al., 2021).             

 

8.6 Curva de tolerancia a la glucosa  

Los animales permanecieron en ayunas durante 12 horas. A las 9 AM, a los 

animales se les pinchó la cola para colectar muestras de sangre. Posteriormente se 

administró una carga de glucosa 1g/kg (50%, DX-50; Pisa) intraperitonealmente y 

se colectaron muestras 30, 60 y 120 min después de la administración de la glucosa. 

Las concentraciones de glucosa fueron evaluadas utilizando un glucómetro 

comercial (Ruiz-González et al., 2022). 
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8.7 Recolección de muestras  

Se realizó eutanasia a los animales con una sobredosis de pentobarbital sódico vía 

intraperitoneal. Inmediatamente se obtuvieron muestras de sangre intracardiaca 

colectadas en microtubos de 1.5ml con 0.5µl de EDTA (10%) y 10µl de Aprotinina. 

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 9600rpm/10 min y el plasma 

se almacenó a -30°C.  

Para la recolección de las muestras de contenido de ciego se realizó una incisión 

en la línea media del estómago y se expuso el ciego, el cual fue ligado y extraído 

para colectar su contenido en microtubos estériles de 1.5ml. Los microtubos fueron 

almacenados a -30°C.  

Inmediatamente después los animales fueron perfundidos por vía intracardiaca con 

200 ml solución NaCl 0.9% y 200 ml paraformaldehído al 4% (PFA) en buffer de 

fosfatos (PB) 0.1 M. Los cerebros fueron disecados y colocados en PFA por 24 

horas y después fueron transferidos a soluciones seriadas de sacarosa al 20% y 

30%. Los cerebros fueron almacenados en refrigeración.  

 

8.8 Evaluación de corticosterona, insulina, colesterol y 

triglicéridos en plasma  

Las concentraciones de corticosterona e insulina en plasma se evaluaron utilizando 

kits de ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (Corticosterone ELISA kit 

ENZO, rat insulin ELISA kit CrystalChem), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

La evaluación de las concentraciones de triglicéridos y colesterol en plasma se llevó 

a cabo utilizando ensayos colorimétricos estándar (RANDOX, London), siguiendo 

las indicaciones del fabricante. 

 

8.9 Inmunohistoquímica 

Los cerebros fueron procesados en un criostato, se realizaron cortes de 40μm de 

grosor a lo largo del eje lateral-medial del hipocampo. Los cortes se colocaron en 

tubos con solución crioprotectora (25% etilenglicol, 25% glicerina y 50% PB) y 

fueron almacenados en refrigeración. Los cortes sagitales fueron seleccionados de 



33 
 

manera aleatoria (240 µm de distancia entre cada uno) para realizar las 

inmunotinciones contra doblecortina (DCX) y Ki67.  

Los cortes fueron lavados con PB para eliminar la solución crioprotectora, se 

incubaron en PBT (PB + triton 0.3%) con peróxido de hidrógeno al 10% (H2O2) y 

después en metanol absoluto. Los cortes se colocaron en solución de bloqueo (PBT 

+ suero de caballo 5%) y posteriormente se incubaron durante toda la noche en una 

solución de anticuerpo primario (cabra anti DCX marca Santa Cruz Biotechnology, 

1:1500 y conejo anti Ki67 ABCAM 1:1500). Después los cortes fueron incubados en 

una solución de anticuerpo secundario biotinilado (burro anti cabra, Vector 

Laboratories, 1:750 y: anti conejo, ABCAM, 1:750). Para la visualización de utilizó 

el sistema de amplificación de avidina-biotina (Elite ABC kit, Vector Laboratories) y 

el sistema de revelado Ni-DAB (DAB staining kit, Vector Laboratories). Entre cada 

paso los cortes fueron lavados con PB. Se realizaron tinciones de contraste con 

hematoxilina si era necesario. Las laminillas se observaron con un microscopio 

(axioscope, Karl Zeiss) y un objetivo 20x y se realizó un conteo manual de células 

DCX+ en el hipocampo dorsal en el GD. Para la evaluación del área (mm2) de la 

capa granular y sub granular del GD se utilizó el programa Axiovision Real 4.0 (Karl 

Zeiss) y un objetivo 5x. El volumen de la capa granular del GD se calculó mediante 

el principio de Cavalieri: V(e)=T∑ni=1Ai. Donde el volumen es la suma de las áreas 

de cada corte con un grosor T (40µm) multiplicado por la distancia de muestreo 

(240µm). Se calculó la densidad total de células marcadas con DCX (No cels/mm3) 

mediante el uso de la formula Nv=Q/ah donde Q es el número de células marcadas, 

a el área de cada corte y h la distancia entre cada corte (Ruiz et al., 2018).   

.  

8.10 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

(qPCR) 

La extracción del ADN de las muestras de contenido de ciego se llevó a cabo 

mediante el uso de un kit de extracción de ADN de muestras fecales (ISOLATE 

Fecal DNA Kit, BIOLINE), siguiendo las indicaciones del fabricante. Cada una de 

las reacciones de qPCR estaba compuesta por 100ng de ADN, Master Mix (iTaq™ 



34 
 

Universal SYBR® Green Supermix, Bio-Rad) y oligonucleótidos (directo e inverso, 

10µM/µL each, Invitrogen, Camarillo, CA; Tabla 1) para ARN ribosomal 16S 

específicos para cada especie. La qPCR se realizó por 40 ciclos utilizando el equipo 

CFX 96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Cada muestra se 

analizó por duplicado. Se construyeron curvas estándar para cada gen y se obtuvo 

el número de copias del gen de ARNr 16s de Bacteroides fragilis, Bifidobacterium 

longum subsp. Longum, Clostridium coccoides, Clostridium leptum y Lactobacillus 

spp. Para cada curva estándar se realizó una PCR punto final usando los 

oligonucleótidos de interés. El producto de la PCR fue sometido a una electroforesis 

en un gel de agarosa (0.5%). Se recortó la sección de interés del gel y fue colocada 

en un microtubo (con un orificio en el fondo) de 600µl que contenía fibra de vidrio 

en el fondo. Este sistema se colocó en un microtubo de 1.5ml y se centrifugó a 

12000 rpm. A la solución líquida contenida en el microtubo de 1.5ml se le agregó 

100µl cloroformo y fue centrifugada por 5 min a 12000 rpm. La fase acuosa fue 

transferida a un tubo nuevo donde se le agregó 15µl de NaCl (2M) y 150µl de 

isopropanol, se almacenó en refrigeración durante 30 min y posteriormente fue 

centrifugada por 5 min a 12000 rpm. La fase acuosa fue desechada y a la pastilla 

formada se le agregó 50µl etanol al 70% y se centrifugó a 12000 rpm durante 5 min. 

Se desechó el etanol y el precipitado se dejó secar. Posteriormente el precipitado 

fue resuspendido en 50µl agua destilada estéril. Se evaluó la concentración del ADN 

por medio de un nanodrop y mediante la ecuación matemática “número de copias = 

(concentración de ADN*6.022x1023) / (número de pares de bases del 

amplicon*1x109*660)” se obtuvo el número de copias por µl. Para construir la curva 

estándar se ajustó la concentración a 1x1010 número de copias/µl y se realizaron 

diluciones 1:10 hasta 1x106 número de copias/µl. La qPCR se realizó en apego a 

las normas Minimum Information for the Publication of Quantitative Real-Time PCR 

Experiments (Bustin et al., 2009). 
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Tabla 1. Oligonucleótidos específicos.  

 

8.11 Análisis estadísticos 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el software GB-STAT v6.0. Se 

realizó un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías para el índice de 

discriminación, el tiempo de escalamiento, el tiempo de inmovilidad, las 

concentraciones de corticosterona, insulina, colesterol y triglicéridos en plasma, el 

número de células DCX+ y de células Ki67+ y el número de copias del gen de ARNr 

16s. Para la curva de tolerancia a la glucosa se realizó una ANOVA de tres vías de 

medidas repetidas. En todos los casos donde la ANOVA reveló diferencias 

significativas se realizó una prueba post-hoc de Newman-Keuls para evidenciar las 

diferencias entre grupos. Para los parámetros de la TMF de animales control 

estándar a los animales control con AIMD se utilizó una prueba t de Student. Los 

datos se presentan como el promedio del grupo (Prom) ± error estándar (EST). La 

significancia estadística se estableció como p≤0.05. 

