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RESUMEN 

El estrés en etapas tempranas de la vida (ELS) aumenta el riesgo de sufrir 

enfermedades psiquiátricas en la edad adulta. Las infecciones neonatales graves 

también contribuyen a desarrollar enfermedades afectivas. Estos factores 

estresantes desencadenan la activación inmediata del sistema neuroinmune. En 

este estudio se compararon los efectos a largo plazo de dos retos neonatales 

(estrés, inmunitario) por separado o en combinación sobre la conducta emocional, 

cambios en la citoarquitectura de las células gliales y expresión de citocinas en el 

hipocampo. Se usaron los siguientes grupos de ratas Sprague Dawley machos y 

hembras: 1) control + vehículo; 2) separación materna (SM, 3h / día desde el 

posnatal [PN] 1 al 14) + vehículo; 3) control + Lipopolisácarido (LPS, 0.5 mg/ kg, 

PN14); 4) SM + LPS. La conducta se analizó a partir del PN120 en los machos y de 

PN150 en hembras en diestro. La morfología celular (microglía y astrocitos) y la 

expresión de citocinas (TNF α, IL-1β, IL-6, IL-10) se analizó al PN140 en machos y 

PN170 en hembras; la expresión de citocinas se analizó en 2 puntos: de manera 

basal y a los 180 minutos posteriores a un tercer reto (nado forzado). Solo el LPS 

aumentó la conducta de ansiedad en ratas macho, mientras que en las hembras 

ambos desafíos la aumentaron. Con respecto a la conducta tipo depresiva, la SM 

originó una conducta tipo depresiva en machos y hembras. La densidad celular 

microglial no se afectó en el área CA3 del hipocampo de ratas macho, pero se redujo 

por todos los factores estresantes en el Hilus. En las hembras, el LPS disminuyó la 

densidad microglial en CA3 e Hilus. Todos los factores estresantes promovieron la 

activación microglial en CA3 e Hilus en machos y hembras. En los machos, la SM y 

LPS aumentaron la densidad astrocítica del Hilus, pero solo LPS la aumentó en 

CA3. La SM evitó el aumento de la densidad astrocítica en respuesta a LPS en 

ambas áreas. En las hembras, solo la SM redujo la población astrocítica de las áreas 

de Hilus y CA3. En conclusión, las respuestas conductuales y los cambios de las 

células gliales a los desafíos en etapas tempranas de la vida dependen del género, 

lo que sugiere un dimorfismo sexual además de la naturaleza del evento adverso 

enfrentado. Se evaluó también la expresión de citocinas en el hipocampo, en 

términos biológicos ningún reto solo o combinado modificó la expresión de TNF - α 

en estado basal y estrés. La SM incrementó la expresión de IL-1β en condiciones 

basales; sin embargo, este incremento fue atenuado por el LPS. Por otro lado, en 

condiciones de estrés los grupos CONT + VEH, CONT + LPS y SM + VEH mostraron 

un incremento significativo en la expresión de esta citocina; la máxima expresión 

fue originada por la SM y atenuada en conjunto por el LPS. La expresión de IL-10 

se incrementó en el estado basal únicamente en el grupo SM + VEH, mientras en 

condiciones de estrés los grupos CONT + VEH y SM + VEH presentaron una mayor 

expresión. Estos resultados indican que la expresión de citocinas pro y 

antiinflamatorias permanece elevada por un largo periodo de tiempo, sin embargo, 
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el sistema puede reaccionar de una manera más activa frente a cada estresor agudo 

que se presente demostrando una programación del sistema. En conclusión, la 

respuesta conductual a los factores estresantes en la vida temprana depende del 

tipo de desafío y del sexo. Además, todos los desafíos aumentaron la activación de 

las células gliales en el hipocampo a largo plazo; sin embargo, la respuesta 

específica de las células gliales depende del tipo de célula (microglía, astrocitos) en 

la zona del hipocampo y del sexo del individuo. Las respuestas gliales a un doble 

reto pueden ser parte de un mecanismo de respuesta adaptativa. Las respuestas 

gliales y conductuales a largo plazo a diferentes ELS pueden permitir una mejor 

comprensión del desarrollo de enfermedades psiquiátricas 

 

Palabras clave: LPS, Separación materna, Estrés, Conducta de ansiedad, 

Conducta tipo depresiva, Citocinas 
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ABSTRACT 

Early life stress (ELS) increases the risk of psychiatric illness in adulthood. Serious 

neonatal infections also contribute to developing affective diseases. These stressors 

trigger immediate activation of the neuroimmune system. Here we compare the long-

term effects of various neonatal challenges alone (stress, immune) or in combination 

on emotional behavior, changes in glial cell cytoarchitecture, and cytokine 

expression in the hippocampus. Male and female Sprague Dawley rats were used: 

1) control + vehicle; 2) maternal separation (SM, 3h / day from postnatal [PN] 1 to 

14) + vehicle; 3) control + Lipopolysaccharide (LPS, 0.5 mg / kg, PN14); 4) SM + 

LPS. The behavior was analyzed from PN120 in males and PN150 in females in 

diestrus. Cell morphology (microglia and astrocytes) and cytokine expression (TNF- 

α, IL-1β, IL-6, IL-10) were analyzed at PN140 in males and PN170 in females; 

cytokine expression was analyzed at 2 points at baseline and 180 minutes after a 

third challenge (forced swimming). Only LPS increased anxiety-like behavior in male 

rats, while both challenges increased it in females. Regarding depressive-like 

behavior, SM increased it in males, both LPS and SM increased it in females, and 

both challenges combined increased it in both sexes. Microglial cell density was not 

affected in the CA3 area of the hippocampus of male rats, but was reduced by all 

stressors in the Hilus. In females, LPS decreased microglial density in CA3 and 

Hilus. All stressors promoted microglial activation in CA3 and Hilus in males and 

females. In males, MS and LPS increased the astrocytic density of Hilus, but only 

LPS increased it in CA3. MS prevented the increase in astrocyte density in response 

to LPS in both areas. In females, only MS reduced the astrocytic population of the 

Hilus and CA3 areas. In conclusion, the behavioral responses and changes of glial 

cells to challenges in early life are gender-dependent, suggesting sexual dimorphism 

in addition to the nature of the adverse event faced. We also evaluated the 

expression of cytokines, in biological terms no single or combined challenge 

modified the expression of TNF α in basal state and stress, IL-1β in basal condition 

increased expression in the MS VEH group, However, this increase was attenuated 

by the LPS, in such a way, under stress conditions the groups CONT VEH, CONT 

LPS and MS VEH significantly increase the expression, the maximum expression is 

caused by MS and jointly attenuated by LPS. The expression of IL-10 increases in 

the basal state only in the MS VEH group, while in the CONT VEH stress state and 

MS VEH present a higher expression. These results indicate that the expression of 

pro and anti-inflammatory cytokines remain elevated for a long period and yet the 

system can react more actively to each acute stressor that is present, demonstrating 

programming of the system.  

In conclusion, the behavioral response to stressors in early life depends on the type 

of challenge and gender. Furthermore, all of the challenges increased glial cell 
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activation in the hippocampus in the long term; however, the specific response of 

glial cells depends on the type of cell (microglia, astrocytes) in the hippocampal area 

and the sex of the individual. Glial responses to a double insult can be part of an 

adaptive response mechanism. Long-term glial and behavioral responses to 

different ELS may allow for a better understanding of the development of psychiatric 

illness 

Keywords: LPS, Maternal separation, Stress, Anxiety-like behavior, Depressive-like 

behavior, Cytokines. 

  



  

17 

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas  

1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

La exposición al estrés en la vida temprana (ELS) tiene efectos negativos en el 

desarrollo cerebral (Heim y Nemeroff, 2002). La incidencia de la depresión y los 

trastornos de ansiedad en todo el mundo en 2015 se estimó en 4.4% y 3.6%, 

respectivamente, afectando a una mayor proporción de mujeres (OMS, 2017). En 

los últimos años, la atención se ha centrado en las células gliales como uno de los 

actores involucrados en los trastornos depresivos (Yirmiya et al., 2015). Las células 

microgliales experimentan cambios que conducen a un estado activado que 

produce citocinas inflamatorias. Esta activación puede provocar cambios en el 

comportamiento y el estado de ánimo y se han asociado con infecciones, estrés 

crónico y otros retos (Yirmiya et al.,2015). Los astrocitos son reguladores de la 

función neuronal, pero también juegan un papel como moduladores de la función 

inmune cerebral. Las alteraciones en las funciones astrocíticas se han asociado 

recientemente con trastornos depresivos; sin embargo, el papel de los astrocitos 

aún no está claro (Abbink et al., 2019).  

El hipocampo participa en la regulación de la conducta emocional (Bartsch y Wulff, 

2015), debido al estrés crónico; sus funciones se ven afectadas, ya que se ha 

observado que pacientes deprimidos muestran un volumen hipocampal reducido 

(Lucassen et al., 2014). Asimismo, es conocido que ELS activa el sistema 

neuroinmune del hipocampo a medida que induce cambios inmediatos en las 

células gliales, específicamente aumentando la activación microglial y 

disminuyendo la población de astrocitos en las regiones CA3 e Hilus del hipocampo 

(Roque et al., 2016; Saavedra et al., 2017). Hasta la fecha, solo un estudio ha 

documentado cambios duraderos en animales machos (Banqueri et al., 2019), y se 

desconoce si la respuesta es similar en las hembras. 

