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RESUMEN

El estrés en etapas tempranas de la vida (ELS) aumenta el riesgo de sufrir
enfermedades psiquiatricas en la edad adulta. Las infecciones neonatales graves
también contribuyen a desarrollar enfermedades afectivas. Estos factores
estresantes desencadenan la activacion inmediata del sistema neuroinmune. En
este estudio se compararon los efectos a largo plazo de dos retos neonatales
(estrés, inmunitario) por separado o en combinacién sobre la conducta emocional,
cambios en la citoarquitectura de las células gliales y expresion de citocinas en el
hipocampo. Se usaron los siguientes grupos de ratas Sprague Dawley machos y
hembras: 1) control + vehiculo; 2) separacidén materna (SM, 3h / dia desde el
posnatal [PN] 1 al 14) + vehiculo; 3) control + Lipopolisacarido (LPS, 0.5 mg/ kg,
PN14); 4) SM + LPS. La conducta se analiz6 a partir del PN120 en los machos y de
PN150 en hembras en diestro. La morfologia celular (microglia y astrocitos) y la
expresion de citocinas (TNF a, IL-18, IL-6, IL-10) se analizé al PN140 en machos y
PN170 en hembras; la expresion de citocinas se analizé en 2 puntos: de manera
basal y a los 180 minutos posteriores a un tercer reto (nado forzado). Solo el LPS
aumento la conducta de ansiedad en ratas macho, mientras que en las hembras
ambos desafios la aumentaron. Con respecto a la conducta tipo depresiva, la SM
origind una conducta tipo depresiva en machos y hembras. La densidad celular
microglial no se afect6 en el area CA3 del hipocampo de ratas macho, pero se redujo
por todos los factores estresantes en el Hilus. En las hembras, el LPS disminuyo la
densidad microglial en CA3 e Hilus. Todos los factores estresantes promovieron la
activacion microglial en CA3 e Hilus en machos y hembras. En los machos, la SMy
LPS aumentaron la densidad astrocitica del Hilus, pero solo LPS la aumentd en
CA3. La SM evitd el aumento de la densidad astrocitica en respuesta a LPS en
ambas areas. En las hembras, solo la SM redujo la poblacion astrocitica de las areas
de Hilus y CA3. En conclusién, las respuestas conductuales y los cambios de las
células gliales a los desafios en etapas tempranas de la vida dependen del género,
lo que sugiere un dimorfismo sexual ademas de la naturaleza del evento adverso
enfrentado. Se evalu6 también la expresién de citocinas en el hipocampo, en
términos biolégicos ningun reto solo o combinado modifico la expresion de TNF - a
en estado basal y estrés. La SM incremento la expresion de IL-13 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 expresion de esta citocina; la maxima expresion
fue originada por la SM y atenuada en conjunto por el LPS. La expresion de IL-10
se incremento en el estado basal Unicamente en el grupo SM + VEH, mientras en
condiciones de estrés los grupos CONT + VEH y SM + VEH presentaron una mayor
expresion. Estos resultados indican que la expresion 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 mas activa frente a cada estresor agudo
que se presente demostrando una programacion del sistema. En conclusion, la
respuesta conductual a los factores estresantes en la vida temprana depende del
tipo de desafio y del sexo. Ademas, todos los desafios aumentaron la activacion de
las células gliales en el hipocampo a largo plazo; sin embargo, la respuesta
especifica de las células gliales depende del tipo de célula (microglia, 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
comprension del desarrollo de enfermedades psiquiatricas

Palabras clave: LPS, Separacibn 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-
a, IL-1B, 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 CAS3 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 a in basal state and stress, IL-1B 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.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La exposicion al estrés en la vida temprana (ELS) tiene efectos negativos en el
desarrollo cerebral (Heim y Nemeroff, 2002). La incidencia de la depresion y los
trastornos de ansiedad en todo el mundo en 2015 se estimé en 4.4% y 3.6%,
respectivamente, afectando a una mayor proporcion de mujeres (OMS, 2017). En
los ultimos afios, la atencion 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 activacion puede provocar cambios en el
comportamiento y el estado de &nimo y se han asociado con infecciones, estrés
cronico y otros retos (Yirmiya et al.,2015). Los astrocitos son reguladores de la
funcién neuronal, pero también juegan un papel como moduladores de la funcion
inmune cerebral. Las alteraciones en las funciones astrociticas se han asociado
recientemente con trastornos depresivos; sin embargo, el papel de los astrocitos

aun no esta claro (Abbink et al., 2019).

El hipocampo participa en la regulacion de la conducta emocional (Bartsch y Waulff,
2015), debido al estrés cronico; 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, especificamente aumentando la activacibn microglial vy
disminuyendo la poblacion 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 lipopolisacarido (LPS) una endotoxina bacteriana que simula una infeccion,
induce alteraciones conductuales similares a la depresiéon o ansiedad a diferentes
edades en animales de experimentacion (Salazar et al., 2012) y tiene un impacto
particularmente importante durante el periodo neonatal (Bilbo y Schwarz, 2009).

Recientemente se reportd que la inyeccion de LPS en el dia posnatal PN14 aumenta
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la densidad de astrocitos y la activacion microglial en las areas CA1 y CA3 del
hipocampo de ratas macho y hembra adultas (Berkiks et al., 2019). También se
conoce que la microglia activada se encuentra en una mayor proporcion 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
morfologia 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, asi como su neurotransmision.

Estudios en animales y humanos han demostrado que los retos inmunes pueden
inducir conducta tipo depresiva (Raison et al., 2006) y esta conducta esta
relacionada con incrementos en los niveles de citocinas proinflamatorias como IL- 6
(Haapakoski et al., 2015). Se conoce que la administracién de LPS induce una
conducta tipo depresiva relacionada con el incremento de citocinas proinflamatorias
ocasionando neuroinflamacion ademas 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 aqui, podria poner al
individuo en mayor riesgo de sufrir psicopatologia 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 investigo si la respuesta temprana de las
células gliales a diferentes desafios neonatales se mantiene si estan 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. ESTRES

El término estrés comenzo a utilizarse en Fisiologia por Hans Selye en 1936. Selye
definié el estrés como “un sindrome o conjunto de reacciones fisiolégicas, no
especificas del organismo, a distintos agentes nocivos de naturaleza fisica o
quimica presentes en el medio ambiente” (Pearlin, et al., 1982; Lazarus, 1991; Warr,
1994). Walter Cannon en la primera mitad del siglo XX lo defini6 como “el
mecanismo de pelea o lucha”, ( Brown, and Fee. 2002). Lazarus (2006) defini6 el
estrés como un proceso dinamico que ocurre cuando un individuo evalla 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 relacién a su grado de incertidumbre.
2.2. ESTRES Y SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso autbnomo en su divisién simpatica es el efector de la respuesta
inmediata al estrés, donde una situacion adversa genera la activacion de las
neuronas preganglionares del tipo simpatico, ubicadas en el asta intermedio lateral
de los segmentos toracico 1 a lumbar 2 de la médula espinal, y la liberacion
concomitante de la noradrenalina por las neuronas postganglionares simpéaticas
(Truex RC and Carpenter MB. 1971). De tal forma la activacion simpética estimula
a las células cromafines de la médula de las glandulas suprarrenales para secretar
adrenalina al torrente sanguineo. (Truex RC and Carpenter MB. 1971). La
adrenalina incrementa la frecuencia respiratoria y cardiaca, asi como el flujo
sanguineo a los musculos, 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.
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2.3. ESTRES Y ACTIVACION DEL EJE HPA

La respuesta lenta al estrés estd mediada por la activacion del eje Hipotalamo-
Pituitaria- Adrenales (HPA). Estructuras como la amigdala y el hipocampo evaltan
la adversidad de los estimulos que rodean al animal y estimulan al hipotalamo. Este
provoca la secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde el
ndcleo paraventricular. La CRH provoca la secrecion de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) por parte de la adenohipdfisis al torrente sanguineo, que
lleva a la estimulacion de la corteza suprarrenal y la secrecion 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
concentracion de corticosterona en sangre provoca una retroalimentacion negativa
sobre receptores ubicados en el hipotalamo, hipdfisis anterior, e hipocampo
inhibiendo su secrecion. Una vez superada la adversidad este mecanismo de
retroalimentacion suprime los procesos biolégicos provocados por la respuesta de