 

                                 

         

             

 acterias totales

 

R

GCA GGC CTA ACA CAT GCA AGT C

CTG CTG CCT CCC GTA GGA GT 2 2

                      

             

 

R

TTC CAG TTG ATC GCA TGG TC

GGG AAG CCG TAT CTC TAC GA   1

                 

 

R

AGC AGT AGG GAA TCT TCC A

CAC CGC TAC ACA TGG AG  41

                    

 

R

ATA GCC TTT CGA AAG RAA GAT

CCA GTA TCA ACT GCA ATT TTA 4 5

                     

 

R

AAA TGA CGG TAC CTG ACT AA

CTT TGA GTT TCA TTC TTG CGA A 440

                  

 

R

GCA CAA GCA GTG GAG T

CTT CCT CCG TTT TGT CAA 2  
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IX. RESULTADOS 
 

9.1 La AIMD replicó los efectos de la SM, pero no los 

exacerbó 

9.1.1 Efectos de la SM y la AIMD sobre el peso del ciego  

El ANOVA de dos vías indicó un efecto significativo de la AIMD sobre la carga 

bacteriana total del ciego (F1,16: 167.1, p< 0.0001) y el peso relativo del ciego (F1,16: 

50.6, p< 0.0001), pero no sobre la masa corporal (Tabla 2). Las comparaciones 

múltiples mostraron que la AIMD causó una disminución de más del 99% en la carga 

bacteriana total en comparación con las ratas STD (p< 0.0001; Tabla 2). Las ratas 

tratadas con la AIMD también mostraron un mayor peso relativo del ciego en 

comparación con las ratas STD (p< 0.0001; Tabla 2). Al analizar las especies 

bacterianas específicas por qPCR (Tabla 2), se encontró una disminución 

significativa causada por la AIMD sobre el número de copias del gen de ARNr 16s 

de Lactobacillus spp (F1,16: 184, p< 0.0001), Bacteroides fragilis (F1,16: 43.5, p< 

0.0001), Clostridium coccoides (F1,16: 44.5, p< 0.0001) y Clostridium leptum (F1,16: 

78.9, p< 0.0001). Además, observamos un efecto significativo de la SM en 

Lactobacillus spp (F1,16: 20.6, p< 0.0003) y Bacteroides fragilis (F1,16: 31.1, p< 

0,0001) en el número de copias del gen de ARNr 16s, pero no se observó efecto 

sobre Clostridium coccoides y Clostridium leptum (Tabla 2). Específicamente, las 

comparaciones múltiples revelaron una disminución del 50% en el número de copias 

del gen de ARNr 16s de Lactobacillus spp y una disminución del 91% de Bacteroides 

fragilis en las ratas SM en relación con los controles (p< 0.0001; Tabla 2). 
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Tabla 2: Efectos de la depleción de microbiota inducida por antibióticos y la 

separación maternal sobre el peso relativo del ciego y la microbiota intestinal. 

Animales control (CONT) o separación maternal (SM) en condicones estandar (STD) o sometidos a  

deplecion de microbiota inducida por antibioticos (AIMD). Prom ± EST. ANOVA, **p < 0.01 vs 

CONT+STD. Masa corporal n=8, peso relativo del ciego y microbiota intestinal n=5. 

9.1.2 Efectos de la SM y la AIMD sobre la conducta tipo depresiva  

El ANOVA de dos vías indicó un efecto principal de la AIMD (F1,28: 7.4, p= 0.01) y 

de la SM (F1,28: 4.7, p= 0.03) en el tiempo de escalamiento, pero no en su 

interacción. Las comparaciones múltiples revelaron que los animales CONT+AIMD 

(p< 0.05), SM+STD (p< 0.05) y SM+AIMD (p< 0.01) mostraron una disminución del 

tiempo de escalamiento en comparación con los animales CONT+STD (Figura 5A). 

Al evaluar el tiempo de inmovilidad, el ANOVA de dos vías mostró un efecto 

significativo de la SM (F1,28: 9.1, p= 0.005), pero no de la AIMD o su interacción. Las 

comparaciones múltiples mostraron un aumento en el tiempo de inmovilidad en los 

grupos SM+STD (p< 0.05) y SM+AIMD (p< 0.05) en comparación con el grupo 

CONT+STD (Figura 5B). 

                              

Masa corporal (g)  56.    .  70.1  5.1  4 .5   . 5  56.2   .5

Peso relativo del ciego (g kg) 25.    .0 27.1  1.4  4.4   .4** 75.7  12.0**

Carga total de bacterias ( ) 100  1 .5  1.0   5.6 0.15  0.05** 0.7   0.1 **

Lactobacillus spp

(No. de copias del gen ARNr

16s x 106)

 0 .5  27.7 151.1  11.4** 0.01  0.002** 0.01  0.00 **

 acteroides fragilis

(No. de copias del gen ARNr

16s x 106)

514.7  75.0 4 .0   .0**   0.01**   0.01**

Clostridium coccoides

(No. de copias del gen ARNr

16s x 106)

1545  2  11 4  21   0.01**   0.01**

Clostridium leptum

(No. de copias del gen ARNr

16s x 106)

14.6   1.4 11.6  2.2   0.01**   0.01**
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Figura 5. Efecto de la AIMD y la SM sobre la conducta de tipo depresiva. A) Tiempo de 

escalamiento y B) tiempo de inmovilidad de animales control (CONT) o separación maternal (SM) 

después mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) o sometidos a depleción de 

microbiota inducida por antibióticos (AIMD). (P    ± EST, ANOVA, *  ≤ 0 05 v   ONT+STD, **  ≤ 

0.01 vs CONT+STD. n=8). 

 

9.1.3 La AIMD atenuó el desbalance metabólico causado por la SM 

La curva de tolerancia a la glucosa se realizó después de un ayuno nocturno de 12 

horas (Figura 6A). El ANOVA de tres vías de medidas repetidas indicó un efecto 

principal del tiempo después de la administración de glucosa (F2,56: 114, p< 0.0001) 

y de la SM (F1,56: 5.5, p= 0.02), pero no de la AIMD, ni de sus interacciones. Las 

comparaciones múltiples no revelaron diferencias entre los grupos. El ANOVA de 

dos vías de los niveles de colesterol en plasma reveló un efecto significativo de la 

SM (F1,28: 5.3, p= 0.02) y la AIMD (F1,28: 4.5, p= 0.04), sin efecto de la interacción. 

Las comparaciones múltiples revelaron que los animales SM+STD mostraron un 

aumento significativo (p< 0.05) en los niveles de colesterol en comparación con los 

animales CONT+STD y CONT+AIMD (Figura 6B). Además, los animales SM+STD 

mostraron niveles de colesterol significativamente (p< 0.05) más altos en 

comparación con los animales SM+AIMD (p< 0.05 Figura 6B). No hubo efecto de 

los tratamientos sobre los niveles de triglicéridos en plasma (Figura 6C). 
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9.1.4 Tanto la SM como la AIMD aumentaron los niveles de 

corticosterona 

El ANOVA de dos vías de los niveles de corticosterona mostró un efecto significativo 

de la SM (F1,28: 11.9, p= 0.002) y la interacción (F1,28: 5.5, p= 0.03), pero no de la 

AIMD. Las comparaciones múltiples revelaron que la SM provocó un aumento de 

los niveles de corticosterona tanto en condiciones STD (p< 0.01) como en la 

condición de AIMD (p< 0.05; Figura 6D). Ademas, Los animales CONT+AIMD 

mostraron mayores niveles de corticosterona en comparación con los animales 

CONT + STD (p< 0.05; Figura 6D). 