El lipopolisacárido (LPS) una endotoxina bacteriana que simula una infección, 

induce alteraciones conductuales similares a la depresión o ansiedad a diferentes 

edades en animales de experimentación (Salazar et al., 2012) y tiene un impacto 

particularmente importante durante el período neonatal (Bilbo y Schwarz, 2009). 

Recientemente se reportó que la inyección de LPS en el día posnatal PN14 aumenta 
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la densidad de astrocitos y la activación microglial en las áreas CA1 y CA3 del 

hipocampo de ratas macho y hembra adultas (Berkiks et al., 2019). También se 

conoce que la microglía activada se encuentra en una mayor proporción en 

animales que sufrieron ELS, sobre todo a nivel del hipocampo (Hoogland et al., 

2015). Los astrocitos también se activan frente a retos inmunes cambiando su 

morfología a astrocitos hipertrofiados los cuales tienen la capacidad de secretar 

citocinas proinflamatorias (Liddelow and Barres 2017). Estas citocinas liberadas por 

los astrocitos son muy relevantes para las neuronas ya que pueden modificar la 

excitabilidad neuronal, metabolismo, así como su neurotransmisión.  

Estudios en animales y humanos han demostrado que los retos inmunes pueden 

inducir conducta tipo depresiva (Raison et al., 2006) y esta conducta está 

relacionada con incrementos en los niveles de citocinas proinflamatorias como IL- 6 

(Haapakoski et al., 2015). Se conoce que la administración de LPS induce una 

conducta tipo depresiva relacionada con el incremento de citocinas proinflamatorias 

ocasionando neuroinflamación además de atenuar la neurogénesis hipocampal en 

roedores (Ekdahl et al., 2003). Sin embargo, los efectos combinados de los factores 

estresantes se han estudiado poco. Una suma de adversidades (modelo de estrés 

acumulativo) en la vida temprana, como las que se estudian aquí, podría poner al 

individuo en mayor riesgo de sufrir psicopatología en la edad adulta (McEwen, 

1998). 

En general, pocos estudios han comparado los efectos de diferentes tipos de ELS 

sobre el comportamiento emocional en la edad adulta, y se desconoce si los 

cambios inmediatos observados en las células gliales persisten hasta la edad adulta 

en machos y hembras. En este estudio se investigó si la respuesta temprana de las 

células gliales a diferentes desafíos neonatales se mantiene si están hay mayores 

concentraciones de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, y si a su vez, 

estas alteraciones afectan el comportamiento emocional de ratas macho y hembra 

adultas. 
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2. ANTECEDENTES GENERALES 

2.1. ESTRÉS 

El término estrés comenzó a utilizarse en Fisiología por Hans Selye en 1936. Selye 

definió el estrés como “un síndrome o conjunto de reacciones fisiológicas, no 

específicas del organismo, a distintos agentes nocivos de naturaleza física o 

química presentes en el medio ambiente” (Pearlin, et al., 1982; Lazarus, 1991; Warr, 

1994). Walter Cannon en la primera mitad del siglo XX lo definió como “el 

mecanismo de pelea o lucha”, ( Brown, and Fee. 2002). Lazarus (2006) definió el 

estrés como un proceso dinámico que ocurre cuando un individuo evalúa las 

demandas situacionales como superiores a los recursos disponibles. Bhargava 

(2008) sostiene, a diferencia de Lazarus, que algunos eventos son estresantes de 

forma innata con relación a su grado de incertidumbre. 

2.2. ESTRÉS Y SISTEMA NERVIOSO  

El sistema nervioso autónomo en su división simpática es el efector de la respuesta 

inmediata al estrés, donde una situación adversa genera la activación de las 

neuronas preganglionares del tipo simpático, ubicadas en el asta intermedio lateral 

de los segmentos torácico 1 a lumbar 2 de la médula espinal, y la liberación 

concomitante de la noradrenalina por las neuronas postganglionares simpáticas 

(Truex RC and Carpenter MB. 1971). De tal forma la activación simpática estimula 

a las células cromafines de la médula de las glándulas suprarrenales para secretar 

adrenalina al torrente sanguíneo. (Truex RC and Carpenter MB. 1971). La 

adrenalina incrementa la frecuencia respiratoria y cardíaca, así como el flujo 

sanguíneo a los músculos, con lo que prepara al organismo para ejercer una de dos 

respuestas la de “pelear o huir” (McEwen., 2007). Ambos tipos hormonales, 

glucocorticoides y catecolaminas, liberados en la respuesta del organismo al estrés 

ejercen funciones inmunomoduladoras con lo que contribuyen a regular el 

funcionamiento del sistema inmune. 

 

https://revistadigital.inesem.es/gestion-integrada/la-fisiologia/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20TM%5BAuthor%5D


  

20 

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas  

2.3. ESTRÉS Y ACTIVACIÓN DEL EJE HPA 

La respuesta lenta al estrés está mediada por la activación del eje Hipotálamo- 

Pituitaria- Adrenales (HPA). Estructuras como la amígdala y el hipocampo evalúan 

la adversidad de los estímulos que rodean al animal y estimulan al hipotálamo. Este 

provoca la secreción de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde el 

núcleo paraventricular. La CRH provoca la secreción de la hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) por parte de la adenohipófisis al torrente sanguíneo, que 

lleva a la estimulación de la corteza suprarrenal y la secreción de corticosterona 

permitiendo ajustar el comportamiento a las demandas del ambiente (Zarate et al. 

2014). La corticosterona a través de sus receptores puede activar a las células del 

sistema inmune, como se muestra en la Figura 1. 

Un aspecto importante del eje HPA, es su capacidad para autorregularse. La alta 

concentración de corticosterona en sangre provoca una retroalimentación negativa 

sobre receptores ubicados en el hipotálamo, hipófisis anterior, e hipocampo 

inhibiendo su secreción. Una vez superada la adversidad este mecanismo de 

retroalimentación suprime los procesos biológicos provocados por la respuesta de 

estrés, restituyendo la homeostasis (Cigolani y Houssay, 2000).  
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Figura 1.- Eje (HPA) y su relación con el sistema inmune. Se muestran algunos de los órganos y 
células del sistema inmune que poseen receptores para glucocorticoides y que en condiciones de 
estrés presentan inhibición en su funcionamiento. CRH: Hormona Liberadora de Corticotropina, 
ACTH: Hormona Adrenocorticotrópica, CORT: Corticosterona, 

 

2.4. ESTRÉS Y SISTEMA INMUNE 

Los mediadores principales del estrés, las catecolaminas noradrenalina y 

adrenalina, y los glucocorticoides; liberados a partir de la activación del Sistema 

Nervioso Simpático y el eje HPA, ejercen un efecto directo sobre las células del 

sistema inmune al acoplarse a sus receptores localizados en la membrana y 

citoplasma respectivamente; también ejercen una influencia indirecta al alterar la 

secreción de citocinas (TNF α IL-6, IL-1β, IL-2). Todas estas son necesarias para la 

adecuada maduración y movilización de los linfocitos y otras células de origen 

inmunitario (Glaser, and Klecolt-Glaser, 2005). 
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2.5. HIPOCAMPO 

El hipocampo forma parte activa en la retroalimentación negativa ejercida por los 

glucocorticoides para suprimir los procesos biológicos provocados por la respuesta 

de estrés. Es una estructura importante para el adecuado procesamiento emocional 

y cognitivo el cual transmite la información de la corteza al hipotálamo (Weininger 

et al., 2019). El hipocampo y la amígdala son estructuras cerebrales de gran 

importancia en la regulación de las respuestas conductuales y neuroendocrinas al 

estrés, además de ser muy vulnerables a los efectos neurotóxicos del estrés en sí 

mismos (Herman et al., 1997). La región del giro dentado e Hilus representa el 

circuito de entrada del hipocampo canalizando información desde la corteza 

entorrinal hacia el hipocampo. Este es uno de los dos lugares donde ocurre la 

neurogénesis adulta (Samuels et al., 2011). Por otra parte, la neurogénesis 

disminuida en el giro dentado se ha asociado con desórdenes depresivos (Adam 

Samuels et al., 2015). El CA3 muestra una rica conectividad dentro del hipocampo 

y tiene funciones como un "marcapasos" fundamental para la codificación y 

decodificación de la información, además de ser una de las zonas hipocampales 

más sensibles al estrés (Ishizuka et al., 1990). Varios estudios han demostrado que 

una disminución en el tamaño de esta zona es un factor de riesgo para padecer 

desórdenes psiquiátricos (Buzsáki et al.,2002). 