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

2.4. ESTRES Y SISTEMA INMUNE

Los mediadores principales del estrés, las catecolaminas noradrenalina y
adrenalina, y los glucocorticoides; liberados a partir de la activacién del Sistema
Nervioso Simpatico 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
secrecion de citocinas (TNF a IL-6, IL-1B, IL-2). Todas estas son necesarias para la
adecuada maduracion y movilizacion 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 retroalimentacién negativa ejercida por los
glucocorticoides para suprimir los procesos bioldgicos provocados por la respuesta
de estrés. Es una estructura importante para el adecuado procesamiento emocional
y cognitivo el cual transmite la informacion de la corteza al hipotalamo (Weininger
et al., 2019). El hipocampo y la amigdala son estructuras cerebrales de gran
importancia en la regulacion de las respuestas conductuales y neuroendocrinas al
estrés, ademas de ser muy vulnerables a los efectos neurotoxicos del estrés en si
mismos (Herman et al., 1997). La region del giro dentado e Hilus representa el
circuito de entrada del hipocampo canalizando informacién 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 desérdenes depresivos (Adam
Samuels et al., 2015). El CA3 muestra una rica conectividad dentro del hipocampo
y tiene funciones como un "marcapasos” fundamental para la codificacion y
decodificacion de la informacién, ademas de ser una de las zonas hipocampales
mas sensibles al estrés (Ishizuka et al., 1990). Varios estudios han demostrado que
una disminucién en el tamafio de esta zona es un factor de riesgo para padecer

desoérdenes psiquiatricos (Buzséaki et al.,2002).
2.6. ESTRES EN ETAPAS TEMPRANAS DE LA VIDA

ELS en el humano esta definido como maltrato infantil, abuso o negligencia y se
asocia con enfermedades como la depresion (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 psicopatologias dependen de varios
factores entre los que se encuentran, por ejemplo, la ventana de tiempo en el cual
se presento el episodio estresante (Andersen et al., 2008), asi como los diferentes
factores genéticos y epigenéticos (Palma-Gudiel and, Fafianas, 2016).
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2.7. SEPARACION MATERNA

Si bien la SM puede referirse a una variedad de manipulaciones postnatales, estos
paradigmas generalmente implican la separacion de los animales recién nacidos de
la madre durante al menos tres horas al dia durante 14 dias. La SM interfiere con la
influencia reguladora postnatal que la madre tiene sobre la fisiologia y el desarrollo
del animal, y muchos la consideran un analogo del maltrato infantil humano (Carlyle
et al., 2012). Sin embargo, cabe sefialarse que la edad a la que se produce la SM
en la mayoria de los experimentos con animales corresponde al tercer trimestre del
embarazo y a los primeros afios 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 si sola no produce cambios en la preferencia por
la sacarosa (prueba de anhedonia para valorar conducta tipo depresiva), la
aparicién de un segundo factor estresante o desafio 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 psicopatologias posteriores, pero
el inicio de la sintomatologia solo ocurre después de la exposicién a un factor
estresante posterior (Maynard et al., 2001). Se conoce que la SM induce una
hiperactivacion 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. SEPARACION MATERNA Y ENFERMEDADES PSIQUIATRICAS

La vulnerabilidad a los trastornos emocionales, incluida la conducta tipo depresiva
y la ansiosa, se deriva de eventos estresantes durante los primeros afios de vida.
Las experiencias adversas en la vida temprana, especialmente la interrupcién de la
relacion madre-cria, se han asociado con enfermedades psiquiatricas graves en la
edad adulta. La estimulacion temprana por mediadores del estrés se ha relacionado
con una hiperactividad del eje HPA y esta a su vez con incrementos en la liberacion
de catecolaminas y glucocorticoides que pueden culminar con trastornos de
ansiedad y depresion en la vida adulta (Kendler et al., 1992). En diversos estudios
en animales que son sometidos a SM y posteriormente a hado 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

EILPS 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 méas potentes de la inflamacién, ya que favorece un
incremento de la secrecidn de citocinas, radicales libres y eicosanoides. En general
se acepta que el LPS activa el sistema inmunitario lo que incrementa la secrecion y
expresion de citocinas de tipo pro-inflamatorio. En consecuencia, las citocinas
promueven la secrecién de una cascada hormonal en el eje HPA, provocando asi

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

El LPS es reconocido por receptores de reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdégenos llamados receptores tipo Toll (TLR), de manera especifica
el TLR4 (Erridge 2010). Esta activacion de TLR4 inicia una cascada de sefializacion
que contribuye al inicio de la respuesta febril y la liberacion local de prostaglandina
(PG) E2 del higado que actia sobre el vago para enviar una sefial al cerebro. Se
provoca una elevacion inicial de los glucocorticoides y posteriormente se activan
cascadas de fosforilacion que conducen a la fosforilacion del inhibidor (1) kB. Esta
sefal libera el factor nuclear NF-xB de su complejo y se transloca al ndcleo, donde
inicia la transcripcidn de citocinas pro-inflamatorias como la interleucina IL-183, IL-6
y TNF-a, asi como de citocinas antiinflamatorias como la IL-10. (Cartmell et al.,
2003, Figura 2).

Figura 2.- Senalizacién a través del LPS para inducir la liberacién 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-kB
de su complejo, el cual posteriormente se transloca al nucleo, e inicia la transcripcion de citocinas
proinflamatorias.
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A mediados y finales de la década de 1990, Shanks y sus colegas establecieron
gue un desafio inmune experimentado en los dias posnatales PN3 y PN5 del
periodo neonatal en la rata puede conducir a alteraciones permanentes en la funcion
del eje HPA y la regulacion inmune. Parece haber una ventana critica de proteccion
después de PN7 y antes de PN28 en el desarrollo durante la cual el desafio inmune
anico con LPS es capaz de ejercer efectos de programacion (Spencer et al., 2006).
Varios estudios han demostrado que, las concentraciones circulantes de las
citocinas proinflamatorias IL-1B3, IL-6 y TNF- a se atenuan significativamente en
ratas adultas que fueron tratadas neonatalmente con LPS en comparacion con los
controles tratados con solucion salina (Ellis et al., 2005; Kentner et al., 2010). Cabe
sefalarse que los niveles de citocinas en ratas Fischer adultas no se atendan si la
primera exposicién a LPS ocurre entre los dias PN3 y PN5, lo que indica que los
mecanismos especificos de la edad, la dosis o la cepa pueden estar involucrados
(Walker et al., 2006).

3. MICROGLIA

La microglia son células mieloides de la respuesta inmune en el sistema nervioso
central (SNC). Estas células modulan la funcién neuronal durante la respuesta
inflamatoria y la poda sinaptica durante el desarrollo y estan implicadas en la
adecuada plasticidad en el cerebro sano. Son capaces de responder rdpidamente
incluso a cambios menores en el cerebro y son muy sensibles a varios mediadores

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

La microglia frente a estimulos adversos incrementa su densidad, probablemente
por el reclutamiento de macrofagos, asi como también modifica su morfologia,
presentando somas mas grandes y proyecciones mas pequefias y gruesas (Walker
et al., 2014). Ademas, presentan un incremento en la expresion de la molécula
adaptadora de union a calcio ionizado 1 (Iba-1), que es un marcador de superficie
celular el cual es especifico de linaje y esta presente en microglia activay en reposo.
(Frick et al., 2013). La SM puede desencadenar la activacion de células de la
microglia en el hipocampo de crias de rata (Gracia-Rubio et al., 2016; Roque et al.,
2016; Saavedra et al., 2017).
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Las células de la microglia en respuesta a un reto inmunitario inducido por bacterias
como Escherichia coli y/o LPS pueden inducir neuroinflamacion (Lutsik et al., 1991).
La microglia expresa receptores de reconocimiento de patrones como TLR2, TLR4
y TLR9, que detectan lipopéptidos y lipopolisacéridos (Olson y Miller, 2004),
originando un incremento en citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B) y
quimioatrayentes, los cuales promueven el reclutamiento de células
mielomonociticas (neurotréfilos y monocitos) en el SNC (Dominguez-Punaro et al.,
2007).