 

Figura 6. Efecto de la AIMD y la SM sobre los niveles de la glucosa, el colesterol, los 

triglicéridos y la corticosterona. A) Curva de tolerancia a la glucosa y concentraciones plasmáticas 

de B) colesterol, C) triglicéridos y D) corticosterona de animales control (CONT) o separación 

maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) o sometidos a 

depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD). (P    ± EST, ANOVA, *  ≤ 0 05 v  

 ONT+STD, **  ≤ 0 01 v   ONT+STD, #  ≤ 0 05 v  SM+STD   =8). 
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9.1.5 La AIMD y la SM disminuyeron el número de células DCX+ 

El ANOVA de dos vías del número de células DCX+ mostró un efecto significativo 

de la SM (F1,28: 8.7, p= 0.006) y la interacción (F1,28: 7.5, p= 0,01), pero no de la 

AIMD. Las comparaciones múltiples revelaron que los grupos SM+STD, 

CONT+AIMD y SM+AIMD presentaron una disminución (p< 0.05) en el número de 

células hipocampales DCX+ en comparación con el grupo CONT+STD (Figura 7B). 

No se observaron diferencias entre las ratas SM+STD y SM+AIMD (Figura 7B).  

Figura 7. Efecto de la AIMD y la SM sobre la neurogénesis hipocampal. A) imágenes 

representativas de una inmunotinción contra el marcador de neuronas inmaduras DCX y B) 

estimación estereológica del número de células DCX+ de animales control (CONT) o separación 

maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) o sometidos a 

depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD). (P    ± EST, ANOVA, **  ≤ 0 01 v  

CONT+STD. n=8). 
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9.2 La TMF revirtió los efectos de la AIMD en animales 

control 

9.2.1 La TMF restauró la composición de la microbiota intestinal 

después de la AIMD 

Nuestros resultados mostraron que un mes de cohabitación con animales STD fue 

suficiente para restaurar la disbiosis intestinal causada por la AIMD. No observamos 

diferencias significativas en la masa corporal, el peso relativo del ciego, ni en la 

composición de la microbiota intestinal (Tabla 3). 

Tabla 3: Efecto de la transferencia de microbiota fecal después de la depleción de 

microbiota inducida por antibióticos. 

Animales control (CONT) en condicones estandar (STD) o con  deplecion de microbiota inducida por 

antibioticos (AIMD) y sometidos a transferecia de microbiota fecal (TMF). (Prom ± EST, t de Student. 

CONT+STD n= 8 y CONT+AIMD+TMF n= 7). 

 

                     

Masa corporal (g) 424. 7  7.1 441.14  5. 7

Peso relativo del ciego (g kg)  4.44  1.5  7.11  2.16

Lactobacillus spp

(No. de copias del gen ARNr

16s x 10 )

6.50  1.66  .    2. 7

 ifidobacterium longum subsp.

Longum (No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

0.00025  0.0000 0.00021  0.00004

 acteroidesfragilis

(No. de copias del gen ARNr

16s x 10 )

10.51  4.46  .05   .26

Clostridium coccoides

(No. de copias del gen ARNr

16s x 10 )

11.76  2. 2 11.17  2.05

Clostridium leptum

(No. de copias del gen ARNr

16s x 10 )

0.17  0.0 0.2   0.06
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9.2.2 La TMF revirtió las alteraciones conductuales inducidas por 

la AIMD 

El análisis estadístico no mostró diferencias significativas entre los animales 

CONT+STD y los animales sometidos a AIMD en combinación con TMF sobre la 

memoria en la prueba de desplazamiento de objetos (Figura 8A). Tampoco 

observamos efectos significativos sobre los parámetros de escalamiento e 

inmovilidad en la prueba de nado forzado (Figura 8B y C).  

Figura 8. Efecto de la TMF sobre la memoria y la conducta tipo depresiva después de la AIMD. 

A) Índice de discriminación entre el objeto conocido y el objeto desplazado en la prueba de 

desplazamiento de objetos y B) tiempo de escalamiento y C) tiempo de inmovilidad en la prueba de 

nado forzado de animales control (CONT) mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) o 

sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y posteriormente a 

transferencia de microbiota fecal (TMF). (Prom ± EST, t de Student. CONT+STD n= 8 y 

CONT+AIMD+TMF n= 7). 
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Adicionalmente, observamos que no existen diferencias entre los animales CONT+ 

STD y los animales sometidos a AIMD+TMF en la curva de tolerancia a la glucosa 

(Figura 9A). El análisis estadístico reveló que existe una disminución significativa 

(p<0.05) de las concentraciones de corticosterona en plasma del grupo 

CONT+AIMD+TMF con respecto al grupo CONT+STD (Figura 9B). 

 

Figura 9. Efecto de la TMF sobre las concentraciones de glucosa y corticosterona en plasma 

después de la AIMD. A) curva de tolerancia a la glucosa y B) concentraciones de corticosterona en 

plasma de animales control (CONT) mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) o 

sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y posteriormente a 

transferencia de microbiota fecal (TMF). (Prom ± EST, t de Studen , *  ≤ 0 05 v   ONT+STD. 

CONT+STD n= 8 y CONT+AIMD+TMF n= 7). 
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9.3 La TMF en combinación con la AIMD revirtió los efectos 

de la SM 

9.3.1 Efectos de la TMF en combinación con la AIMD sobre la 

microbiota intestinal 

El ANOVA de dos vías del número de copias del gen de ARNr 16s de Lactobacillus 

spp no mostró efectos significativos de la SM o la TMF, pero sí de su interacción 

(F1,31: 4.59, p= 0.041). Las comparaciones múltiples mostraron un aumento 

significativo del número de copias del gen de ARNr 16s en el grupo 

SM+AIMD+Receptor (p< 0.05) y CONT+AIMD+Receptor (p< 0.05) con respecto al 

grupo SM+STD+Donador (Tabla 4). Además, mediante una prueba de t de Student 

confirmamos que la SM disminuyó (p<0.01) el número de copias del gen de ARNr 

16s de Lactobacillus spp al comparar con el grupo CONT+STD+Donador. El 

ANOVA de dos vías no reveló diferencias significativas en ninguna de las demás 

bacterias analizadas (Bacteroides fragilis, Bifidobacterium longum subsp. Longum, 

Clostridium coccoides y Clostridium leptum; Tabla 4). El ANOVA de dos vías no 

indicó un efecto significativo de los tratamientos sobre la masa corporal o el peso 

relativo del ciego (Tabla 4). 
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Tabla 4: Efectos de la transferencia de microbiota fecal en combinación con la 

depleción de microbiota inducida por antibióticos sobre la microbiota intestinal. 

Animales control (CONT) o separación maternal (SM) en condicones estandar (STD) o sometidos a  

deplecion de microbiota inducida por antibioticos (AIMD). Prom ± EST. ANOVA, #p < 0.05 vs 

SM+STD+Donador. n=8. 

 

9.3.2 La TMF en combinación con la AIMD revirtió los efectos 

conductuales causados por la SM 

El ANOVA de dos vías del índice de discriminación (ID) de la prueba de 

desplazamiento de objetos mostró un efecto significativo de la interacción (F1,39: 8.8, 

p= 0.005), pero no de la SM o la TMF. Las comparaciones múltiples mostraron que 

la SM causó una disminución significativa (p< 0.05) en el ID al comparar con el 

grupo CONT+STD+Donador (Figura 10A). Además, el grupo SM+AIMD+Receptor 

mostró un aumento significativo (p< 0.05) en el ID al comparar con el grupo 

SM+STD+Donador (Figura 10A).  