2.6. ESTRÉS EN ETAPAS TEMPRANAS DE LA VIDA 

ELS en el humano está definido como maltrato infantil, abuso o negligencia y se 

asocia con enfermedades como la depresión (Heim et al., 2012) y la ansiedad 

(Phillips et al., 2005). Otros investigadores recientemente han demostrado que los 

efectos del estrés temprano inducido en ratas en etapa neonatal son duraderos, 

afectando el desarrollo cognitivo y emocional (Benmhammed et al., 2019). Se ha 

demostrado que las afecciones a diversas psicopatologías dependen de varios 

factores entre los que se encuentran, por ejemplo, la ventana de tiempo en el cual 

se presentó el episodio estresante (Andersen et al., 2008), así como los diferentes 

factores genéticos y epigenéticos (Palma-Gudiel and, Fañanás, 2016).  
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2.7. SEPARACIÓN MATERNA 

Si bien la SM puede referirse a una variedad de manipulaciones postnatales, estos 

paradigmas generalmente implican la separación de los animales recién nacidos de 

la madre durante al menos tres horas al día durante 14 días. La SM interfiere con la 

influencia reguladora postnatal que la madre tiene sobre la fisiología y el desarrollo 

del animal, y muchos la consideran un análogo del maltrato infantil humano (Carlyle 

et al., 2012). Sin embargo, cabe señalarse que la edad a la que se produce la SM 

en la mayoría de los experimentos con animales corresponde al tercer trimestre del 

embarazo y a los primeros años de vida en el humano, al menos en términos de 

algunos aspectos del desarrollo cerebral (Semple et al., 2013). Varios estudios 

encontraron que, si bien la SM por sí sola no produce cambios en la preferencia por 

la sacarosa (prueba de anhedonia para valorar conducta tipo depresiva), la 

aparición de un segundo factor estresante o desafío en la adolescencia o la edad 

adulta da como resultado una preferencia reducida por la sacarosa (Hill et al., 2014). 

Este modelo se le conoce como el “Doble Hit” (doble golpe), donde la SM le confiere 

cierta vulnerabilidad al individuo para desarrollar psicopatologías posteriores, pero 

el inicio de la sintomatología solo ocurre después de la exposición a un factor 

estresante posterior (Maynard et al., 2001). Se conoce que la SM induce una 

hiperactivación del eje HPA, a pesar de estar en el periodo hiporresponsivo en los 

roedores, y esta hiperactividad del eje se ha descrito en animales con conducta tipo 

depresiva (Borges-Aguiar et al., 2018). El periodo hiporresponsivo se caracteriza 

por bajos niveles basales de hormonas del estrés (corticosterona y ACTH) y una 

relativa falta de respuesta a los factores estresantes externos (Bock et al., 2005). 
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2.8. SEPARACIÓN MATERNA Y ENFERMEDADES PSIQUIÁTRICAS  

La vulnerabilidad a los trastornos emocionales, incluida la conducta tipo depresiva 

y la ansiosa, se deriva de eventos estresantes durante los primeros años de vida. 

Las experiencias adversas en la vida temprana, especialmente la interrupción de la 

relación madre-cría, se han asociado con enfermedades psiquiátricas graves en la 

edad adulta. La estimulación temprana por mediadores del estrés se ha relacionado 

con una hiperactividad del eje HPA y esta a su vez con incrementos en la liberación 

de catecolaminas y glucocorticoides que pueden culminar con trastornos de 

ansiedad y depresión en la vida adulta (Kendler et al., 1992). En diversos estudios 

en animales que son sometidos a SM y posteriormente a nado forzado (prueba para 

evaluar conducta tipo- depresiva) y laberinto elevado en cruz (para evaluar conducta 

tipo ansiedad) en la etapa adulta, se han alterado las conductas de tipo emocional 

(Frank et al., 2019). 

2.9. LPS 

El LPS es el componente principal de la membrana de las bacterias Gram negativas, 

el cual es utilizado actualmente como un simulador de infecciones bacterianas. Es 

uno de los inductores más potentes de la inflamación, ya que favorece un 

incremento de la secreción de citocinas, radicales libres y eicosanoides. En general 

se acepta que el LPS activa el sistema inmunitario lo que incrementa la secreción y 

expresión de citocinas de tipo pro-inflamatorio. En consecuencia, las citocinas 

promueven la secreción de una cascada hormonal en el eje HPA, provocando así 

la respuesta hormonal al estrés antes mencionada (Zakharova et al., 2015).  
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2.9.1. PROGRAMACIÓN POR EL LPS 

El LPS es reconocido por receptores de reconocimiento de patrones moleculares 

asociados a patógenos llamados receptores tipo Toll (TLR), de manera específica 

el TLR4 (Erridge 2010). Esta activación de TLR4 inicia una cascada de señalización 

que contribuye al inicio de la respuesta febril y la liberación local de prostaglandina 

(PG) E2 del hígado que actúa sobre el vago para enviar una señal al cerebro. Se 

provoca una elevación inicial de los glucocorticoides y posteriormente se activan 

cascadas de fosforilación que conducen a la fosforilación del inhibidor (I) κB. Esta 

señal libera el factor nuclear NF-B de su complejo y se transloca al núcleo, donde 

inicia la transcripción de citocinas pro-inflamatorias como la interleucina IL-1β, IL-6 

y TNF-α, así como de citocinas antiinflamatorias como la IL-10. (Cartmell et al., 

2003, Figura 2). 

 

Figura 2.- Señalización a través del LPS para inducir la liberación de citocinas. El LPS se une 
al receptor TLR4, lo que induce que se fosforile el inhibidor (I)kB que libera el factor nuclear NF-κB 
de su complejo, el cual posteriormente se transloca al núcleo, e inicia la transcripción de citocinas 
proinflamatorias. 
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A mediados y finales de la década de 1990, Shanks y sus colegas establecieron 

que un desafío inmune experimentado en los días posnatales PN3 y PN5 del 

período neonatal en la rata puede conducir a alteraciones permanentes en la función 

del eje HPA y la regulación inmune. Parece haber una ventana crítica de protección 

después de PN7 y antes de PN28 en el desarrollo durante la cual el desafío inmune 

único con LPS es capaz de ejercer efectos de programación (Spencer et al., 2006). 

Varios estudios han demostrado que, las concentraciones circulantes de las 

citocinas proinflamatorias IL-1β, IL-6 y TNF- α se atenúan significativamente en 

ratas adultas que fueron tratadas neonatalmente con LPS en comparación con los 

controles tratados con solución salina (Ellis et al., 2005; Kentner et al., 2010). Cabe 

señalarse que los niveles de citocinas en ratas Fischer adultas no se atenúan si la 

primera exposición a LPS ocurre entre los días PN3 y PN5, lo que indica que los 

mecanismos específicos de la edad, la dosis o la cepa pueden estar involucrados 

(Walker et al., 2006).  

3. MICROGLIA  

La microglía son células mieloides de la respuesta inmune en el sistema nervioso 

central (SNC). Estas células modulan la función neuronal durante la respuesta 

inflamatoria y la poda sináptica durante el desarrollo y están implicadas en la 

adecuada plasticidad en el cerebro sano. Son capaces de responder rápidamente 

incluso a cambios menores en el cerebro y son muy sensibles a varios mediadores 

del estrés como la corticosterona (Wei et al., 2010). 

La microglía frente a estímulos adversos incrementa su densidad, probablemente 

por el reclutamiento de macrófagos, así como también modifica su morfología, 

presentando somas más grandes y proyecciones más pequeñas y gruesas (Walker 

et al., 2014). Además, presentan un incremento en la expresión de la molécula 

adaptadora de unión a calcio ionizado 1 (Iba-1), que es un marcador de superficie 

celular el cual es específico de linaje y está presente en microglía activa y en reposo. 

(Frick et al., 2013). La SM puede desencadenar la activación de células de la 

microglía en el hipocampo de crías de rata (Gracia-Rubio et al., 2016; Roque et al., 

2016; Saavedra et al., 2017). 
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Las células de la microglía en respuesta a un reto inmunitario inducido por bacterias 

como Escherichia coli y/o LPS pueden inducir neuroinflamación (Lutsik et al., 1991). 

La microglía expresa receptores de reconocimiento de patrones como TLR2, TLR4 

y TLR9, que detectan lipopéptidos y lipopolisacáridos (Olson y Miller, 2004), 

originando un incremento en citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-6, IL-1β) y 

quimioatrayentes, los cuales promueven el reclutamiento de células 

mielomonocíticas (neurotrófilos y monocitos) en el SNC (Dominguez-Punaro et al., 

2007).  

Además, puede incrementar la expresión de la enzima óxido nítrico sintetasa 

inducible (iNOS), así como especies reactivas de nitrógeno y oxígeno lo que puede 

conducir a deterioro cognitivo y alteraciones conductuales tales como la depresión 

y la ansiedad (Hoffmann, et al. 2007).  

3.1. ASTROCITOS 

Los astrocitos son las células gliales más abundantes, ya que constituyen el 25% 

del volumen cerebral (Tower y Young 1973). La proteína ácida glial fibrilar (GFAP), 

inducida en daño cerebral y degeneración del SNC y cuya expresión aumenta con 

la edad, es el marcador clásico para la identificación inmunohistoquímica de 

astrocitos (Eng et al., 2000). Al formar la sinapsis tripartita, los astrocitos son pieza 

clave para el sitio neuronal presináptico y postsináptico. Se conoce que la 

exposición a SM reduce la expresión de GFAP en la mayoría de los estudios, y por 

tanto reduce la inmunorreactividad, lo cual puede estar relacionado con un número 

menor de astrocitos (Naskar et al., 2019).  