Ademas, puede incrementar la expresion de la enzima 6xido nitrico sintetasa
inducible (iNOS), asi como especies reactivas de nitrégeno y oxigeno lo que puede
conducir a deterioro cognitivo y alteraciones conductuales tales como la depresién

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

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes, ya que constituyen el 25%
del volumen cerebral (Tower y Young 1973). La proteina acida glial fibrilar (GFAP),
inducida en dafio cerebral y degeneracion del SNC y cuya expresion aumenta con
la edad, es el marcador clasico para la identificacion inmunohistoquimica de
astrocitos (Eng et al., 2000). Al formar la sinapsis tripartita, los astrocitos son pieza
clave para el sitio neuronal presinaptico y postsinaptico. Se conoce que la
exposicién a SM reduce la expresion de GFAP en la mayoria de los estudios, y por
tanto reduce la inmunorreactividad, lo cual puede estar relacionado con un namero

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 dafios
y enfermedades del SNC de distinto grado, mientras que la cicatriz glial inhibe la
regeneracion axonal y migracion celular (Silver y Miller 2004). Estos resultados
sugieren que los modelos de corta o larga duracion de estrés durante las etapas
tempranas de la vida dan forma a la plasticidad celular de astrocitos durante la etapa

adulta (Caliskan et al., 2020). Recientemente se ha sugerido que una disminucién
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en la densidad de astrocitos se relaciona con una mayor incidencia de
enfermedades psiquiatricas al existir una disminuciébn en la sintesis de

transportadores astrocitarios de glutamato (Fullana et al., 2018).
3.2. CITOCINAS Y ENFERMEDADES NEURO-PSIQUIATRICAS

Las citocinas son las moléculas moduladoras e inductoras que utilizan las células
del sistema inmune para comunicarse entre si y con los otros sistemas. Por lo
general tienen funciones pleiotropicas. Existe una extensa literatura que indica que
las citocinas participan tanto en el desarrollo del SNC como en la modulacion de sus
funciones, al mismo tiempo que los neurotransmisores modulan las respuestas del
sistema inmune (Elenkov et al., 2000). Los primeros trabajos sefialaron que la
produccién excesiva de moléculas proinflamatorias destinadas a la defensa o la
reparacion de un tejido dafiado, por lo general se acomparfa 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
qgue 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
inflamacion. Entre las primeras se pueden enlistar la IL-1qa, IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-
18, IL-2 y las quimiocinas. Entre las segundas, las mas importantes son IL-10, IL-4
e IL-13. La expresion 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 suefio y la conducta, asi como en el prondstico
de sus enfermedades neurologicas (Baldessarini y Frankenburg 1991). Se ha
observado que la administracion de IFN-a a voluntarios sanos no solo los deprime
y les estimula el eje HPA, aumentando la produccion de cortisol, sino también
aumenta la produccion de IL-6 (Cassidy et al., 2002). Otros investigadores han
demostrado que las concentraciones de citocinas pro-inflamatorias se ven

reducidas tras la administracion 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 crias de ratas macho sometidas a SM 3 h/dia del PN1-PN14,
la SM incrementé la activacién de células de la microglia en el Hilus hipocampal,
disminuyd la densidad de astrocitos y el nUmero de procesos astrociticos. En cuanto
a la expresion de citocinas pro-inflamatorias en el hipocampo la SM incrementé los
niveles de IL-1B en condiciones basales y estos aumentaron adun mas bajo
condiciones de un evento de estrés Unico; sin embargo, IL-6 y TNF- a no sufrieron
cambios. Ademads, las concentraciones periféricas de IL-1B disminuyeron en
condiciones basales y de estrés, La concentracion de IL-6 solo se incrementd en los

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

En un estudio posterior las crias de rata macho fueron sometidas a SM 3 h diarias
del PN1-PN14. Al PN14 las crias recibieron una inyeccion intraperitoneal de
solucién salina o LPS (1 mg/kg peso/dia). Las crias se sacrificaron a las 24 h
posteriores a la inyeccion. Se observé que la SMy el LPS reducen la densidad total
de microglia en CA3 e Hilus, pero ambos retos incrementan su activacion en las
zonas previamente descritas. Se observé también una disminucion en la densidad
de astrocitos por la SM y el LPS en ambas zonas CA3 e Hilus. EI LPS aumentd la
secrecion periférica de IL -1, TNF-a e IL-6, y la concentracién de la proteina IL-13
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 morfolégicas 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.

29
Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biologicas



4. JUSTIFICACION

Se sabe que es muy comun en varios segmentos de la poblacion 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 paises
en vias de desarrollo) pueden coexistir con los estresores previamente

mencionados.

El estrés en etapas tempranas de la vida esta relacionado con el incremento de
enfermedades mentales, tales como depresién, ansiedad, esquizofrenia etc.
Ademas, datos experimentales de nuestro laboratorio mostraron que el estrés por
SM se asocia a un incremento en el nimero de microglia activada, una disminucion
de astrocitos y un aumento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias en el
hipocampo. Por otra parte, una infeccion simulada con LPS produce un incremento
en la activacion de la microglia, asi como también en los niveles circulantes de

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

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

La exposicidon 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 exposicion 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 ESPECIFICOS

e 1. Evaluar las consecuencias funcionales de dos estresores a largo plazo
mediante el andlisis de las conductas tipo depresiva y de ansiedad en ratas
adultas.

e 2. Analizar los cambios morfolégicos y la densidad celular de los astrocitos y
células microgliales en CA3 e Hilus en ratas adultas sometidas a dos retos
en etapa neonatal.

e 3. Analizar la respuesta neuro-inflamatoria de dos retos solos o combinados
a través de la evaluacion de la expresion de citocinas pro-inflamatorias (IL-

1B, IL-6 y TNF-a) y anti-inflamatorias (IL-10) en el hipocampo.

31
Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biologicas



7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

GRUPO CONTROL

Ajustea 8
crias (PN1)

Wehiculo
9 LPS
(PMN14)

PN O ¢
I

Crias sin ¢

molestar

Evaluacion
Conductual
(PN 120) (M)
{(PM 150) (F)

Eutanasia,
analisis
histolagico vy
tejido
Hipocampal
(PN 140) (M)
(PN 170) (H)

+

+

GRUPO SM

Ajustea 8
crias (PN1)

3 h/dia

I ¢ SM individual ¢

Evaluacion
Conductual
(PN 120) (M)
(PN 150) (F)

Eutanasia,
analisis
histolagico vy
tejido
hipocampal
(PN 140) (M)
(PN 170) (H)

+

+

Figura 3.- Esquema experimental. Descripcion de los procedimientos, evaluacion de la conducta,
andlisis inmunohistolégico y expresion de citocinas en los grupos Control y SM. El dia PNO fue
designado como el dia del nacimiento, al PN1 se ajusté la camada a 8 crias por grupo. Desde PN1
hasta PN14, las crias fueron sometidas a SM individual 3 h / dia o permanecieron sin manipulacién
en el nido de la madre. Al PN14, se aplicaron inyecciones de LPS o vehiculo a las crias. La evaluacién
de la conducta comenzo 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 analisis

histolégico y expresion de citocinas.
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8. MATERIAL Y METODOS

La metodologia asignada para cumplir con los diferentes objetivos del presente

trabajo se describe cada una por separado en su respectivo capitulo.
8.1. ANIMALES

Las crias de rata Sprague Dawley machos y hembras se mantuvieron en
condiciones estandar, 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, segun su sexo, hasta el dia 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-Z00-1999) y los lineamientos de los Institutos Nacionales de Salud de los
Estados Unidos. El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité Nacional de
Etica del Instituto Mexicano del Seguro social (R-2015-785-103). Se minimizo el
sufrimiento de los animales y el nUmero de animales utilizados. Se cumplié con
todos los requisitos sugeridos por la Lista de Verificacion de las Directrices ARRIVE

para la Investigacion Animal.
8.2. PROCEDIMIENTO DE SEPARACION MATERNA

El dia de nacimiento se identific6 como PNO. Las camadas se ajustaron a 8 crias
(se realizé un sorteo aleatorio de crias) que consistian en 4-5 machos y 3-4 hembras
en PN1. La SM consistidé en separar a las crias de la madre y hermanos por un
periodo de 3 h diarias de PN1 a PN14. La separacién se realizé de 9:00 a.m. a 12:00
pm; las crias se colocaron en cajas con temperaturas controladas de 32—-35 °C y un
lecho de aserrin. Las cajas se dividieron en 8 compartimentos, uno para cada cria.

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

Se disolvio el lipopolisacéarido (LPS, 0,5 mg / kg; E. coli 055: B5; Sigma Aldrich) en
solucion salina al 0.9% y se administré por via intraperitoneal a las crias asignadas
al PN14.

8.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se calcularon con la media del grupo +/- SEM. Se aplico
ANOVA de dos vias para analizar las pruebas de laberinto elevado en cruz, campo
abierto, nado forzado, analisis histoldgico de la densidad celular, activacion de la
glia y evaluacion de la expresion de citocinas pro y antiinflamatorias. Se utilizaron
dos factores y dos niveles: Factor A, SM, dos niveles (Control, MS); Factor B, LPS,
dos niveles (Vehiculo, LPS); la interaccion se analizo entre el factor Ay B (A x B).
Se realiz6 la prueba post hoc de Newman-Keuls, en su caso, para analizar las
diferencias entre grupos. Estadisticas separadas se realizaron entre algunos grupos
en pares utilizando la prueba t de Student. Se utilizé el software GB-stat V6.0

(Dynamic Microsystems) como programa estadistico.
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9. RESULTADOS
9.1. CAPITULO |

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

male and female adult rats after different neonatal stressors.