         

       

        

       

          

        

         

        

Peso corporal (g) 407.0  7. 4 407.5   .1 404.25  15.57 402.5  1 . 7

Peso relativo del ciego (g kg) 2 .5   2.42 2 .4   2.1 27.5   1.7 2 . 5  2.26

Lactobacillus spp

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

12.    2.76 2. 5  0. 6 11.0    .72 12.5   2.4 

 ifidobacterium longum

subsp. Longum (No. de

copias del gen ARNr 16s x

10 )

0.00012  0.00001 0.00012  0.0000 0.00011  0.00001 0.00012  0.00001

 acteroides fragilis

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

74.    71.6  .21  5.7   .0    4.17 105.6   101. 1

Clostridium coccoides

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

67.45  11.5 45. 4  7. 4 6 .40  14.  5 .5   15.46

Clostridium leptum

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

1.60  0.45 0. 5  0.14 1.40  0.71 1.6   0.60
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En la prueba de nado forzado, el ANOVA de dos vías mostró un efecto significativo 

de la interacción sobre el tiempo de escalamiento (F1,39: 20.30, p= 0.0001) y el 

tiempo de inmovilidad (F1,39: 18.53, p= 0.0001), no observamos efecto de la SM o 

de la TMF. Las comparaciones múltiples mostraron una disminución del tiempo de 

escalamiento en el grupo SM+STD+Donador (p< 0.01) y en el grupo 

CONT+AIMD+Receptor (p< 0.01) al comparar con el grupo CONT+STD+Donador 

(Figura 10B). Además, observamos un aumento del tiempo de escalamiento en el 

grupo SM+AIMD+Receptor (p< 0.05) con respecto al grupo CONT+AIMD+Receptor 

(Figura 10B). Observamos un aumento en el tiempo de inmovilidad en el grupo 

SM+STD+Donador (p< 0.05) y del grupo CONT+AIMD+Receptor (p< 0.05) al 

comparar con el grupo CONT+STD+Donador (Figura 10C). Adicionalmente, 

observamos una disminución del tiempo de inmovilidad en el grupo 

SM+AIMD+Receptor (p< 0.05) con respecto al grupo SM+STD+Donador y al grupo 

CONT+AIMD+Receptor (Figura 10C).  
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Figura 10. Efecto de la TMF en combinación con la AIMD sobre las alteraciones causadas por 

la SM en la memoria espacial y la conducta tipo depresiva. A) Índice de discriminación entre el 

objeto conocido y el objeto desplazado, B) Tiempo de escalamiento y C) tiempo de inmovilidad de 

animales control (CONT) o separación maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar 

de bioterio (STD) o sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y 

posteriormente a transferencia de microbiota fecal (TMF). (P    ± EST, ANOVA, *  ≤ 0 05 v  

CONT+STD+D      , **  ≤ 0 01 v   ONT+STD+D      , #  ≤ 0 05 v  SM+STD+D      , $  ≤ 

0.05 vs CONT+AIMD+R       , $$  ≤ 0 01 v   ONT+AIMD+Receptor. n=10). 

 

9.3.3 La TMF en combinación con la AIMD revirtió las alteraciones 

metabólicas inducidas por la SM 

El ANOVA de tres vías de medidas repetidas de la curva de tolerancia a la glucosa 

mostró un efecto significativo de la interacción (F1,127: 7.10, p= 0.012) y del tiempo 

después de la administración de glucosa (F1,127: 92.20, p< 0.0001), pero no 

observamos efecto de la SM o de la TMF. Las comparaciones múltiples indicaron 

que la SM causó un aumento (p< 0.01) en los niveles de glucosa 30 minutos 

después de la administración de la carga glucosa al comparar con el grupo 
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CONT+STD+Donador (Figura 11A). Adicionalmente, observamos una disminución 

(p< 0.01) en los niveles de glucosa 30 minutos después de la administración de la 

carga de glucosa en el grupo SM+AIMD+Receptor con respecto al grupo 

SM+STD+Donador (Figura 11A).  

El ANOVA de dos vías de los niveles de corticosterona en plasma reveló un efecto 

significativo de la interacción (F1,31: 7.96, p= 0.008), pero no de la SM o de la TMF. 

Las comparaciones múltiples mostraron que la SM aumenta (p< 0.05) los niveles de 

corticosterona al comparar con el grupo CONT+STD+Donador. Además, 

observamos una disminución (p< 0.05) en el grupo SM+AIMD+Receptor al 

comparar con el grupo SM+STD+Donador (Figura 11B). El ANOVA de dos vías de 

los niveles de insulina en plasma no mostró efecto significativo  de la SM, la TMF o 

la interacción (Figura 11C).  

 

Figura 11. Efecto de la TMF en combinación con la AIMD sobre las alteraciones causadas por 

la SM en la homeostasis de la glucosa y los niveles de corticosterona. A) curva de tolerancia a 

la glucosa, B) concentraciones de corticosterona e C) insulina en plasma de animales control (CONT) 

o separación maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) o 

sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y posteriormente a 

transferencia de microbiota fecal (TMF). (P    ± EST, ANOVA, *  ≤ 0 05 v   ONT+STD+       , 

**  ≤ 0 01 v   ONT+STD+       , #  ≤ 0 05 v  SM+STD+       , ##  ≤ 0 01 v  SM+STD+         

n=8). 
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9.3.4 La TMF en combinación con la AIMD restauró la neurogénesis 

hipocampal en los animales SM 

El ANOVA de dos vías del número de células DCX+ mostró un efecto significativo 

de la SM (F1,31: 7.69, p= 0.009), pero no de la TMF o la interacción. Las 

comparaciones múltiples no revelaron diferencias entre grupos. Sin embargo, 

mediante una prueba de t de Student observamos que la SM disminuyó (p<0.05) el 

número de células DCX+ al comparar con el grupo CONT+STD+Donador (Figura 

12B). Además, observamos un aumento (p< 0.05) del número de células DCX+ en 

el grupo SM+AIMD+Receptor al comparar con el grupo SM+STD+Donador (Figura 

12B). Con respecto al número de células Ki67+, el ANOVA de dos vías no mostró 

efecto significativo de la SM, la TMF o la interacción (Figura 12D). 
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Figura 12. Efecto de la TMF en combinación con la AIMD sobre las alteraciones causadas por 

la SM en la neurogénesis hipocampal. A) imágenes representativas de una inmunotinción contra 

el marcador de neuronas inmaduras DCX y  B) estimación estereológica del número de células 

DCX+, C) imágenes representativas de una inmunotinción contra el marcador de células en 

proliferación Ki67 y D) estimación estereológica del número de células Ki67+ de animales control 

(CONT) o separación maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) 

o sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y posteriormente a 

transferencia de microbiota fecal (TMF). (P    ± EST,      S      , *  ≤ 0 05 v  

CONT+STD+Donador, #  ≤ 0 05 v  SM+STD+D         = 8)   
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9.4 Los efectos de la TMF fueron estables un mes después 

de interrumpir la cohabitación 

9.4.1 La TMF modificó la microbiota intestinal de forma duradera 

Se evaluó la microbiota intestinal un mes después de interrumpir la TMF. El análisis 

estadístico no reveló diferencias significativas en el número de copias del gen de 

ARNr 16s de Bacteroides fragilis, Bifidobacterium longum subsp. Longum, 

Clostridium coccoides y Clostridium leptum (Tabla 5). Sin embargo, el ANOVA de 

dos vías del número de copias del gen de ARNr 16s de Lactobacillus spp mostró un 

efecto significativo de la TMF (F1,31: 5.81, p= 0.022), pero no de la SM o la 

interacción. Las comparaciones múltiples mostraron que la SM causó una 

disminución (p< 0.05) del número de copias del gen de ARNr 16s de Lactobacillus 

spp al comparar con el grupo CONT+STD+Donador y con el grupo 

CONT+AIMD+Receptor (Tabla 5). Además, observamos un aumento (p< 0.05) del 

número de copias del gen de ARNr 16s de Lactobacillus spp en el grupo 

SM+AIMD+Receptor al comparar con el grupo SM+STD+Donador (Tabla 5). El 

ANOVA de dos vías no indicó un efecto significativo de la masa corporal o el peso 

relativo del ciego (Tabla 5). 
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Tabla 5: Durabilidad de los efectos de la TMF en combinación con la AIMD sobre el 

peso corporal y la microbiota intestinal después de interrumpir la cohabitación. 

Animales control (CONT) o separación maternal (SM) en condicones estandar (STD) o sometidos a  

deplecion de microbiota inducida por antibioticos (AIMD). Prom ± EST. ANOVA, *p < 0.05 vs 

CONT+STD+Donador, #p < 0.05 vs SM+STD+Donador. n=8. 