El término astrogliosis reactiva hace referencia a una serie de cambios en los 

astrocitos que ocurren a nivel molecular, celular y funcional como respuesta a daños 

y enfermedades del SNC de distinto grado, mientras que la cicatriz glial inhibe la 

regeneración axonal y migración celular (Silver y Miller 2004). Estos resultados 

sugieren que los modelos de corta o larga duración de estrés durante las etapas 

tempranas de la vida dan forma a la plasticidad celular de astrocitos durante la etapa 

adulta (Çalışkan et al., 2020). Recientemente se ha sugerido que una disminución 
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en la densidad de astrocitos se relaciona con una mayor incidencia de 

enfermedades psiquiátricas al existir una disminución en la síntesis de 

transportadores astrocitarios de glutamato (Fullana et al., 2018). 

3.2. CITOCINAS Y ENFERMEDADES NEURO-PSIQUIÁTRICAS 

Las citocinas son las moléculas moduladoras e inductoras que utilizan las células 

del sistema inmune para comunicarse entre sí y con los otros sistemas. Por lo 

general tienen funciones pleiotrópicas. Existe una extensa literatura que indica que 

las citocinas participan tanto en el desarrollo del SNC como en la modulación de sus 

funciones, al mismo tiempo que los neurotransmisores modulan las respuestas del 

sistema inmune (Elenkov et al., 2000). Los primeros trabajos señalaron que la 

producción excesiva de moléculas proinflamatorias destinadas a la defensa o la 

reparación de un tejido dañado, por lo general se acompaña de cambios importantes 

en la conducta sin que haya un compromiso aparente del SNC (Dantzer, 2001). Se 

ha observado que las citocinas que pueden influir sobre la conducta son las mismas 

que inducen y/o modulan la respuesta vascular de las reacciones inflamatorias y 

que, por lo tanto, pueden ser clasificadas como facilitadoras o inhibidoras de la 

inflamación. Entre las primeras se pueden enlistar la IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-

18, IL-2 y las quimiocinas. Entre las segundas, las más importantes son IL-10, IL-4 

e IL-13. La expresión de sus correspondientes receptores cerebrales es necesaria 

para que se manifiesten los efectos de las citocinas sobre la conducta. Se ha podido 

observar que cuando, experimentalmente, se administran antagonistas y/o 

agonistas de los receptores para las citocinas inflamatorias, se presentan de 

inmediato cambios en la memoria, el sueño y la conducta, así como en el pronóstico 

de sus enfermedades neurológicas (Baldessarini y Frankenburg 1991). Se ha 

observado que la administración de IFN-α a voluntarios sanos no solo los deprime 

y les estimula el eje HPA, aumentando la producción de cortisol, sino también 

aumenta la producción de IL-6 (Cassidy et al., 2002). Otros investigadores han 

demostrado que las concentraciones de citocinas pro-inflamatorias se ven 

reducidas tras la administración de antidepresivos (Kubera et al., 2000).  
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3.3. ANTECEDENTES DIRECTOS 

Datos de nuestro laboratorio han demostrado que los animales que fueron 

sometidos a SM mostraron una respuesta inflamatoria en el hipocampo de manera 

inmediata. Utilizando crías de ratas macho sometidas a SM 3 h/día del PN1-PN14, 

la SM incrementó la activación de células de la microglía en el Hilus hipocampal, 

disminuyó la densidad de astrocitos y el número de procesos astrocíticos. En cuanto 

a la expresión de citocinas pro-inflamatorias en el hipocampo la SM incrementó los 

niveles de IL-1β en condiciones basales y estos aumentaron aún más bajo 

condiciones de un evento de estrés único; sin embargo, IL-6 y TNF- α no sufrieron 

cambios. Además, las concentraciones periféricas de IL-1β disminuyeron en 

condiciones basales y de estrés, La concentración de IL-6 solo se incrementó en los 

animales en condiciones de estrés, pero TNF- α no se modificó (Roque et al., 2016). 

En un estudio posterior las crías de rata macho fueron sometidas a SM 3 h diarias 

del PN1-PN14. Al PN14 las crías recibieron una inyección intraperitoneal de 

solución salina o LPS (1 mg/kg peso/día). Las crías se sacrificaron a las 24 h 

posteriores a la inyección. Se observó que la SM y el LPS reducen la densidad total 

de microglía en CA3 e Hilus, pero ambos retos incrementan su activación en las 

zonas previamente descritas. Se observó también una disminución en la densidad 

de astrocitos por la SM y el LPS en ambas zonas CA3 e Hilus. El LPS aumentó la 

secreción periférica de IL -1β, TNF-α e IL-6, y la concentración de la proteína IL-1β 

del hipocampo; sin embargo, las citocinas se atenuaron cuando ambos retos 

actuaron de manera conjunta (Saavedra et al., 2017). Si bien cada reto (SM, LPS) 

por separado es capaz de causar alteraciones morfológicas y funcionales en el 

hipocampo en etapa neonatal, se desconoce el impacto de cada uno de los retos 

solos o combinados a largo plazo sobre la conducta emocional y la respuesta 

neuroinmune del hipocampo. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Se sabe que es muy común en varios segmentos de la población la presencia de 

estresores tales como el maltrato infantil, la pobreza extrema, negligencia parental, 

entre otros padecidos en etapas tempranas de la vida. Por otra parte, las infecciones 

en etapas neonatales (que son la principal causa de ingreso hospitalario en países 

en vías de desarrollo) pueden coexistir con los estresores previamente 

mencionados. 

El estrés en etapas tempranas de la vida está relacionado con el incremento de 

enfermedades mentales, tales como depresión, ansiedad, esquizofrenia etc. 

Además, datos experimentales de nuestro laboratorio mostraron que el estrés por 

SM se asocia a un incremento en el número de microglía activada, una disminución 

de astrocitos y un aumento en la expresión de citocinas pro-inflamatorias en el 

hipocampo. Por otra parte, una infección simulada con LPS produce un incremento 

en la activación de la microglía, así como también en los niveles circulantes de 

diversas citocinas entre las que encontramos principalmente IL-6, IL -1β y TNF- α. 

Si bien cada reto (estrés, - inmune) por separado es capaz de causar alteraciones 

morfológicas y funcionales en el hipocampo en etapas tempranas, se desconoce el 

impacto de ambos retos solos o de manera conjunta durante la etapa adulta.  No se 

han evaluado los efectos del estrés temprano por SM o LPS sobre los mecanismos 

inflamatorios a nivel cerebral a largo plazo, o sobre la conducta emocional en la 

etapa adulta. 
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5. HIPÓTESIS 

La exposición a diferentes estresores en la etapa neonatal promueve alteraciones 

permanentes en las células gliales, y resulta en alteraciones en la conducta 

emocional de ratas adultas macho y hembra. 

6. OBJETIVOS 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

Analizar si la exposición a diferentes estresores en la etapa neonatal promueve 

alteraciones permanentes en las células gliales y si resultan en alteraciones en la 

conducta emocional de ratas adultas macho y hembra. 

6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• 1. Evaluar las consecuencias funcionales de dos estresores a largo plazo 

mediante el análisis de las conductas tipo depresiva y de ansiedad en ratas 

adultas. 

• 2. Analizar los cambios morfológicos y la densidad celular de los astrocitos y 

células microgliales en CA3 e Hilus en ratas adultas sometidas a dos retos 

en etapa neonatal. 

• 3. Analizar la respuesta neuro-inflamatoria de dos retos solos o combinados 

a través de la evaluación de la expresión de citocinas pro-inflamatorias (IL-

1β, IL-6 y TNF-α) y anti-inflamatorias (IL-10) en el hipocampo. 
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

Figura 3.- Esquema experimental. Descripción de los procedimientos, evaluación de la conducta, 
análisis inmunohistológico y expresión de citocinas en los grupos Control y SM. El día PN0 fue 
designado como el día del nacimiento, al PN1 se ajustó la camada a 8 crías por grupo. Desde PN1 
hasta PN14, las crías fueron sometidas a SM individual 3 h / día o permanecieron sin manipulación 
en el nido de la madre. Al PN14, se aplicaron inyecciones de LPS o vehículo a las crías. La evaluación 
de la conducta comenzó al PN120 en machos y PN150 en hembras en diestro. Las ratas machos se 
sacrificaron al PN140, las ratas hembra al PN170 y se extrajeron sus cerebros para análisis 
histológico y expresión de citocinas. 
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8. MATERIAL Y MÉTODOS 

La metodología asignada para cumplir con los diferentes objetivos del presente 

trabajo se describe cada una por separado en su respectivo capítulo. 

8.1. ANIMALES 

Las crías de rata Sprague Dawley machos y hembras se mantuvieron en 

condiciones estándar, bajo un ciclo de luz / oscuridad 12:12 (la luz se enciende a 

las 7:00 am), una temperatura aproximada de 22-24 °C, y libre acceso al agua y 

comida. Las camadas se destetaron al PN21 y las ratas se colocaron en jaulas con 

4 sujetos, según su sexo, hasta el día 120 posnatal (PN120). Todos los 

procedimientos experimentales cumplieron con los reglamentos publicados por la 

Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-

062-ZOO-1999) y los lineamientos de los Institutos Nacionales de Salud de los 

Estados Unidos. El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité Nacional de 

Ética del Instituto Mexicano del Seguro social (R-2015–785–103). Se minimizó el 

sufrimiento de los animales y el número de animales utilizados. Se cumplió con 

todos los requisitos sugeridos por la Lista de Verificación de las Directrices ARRIVE 

para la Investigación Animal. 