Activacion 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. ARTICULO ORIGINAL
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Early life stress increases the risk of developing psychiatric diseases in adulthood. Severe neonatal infections can
also contribute to the development of affective illnesses. Stress and infections both trigger the immediate acti-
vation of the neuroimmune system. We compared the long-term effects of neonatal single or combined stress-
immune challenges on emotional behavior and glial cell responses in the hippocampus. Male and female Spra-
gue Dawley rats were randomly allocated across four conditions: (1) control + vehicle; (2) matemal separation
(MS, 3 h/day on postnatal days [PN] 1-14) + vehicle; (3) control + lipopolysaccharide (LPS, 0.5. mg/kg, PN14);

(4) MS + LPS. The rats’ behaviors were analyzed from PN120 in males and from PN150 in diestrous females. LPS,
but not MS, increased anxiety-like behavior in male rats; however, in females, it increased with both challenges.
Depressive-like behavior increased after MS—but not LPS—in males and females. Combined stressors increased
depressive-like behavior in both sexes. All stressors promoted microglial activation in CA3 and hilus in males and
females. MS and LPS increased the astrocytic density within the male hilus, but LPS only increased it in CA3. MS
prevented the rise in astrocytic density with LPS. In females, MS reduced the astrocytic population of the hilus
and CA3 areas. Taken together, the behavioral and glial cell responses to early life challenges are sex-dependent
and cell-type specific. This suggests a sexual dimorphism in the nature of the adverse event faced. These results
have implications for understanding the emergence of psychiatric illnesses.

1. Introduction

Exposure to early life stress (ELS) has negative effects on brain
development (Heim and Nemeroff, 2002; Lupien, et al. 2009). Parental
neglect, child abuse, and extreme poverty, as examples of stress, play an
important role in the genesis of psychiatric diseases, including depres-
sion, anxiety, and psychosis in adulthood (Kaufman and Charney, 2001;
Gilbert et al, 2009). The incidence of depression and anxiety disorders
around the world was estimated at 4.4% and 3.6%, respectively, in
2015, affecting a greater proportion of women than men (WHO, 2017).

In recent years, attention has been focused on glial cells as the other
players involved in depressive disorders (Yirmiya et al., 2015). Micro-
glial cells undergo changes leading to an activated state producing in-
flammatory cytokines. This activation may lead to changes in behavior
and mood and have been associated with infections, chronic stress, and
other insults (Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007; Yirmiya et al.,

2015). Astrocytes are regulators of neuronal function but also play a role
as modulators of the cerebral immune function. Alterations in astrocytic
functions have been recently associated with depressive disorders, but
the role of astrocytes is still unclear (Abbink et al., 2019).

The hippocampus is involved in the regulation of emotional behavior
(Bartseh and Wulff, 2015). Hippocampal functions are affected in
response to chronic stress and have been related to mood disorders, as
depressed patients show reduced hippocampal volume (Lucassen et al.,
2014). ELS activates the hippocampal neuroimmune system as it induces
immediate changes in glial cells, specifically increasing the microglial
activation and decreasing the astrocyte population in the CA3 and hilus
regions of the hippocampus (Roque et al., 2016; Saavedra et al., 2017).
To date, only one study has documented long-lasting changes in male
animals (Banqueri et al., 2019), and it is unknown if the response is
similar in females.

Severe infections can trigger depressive states or increase anxiety in
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humans (Dantzer et al.,, 2008). Lipopolysaccharide (LPS), a bacterial
endotoxin that causes infection, induces behavioral alterations similar to
depression or anxiety at different ages in experimental animals (Salazar
etal., 2012) and has a particularly important impact during the neonatal
period (Bilbo and Schwarz, 2009). LPS injection at postnatal day (PN) 14
was reported to increase astrocyte density and microglial activation in
the CA1 and CA3 areas of the hippocampus of adult male and female rats
(Berkiks et al., 2019).

The combined effects of stressors have been scarcely studied. A sum
of adversities (cumulative stress model) in early life such as the ones
studied here might put the individual at a higher risk of suffering psy-
chopathology in adulthood (McEwen, 1995) The presence of clusters of
extreme poverty and infectious diseases has been described throughout
the world (Plucinski et al., 2012). Here, we tested if an early double
insult results in significant behavioral alterations in the long term.

We recently showed that LPS and/or MS induce immediate changes
in the neuroimmune system, increasing the activation of microglia and
reducing the astrocyte population in the hippocampus of PN15 pups
(Saavedra etal., 2017). Overall, few studies have compared the effects of
different types of ELS on emotional behavior in adulthood or addressed
if the immediate changes observed in glial cells persist into adulthood in
males and females. Here, we investigate whether the early glial cell
response to different neonatal challenges is maintained and if they affect
the emotional behavior of adult male and female rats.

2. Methods
2.1. Animals

Male and female Sprague Dawley rat pups were kept under standard
conditions, under a 12:12 light / dark cycle (light turned on at 7:00 a.
m.), an approximate temperature of 22-24 °C, and with free access to
water and food. Litters were weaned at PN21, and the rats were placed
in cages with groups of 4, according to their sex, until postnatal day 120
(PN120), the beginning of behavioral testing. All experimental proced-
ures were performed according to the guidelines and standards
approved by the Official Mexican Standard for the use and care of lab-
oratory animals (NOM-062-Z00-1999) and the guidelines of the
American National Institutes of Health. The protocol was evaluated and
approved by the National Committee of Ethics of the Instituto Mexicano
del Seguro Social (R-2015-785-103). Efforts were made to minimize
animal suffering and to reduce the number of animals used. We com-
plied with all the requirements suggested by the ARRIVE Guidelines
Checklist for Animal Research.

2.2. Maternal separation

The day of birth was identified as PNO. The litters were adjusted to 8
pups (through cross-fostering of pups from different dams) consisting of
4-5 males and 3-4 females at PN1. The maternal separation (MS) con-
sisted of separating the pups from the mother and siblings for a period of
3 h daily from PN1 to PN14. The separation was carried out from 9:00 a.
m. to 12:00 p.m; the pups were placed in boxes with controlled tem-
peratures of 32-35 “C and a sawdust bed. Boxes were divided into 8
compartments, one for each pup. The control groups remained undis-
turbed in the maternal nest until weaning.

2.3. LPS administration

Lipopolysaccharide (LPS, 0.5 mg/kg; Escherichia coli 055: BS; Sigma
Aldrich) were dissolved in 0.9% saline solution and administered
intraperitoneally to the allocated pups at PN14.
2.4. Experimental strategy

Male and female Sprague Dawley rats were divided into 4 groups: (1)
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control + vehicle; (2) MS (3 h/day on PN1-14) + vehicle; (3) con-
trol+LPS (0.5. mg/kg, PN14); (4) MS+LPS. The behavioral tests for the
males started on PN120. They were first subjected to the elevated plus-
maze test, followed by the open field test and were euthanized at PN140
for immunohistological analysis. Once the behavioral analysis was
completed in the males, the same tests were performed with the groups
of females starting at PN150, and they were euthanized at PN170. Eight
days before beginning, vaginal smears were taken daily for all the fe-
males. Only female rats in diestrous were selected after daily visual in-
spection of their vaginal smears 90 min before the start of the tests.
Additional groups of male and female rats were subjected to the forced
swimming test, but their brains were not considered for the histological
analysis (Fig. 1).

2.5. Elevated plus-maze

The elevated plus-maze consisted of 2 open arms (50 em long x 10
em wide) and 2 closed arms (50 em long x 10 em wide x 40 em high).
The entire maze was raised 50 em from the floor. In this test, the animal
was allowed to freely explore the arms of the maze for 5 min. The pa-
rameters evaluated were the percentage (%) of entries in the open arm
and the percentage of time in the open arm, considered as the per-
centage of entries or time in the open arms / the sum of entries or time in
both the open and closed arms. In addition, the number of full entries
into the open arms was scored (not shown). The numbers of rats used
were as follows: males, n = 10 per group; females, control+vehicle: n =
11, control+LPS: n = 9, MS+vehicle: n = 8, MS 4 LPS: n = 8.

2.6. Open field test

The animals were placed in a rectangular arena (80 cm x 60 cm x 30
cm) divided into 9 quadrants for 10 min. The central quadrant had a
light intensity of 48 lux. We evaluated the total time spent in the central
area (TCA) and the percentage of crosses to the center (NRC), corre-
sponding to the sum of the crosses to all quadrants. We evaluated the
number of crosses to all quadrants (not shown). The numbers of animals
used were as follows: males n = 10 per group; females, control+vehicle:
n = 11, control + LPS: n = 9, MS+vehicle: n = 8, MS+LPS: n = 8.