 

9.4.2 La durabilidad de los efectos conductuales de la TMF 

depende de la interacción con el hospedero 

En la prueba de desplazamiento de objetos realizada un mes después de interrumpir 

la TMF, el ANOVA de dos vías reveló un efecto significativo de la interacción (F1,39: 

49.30, p= 0.0001), pero no observamos efecto de la SM o de la TMF. Las 

comparaciones múltiples mostraron una disminución del ID en el grupo 

SM+STD+Donador (p< 0.01) y en el grupo CONT+AIMD+Receptor (p< 0.01), al 

comparar con el grupo CONT+STD+Donador (Figura 13A). Adicionalmente, 

observamos un aumento (p< 0.01) del ID en el grupo SM+AIMD+Receptor con 

         

       

       

       

          

        

        

        

Peso corporal (g) 4 5. 7  11. 4 442. 7  14.  447  4.65 422   .55

Peso relativo del ciego (g kg) 27. 7  1.27 24.5   2.20 27.0   2.42 2 . 4  1.5 

Lactobacillus spp

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

12.72  2.60 4.4   1.27* 14.5    .15 14.55  2.46 

 ifidobacterium longum

subsp. Longum (No. de

copias del gen ARNr 16s x

10 )

0.000 2  0.0001 0.000    0.0000 0.0011  0.0001 0.000    0.0001

 acteroides fragilis

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

4.00  1. 5 4.    1.41 5.07  2.04 7.02  1. 1

Clostridium coccoides

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

57.20  16.1 54.    7.52 5 .21  5.5 4 .6    .77

Clostridium leptum

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

1.11  0.1 1.5   0.14 0. 6  0.26 1.04  0.16
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respecto al grupo SM+STD+Donador y al grupo CONT+AIMD+Receptor (Figura 

13A).   

En la prueba de nado forzado en el tiempo de inmovilidad el ANOVA de dos vías 

mostró un efecto significativo de la interacción (F1,39: 34.55, p= 0.0001), pero no de 

la SM o de la TMF. Las comparaciones múltiples indicaron una disminución del 

tiempo de escalamiento en el grupo SM+STD+Donador (p< 0.01) y en el grupo 

CONT+AIMD+Receptor (p< 0.01) al comparar con el grupo CONT+STD+Donador 

(Figura 13B). Además, observamos un aumento (p< 0.01) en el tiempo de 

escalamiento en el grupo SM+AIMD+Receptor al comparar con el grupo 

SM+STD+Donador y con el grupo CONT+AIMD+Receptor (Figura 13B). En cuanto 

al tiempo de inmovilidad, el ANOVA de dos vías indicó un efecto significativo de la 

SM (F1,39: 6.087, p= 0.018) y de la interacción (F1,39: 2.88, p= 0.0003), pero no de la 

TMF. Las comparaciones múltiples mostraron un aumento (p< 0.01) del tiempo de 

inmovilidad en el grupo SM+STD+Donador al comparar con el grupo 

CONT+STD+Donador (Figura 13C). Adicionalmente, observamos una disminución 

del tiempo de inmovilidad en el grupo SM+AIMD+Receptor (p≤ 0.01) y en el grupo 

CONT+AIMD+Receptor (p≤ 0.01) con respecto al grupo SM+STD+Donador (Figura 

13C). 
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Figura 13. Durabilidad de los efectos de la TMF sobre la memoria y la conducta tipo depresiva 

después de interrumpir la cohabitación. A) Índice de discriminación entre el objeto conocido y el 

objeto desplazado, B) Tiempo de escalamiento y C) tiempo de inmovilidad de animales control 

(CONT) o separación maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) 

o sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y posteriormente a 

transferencia de microbiota fecal (TMF) evaluados un mes después de interrumpir la cohabitación. 

(P    ± EST, ANOVA, **  ≤ 0 01 v   ONT+STD+D      , ##  ≤ 0 01 v  SM+STD+D      , $$  ≤ 

0.01 vs CONT+AIMD+Receptor. n=10). 

9.4.3 Los efectos metabólicos de la TMF permanecieron un mes 

después de interrumpir la cohabitación 

El ANOVA de tres vías de medidas repetidas de la curva de tolerancia a la glucosa 

no mostró efecto de la SM, pero sí de la TMF (F1,127: 6.36, p= 0.017), la interacción 

(F1,127: 4.55, p= 0.041) y del tiempo después de la administración de glucosa (F1,127: 

206.96, p= 0.0001). Las comparaciones múltiples indicaron un aumento (p< 0.01) 

de los niveles de glucosa en el grupo SM+STD+Donador 30 minutos después de la 

administración de glucosa al comparar con el grupo CONT+STD+Donador y con el 

grupo CONT+AIMD+Receptor (Figura 14A). Además, observamos una disminución 

de los niveles de glucosa en el grupo SM+AIMD+Receptor  0 (p≤ 0.01) y 120 (p≤ 
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0.05) minutos después de la administración de glucosa con respecto al grupo 

SM+STD+Donador (Figura 14A).  

El ANOVA de dos vías de las concentraciones de corticosterona plasma mostró un 

efecto significativo de la interacción (F1,31: 11.90, p= 0.001), pero no de la SM o de 

la TMF. Las comparaciones múltiples mostraron que la SM causó un aumento (p< 

0.05) de las concentraciones de corticosterona al comparar con el grupo 

CONT+STD+Donador (Figura 14B). Además, observamos una disminución (p≤ 

0.05) en los niveles de corticosterona en el grupo SM+AIMD+Receptor con respecto 

al grupo SM+STD+Donador (Figura 14B).  El ANOVA de dos vías de las 

concentraciones de insulina en plasma no mostró efecto significativo de la SM, la 

TMF o de la interacción (Figura 14C). 

Figura 14. Durabilidad de los efectos de la TMF sobre la homeostasis de la glucosa y las 

concentraciones de corticosterona después de interrumpir la cohabitación. A) curva de 

tolerancia a la glucosa, B) concentraciones de corticosterona e C) insulina en plasma de animales 

control (CONT) o separación maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar de bioterio 

(STD) o sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y posteriormente a 

transferencia de microbiota fecal (TMF) evaluados un mes después de interrumpir la cohabitación. 

(Prom ± EST, ANOVA, *  ≤ 0 05 vs CONT+STD+Donador, **  ≤ 0 01 v   ONT+STD+Donador, #  ≤ 

0.05 vs SM+STD+Donador, ##  ≤ 0 01 vs SM+STD+Donador. n=8). 

 



56 
 

9.4.4 Los efectos de la TMF sobre la neurogénesis hipocampal se 

mantienen un mes después de interrumpir la cohabitación  

El ANOVA de dos vías del número de células DCX+ indicó un efecto significativo de 

la SM (F1,31: 8.33, p= 0.007) y de la interacción (F1,31: 8.53, p= 0.006), pero no de la 

TMF. Las comparaciones múltiples revelaron que la SM disminuyó (p< 0.01) el 

número de células DCX+ al comparar con el grupo CONT+STD+Donador y con el 

grupo CONT+AIMD+Receptor (Figura 15B). Además, observamos un aumento (p< 

0.05) en el número de células DCX+ en el grupo SM+AIMD+Receptor al comparar 

con el grupo SM+STD+Donador (Figura 15B). Con respecto al número de células 

Ki67+, el ANOVA de dos vías reveló un efecto significativo de la SM (F1,31: 4.40, p= 

0.045) y de la TMF (F1,31: 6.50, p= 0.016), pero no de la interacción. Las 

comparaciones múltiples mostraron que la SM causó una disminución (p< 0.05) del 

número de células Ki67+ al comparar con el grupo CONT+STD+Donador y con el 

grupo CONT+AIMD+Receptor (Figura 15D). Adicionalmente, observamos un 

aumento (p<0.05) en el número de las células Ki67+ en el grupo 

SM+AIMD+Receptor con respecto al grupo SM+STD+Donador (Figura 15D). 
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Figura 15. Durabilidad de los efectos de la TMF sobre la neurogénesis hipocampal después 

de interrumpir la cohabitación. A) imágenes representativas de una inmunotinción contra el 

marcador de neuronas inmaduras DCX, B) estimación estereológica del número de células DCX+, 

C) imágenes representativas de una inmunotinción contra el marcador de células en proliferación 

Ki67 y D) estimación estereológica del número de células Ki67+ de animales control (CONT) o 

separación maternal (SM) después mantenidos en condiciones estándar de bioterio (STD) o 

sometidos a depleción de microbiota inducida por antibióticos (AIMD) y posteriormente a 

transferencia de microbiota fecal (TMF) evaluados un mes después de interrumpir la cohabitación. 