8.2. PROCEDIMIENTO DE SEPARACIÓN MATERNA 

El día de nacimiento se identificó como PN0. Las camadas se ajustaron a 8 crías 

(se realizó un sorteo aleatorio de crías) que consistían en 4-5 machos y 3-4 hembras 

en PN1. La SM consistió en separar a las crías de la madre y hermanos por un 

período de 3 h diarias de PN1 a PN14. La separación se realizó de 9:00 a.m. a 12:00 

pm; las crías se colocaron en cajas con temperaturas controladas de 32–35 °C y un 

lecho de aserrín. Las cajas se dividieron en 8 compartimentos, uno para cada cría. 

Los grupos control permanecieron sin alterar en el nido materno hasta el destete. 
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8.3. ADMINISTRACIÓN DE LPS 

Se disolvió el lipopolisacárido (LPS, 0,5 mg / kg; E. coli 055: B5; Sigma Aldrich) en 

solución salina al 0.9% y se administró por vía intraperitoneal a las crías asignadas 

al PN14. 

8.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Todos los resultados se calcularon con la media del grupo +/- SEM. Se aplicó 

ANOVA de dos vías para analizar las pruebas de laberinto elevado en cruz, campo 

abierto, nado forzado, análisis histológico de la densidad celular, activación de la 

glía y evaluación de la expresión de citocinas pro y antiinflamatorias. Se utilizaron 

dos factores y dos niveles: Factor A, SM, dos niveles (Control, MS); Factor B, LPS, 

dos niveles (Vehículo, LPS); la interacción se analizó entre el factor A y B (A × B). 

Se realizó la prueba post hoc de Newman-Keuls, en su caso, para analizar las 

diferencias entre grupos. Estadísticas separadas se realizaron entre algunos grupos 

en pares utilizando la prueba t de Student. Se utilizó el software GB-stat V6.0 

(Dynamic Microsystems) como programa estadístico. 
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9. RESULTADOS 

9.1. CAPÍTULO I 

Long-term activation of hippocampal glial cells and altered emotional behavior in 

male and female adult rats after different neonatal stressors. 

Activación a largo plazo de las células gliales del hipocampo y conducta emocional 

alterada en ratas adultas macho y hembra después de diferentes estresores 

neonatales. 

9.2. ARTÍCULO ORIGINAL 
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10. CAPÍTULO II 

Evaluation of pro-inflammatory (TNF-α, IL-1β and IL-6) and anti-inflammatory (IL-10) 

cytokines in hippocampi of adult male and female rats after different neonatal 

stressors. 

Evaluación de las citocinas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-1β e IL-6) y anti-

inflamatorias (IL-10) en hipocampos de ratas adultas macho y hembra después de 

diferentes estresores neonatales. 

10.1. RESUMEN 

El proceso inflamatorio generado por la exposición a estrés en etapas tempranas 

de la vida e infecciones severas se caracteriza por una compleja liberación en 

cadena de diferentes mediadores celulares, tales como las citocinas que 

incrementan el riesgo de desarrollar enfermedades psiquiátricas en la edad adulta. 

Comparamos los efectos a largo plazo de los retos inmune y estrés neonatal, únicos 

o combinados sobre la expresión de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias 

en el hipocampo. Se asignaron aleatoriamente ratas machos Sprague Dawley bajo 

cuatro condiciones: (1) control + vehículo; (2) separación materna (SM, 3 h / día en 

los días postnatales [PN] 1-14) + vehículo; (3) control + lipopolisacárido (LPS, 0,5 

mg / kg, PN14); (4) SM + LPS. La evaluación de la expresión de citocinas pro-

inflamatorias y anti-inflamatorias se llevó a cabo al PN140; en términos biológicos 

ningún reto solo o combinado modificó la expresión de TNF - α en estado basal y 

estrés. La SM incrementó la expresión de IL-1β en condiciones basales; sin 

embargo, este incremento fue atenuado por el LPS. Por otro lado, en condiciones 

de estrés los grupos CONT + VEH, CONT + LPS y SM + VEH mostraron un 

incremento significativo en la expresión de esta citocina; la máxima expresión fue 

originada por la SM y atenuada en conjunto por el LPS. La expresión de IL-10 se 

incrementó en el estado basal únicamente en el grupo SM + VEH, mientras en 

condiciones de estrés los grupos CONT + VEH y SM + VEH presentaron una mayor 

expresión. Estos resultados indican que la expresión de citocinas pro-inflamatorias 

y antiinflamatorias permanecen elevadas por un largo periodo de tiempo, sin 
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embargo, el sistema puede reaccionar de una manera más activa frente a cada 

estresor agudo que se presente demostrando una programación del sistema. 

Palabras clave: 

Separación materna, Lipopolisacárido, Citocinas, Pro-inflamatorias, Anti-

inflamatorias 
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10.2. INTRODUCCIÓN CAPÍTULO II 

El estrés que se sufre en etapas tempranas de la vida (ELS) está asociado con un 

incremento de citocinas de tipo pro-inflamatorio de manera inmediata (Roque et al., 

2016, Saavedra et al., 2017). Se conoce que ELS involucra a los sistemas endocrino 

e inmune (Gdek-Michalska, y Bugajski, 2010). Las numerosas interacciones que 

existen entre las células de los sistemas nervioso, endocrino e inmune han sido 

comparadas con una “red”. Ese entrecruzamiento de señales puede explicar que un 

exceso en la producción de algunas citocinas por parte de las células del sistema 

inmune sea estimulante para células de la glía (Brown et al., 1994). Las citocinas 

son las moléculas moduladoras e inductoras que utilizan las células del sistema 

inmune para comunicarse entre sí, por lo general tienen funciones pleiotrópicas. El 

sistema neuroinmune está conformado por células de la glía especialmente 

microglía y astrocitos los cuales durante el periodo perinatal son sensibles a ELS y 

responden incrementando los niveles de citocinas pro-inflamatorias (Calcia et al., 

2016). Las células microgliales participan en los procesos inflamatorios del sistema 

nervioso incrementando mediadores inflamatorios como las citocinas, (IL-1β, TNF-

α, IL-6 e IL-10) entre otras (Calcia et al., 2016). El sistema nervioso central expresa 

citocinas de forma constitutiva. Las citocinas ejercen acciones como factores 

neurotróficos que promueven la proliferación y diferenciación celular. Sin embargo, 

también se ha observado que modulan la respuesta vascular de las reacciones 

inflamatorias. Investigaciones previas han señalado que la producción excesiva de 

moléculas pro-inflamatorias destinadas a la defensa o la reparación de un tejido 

dañado, por lo general se acompaña de cambios importantes en la conducta sin que 

haya un compromiso aparente del sistema nervioso central (Dantzer, 2001). Se ha 

descrito que el estrés crónico incrementa las citocinas de tipo pro-inflamatorio las 

cuales se asocian con varias alteraciones bioquímicas en algunas regiones del 

cerebro y estas elevaciones se les ha relacionado con síntomas depresivos (Peng 

y Wang et al., 2013). En este estudio evaluamos la expresión de citocinas de tipo 

pro-inflamatorio (IL-1β, TNF-α, IL-6) y anti-inflamatorio (IL-10) en el hipocampo de 

ratas macho adultas sometidas a SM y a LPS en condiciones basales y posteriores 

a un evento de estrés agudo durante la etapa adulta. 
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10.3. MATERIAL Y MÉTODOS 

10.3.1. EXTRACCIÓN DE RNA DE TEJIDO 

Los cerebros de las ratas de todos los grupos en condiciones basales se obtuvieron 

de manera inmediata a los 140 días en machos. En todos los grupos en condiciones 

de estrés, las ratas fueron sometidas a la prueba de nado forzado (como estresor 

agudo) y sacrificadas a las 3 h posteriores a la prueba. Se extrajo el cerebro y se 

disecó el hipocampo, se colocó en tubos Eppendorf con Trizol (Invitrogen) y se 

congeló a -20 °C para posteriormente ser procesado. La extracción del RNA se llevó 

a cabo con Trizol de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante, posteriormente 

se analizó mediante un espectrofotómetro (Varioskan) para determinar su integridad 

y pureza. 

10.3.2. SÍNTESIS DE cDNA 

Se utilizó 1μg de la muestra de RNA, con 1 μL de buffer de DNasa I 10 x (Invitrogen) 

con DEPC 0.1% (agua tratada con dietil pirocarbonato) en tubos libres de RNAsas. 