2.7. Forced swim test

Forced swimming is considered an ethologically relevant stressor for
rats, as it combines physical and emotional stress. This test tries to
simulate symptoms similar to depression in humans through the
observation of passive coping behavior in rodents. The rats were sub-
jected to swim for 10 min in a cylinder approximately 35 cm in diameter
x 50 cm long, filled with 30 cm of water at 21 “C. The parameters
evaluated were the escalating time and floating time in seconds as well
as the latency of time to start floating. Floating was defined as the animal
making the least possible movements with their paws, just to keep the
head above the water. The numbers of animals used were as follows:
males, control+vehicle: n = 8, control+LPS: n = 7, MS+vehicle: n = 8,
MS+LPS: n = 8; females, n = 10 per group.

2.8. Tissue processing for immunohistochemistry

The animals were deeply anesthetized with an intraperitoneal
overdose of pentobarbital (Sedalphorte 100 mg/kg body weight; animal
health and welfare) and were perfused through the left ventricle of the
heart with a saline solution (NaCl 0.9%), followed by a 4% para-
formaldehyde (PFA) solution in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.45).
Brains were collected and placed in PFA for post-fixation for 24 h. Later,
they were placed sequentially in a 20% sucrose solution and a 30%
sucrose solution and stored at 4 °C until use. For histological analysis,
the number of animals used was as follows: males, n = 8; females, n = 8

per group.
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Fig. 1. Experimental schematic. Timeline of the initial
procedures, beh al and i histo-
logical lysis of Control and MS groups. Day of birth

Euthanasia designated as PNO; on PN1 the litters were culled to
Behavioral Histological | Sghtups Fom N1 w P14, purs were aibjected t
/day or remained undisturbed in the
Litters Vehicle assessment analysis mother’s nest. On PN14, injections of LPS or vehicle
culled to 8 Or LPS (PN 120) (M) (PN 140) (M) was applied to all the pups. Behavioral assessment
started at PN120 in males and PN150 in diestrous fe-
pups (PNI) (PN14) (PN 150) (F) (PN 170) (F) males. Male rats were euthanized at PN140, female rats
at 170 and their brains were extracted for immuno-
PNO l pups ‘ i ¢ histological analysis. LPS, lipopolysaccharide; MS,
I Undisturbed maternal separation; PN, postnatal.
MS GROUP
Euthanasia
Behavioral Histological
Litters Vehicle assessment analysis
culled to 8 Or LPS (PN 120) (M) (PN 140) (M)
pups (PN1) (PN14) (PN 150) (F) (PN 170) (F)
PNO
¢ Individual MS i l l
I 3 h/day

2.9. Immunohistochemistry

Brains were cut into 40-um coronal sections using a cryostat (Min-
otome Plus; Triangle Biomedical Sciences, Durham, NC, USA). The
sections were incubated with 10% H,0, in methanol and subsequently
10% H20. in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) with Triton X100 at 4%
(PB-T; St Louis). Sections were then incubated with primary antibody
anti-ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Ibal) at a dilution of
1:30,000 (Wako), or rabbit polyclonal anti-glial fibrillary protein
(GFAP) at a dilution of 1:30,000 (Abcam) for 48 h. After 3 x 5-min
phosphate buffer washes, tissue was incubated with the second bio-
tinylated IgG antibody (1:750) for 2 h (rabbit 1gG from Vector Labora-
tories). Subsequently, the tissue was placed in a solution with avidin-
biotin peroxidase (ABC Elite Kit; Vector Laboratories). Finally, the an-
tigens were revealed by a solution containing diaminobenzidine (DAB
Kit; Vector Laboratories) and mounted on a 1% gelatinized slide.

2.10. Morphological analysis

The tissues were analyzed for cell density in the CA3 and hilus areas
of the dorsal hippocampus. Two fields per section were analyzed with a
total of 5 sections per brain. Histological analysis was performed in the
region comprised within (-2.80 to —4.15 mm bregma); the reference
frame consisted of a total of 15,000 um® for the inspection of both
microglial cells and astrocytes. The stained cells (Ibal * or GFAP ') inside
the reference frame were counted at 20 x magnification and expressed
as number of cells / area (transformed in mm?). Activated microglial
cells were counted and referred to as percentage of the total microglial
number in the selected area. Microglia were classified following previ-
ous descriptions (Diz-Chaves et al., 2012) as ramified microglia (small
soma and few to numerous processes, type I-III) or activated microglia
(large soma or amoeboid body, and thicker and short processes, type
IV-V). We used a light field microscope with a 20 x magnification
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objective (AxioCam MRC; Karl Zeiss). The entire count was performed
by an examiner blinded to the experimental conditions. The morpho-
logical details of astrocytes were also evaluated using Sholl Analysis in
ImageJ. For the analysis five cells were randomly selected in each brain;
these were drawn and digitalized. We used 5 brains per group and a
camera lucida at 100 x magnification.

2.11. Statistical analysis

All our results were calculated as the group mean +/- SEM. Two-way
ANOVA was applied to analyze the elevated plus maze, open field,
forced swimming, recognition and placement of objects tests, and his-
tological analysis of cell density and activation of glia. Two factors and
two levels were used: Factor A, maternal separation, two levels (Control,
MS); Factor B, LPS, two levels (Vehicle, LPS); the interaction between
factor A and B (A xB) was analyzed. Data from male and female rats were
analyzed separately. We performed the Newman-Keuls post hoc test,
where applicable, to analyze the differences between groups. Separate
statistics were performed between some groups in pairs using Student's
t-test, as indicated in parentheses in the text. We used GB-stat V6.0
software (Dynamic Microsystems) as a statistical program.

3. Results

3.1. Lipopolysaccharide increases anxiety-like behavior in male and
female rats while maternal separation only affects females

In the elevated plus-maze (EPM), we observed that LPS was
responsible for an increase in anxiety-related behavior. Specifically, the
control+LPS and MS+LPS groups of male rats showed a significant
decrease in the total time spent in the open arms (LPS: F; 36 = 5.87,
P < 0.05) and in the percentage of open arm entries (LPS: F; 3¢ = 11.98,
P < 0.05), compared with the control+vehicle group (Fig. 2a,b); no
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Fig. 2. Evaluation of the anxiety-related behavior in the elevated plus-maze.
The control+LPS and MS+LPS groups of male rats presented a reduced per-
centage of time in the open arms (a) and of entries into the open arms (b). In
female rats, LPS also reduced the percentage of time in the open arms (c) and of
entries into the open arms (d). Two-way ANOVA, followed by Newman Keuls
post hoc tests. Comparison against respective control+vehicle groups:
“P < 0.05, **P < 0.01; comparison between the groups # P < 0.05, as depicted
in the figure. Males, n = 10; females, n = 8-11 per treatment group. CONT,
control; LPS, lipopolysaccharide; MS, maternal separation.

significant interaction was observed. In female rats, we observed a
similar response to LPS treatment, as they displayed reduced exploration
of the open arms of the maze. This was reflected in a significant decrease
in the total time spent in the open arms, (LPS: F; 46 = 15.61, P < 0.001),
and a decreased percentage of entries in the open arms (LPS: F, 35
=12.77, P = 0.01; Fig. 2¢, d). These results indicate that there were no
sex differences observed in this test.

In the open field test, we observed that LPS induced higher anxiety in
male rats; this is reflected in the significant reduction in the time spent in
the center (LPS: F; 55 = 37.4, P < 0.001) and in the number of crosses to
the central area (LPS: F; 36 = 10.6, P < 0.05; Fig. 3a, b). The MS group
showed a trend to reduce the time spent in the central area (MS: F, 3¢
= 3.72, P = 0.06) and the MS+LPS group also displayed reduced time
(P < 0.01) and number of crosses (P < 0.05) in the center, according to
post hoc tests. In females, both stressors exerted a significant increase in
anxiety, since LPS and MS reduced the time spent in the central area
(interaction: Fy 30 = 20.3, P < 0.001) and the percentage of entrances
they perform to the center (F; 39 = 10.1, P < 0.05; Fig. 3¢, d), the
combined stressors MS and LPS also increased anxiety. These results
together suggest that females are more vulnerable than males to suffer
alterations in anxiety-like behavior due to different types of challenges.
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Fig. 3. Effects of MS and LPS on the anxiety-like behavior of adult rats in the
open-field test. The control+LPS and MS+LPS groups of male rats displayed a
short time in the center (a) and only the MS+LPS group presented a low number
of crosses to the center (b) (n = 10 per treatment group) Female rats subjected
to MS and/or LPS treatment displayed a shorter time in the center (¢) and a
lower percentage of crosses to the center, (d) (n = 10 per treatment group).
Two-way ANOVA, followed by Newman Keuls post hoc tests. Comparison
against respective control+vehicle groups: *P < 0,05, **P < 0.01; comparison
between the groups # P < 0.05, ## P < 0.01 as depicted in the figure (males
n = 10; females n = 8-11 per treatment group). CONT, control; LPS, lipopoly-
saccharide; MS, maternal separation.