(P    ± EST, ANOVA, *  ≤ 0 05 v   ONT+STD+D      , **  ≤ 0 01 v   ONT+STD+D      , #  ≤ 

0.05 vs SM+STD+Donador. n=8). 
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9.5 La SM afectó de forma diferencial la microbiota 

intestinal                 “      ” y de los animales 

microbiológicamente controlados  

Se evaluó el número de copias del gen de ARNr 16s de Lactobacillus spp, 

Bifidobacterium longum subsp. Longum, Bacteroides fragilis, Clostridium coccoides 

y Clostridium leptum mediante qPCR. El ANOVA de dos vías del número de copias 

del gen de ARNr 16s de Lactobacillus spp reveló un efecto significativo de la 

condición MBC (F1,29: 4.49, p= 0.04), pero no de la SM o la interacción. Las 

comparaciones múltiples no revelaron diferencias entre grupos. El ANOVA de dos 

vías del número de copias del gen de ARNr 16s de Bifidobacterium longum subsp. 

Longum indicó un efecto significativo de la SM (F1,29: 91,54, p< 0.0001), pero no de 

la MBC o la interacción. Las comparaciones múltiples mostraron una disminución 

(p< 0.01) del número de copias del gen de ARNr 16s de Bifidobacterium longum 

subsp. Longum de los grupos de animales sucios con respecto a los grupos de 

animales en condiciones MBC. El ANOVA de dos vías de Bacteroides fragilis, 

Clostridium coccoides y Clostridium leptum no indicó diferencias significativas 

(Tabla 6). El ANOVA de dos vías indicó que no existen diferencias significativas de 

la masa corporal o del peso relativo del ciego (Tabla 6).      
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Tabla 6: Efecto de las condiciones de alojamiento sobre la microbiota intestinal en 

animales control y separación maternal. 

Animales control (CONT) o separación maternal (SM) en condicones microbiológicamente 

controladas (MBC) o en condiciones no microbiológicamente  corntroladas (SUCIOS). Prom ± EST. 

ANOVA, **p < 0.01 vs CONT+MBC, ##p < 0.01 vs SM+MBC. CONT+MBC, CONT+SUCIOS y 

SM+SUCIOS n= 8 y SM+MBC n= 6. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

                                   

Peso corporal (g) 41 .5   .42 414.5  1 .4 4 5. 7  11. 4 442. 7  14.  

Peso relativo del ciego (g kg) 26.45  0. 0 2 .    1. 7 27. 7  1.27 24.5   2.20

Lactobacillus spp

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

1 .     .4  .45   .77 12.72  2.60 4.4   1.27

 ifidobacterium longum

subsp. Longum (No. de

copias del gen ARNr 16s x

10 )

0.00002   0.00000 0.000010  0.000001 0.000 2  0.0001**  
0.000    

0.0000 **  

 acteroides fragilis

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

 .07  0.4  .67  0.44 4.00  1. 5 4.    1.41

Clostridium coccoides

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

52.71   .0 44.11  4.6 57.20  16.1 54.    7.52

Clostridium leptum

(No. de copias del gen

ARNr 16s x 10 )

0.6   0.12 1.27  0.5 1.11  0.1 1.5   0.14
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X. DISCUSIÓN 
 

En el presente estudio se evaluó por primera vez el efecto de la TMF en combinación 

con la AIMD sobre las alteraciones causadas por la SM en un modelo de ratas 

sucias. Además, se evaluó la durabilidad de los efectos de la TMF después de 

interrumpir la transferencia. Los resultados mostraron que la AIMD causó efectos 

conductuales y neuroendocrinos similares a la SM. Por otra parte, la combinación 

de la TMF y la AIMD restauró los efectos conductuales, neuroendocrinos, 

metabólicos y la disbiosis intestinal causados por la SM. Además, los datos indican 

que los efectos benéficos de la TMF fueron estables un mes después de interrumpir 

la transferencia de microbiota. En el presente trabajo se demostró que la terapia de 

TMF tiene un potencial uso en la reversión de los efectos causados por la SM en la 

edad adulta.  

10.1 Efecto de la AIMD 

Nuestro primer interés fue averiguar si el tratamiento con los antibióticos por 30 días 

lograba depletar la microbiota intestinal. Se realizó la cuantificación de bacterias 

totales de muestras de contenido de ciego mediante qPCR y observamos que la 

AIMD causó una disminución de la microbiota intestinal mayor al 99.9%, lo cual 

concuerda con la literatura (Ekmekciu et al., 2017; Heimesaat et al., 2018; Rakoff-

Nahoum et al., 2004). Por otra parte, algunos estudios han reportado que la SM 

altera la composición de la microbiota intestinal (Amini-khoei et al., 2019; Park et al., 

2021; Usui et al., 2021), lo cual concuerda con los resultados de este trabajo, donde 

se observó que la SM afectó el número de copias del gen de ARNr 16s de 

Lactobacillus spp y Bacteroides fragilis. Sin embargo, el efecto de la SM sobre la 

composición de la microbiota intestinal es controversial, ya que se ha observado 

que los filos o géneros bacterianos afectados variaron dependiendo del estudio 

(Amini-khoei et al., 2019; Fukui et al., 2018; Karen et al., 2021; Kemp et al., 2021), 

esto podría ser explicado por factores como la dieta, la especie o el alojamiento.     

La prueba de nado forzado es una de las pruebas más utilizadas para evaluar la 

conducta tipo depresiva debido a que es fácil de realizar y los resultados se han 
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logrado replicar por muchos grupos de investigación (Desbonnet et al., 2010; 

Donoso et al., 2020; Roque et al., 2021). Los resultados de este trabajo mostraron 

que la SM causó una conducta tipo depresiva, en congruencia con lo reportado en 

la literatura (Desbonnet et al., 2010; Ruiz et al., 2018). Además, se observó que los 

animales CONT+AIMD presentaron una conducta similar a los animales SM, ya que 

mostraron una disminución en el tiempo de escalamiento y una tendencia de 

aumento en el tiempo de inmovilidad. En congruencia con los resultados de este 

trabajo, se ha observado que el tratamiento crónico con antibióticos causó una 

disminución en el tiempo de escalamiento y un aumento en el tiempo de inmovilidad 

en la prueba de nado forzado (Moloney, et al., 2016). Otros estudios revelaron que 

la ausencia de la microbiota intestinal afectó el comportamiento de los animales 

(Desbonnet et al., 2015; Neufeld et al., 2011). Adicionalmente, se ha observado que 

los animales carentes de microbiota intestinal mostraron una alteración sobre el 

sistema serotoninérgico, el cual juega un papel importante en la modulación de la 

conducta (Clarke et al., 2013).  

El ELS es un factor que aumenta la vulnerabilidad a sufrir alteraciones metabólicas 

a largo plazo (Deschênes et al., 2018). Los resultados de este trabajo muestran que 

la SM causó un aumento en los niveles de corticosterona, lo cual ha sido reportado 

en la literatura por diversos grupos de investigación (Gareau et al., 2007; Lajud et 

al., 2012; Maniam & Morris, 2010). Además, se observó que los animales 

CONT+AIMD, de forma similar a los animales SM, mostraron niveles elevados de 

corticosterona. Esto sugiere que la microbiota intestinal desempeña un papel 

importante en la regulación de la corticosterona. En apoyo a esta idea, algunos 

estudios revelaron que los animales GF presentaron niveles elevados de 

corticosterona en comparación a los animales SPF (Neufeld et al., 2011; Sudo et 

al., 2004). Aunque, forma opuesta, Hoban y colaboradores mostraron que el 

tratamiento con antibióticos no afecta los niveles de corticosterona (Moloney et al., 

2016). Por otra parte, en este estudio se observó que los animales SM+STD 

presentaron niveles elevados de colesterol en comparación con los controles, 

similar a lo observado en la literatura (Ruiz et al., 2018). Inesperadamente, la AIMD 

restauró los efectos de la SM sobre las concentraciones de colesterol. Este estudio 
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mostró que los niveles de colesterol del grupo SM+AIMD fueron similares a los del 

grupo control. Consideramos que este efecto es importante y deberá ser estudiado 

más a fondo en estudios futuros. 