Se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente, se inactivó la DNAsa I agregando 

1 μL de solución EDTA 25mM (Invitrogen) y se cuantificó el mRNA. En un nuevo 

tubo se agregó 1μg de mRNA, 1 μL de oligo dT 12-18 (500 μg/ mL) 1 μg de dNTP 

MIX 10 mM agua libre de RNAsas, y se llevó a un volumen final de 20 μL, se agregó 

4 μL de First-strand buffer 5X (Invitrogen), 2 μL de DTT 0.1M, (Invitrogen) y 1 μL de 

RNAsa out 40 U/μL (Invitrogen), posteriormente se adicionó 1ul de M-MLV RT 200 

U (Invitrogen) y se incubó 50 min a 37 °C, se inactivó por calor a 70 °C por 15 

minutos. Finalmente se verificó la pureza y cantidad del cDNA mediante 

espectrofotómetro (Varioskan). 
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10.3.3. PCR PUNTO FINAL 

Las secuencias de los oligonucléotidos a utilizar fueron diseñadas en trabajos 

previos de nuestro laboratorio (Roque et al., 2016), las cuales nuevamente se 

validaron por medio de la técnica de PCR punto final, para la cual se utilizaron; 2 μL 

de buffer PCR 10x, 2 μL de dNTPs 2 mM, 0.6 μL de cloruro de magnesio 50 mM, 1 

μL de oligo directo (10 pM/ μL), 1 μL de oligo inverso (10 pM/ μL), 1 μL de Taq 

polimerasa, 1 μL de cDNA, se llevó a 20 μL. La mezcla se colocó en un 

termociclador de gradiente de temperaturas (Thermo), donde la temperatura de 

desnaturalización fue de 95 °C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos con 15 s de 

desnaturalización a 94 °C; 30 s de alineamiento a 59 °C para IL 6 e IL-10, 60 °C 

para IL-1β y GAPDH, y 62 °C para TNF- α  , y 30 segundos de extensión a 72 °C 

seguidos de 7 minutos a 72 °C y enfriamiento a 4 °C. Finalmente se verificó que el 

producto de amplificación correspondiera con el tamaño esperado, en el gel de 

agarosa al 1.5%. 

10.3.4. PCR TIEMPO REAL 

Se utilizaron 500 ng de cDNA, 5 μL de Veriquest Fast Sybr Green Master mix (USB 

Affymetrix Inc.) 1 μL de oligo directo (10 pM/ μL) 1 μL de oligo inverso (10 pM/ μL), 

y 0.2 μL de agua grado biología molecular, se obtuvo un volumen final de 10 μL por 

reacción, se utilizó un termociclador tiempo real (Bio Rad CFX96). La temperatura 

inicial de desnaturalización fue de 95 °C, durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos 

con 15 s de desnaturalización a 94 °C; 30 s de alineamiento a 59 °C para IL 6 e IL-

10, 60 °C para IL 1β y GAPDH, y 62 °C para TNF- α  , y 30 segundos de extensión 

a 72 °C seguidos de 7 minutos a 72 °C y enfriamiento a 4 °C se normalizaron los 

datos y se analizaron por el método delta-delta CT. El gen endógeno utilizado fue 

GAPDH, se analizaron los resultados mediante las pruebas estadísticas ANOVA de 

dos vías y mediante la prueba post hoc de Newman-Keuls, en su caso, se realizaron 

duplicados de cada muestra. Las secuencias de oligonucleótidos se muestran en la 

tabla 1. 
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Tabla 1.- Secuencias de oligonucleótidos. Temperatura media y producto de amplificación. 

GEN SECUENCIA 5´-3´ TM Producto de 

amplificación 

(pb) 

TNF - α Directo:TGGCGTGTTCATCGTTCTCTACC 

Reverso: CCCGCAATCCAGGCCACTACTT 

62 C° 215 

IL-1β Directo: TGAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT 

Reverso: 

GCTCCACGGGCAAGACATAGGTAG 

60 C° 181  

IL-6 Directo: AGCCACTGCCTTCCCTACTTCA 

Reverso: GCCATTGCACAACTCTTTTCTCA 

59 C° 154  

IL-10 Directo: TGCTACGAGGTGGGCTACG 

Indirecto: TGCAGTCCAGTAGATGCCGGG 

59 C° 205 

GAPDH Directo: ATCACTGCCACCCAGAAGAC 

Indirecto: GCACGTCAGATCCACAACAG 

60 C° 201 
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10.4. RESULTADOS 

10.4.10. EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE TNF- α EN EL HIPOCAMPO DE 
RATAS MACHO ADULTAS 

En la figura 4 no se encontraron diferencias significativas en la expresión de TNF-α 

entre los grupos CONT VEH BASAL vs CONT VEH ESTRESADO (a). Tampoco se 

encontraron diferencias significativas entre los grupos en condiciones basales (b). 

En los animales sometidos a un evento de estrés agudo en la etapa adulta (nado 

forzado), el grupo SM VEH fue el único donde se observó un incremento en la 

expresión de TNF- α *P<0.05 vs CONT VEH (c). 

 

 

Figura 4.- Respuesta dinámica al estrés de TNF-α en el hipocampo de ratas macho adulto en 
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresión de TNF-α en los grupos CONT VEH 

BASAL vs CONT VEH ESTRESADO, no se observan diferencias significativas. (b) Muestra la 

expresión de TNF-α en condiciones basales de los diferentes grupos, no se observaron diferencias 

significativas.  (c) Muestra la expresión de TNF-α en animales sometidos a un episodio de estrés 

agudo (nado forzado) en la etapa adulta. SM VEH mostró un incremento en la expresión de TNF-α. 

* P <0.05 respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analizó por duplicado.  

 

 

 



  

53 

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas  

10.4.2. EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE IL-1β EN EL HIPOCAMPO DE 
RATAS MACHO ADULTAS 

En la figura 5 se realizó una comparación entre los grupos CONT VEH BASAL vs 

CONT VEH ESTRESADO, se observó un incremento en la expresión de IL-1β en 

los animales sometidos al estresor **P<0.01 (a). La expresión de IL-1β en 

condiciones basales se incrementó únicamente en el grupo SM VEH, comparado 

contra su respectivo control **P<0.01 (b). Los animales sometidos a un evento de 

estrés agudo en la etapa adulta únicamente el grupo SM VEH mostró un incremento 

en la expresión de IL-1β *P<0.05 (c).  

 

 

Figura 5. Respuesta dinámica al estrés de IL-1β en el hipocampo de ratas macho adulto en 
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresión de IL-1β en los grupos CONT VEH 

BASAL vs CONT VEH ESTRESADO, el grupo CONT VEH ESTRESADO mostro un incremento de 

la expresión de IL-1β significativo ** P <0.01. (b) Muestra la expresión de IL-1β en condiciones 

basales de los diferentes grupos, El grupo SM VEH mostró un incremento significativo respecto al 
CONT VEH ** P <0.01 (c) Muestra la expresión de IL-1β en animales sometidos a un episodio de 

estrés agudo (nado forzado) en la etapa adulta. SM VEH mostró un incremento en la expresión de 
IL-1β * P <0.05 respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analizó por duplicado. 
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10.4.3. EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE IL-6 EN EL HIPOCAMPO DE 
RATAS MACHO ADULTAS 

En la figura 6 se realizó una comparación entre los grupos CONT VEH BASAL vs 

CONT VEH ESTRESADO, se observó un incremento en la expresión de IL-6 en los 

animales sometidos al estresor ***P<0.001 (a). La expresión de IL-6 en condiciones 

basales se incrementó únicamente en el grupo SM VEH, comparado contra su 

respectivo control *P<0.05 (b). Los animales sometidos a un evento de estrés agudo 

en la etapa adulta únicamente el grupo SM VEH mostró un incremento en la 

expresión de IL-6 ***P<0.001 (c).  

 

Figura 6.- Respuesta dinámica al estrés de IL-6 en el hipocampo de ratas macho adulto en 
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresión de IL-6 en los grupos CONT VEH BASAL 
vs CONT VEH ESTRESADO, el grupo CONT VEH ESTRESADO mostro un incremento de la 
expresión de IL-6 significativo*** P <0.001. (b) Muestra la expresión de IL-6 en condiciones basales 
de los diferentes grupos, el grupo SM VEH mostró un incremento significativo respecto al CONT VEH 
*P <0.05 (c) Muestra la expresión de IL-6 en animales sometidos a un episodio de estrés agudo (nado 
forzado) en la etapa adulta. SM VEH mostró un incremento en la expresión de IL-6 *** P <0.001 
respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analizó por duplicado. 
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10.4.4. EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE IL-10 EN EL HIPOCAMPO DE 
RATAS MACHO ADULTAS 

En la figura 7 se realizó una comparación entre los grupos CONT VEH BASAL vs 

CONT VEH ESTRESADO, se observó un incremento en la expresión de IL-10 en 

los animales sometidos al estresor *P<0.05 (a). La expresión de IL-10 en 

condiciones basales se incrementó únicamente en el grupo SM VEH, comparado 

contra su respectivo control **P<0.01 (b). Los animales sometidos a un evento de 

estrés agudo en la etapa adulta únicamente el grupo SM LPS mostró una 

disminución en la expresión de IL-10 *P<0.05 (c). 

 

Figura 7.- Respuesta dinámica al estrés de IL-10 en el hipocampo de ratas macho adulto en 
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresión de IL-10 en los grupos CONT VEH 
BASAL vs CONT VEH ESTRESADO, el grupo CONT VEH ESTRESADO mostro un incremento de 
la expresión de IL-10 significativo* P <0.05. (b) Muestra la expresión de IL-10 en condiciones basales 
de los diferentes grupos, el grupo SM VEH mostró un incremento significativo respecto al CONT VEH 
**P <0.01 (c) Muestra la expresión de IL-10 en animales sometidos a un episodio de estrés agudo 

(nado forzado) en la etapa adulta. SM LPS mostró una disminución en la expresión de IL-10. * P 
<0.05 respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analizó por duplicado. 
 