3.2. Maternal separation, but not lipopolysaccharide, increased
depression-like behavior in male and female rats

We observed that MS, but not LPS treatment, increased the floating
time (MS: Fy 24 =19.3, P < 0.001) and decreased the latency to float
(MS: F) 24 = 20.4, P < 0.001) in the forced swim test in males (Fig. 4a,
b). A tendency for a significant interaction was observed in the latency
to float (Fy 57 = 3.42, P = 0.07) in male rats. Similarly, MS increases the
floating time (MS: F ; 36 = 36.2, P < 0.001) and the latency to float (MS:
Fy36 = 15.8, P < 0.001) of the female rats, as shown in Fig. 4c, d.

3.3. Higher percentage of activated microglial cells in the CA3 and hilus
areas of the hippocampus of male rats in response to all stressors

Matemal separation induced a mild increase in microglial cell den-
sity in the CA3 area, but this was only significant between the con-
trol+LPS and MS+LPS groups, as depicted in Fig. 5a (MS: Fy 53 = 7.36,
P < 0.05). By contrast, in the area of the hilus, we observed a decrease in
the microglial density (according to post hoc tests) in response to all the
stressors, alone or in combination, with LPS being the most significant
factor (LPS: F) 25 = 19.0, P < 0.001; as well as the interaction MS x LPS:
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Fig. 4. Effects of MS and LPS on depressive-like behavior of adult rats in the
forced swim test. The MS+vehicle and MS+LPS groups of males and females
displayed a longer time floating (a, ¢) and shorter latency to float (b, d) (males
n = 7-8 and females n = 10 per treatment group). Two-way ANOVA, followed
by Newman Keuls post hoc tests. Comparison against respective con-
trol+vehicle groups: *P < 0.05, **P < 0.01; comparison between the groups #
P < 0.05, ## P < 0.01 as depicted in the figure. CONT, control; LPS, lipo-
polysaccharide; MS, maternal separation.

Fy31 = 15.2,P < 0.001; Fig. 5¢). In the CA3 zone (Fig. 5b), we observed
an increased percentage of activated microglia in all the groups, where
the Control+LPS group presented the highest percentage (LPS: F; 55
= 66, P < 0.001; interaction: F; 3; = 34.8, P < 0.001). Since the ana-
lyses with ANOVA showed significance of MS only in the post hoc tests,
we performed separate statistics using Student’s t-tests, which revealed
significant differences between the control+vehicle and MS+vehicle
groups (P < 0.001). A similar activation pattern was also observed in the
hilus (MS: F; 25 = 3.5, P = 0.06; LPS: F; 25 = 199, P < 0.001; interaction:
Fy31 = 65.5, P < 0.001, Fig 5d). A separate statistical analysis using
Student’s t-test between the control+vehicle and MS+vehicle groups
also confirmed a significant activation by MS (P < 0.001).

3.4. Higher percentage of activated microglial cells in the CA3 and hilus
areas of the hippocampus of female rats in response to all stressors

While maternal separation did not affect total microglial density in
the CA3 area of the female hippocampus (although with a trend to be
significant MS: F 55 = 3.11, P = 0.08), the LPS challenge resulted in a
significant decrease (LPS: F) . = 13.68, P < 0.001), as depicted in
Fig. Se. Similarly, in the area of the hilus we observed a decrease in the
microglial cell density in response to LPS (Fig. 5g), but not to MS (LPS:
Fy 25 = 34.2, P < 0.001). Here, the MS+LPS group had a milder decrease
in microglial density (P < 0.01) compared to the control+LPS group.
With respect to the activation of microglial cells, we observed in the CA3
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zone (Fig. 5f), an increased percentage of activated microglia in all the
groups, but the control+LPS group presented the highest percent rise
(MS: Fy 25 = 10.5, P < 0.05; LPS: F; 25 = 42.8, P < 0.001; and a ten-
dency for a significant interaction: F; 3 = 3.72, P = 0.06). A similar
activation pattern by all stressors was also observed in hilus (Fig. 5h)
(MS: F 25 = 9.8, P < 0.05; LPS: F, 55 = 89.8, P < 0.001; interaction:
F131 = 20.7, P < 0.001).
To corroborate the morphological changes of microglial cells, we
employed the Sholl analysis from ImageJ, (hitps:
download) and additionally measured the size of the soma of the
microglial cells until of the hilus from all the groups. This analysis
revealed an increase in the soma size of the microglial cells in response
to most of the challenges, (LPS: F [1,96] = 144, p < 0.001, interaction: F
[1,99] = 38, p < 0.001) and no differences between the sex (MS: F [; o5)
= 3.25, p = 0.07, LPS: F[; 06} = 130, p < 0.001, interaction: F (; g9} =
23.3, p < 0.001). In the females, the number of processes of the LPS
group was reduced, while it was increased in the MS group (MS: F [} 96}
= 48.6, p, < 0.001 LPS: F ) 961 = 39.3, p < 0.001, interaction: F 991 =
8.6, p < 0.001). In males, the number of processes was reduced in both
the LPS and MS+LPS group (MS: F (; ¢5) = 24.8, p, < 0.001 LPS: F ; g¢)
= 67.6, p < 0.001, interaction: F [; g97 = 10.6, p < 0.001). (Comple-
mentary figure 7).

imagej.nih.gov/ij

3.5. MS and LPS increase astrocytic density in the hilus and/or CA3 area
of the hippocampus of male rats

The analysis with ANOVA showed significant differences in astro-
cytic density of CA3 by both MS and LPS, as well as a significant inter-
action. LPS treatment resulted in an increase in astrocytic density, while
MS prevented it (group MS-+LPS) as shown in Fig. 6a (MS: F 25 = 30.9,
P < 0.001; LPS: Fy»5 = 41.8, P < 0.001; interaction: Fy3; =429,
P < 0.001). Treatment with MS induced a mild decrease in the number
of processes (Fig. 6b; MS: F ;5 = 15.3, P < 0.001). Concerning the size
of the soma, the LPS challenge significantly increased the size, whereas
MS prevented the increase in size induced by LPS (Fig. 6¢; LPS: Fj g6
= 39.92, P < 0.001; interaction: Fy g9 = 12, P < 0.001).

In the hilus, both MS and LPS challenges induced an increase in the
total astroglial density. MS reduced the increase in astroglial density in
the combined MS+LPS group, as depicted in Fig. 6d (MS: F; o5 = 10.7,
P < 0.05; LPS Fi25 = 137.3, P < 0.001; interaction: Fy3; = 70.3,
P < 0.001). Sholl analysis of this area revealed a significant effect of
LPS, reflected in an increased number of processes (Fig. te) and a ten-
dency of MS to reduce the processes (F) 15 = 3.5, P = 0.07; LPS: F; 15
=11.2, P < 0.01). The soma increased in size in response to both MS
and LPS. However, LPS induced the largest soma size, whereas MS
reduced this increase in response to LPS (Fig. 6f; LPS: F)9s = 83.4,
P < 0.001; interaction: F; 3¢ = 36, P < 0.001). A separate statistic using
Student’s t-test confirmed that MS exposure resulted in a mild increase
in the soma (P < 0.01) compared with the control+vehicle group.

3.6. MS decreases astrocytic density in the hilus and CA3 area of the
hippocampus of female rats

In contrast to males, in female rats, we found a decrease in the
population of astrocytes produced by MS, but not LPS, in the CA3
(Fig. 6g; MS: F) 27 =524, P<0.001). MS showed a tendency to
decrease the number of processes, but only LPS treatment induced a
significant increase in astrocytic processes, as revealed by Sholl analysis
(Fig. 6h; MS: F, 16 = 3.4, P = 0.08; LPS: F, ;5 = 4.9, P < 0.05). LPS
significantly increased the size of the soma, whereas MS reduced this
response to LPS treatment (Fig. 6i; LPS: Fy g¢ = 23, P < 0.001; interac-
tion: Fy g¢ = 3.5, P = 0.06).