La disminución de la neurogénesis hipocampal es una de las consecuencias a largo 

plazo del ELS (Mirescu et al., 2004). En el presente estudio se observó que la SM 

causó una disminución del número de células DCX+ en el giro dentado del 

hipocampo, similar a lo reportado en la literatura (Suri et al., 2013; Lajud et al., 2012). 

Además, se observó que los animales CONT+AIMD presentaron un número de 

células DCX+ similar a los animales SM. Esto podría ser explicado debido a que la 

microbiota intestinal participa en la regulación de los factores neurotróficos como 

BDNF, el cual es un importante regulador del proceso de la neurogénesis (Kundu et 

al., 2019). Adicionalmente, se ha observado que el tratamiento con antibióticos 

causó una disminución de los monocitos Ly6Chi que se cree que son moduladores 

de la neurogénesis (Möhle et al., 2016).  

 

10.2 Efectos de la TMF en combinación con la AIMD sobre 

las alteraciones causadas por la SM 

La competencia entre los microorganismos administrados y la microbiota residente 

es uno de los obstáculos que causa que la modificación de la microbiota intestinal 

tenga una baja eficiencia. En el presente trabajo se utilizó la AIMD para eliminar la 

microbiota residente y posteriormente se realizó la TMF, lo cual aumentó la 

posibilidad de que los microorganismos administrados se establecieran y lograran 

proliferar.  

Se sabe que el ELS tiene un impacto importante sobre la composición y la 

abundancia de la microbiota intestinal en la edad adulta (Park et al., 2021; Usui et 

al., 2021). En congruencia con la literatura y con los resultados previos, este estudio 

confirmó que la SM causa una disminución del número de copias del gen de ARNr 

16s de Lactobacillus spp. Además, se observó que la TMF en combinación con la 

AIMD revirtió este efecto. Afín a los resultados de del presente trabajo, se ha 
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observado que la TMF restauró la disbiosis intestinal causada por el estrés crónico 

impredecible en adultos. Más específicamente, la TMF logró normalizar la expresión 

de la proteína Zonula occludens-1 (ZO-1) y la ocludina (proteínas que regulan la 

permeabilidad intestinal), además, restauró la mucosa del tracto gastrointestinal y 

el desequilibrio de la microbiota intestinal de los animales adultos sometidos a estrés 

(Rao et al., 2021).  

Se propone que los niveles elevados de corticosterona causados por el ELS son los 

principales responsables del desequilibrio de la microbiota intestinal. En apoyo a 

esta idea, algunos estudios mostraron un aumento en la permeabilidad intestinal, 

acompañado de un desequilibrio en la microbiota intestinal en animales que 

presentaron niveles elevados de corticosterona (Amini-khoei et al., 2019; Fukui et 

al., 2018; Moussaoui et al., 2016). Además, es bien conocido que los GCs pueden 

activar el sistema inmunológico, el cual puede ejercer una fuerte influencia sobre la 

microbiota intestinal (O’Mahony et al., 2009; Park et al., 2021). Por otra parte, se 

plantea que la restauración del equilibrio de la microbiota intestinal depende de la 

permeabilidad intestinal. Se ha observado que las enfermedades inflamatorias 

como la colitis aguda causaron una disminución en la expresión de las proteínas de 

unión estrecha (la ocludina, la ZO- 1 y las claudinas; Mennigen et al., 2009). Sin 

embargo, la administración de una mezcla de probióticos (Streptococcus 

thermophilus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium 

infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei y 

Lactobacillus bulgaricus) logró mejorar la expresión de estas proteínas (Mennigen 

et al., 2009). Adicionalmente, los AGCC promueven el mantenimiento de la barrera 

intestinal y estimulan la regeneración epitelial (Lewis et al., 2010).  

El ELS ha sido identificado como un factor de riesgo que contribuye a la disfunción 

de la memoria (Bremner et al., 1995; Xu et al., 2020). Los resultados en el presente 

trabajo mostraron que la SM causó deficiencias en la memoria espacial, lo cual 

concuerda con la literatura (Sousa et al., 2014). Además, se observó que la TMF en 

combinación con la AIMD logró revertir los efectos de la SM sobre la memoria 

espacial en la prueba de desplazamiento de objetos. Similar a los resultados del 
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presente trabajo, se ha observado que la administración de probióticos 

(Lactobacillus rhamnosus) o prebióticos (polidextrosa y galactooligosacárido) desde 

el desteté logró prevenir las alteraciones causadas por la SM sobre la memoria 

espacial (Neufeld et al., 2019). No obstante, el efecto de modificar la composición 

de la microbiota en animales adultos nunca había sido estudiado. Se sabe que el 

ELS causa alteraciones en los niveles de ácido gamma-aminobutírico (GABA) y en 

sus receptores, lo cual se relaciona con alteraciones sobre la memoria (Martisova 

et al., 2012). Por otra parte, la administración de Lactobacillus rhamnosus JB-1 logró 

normalizar los niveles de GABA en animales adultos sometidos a estrés crónico 

(Kochalska et al., 2020). Adicionalmente, la administración de Lactobacillus 

rhamnosus GG previno las alteraciones en la expresión del receptor GABA A2 en el 

hipocampo en ratas sometidas a SM (Neufeld et al., 2019).  

La conducta tipo depresiva es uno de los efectos comúnmente observados en los 

modelos animales de ELS (Miragaia et al., 2018; Ruiz et al., 2018). Los resultados 

en el presente trabajo mostraron que los animales SM presentaron una disminución 

en el tiempo de escalamiento y un aumento en el tiempo de inmovilidad, lo cual 

concuerda con la literatura (Desbonnet et al., 2010; Ruiz et al., 2018). Además, se 

observó que los animales SM+AIMD+Receptor presentaron tiempos de 

escalamiento e inmovilidad similares a los animales control. Esto demuestra que la 

TMF en combinación con la AIMD restauró los efectos de la SM sobre la conducta 

tipo depresiva. En congruencia con nuestros resultados, la modificación de la 

microbiota intestinal mediante la administración de Lactobacillus plantarum PS128 

(ratones de 2 meses de edad) o Bifidobacterium infantis (ratas de 3 meses de edad) 

mejoró el despeño de los animales SM en la prueba de nado forzado (Desbonnet et 

al., 2010; Liu et al., 2016).  

En humanos, la terapia con probióticos también ha mostrado buenos resultados en 

el tratamiento del trastorno depresivo mayor. La administración de Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus casei y Bifidobacterium bifidum a humanos con trastorno 

depresivo mayor durante 8 semanas, logró disminuir la puntuación en el Inventario 

de depresión de Beck (IDB) en comparación con un grupo de humanos a los cuales 



65 
 

se les administró un placebo (Akkasheh et al., 2016). La etiología de la depresión 

aun no es clara, se cree que está relacionada con las alteraciones sobre los 

neurotransmisores como DA, 5-HT, noradrenalina y glutamato y algunos factores 

de plasticidad neuronal como el BDNF (Duman & Monteggia, 2006; Hamon & Blier, 

2013). Se ha observado que los animales GF a los cuales se les transfirió microbiota 

de pacientes depresivos exhibieron un comportamiento similar a la depresión, 

acompañado de una disminución de 5-HT, DA y noradrenalina en el hipocampo y 

un aumento de las concentraciones plasmáticas de citocinas proinflamatorias (Kelly 

et al., 2016; Liu et al., 2020).  

Los resultados en el presente trabajo mostraron que la SM causó deficiencias en la 

regulación de la glucosa, lo cual concuerda con la literatura (Ruiz et al., 2018). 