 

 

 

 

 

 



  

56 

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas  

11. DISCUSIÓN  

Si bien muchos estudios han examinado los efectos del ELS en el sistema 

neuroinmune, los resultados son inconsistentes. Por ejemplo, dentro de los mismos 

tejidos, como el hipocampo, hay muchos reportes de expresión aumentada, 

disminuida o inalterada de citocinas específicas (Dutcher et al., 2020).  Existen 2 

hipótesis sobre la variabilidad de los resultados; la primera indica que los resultados 

pueden variar dependiendo de la edad, si se realiza durante la etapa temprana, 

adolescencia o etapa adulta, segunda si los animales presentan un segundo 

estresor, posterior al estrés temprano, durante la etapa adulta (Dutcher et al., 2020). 

Se ha reportado que la SM aumenta los niveles de mRNA de IL-1β del hipocampo 

en aproximadamente 20 veces en comparación con los animales no estresados al 

PN15 (Roque et al., 2016). Posterior a un episodio de estrés agudo la expresión de 

IL-1β se observó elevada, pero se redujo de 2 a 2.5 veces el nivel comparado con 

los animales no estresados (Roque et al., 2016). En nuestro estudio la IL-1β 

incrementó su expresión en el hipocampo alrededor de 4 veces en animales adultos 

sometidos a SM, lo cual correlaciona con el estudio previo y nos indica un perfil 

inflamatorio que perdura hasta la etapa adulta provocado por un estresor crónico 

temprano. De igual manera la expresión de IL-1β se elevó 3 veces más en aquellos 

animales sometidos a SM y además a un estresor agudo durante la etapa adulta. 

Otro estudio que utilizó un protocolo de Deprivación Materna (DM) de 24 horas y 

evaluó la proteína de IL-1β en el hipocampo no encontró ninguna alteración 

(Giridharan et al., 2019). Estos resultados indican que la IL-1β puede tener un pico 

de elevación diario volviendo a su normalidad en unas horas, sin embargo, cuando 

el estrés es crónico, no se logra ese equilibrio y permanece elevada durante toda la 

vida, como se observa en nuestro estudio. La SM provocó un aumento modesto en 

la expresión del TNF-α del hipocampo en ratas macho al PN15 (Roque et al., 2016), 

también en un estudio la DM indujo un incremento leve en la expresión de TNF-α 

(Giridharan et al., 2019). Este efecto, al contrario de lo que pasa con IL-1β puede 

ser modesto o nulo, como en el presente estudio donde la SM no incrementó la 

expresión de TNF-α en la zona del hipocampo estudiada, ni posterior a un evento 

de estrés agudo en ratas macho en la etapa adulta. El único tejido no sanguíneo en 
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el que se ha informado que IL-6 no se ve afectado por SM es el hipocampo, incluso 

en animales sacrificados inmediatamente después del episodio final de SM 

(Giridharan et al., 2019; Roque et al., 2016). Sin embargo, en estos estudios no se 

evaluó la expresión en la etapa adulta; en nuestro estudio al evaluar en la etapa 

adulta se encontró un incremento significativo tanto de manera basal como posterior 

a un estresor agudo. Los estudios que investigan los efectos a corto plazo de la SM 

sobre la expresión de IL-10 generalmente han encontrado un aumento o ningún 

cambio en los animales con SM (Giridharan et al., 2019; Moya-Pérez et al., 2017). 

En nuestro estudio encontramos un incremento en la expresión de IL-10 en ratas 

macho sometidas a SM y evaluadas de manera basal en la etapa adulta, en 

animales sometidos al estresor agudo y evaluados a las 3 h posteriores, se observó 

una tendencia hacia el incremento. Este incremento puede estar contendiendo 

contra la respuesta de tipo pro-inflamatoria originando en el sistema una respuesta 

de tipo anti-inflamatoria. 

En animales expuestos a LPS administrado al PN14, y evaluados de manera 

inmediata (3 h después) se observó un incremento significativo en la expresión de 

las citocinas TNF-α, IL 1β, e IL-10 a nivel hipocampal (Dinel et al., 2014). 

Previamente demostramos que el LPS incrementa la secreción de IL-1β en 

animales a los que se les administró 1 mg/kg/día (Saavedra et al., 2017). Se ha 

reportado que el LPS incrementa la secreción de IL-1β de manera dosis respuesta 

en el hipocampo (Nguyen et al., 1998). En un estudio reciente se demostró que la 

SM por 21 días incrementa la expresión de IL-6 en el hipocampo en la vida adulta 

de manera basal (Banqueri et al., 2019). En nuestro estudio encontramos el mismo 

resultado al PN140 de manera basal; sin embargo, esta expresión se ve 

incrementada frente a un estímulo agudo posterior. Y con respecto al TNF-α un 

estudio reporta un incremento en su expresión en el estado basal durante la etapa 

adulta (Banqueri et al., 2019).  En nuestro estudio no se observó un incremento en 

la expresión de esta citocina en animales en estado basal ni posterior a un evento 

de estrés agudo, probablemente debido a que se observó hasta la etapa adulta. 

También se demostró que TNF-α se ve incrementado en el área hipocampal y no 

en el hipotálamo (Roque et al., 2016), este efecto también fue observado en el 
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hipocampo, pero no en la corteza o área estriatal (Banqueri et al., 2019). El 

incremento en estas citocinas específicamente en el área del hipocampo puede 

tener efectos negativos sobre el aprendizaje, memoria y conducta emocional 

(Tancredi, et al., 2000). En nuestro estudio no se observaron cambios en la 

expresión de citocinas debido al LPS. Sin embargo, revierte los efectos de la SM. 

Finalmente podemos concluir que la exposición a estresores diversos en etapas 

tempranas de la vida da como resultado una sensibilización duradera de la 

respuesta neuroinmune al estrés y, en consecuencia, incrementa la vulnerabilidad 

a sufrir de inflamación crónica en respuesta al estrés a largo plazo. Además, para 

que ELS produzca una inflamación elevada en la etapa adulta, los sujetos 

generalmente deben estar expuestos a eventos de estrés posteriores, lo que sugiere 

que las intervenciones no farmacológicas dirigidas a reducir la exposición al estrés 

y las intervenciones farmacológicas dirigidas a disminuir la inflamación pueden ser 

particularmente benéficas para reducir la inflamación en personas con historia de 

ELS. En este estudio no se observó una asociación entre los cambios morfológicos 

y los cambios conductuales. Finalmente, estos hallazgos pueden ser utilizados en 

el futuro para implementar estrategias diversas y reducir la inflamación en etapas 

tempranas de la vida inducidas por ELS, y de esta manera reducir como factor de 

riesgo la neuro inflamación para enfermedades tales como la depresión y ansiedad. 

12. CONCLUSIÓN 

La exposición a estresores diversos en etapas tempranas de la vida da como 

resultado una sensibilización duradera de la respuesta neuroinmune al estrés y, en 

consecuencia, incrementa la vulnerabilidad a sufrir de inflamación crónica en 

respuesta al estrés a lo largo de la vida.  
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14. DISCUSIÓN GENERAL 

En el presente estudio evaluamos los efectos a largo plazo de ELS sobre la 

conducta emocional, la respuesta de las células gliales y la expresión de citocinas 

pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en el hipocampo de ratas machos y hembras. 

Usamos la SM (PN1-PN14) y / o LPS (mediante inyección única en PN14) como 

factores estresantes. En conjunto, observamos que la exposición a factores 

estresantes en el período neonatal produce efectos a largo plazo sobre la conducta, 

morfología celular de la glía y la expresión de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias. Confirmamos que el tratamiento con LPS aumentó la conducta de 

ansiedad en ratas machos y hembras, como se observó en otros estudios 

(Benmhammed et al., 2019). Por otro lado, los efectos de la SM sobre la conducta 

de ansiedad siguen siendo controvertidos. Muchos estudios muestran un aumento 

en la conducta de ansiedad en machos y hembras (De Lima et al., 2020). En 

contraste, otros estudios no encuentran cambios entre machos y hembras incluido 

el nuestro (Aya-Ramos et al., 2017). Un solo estudio reportó un incremento en la 

conducta de ansiedad en machos (Melo et al., 2018). En el presente estudio se 

encontró que solo las hembras sometidas a SM mostraron una conducta de 

ansiedad, los machos no presentaron esta conducta. Por tanto, parece haber una 

respuesta de ansiedad dimórfica a la SM. Un estudio similar al nuestro combinó la 

DM y LPS encontró que las ratas machos y hembras presentaron conducta de 

ansiedad (Benmhammed et al., 2019).  

La exposición a la SM induce un estado depresivo en la etapa adulta. 

Específicamente, la SM se ha propuesto como modelo traslacional de la depresión 

humana (Vetulani et al., 2013). Varios estudios han mostrado un incremento en la 

conducta tipo depresiva en ratas machos y hembras adultas que fueron sometidas 

a SM (Martisova et al., 2012). Nuestros resultados confirman este estudio. Por otro 

lado, muy pocos estudios han demostrado una conducta tipo depresiva debido a la 

administración de LPS neonatal y evaluada mediante la prueba de nado forzado 

(Berkiks et al., 2019). En nuestro estudio, el LPS no logró inducir una conducta tipo 

depresiva en ninguno de los dos sexos. Se ha reportado que la exposición 
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combinada de DM y LPS aumenta la conducta tipo depresiva en ratas Wistar 

machos y hembras (Benmhammed et al., 2019); nuestros resultados concuerdan 

con este informe. 