In the hilus, we observed a decrease in the population of astrocytes
by MS (Fig. 6j; MS: Fj, 5 = 145, P < 0.001; interaction: F, 3, = 5.51,
P < 0.05). LPS, but not MS, increased the number of processes according
to the Sholl analysis (Fig. 6k; LPS: Fy 16 = 48, P < 0.001). Finally, the

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas



L.M. Saavedra ct al

MALES CA3
a b _##
10000 - # 50 - — i
» * %k
8000 A v 40 4 *%
NE o %* %k
£ 6000 - - 30
~ Q
< ®
& 4000 - S 20 1
3 t
Q 2000 4 < 10
0 e 0
CONT MS CONT MS CONT MS CONT MS
VEHICLE LPS VEHICLE LPS
FEMALES CA3
e f
10000 - — 70 - #
T —
60 4 * %
8000 - £ ko
* % © 50 A * %
o £
£ 6000 - 840 4
£ b -
= 4000 - % 30 1
@ 2
% T 20 A
< 2000 4 <
10 4
0 e 0 e
CONT MS CONT MS CONT MS CONT MS
VEHICLE LPS VEHICLE  LPS
MALES
CONT VEHICLE MS VEHICLE CONT LPS MS LPS

soma size was increased by the effect of both MS and LPS. LPS treatment
induced a greater response than MS (Fig. 6l; LPS: F; g¢ = 99, P < 0.001;
interaction: Fj g9 = 42.1, P < 0.001). A separate statistic using Student’s
t-test confirmed that MS exposure significantly increased the soma
(P < 0.01) compared with the control+vehicle group.

4. Discussion

Weevaluated the long-term effects of ELS on emotional behavior and
the glial cell response. Specifically, we investigated changes in the glial
cells within the CA3 and hilus regions of male and female rat hippo-
campi. We used maternal separation (PN1-PN14) and /or LPS (via single
injection at PN14) as stressors. Altogether, we observed that exposure to
stressors in the neonatal period produced long-term effects on emotional
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Fig. 5. Microglial cell changes in the CA3 area and the hilus of the hippocampus of male and female rats. In males, in the CA3 area, only the control+LPS group
presented a mild decrease in microglial cell density (a), but the groups subjected to MS and/or LPS treatment presented an increased percentage of activated
microglial cells (b). In the hilus area, all stressors (MS and/or LPS) induced a decrease in microglial density (c) and an increased percentage of activated microglia (d)
(n = 8 per treatment group). In female rats, in the CA3 area, only the control+LPS group presented a decrease in microglial cell density (e). However, the groups
subjected to MS and/or LPS treatment presented an increased percentage of activated microglial cells (f). In the hilus, the control+LPS and MS+LPS groups presented
a decreased population of microglial cells (g); groups subjected to MS and/or LPS treatment presented an increased percentage of activated microglia (h) (n = 8 per
treatment group). Representative photomicrographs of microglial cells of the hilus area in males (i) and females (j). Two-way ANOVA, followed by Newman Keuls
post hoc tests. Comparison against respective control+vehicle groups: *P < 0.05, **P < 0.01; comparison between the groups # P < 0.05, ## P < 0.01 as depicted in
the figure. Scale bar 10 pm. CONT, control; LPS, lipopolysaccharide; MS, maternal separation.

behavior, with the changes depending on the challenge and sex. This is
accompanied with differences in activation of the neuroimmune system
in the hippocampus.

We confirmed that LPS treatment increased anxiety-like behavior in
both male and female rats. Our findings agree with several reports of
neonatal LPS administration, independent of differences in the dose of
LPS and/or the day of administration (Sominsky et al., 2013; Tishkina
etal., 2016; Benmhammed et al., 2019). Effects of MS on anxiety-related
behavior remain controversial. Many studies showed increased anxiety
when males (Ryu et al., 2009) or male and female rats were screened in
the EPM (Wigger and Neumann, 1999; Eiland and McEwen, 2012; De
Lima et al., 2020). By contrast, other groups did not observe changes
including ours (Lajud et al., 2012). Studies using OF to analyze anxiety
have shown no effect in males (Shalev and Kafkafi, 2002), or males and
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Fig. 6. Astrocytic cell density and Sholl analysis in the CA3 area and the hilus of the hippocampus of male and female rats. In males, in the CA3 area, only the
control+ LPS group increased the astrocytic cell density (a). This group presented a mild increase in the number of processes (b) and groups control+ LPS and MS+LPS
showed an increased size of the soma (c). In the Hilus area, the groups subjected to MS and/or LPS treatment presented an increased population of astrocytes (d), and
an increase in the size of soma (f) but only the control+LPS group presented a mild increase in the number of processes (¢) (n = 8 per treatment group). In female
rats, in the CA3 area, MS +vehicle and MS+LPS presented a decrease in astrocytic density (g). The control+LPS group presented an increased number of processes (h)
and both control+LPS and MS+LPS groups presented an increased size of the soma (i). In the hilus area, MS +vehicle and MS+LPS presented a decreased astrocytic
cell density (j). Control+LPS and MS+LPS showed an increased number of processes (k) and all groups except control +vehicle presented an increased size of the
soma (l) (n = 8 per treatment group). Representative photomicrographs of astrocytic cells of the hilus area in males (m) and females (j). T y ANOVA, foll 1
by Newman Keuls post hoc tests. Comparison against respective control+vehicle groups: *P < 0.05, **P < 0.01; comparison between the groups # P < 0.05, ##

P < 0.01 as depicted in the figure. Scale bar 10 pm. CONT, control; LPS, lipopolysaccharide; MS, maternal separation.
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Fig. 7. (complementary). - Sholl analysis and soma zise of microglial cells in
the hilus of the hippocampus of male and female rats. The control+LPS and
MS +LPS groups presented a decreased number of processes in male and female
rats, but the MS+ vehicle group showed an increase in the number of processes
in females (a,c). All the groups presented an increased size of the microglial
soma in both males and females (b,d). Comparison against respective con-
trol+vehicle groups: *P < 0.05, **P < 0.01; comparison between the groups #
P < 0.05, ## P < 0.01 as depicted in the figure. CONT, control; LPS, lipo-
polysaccharide; MS, maternal separation.

females (Markostamou et al., 201 6; Aya-Ramos et al., 2017). One study
reported increased anxiety in males only (Melo et al., 2018). We found
that only maternally separated females displayed anxious behaviors. We
also confirmed the absence of MS-mediated effects in male rats. Thus,
there appears to be a dimorphic anxiety response to MS. A similar study
to ours that combined maternal deprivation and LPS found that male
and female rats presented with higher anxiety levels than controls
(Benmhammed et al.. 2019). Our results confirmed this. However, the
increase in anxiety we observed was due to the effects of LPS, rather than
MS.

MS exposure induces a depressive state in adulthood. Specifically,
MS has been proposed as a translational model of human depression

(Belzung and Lemoine, 2011; Vetulani, 2013). Several studies have
shown depressive-like behaviors in males with MS or in female adults
(Martisova et al., 2012), and this seems to be more severe in middle-aged

rats (Ruiz et al., 2018). Our results confirm these studies. By contrast,

very few studies have reported the incidence of depressive-like behav-
iors after neonatal LPS treatment in rodents using the forced swimming
test (Tishkina et al., 2016; Berkiks et al., 2019). In our study, LPS failed
to induce depressive-like behaviors in either sex. The combined expo-
sure of maternal deprivation and LPS has been reported to increase
depressive-like behavior in male and female Wistar rats (Benmbhammed
et al., 2019); our results agree with this report.