Adicionalmente, la TMF en combinación con la AIMD logró revertir las alteraciones 

causadas por la SM sobre las concentraciones de glucosa. Esto indica que la 

microbiota intestinal puede modular la regulación de la glucosa. Algunos estudios 

mostraron que la administración de probióticos (Lactobacillus casei, Lactobacillus 

rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium 

longum, Streptococcus thermophilus) o alimentos lácteos enriquecidos con 

probióticos a pacientes con diabetes tipo 2, logró reducir los niveles de glucosa en 

ayunas (Asemi et al., 2013; Ejtahed et al., 2012). Además, se ha observado que 

algunas especies de Lactobacillus y de Bifidobacterium pueden aumentar las 

concentraciones de butirato, el cual induce la secreción del péptido similar al 

glucagón 1 (GLP-1), un factor importante en la regulación de la glucosa (Yadav et 

al., 2013). En el presente estudio se observó que la TMF logró restaurar el número 

de Lactobacillus de los animales SM, lo que podría de forma indirecta mejorar la 

regulación de la glucosa. Sin embargo, se requiere de más estudios dirigidos 

específicamente a la microbiota intestinal y su relación con la regulación del 

metabolismo energético, debido a que existe poca evidencia en la literatura.    

Es bien sabido que el ELS provoca alteraciones en la función del eje HPA, lo cual 

provoca un aumento en los niveles de corticosterona (Sousa et al., 2014; Vargas et 

al., 2016). En congruencia con lo previamente reportado (Gareau et al., 2007; Ruiz 
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et al., 2018), en este estudio se demostró que los animales SM presentaron niveles 

elevados de corticosterona. Además, se observó que los animales 

SM+AIMD+Receptor presentaron niveles de corticosterona similares a los animales 

control, lo cual indica que la TMF en combinación con la AIMD revirtió los efectos 

de la SM. En congruencia con los resultados de este estudio, algunos trabajos han 

demostrado que la microbiota intestinal es importante en la regulación de los niveles 

de la corticosterona. Se ha observado que la administración de Lactobacillus 

paracasei durante el periodo de ELS previno las alteraciones sobre las 

concentraciones de corticosterona y la ACTH en plasma y la expresión del GR en 

la corteza prefrontal (Karen et al., 2021). De forma similar, el tratamiento con 

Lactobacillus rhamnosus R0011 y Lactobacillus helveticus R0052 previno los 

efectos de la SM sobre las concentraciones de corticosterona y la permeabilidad 

intestinal (Gareau et al., 2007). Adicionalmente la TMF logró revertir el aumento en 

la permeabilidad intestinal y la inflamación a nivel cerebral causada por el estrés en 

animales adultos (Rao et al., 2021).  

El papel de la microbiota intestinal en la respuesta al estrés se ha estudiado 

ampliamente en animales GF; estos animales mostraron concentraciones elevadas 

de la ACTH y la corticosterona después de un evento de estrés en comparación con 

los controles (Sudo et al., 2004). Además, los animales GF también mostraron un 

aumento en la expresión del gen de la CRH en el hipotálamo y una disminución de 

la expresión del gen del GR en el hipocampo (Crumeyrolle-Arias et al., 2014). Por 

otra parte, la colonización de los animales GF con microbiota de los animales SPF 

en la edad temprana, previno las alteraciones en la respuesta al estrés(Sudo et al., 

2004). El mecanismo por el cual la microbiota intestinal puede causar cambios en 

la liberación de la corticosterona aun no es claro. Se plantea que el aumento en la 

permeabilidad intestinal causado por el estrés permite la traslocación de 

componentes bacterianos a través de la luz intestinal, lo cual causa la activación del 

sistema inmune y, en consecuencia, la liberación de citocinas y prostaglandinas (de 

Punder & Pruimboom, 2015; Fukui et al., 2018; Serrats et al., 2010).  
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Diversos grupos de investigación han demostrado que el ELS altera la neurogénesis 

hipocampal. Los resultados del presente estudio mostraron que la SM causó una 

disminución en el número de células DCX+ y Ki67+, lo cual concuerda con la 

literatura (Suri et al., 2013; Lajud et al., 2012; Mirescu et al., 2004). Adicionalmente, 

la TMF en combinación con la AIMD logró revertir los efectos de la SM sobre la 

neurogénesis hipocampal. Se observó que el número de células DCX+ y Ki67+ de 

los animales SM+AIMD+Receptor fueron similares a los de los animales control. Los 

resultados de este estudio indicaron que la microbiota intestinal está implicada en 

la regulación de la neurogénesis hipocampal. Los mecanismos por los cuales la 

microbiota intestinal puede regular a la neurogénesis hipocampal aun no son claros. 

Se ha observado que la disminución de los monocitos Ly6Chi causada por un 

tratamiento con antibióticos afectó a la neurogénesis hipocampal. Además, la 

administración de probióticos (Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve, 

Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei y Lactobacillus delbrueckii) logró 

restaurar el número de monocitos Ly6Chi y, en consecuencia, a la neurogénesis 

hipocampal (Möhle et al., 2016). En el mismo estudio observaron que la eliminación 

específica de los de los monocitos Ly6Chi causó una disminución de la neurogénesis 

hipocampal. Asimismo, observaron que la administración de los monocitos Ly6Chi a 

los animales con AIMD restauró la neurogénesis hipocampal (Möhle et al., 2016). 

Por lo tanto, se propone que los monocitos Ly6Chi podrían ser uno de los 

mecanismos por los cuales la microbiota intestinal puede regular a la neurogénesis 

hipocampal.  

Otro de los mecanismos propuestos sugiere que la microbiota intestinal puede 

regular la expresión de BDNF y, por ende, a la neurogénesis hipocampal. Algunos 

estudios mostraron que los animales GF presentaron alteraciones sobre la 

neurogénesis hipocampal y los niveles de BDNF en diferentes estructuras 

cerebrales, como la corteza y el hipocampo (Neufeld et al., 2011; Sudo et al., 2004). 

Además, la colonización de los animales GF con microbiota de animales control, 

logró normalizar la expresión de BDNF y la neurogénesis hipocampal (Kundu et al., 

2019). Adicionalmente, sabe que la expresión de BDNF puede ser modulada por el 
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butirato, el cual es producido en cantidades adecuadas por la microbiota intestinal 

de los animales sanos (Barichello et al., 2015; Furusawa et al., 2013).  

Durante la infancia la microbiota intestinal es susceptible a cambios drásticos en su 

arquitectura. El ELS aumenta los niveles de corticosterona, lo cual afecta la 

permeabilidad intestinal y, por ende, a la composición de la microbiota intestinal 

(Amini-khoei et al., 2019; Gareau et al., 2007; Ruiz et al., 2018). La disbiosis 

intestinal altera la comunicación cerebro-intestino y, en consecuencia, algunas 

funciones cerebrales (Cryan & Dinan, 2012; Liu et al., 2020; Neufeld et al., 2019). 

En el presente trabajo demostramos que corregir la disbiosis intestinal mediante la 

TMF revirtió las alteraciones conductuales, neuroendocrinas y metabólicas 

causadas por el ELS en animales adultos. Creemos que uno de los puntos clave de 

la reversión de los efectos del estrés es la restauración de la neurogénesis 

hipocampal, ya que se ha observado que la inhibición de esta causa la 

desregulación del eje HPA (Snyder et al., 2012). La restauración de la neurogénesis 

hipocampal podría regular la liberación de los GCs y esto contribuir a mejorar la 

permeabilidad intestinal. En consecuencia, la microbiota intestinal proliferaría de 

forma normal, restaurando la disbiosis intestinal. Lo anterior, permitiría una 

comunicación eficiente entre el cerebro y el intestino, lo cual mejoraría el estado de 

salud del organismo.      
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XI. CONCLUSIÓN 
 

La AIMD simula los efectos conductuales y neuroendocrinos causados por la SM. 

La TMF en combinación con la AIMD revirtió los efectos conductuales, 

neuroendocrinos y metabólicos del estrés temprano, y restauró la disbiosis 

intestinal. Además, nuestros datos indicaron que los efectos de la TMF fueron 

estables un mes después de interrumpir la cohabitación. Nuestros hallazgos 

evidenciaron la importancia de la microbiota intestinal como mediador de los efectos 

a largo plazo del estrés temprano. Así mismo, el presente trabajo proporcionó 

evidencia de una posible estrategia terapéutica, que podría ser utilizada en 

individuos adultos que ya presentan las alteraciones inducidas por el estrés 

temprano. 
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