Se conoce que el hipocampo está involucrado en la modulación de las conductas 

emocionales y en la regulación del eje HPA (Calcia et al., 2016), algunos estudios 

han relacionado el estrés crónico con la activación microglial en el hipocampo 

(Calcia et al., 2016). Pocos estudios han documentado cambios duraderos de la 

microglía en animales sometidos a SM, solo un estudio reportó un incremento en la 

inmunorreactividad de las células microgliales en CA3, pero no en CA1, del 

hipocampo, el cuerpo estriado dorsal y el núcleo accumbens de ratas machos 

adultas sometidas a SM (Banqueri et al., 2019). En nuestro estudio, la SM resultó 

en un mayor porcentaje de células microgliales activadas en la región CA3 y el Hilus 

de ratas adultas tanto machos como hembras, como se observó con otros 

procedimientos de estrés crónico (Calcia et al., 2016). Un estudio reportó una mayor 

activación de las células microgliales en el hipocampo de ratas machos y hembras 

adultas después del tratamiento con LPS neonatal (Berkiks et al., 2019). Nuestros 

resultados concuerdan con estos informes y demuestran que el tratamiento con LPS 

neonatal resultó en un incremento duradero en el número de microglia activada en 

el hipocampo de ratas adultas machos y hembras. Los efectos de la combinación 

de SM y LPS dieron como resultado un mayor porcentaje de células microgliales 

activadas en CA3 como en el Hilus en ambos sexos. Sin embargo, en los machos, 

la SM atenúo la activación inducida por LPS, mientras que en las hembras no se 

observó este efecto, lo que sugiere una respuesta dimórfica. En nuestro estudio, los 

retos SM y / o LPS dieron como resultado la activación de células microgliales en 

ambas áreas del hipocampo de machos y hembras lo cual se acompañó con 

cambios conductuales. Sin embargo, las respuestas conductuales fueron selectivas 

dependientes del reto sufrido. Además, la SM redujo la densidad microglial total en 

el hipocampo de los machos, pero no de las hembras, lo que sugiere nuevamente 

una respuesta dimórfica. 
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Muy pocos estudios han documentado los efectos de la SM sobre la densidad 

astrocítica del hipocampo. Nuestro estudio mostró que la densidad astrocítica 

aumentó en el Hilus del hipocampo en machos, pero disminuyó en CA3 y el Hilus 

del hipocampo en hembras sometidas a SM. Se observó incrementado el tamaño 

del soma en el Hilus de machos y hembras adultas, independientemente de la 

densidad astrocítica. Recientemente se informó de una disminución de los 

astrocitos dentro de la corteza prefrontal, las áreas estriatales y el hipocampo dorsal 

en ratas adultas machos y hembras sometidas a SM (Banqueri et al., 2019). Otros 

estudios han reportado un aumento de células positivas para GFAP en el hipocampo 

de ratas machos, pero no hembras, varios días o semanas después de ser 

sometidos a DM (Llorente et al., 2009). Berkiks et al., (2019) encontraron una mayor 

densidad astrocítica en el hipocampo dorsal de ratas adultas machos y hembras. 

En este estudio, confirmamos un incremento en la densidad astrocítica de las áreas 

CA3 e Hilus del hipocampo de ratas machos en respuesta a LPS, pero no en las 

hembras. Los incrementos en el tamaño del soma en respuesta al LPS se asociaron 

con cambios en la densidad astrocítica en los machos, pero no en las hembras, lo 

que sugiere una respuesta dimórfica. En conjunto, estos cambios en los astrocitos 

pueden influir en la plasticidad sináptica y la comunicación neuronal, contribuyendo 

así a una función cerebral anormal. Sin embargo, no encontramos correlación entre 

los cambios astrocíticos y los resultados conductuales. 

Si bien muchos estudios han examinado los efectos del ELS en el sistema 

neuroinmune, los resultados son inconsistentes. Por ejemplo, dentro de los mismos 

tejidos, como el hipocampo, hay muchos reportes de expresión aumentada, 

disminuida o inalterada de citocinas específicas (Dutcher et al., 2020). Se ha 

reportado que la SM aumenta los niveles de mRNA de IL-1β del hipocampo en 

aproximadamente 20 veces en comparación con los animales no estresados al 

PN15 (Roque et al., 2016). Posterior a un episodio de estrés agudo la expresión de 

IL-1β se observó elevada, pero se redujo de 2 a 2.5 veces el nivel comparado con 

los animales no estresados (Roque et al., 2016). En nuestro estudio la IL-1β 

incrementó su expresión en el hipocampo alrededor de 4 veces en animales adultos 

sometidos a SM, lo cual correlaciona con el estudio previo y nos indica un perfil 



  

64 

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas  

inflamatorio que perdura hasta la etapa adulta provocada por un estresor crónico 

temprano. Estos resultados indican que la IL-1β puede tener un pico de elevación 

diario volviendo a su normalidad en unas horas, sin embargo, cuando el estrés es 

crónico, no se logra ese equilibrio y permanece elevada durante toda la vida, como 

se observa en nuestro estudio. La SM provocó un aumento modesto en la expresión 

del TNF-α del hipocampo en ratas macho al PN15 (Roque et al., 2016), también en 

un estudio la (DM) indujo un incremento leve en la expresión de TNF-α (Giridharan 

et al., 2019). Este efecto, al contrario de lo que pasa con IL-1β puede ser modesto 

o nulo, como en el presente estudio donde la SM no incrementó la expresión de 

TNF-α en la zona del hipocampo, ni posterior a un evento de estrés agudo en la 

atapa adulta.  

El único tejido no sanguíneo en el que se ha informado que IL-6 no se ve modificado 

por la SM es el hipocampo, incluso en animales sacrificados inmediatamente 

después del episodio final de SM (Giridharan et al., 2019; Roque et al., 2016). En 

nuestro estudio se evaluó en la etapa adulta y se encontró un incremento 

significativo tanto de manera basal como posterior a un estresor agudo. Los estudios 

que investigan los efectos de la SM sobre la expresión de IL-10 generalmente han 

encontrado un aumento o ningún cambio en los animales con SM (Giridharan et al., 

2019; Moya-Pérez et al., 2017). En nuestro estudio encontramos un incremento en 

la expresión de IL-10 en animales sometidos a SM. En animales expuestos a LPS 

se observó un incremento significativo en la expresión de citocinas TNF-α, IL 1β, e 

IL-10 a nivel hipocampal (Dinel et al., 2014). Previamente demostramos que el LPS 

incrementa la secreción de IL-1β a los animales que se les administró LPS 

(Saavedra et al., 2017). En un estudio reciente se demostró que la SM por 21 días 

incrementó la expresión de IL-6 en el hipocampo en la etapa adulta de manera basal 

(Banqueri et al., 2019).  

En nuestro estudio encontramos el mismo resultado al PN140 de manera basal; sin 

embargo, esta expresión incrementó frente a un estímulo agudo posterior. Con 

respecto al TNF-α un estudio reportó un incremento en su expresión en el estado 

basal durante la etapa adulta (Banqueri et al., 2019).  En nuestro estudio no se 
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observó un incremento en la expresión de esta citocina en animales basales ni 

posterior a un evento de estrés agudo eso quizás porque se observó hasta la etapa 

adulta. 

15. CONCLUSIÓN GENERAL 

En conclusión, la respuesta conductual a los factores estresantes en la vida 

temprana depende del tipo de desafío y del sexo. Además, todos los desafíos 

aumentaron la activación de las células gliales en el hipocampo a largo plazo; sin 

embargo, la respuesta específica de las células gliales depende del tipo de célula 

(microglía, astrocitos) en la zona del hipocampo y del sexo del individuo. Las 

respuestas gliales a un doble insulto pueden ser parte de un mecanismo de 

respuesta adaptativa. Las respuestas gliales y conductuales a largo plazo a 

diferentes ELS pueden permitir una mejor comprensión del desarrollo de 

enfermedades psiquiátricas. ELS da como resultado una sensibilización duradera 

de la respuesta neuroinmune al estrés y, en consecuencia, incrementa la 

vulnerabilidad de sufrir de inflamación crónica en respuesta al estrés a lo largo de 

la vida. Además, para que ELS produzca una inflamación elevada en la etapa 

adulta, los sujetos generalmente deben estar expuestos a eventos de estrés 

posteriores, lo que sugiere que las intervenciones no farmacológicas dirigidas a 

reducir la exposición al estrés y las intervenciones farmacológicas dirigidas a 

disminuir la inflamación pueden ser particularmente benéficas para reducir la 

inflamación en personas con historia de ELS. Finalmente, estos hallazgos pueden 

ser utilizados en el futuro para implementar estrategias diversas y reducir la 

inflamación en etapas tempranas de la vida inducidas por ELS, y de esta manera 

reducir como factor de riesgo la neuro inflamación para enfermedades tales como 

depresión y ansiedad. 
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