The hippocampus helps modulate emotional behaviors and regulate
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (Herman et al, 2016).
Although several reports associate microglial activation in the hippo-
campus and other areas with chronic stress in the adult (Calecia et al
2016), few studies have documented the lasting changes in microglial
cells after MS procedures. A single study reported increased immuno-
reactivity of microglial cells in CA3, but not in the CA1, of the hippo-
campus and the dorsal striatum and the nucleus accumbens of MS adult
male rats (Banqueri et al., 2019). In our study, MS resulted in a higher
percentage of activated microglial cells in the CA3 region and the hilus
of both male and female adult rats, as observed with other chronic stress
procedures (Calcia et al, 2016). Various studies in adult mice have
investigated changes in microglial activation in response to LPS
administration (O Callaghan et al., 2012). Berkiks eral. (2019) reported
increased activation of microglial cells in the hippocampus of adult male
and female rats after neonatal LPS treatment. Accordingly, studies that
injected LPS or enterobacteria (E. coli) into male rat pups also showed
increased microglial activation within the hippocampus 24 h later
(Schwarz and Bilbo, 2011) or in adulthood (Williamson et al., 2011).
Our findings agree with these reports and demonstrate that neonatal LPS
treatment resulted in a lasting increase in the number of activated
microglia in the hippocampus of both male and female adult rats. Effects
of combined MS and LPS resulted in an increased percentage of activated
microglial cells in both CA3 and hilus in both sexes. However, in males,
MS attenuates the activation induced by LPS, whereas in females this
effect was not observed, suggesting a dimorphic response. The increase
in microglial activation may disrupt normal brain functions, such as
synaptic pruning, neural monitoring, neural response to damage, cell
communication, and neurogenesis (Eldahl, 2012). Such alterations are
relevant to several psychopathologies including anxiety and depressive
disorders. In our study, both MS and/or LPS challenges resulted in the
activation of microglial cells in both hippocampal areas of males and
females and was accompanied by changes in emotionality. However, the
behavioral responses were selective depending on the insult suffered.
Further, MS reduced the total microglial density in male but not in fe-
male hippocampi, suggesting a dimorphic response, but this was
apparently not associated with the behavioral responses. This suggests
that areas other than the hippocampus also contribute to the behavioral
changes observed. Indeed, other studies have shown that MS affects
other brain areas besides the hippocampus, such as the prefrontal cortex
and striatal areas, increasing the activation of microglial cells (Banqueri
et al, 2019). In adult male mice, LPS has been shown to activate
microglial cells in several areas such as the cortex, hippocampus, thal-
amus, and caudate nucleus (Hoogland et al., 2018). As the brain areas of
these studies are not all similar, it is difficult to associate which areas
with activated microglia result specifically in increased anxiety or in
depressive behavior. However, the hippocampus is a target area where
microglial activation is consistently observed.
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Very few groups have documented the effects of MS on hippocampal
astrocytic density. Our study showed that astrocytic density increased in
the male hippocampal hilus, but decreased in CA3 and hilus of females
subjected to MS. Increases in soma size were observed in the hilus of
adult males and females, independent of the astrocytic density. A
decrease of astrocytes within the prefrontal cortex, striatal areas, and
dorsal hippocampus in male and female adult rats subjected to MS was
recently reported (Banqueri et al., 2019). An increase in GFAP-positive
cells was shown in the hippocampus of male, but not female rats several
days or weeks after maternal deprivation (Llorente et al, 2009; Réus
et al, 2018). Together, these results indicate that astrocytic cells pro-
duce a dimorphic response to MS, which includes areas other than the
hippocampus. The long-term effects of neonatal LPS on astrocytic pop-
ulations have also been poorly documented. Berkils et al. (2019) found
increased astrocytic density in the dorsal hippocampi of male and female
adult rats. Here, we confirmed increases in the astrocytic density of
hippocampal CA3 and hilus of male rats in response to LPS, but not in
that of females. Increases in soma size in response to LPS were associated
with changes in astrocytic density in males but not in females, pointing
to a dimorphic response. Altogether these changes in astrocytes may
influence synaptic plasticity and neuronal communication, thereby
contributing to an abnormal brain function. However, we found no
correlation between astrocytic changes and behavioral outcomes.

The occurrence of infections is common in infants, regardless of the
presence of ELS. Thus, we designed an animal model where the first
insult programming the Central Nervous System would be stress expo-
sure such as MS, and in the second insult, an immune challenge to mimic
a severe infection. For this, we choose to inject LPS at PN14, the last day
of MS. A previous study from our group showed that MS, LPS, or its
combination resulted in maximal activation of microglial cells (Saavedm
etal.. 2017). Comparing that study with our present results, we find that
some of the immediate changes remained, but others were recovered. To
complement our study, we also analyzed the female neuroimmune sys-
tem. This is the first study that allowed comparisons between immediate
and long-term effects of ELS on glial cell response using the same animal
models. Further, sex differences could be observed in glial
cells—according to the hippocampal zone—in response to specific
neonatal challenges. In general, all the neonatal challenges resulted in
long-term increased activation of microglial cells, increases in the soma
size of astrocytes, and were associated with changes in emotional
behavior. However, the behavioral response is affected depending on
the type of neonatal insult suffered. As mentioned above, MS and LPS
affect several structures besides the hippocampus, increasing microglial
activation, increasing or decreasing astrocytic density or inducing other
neuronal changes, which could result in the behavioral differences
described here.

Different hypotheses have been formulated to address the possibility
that multiple hits during early life predispose an individual to disease
later in life (cumulative stress), or that there is a mismatch between early
and adult environments (Nederhof and Schmidt, 2012). The combina-
tion of two challenges during the neonatal period suggested an imme-
diate addition of the individual responses, as previously reported
(Saavedra et al., 2017), implying initial cumulative stress. Interestingly,
the long-term effects observed here illustrate attenuation in some of the
hippocampal glial cell responses (microglial activation and astrocytic
changes), in males but not in females. This likely confers a higher
vulnerability to the female brain to subsequent stressors. However, there
was no correspondence with its behavioral responses as there was a
cumulative effect of the stressors in both sexes. Thus, an individual’s
future adaptation toward hostile environments seems to depend
partially on the response of the neuroimmune system to earlier stressors
according to the sex of the individual and the amount of insults or
stressors they were exposed to early in life.

We used two stressors of a different nature. LPS acts by primarily
activating monocytes/macrophages through TLR4 receptors (Li et al.,
2019), whereas MS activates monocytes via the sympathetic nervous
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system (Wohleb et al., 2015). Activated monocytes enter the brain and
interact with endothelial cells and microglia, activating inflammatory
pathways.

It is likely that the greater activation of glial cells is accompanied by
greater production of pro-inflaimmatory cytokines. In general, this
would transform the nervous system into a pro-inflammatory state,
consequently affecting the emotional response. In this regard, our pre-
vious studies showed that ELS immediately induced a pro-inflammatory
state in the hippocampus (Roque et al., 2016, Saavedra et al., 2017).
This state was greatly increased in response to subsequent exposure to
stress (Roque et al., 2016). Thus, the persistence of a larger population of
activated cells would translate into higher basal production of
pro-inflammatory cytokines and an exacerbated inflammatory response
to new stress events.

In conclusion, the behavioral response to early life stressors depends
on the type of challenge as well as sex. Further, all challenges increased
the activation of glial cells in the hippocampus over the long term;
however, the specific response of the glial cells depends on the cell type
(microglia, astrocytes) in the hippocampal zone and the sex of the in-
dividual. The glial responses to a double insult might be part of an
adaptive response mechanism. The glial and behavioral long-term re-
sponses to different ELS may allow a better understanding of the
development of psychiatric illnesses.
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10. CAPITULO Il

Evaluation of pro-inflammatory (TNF-a, IL-13 and IL-6) and anti-inflammatory (IL-10)
cytokines in hippocampi of adult male and female rats after different neonatal

stressors.

Evaluacion de las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B 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 exposicion a estrés en etapas tempranas
de la vida e infecciones severas se caracteriza por una compleja liberacion en
cadena de diferentes mediadores celulares, tales como las citocinas que
incrementan el riesgo de desarrollar enfermedades psiquiatricas en la edad adulta.
Comparamos los efectos a largo plazo de los retos inmune y estrés neonatal, Unicos
o0 combinados sobre la expresion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
en el hipocampo. Se asignaron aleatoriamente ratas machos Sprague Dawley bajo
cuatro condiciones: (1) control + vehiculo; (2) separacion materna (SM, 3 h / dia en
los dias postnatales [PN] 1-14) + vehiculo; (3) control + lipopolisacarido (LPS, 0,5
mg / kg, PN14); (4) SM + LPS. La evaluacion de la expresion de citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias se llevo a cabo al PN140; en términos biol6gicos
ningun reto solo o combinado modificé la expresion de TNF - a en estado basal y
estrés. La SM incrementd la expresion de IL-1B 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 expresion de esta citocina; la maxima expresion fue
originada por la SM y atenuada en conjunto por el LPS. La expresiéon de IL-10 se
incrementd en el estado basal unicamente en el grupo SM + VEH, mientras en
condiciones de estrés los grupos CONT + VEH y SM + VEH presentaron una mayor
expresion. Estos resultados indican que la expresion 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 mas activa frente a cada

estresor agudo que se presente demostrando una programacion del sistema.
Palabras clave:

Separacion materna, Lipopolisacarido, Citocinas, Pro-inflamatorias, Anti-

inflamatorias
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10.2. INTRODUCCION CAPITULO II

El estrés que se sufre en etapas tempranas de la vida (ELS) esta 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 sefales puede explicar que un
exceso en la produccidn de algunas citocinas por parte de las células del sistema
inmune sea estimulante para células de la glia (Brown et al., 1994). Las citocinas
son las moléculas moduladoras e inductoras que utilizan las células del sistema
inmune para comunicarse entre si, por lo general tienen funciones pleiotropicas. El
sistema neuroinmune esta conformado por células de la glia especialmente
microglia 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-18, TNF-
a, 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
neurotroficos que promueven la proliferacion y diferenciacion celular. Sin embargo,
también se ha observado que modulan la respuesta vascular de las reacciones
inflamatorias. Investigaciones previas han sefialado que la produccion excesiva de
moléculas pro-inflamatorias destinadas a la defensa o la reparacién de un tejido
dafiado, por lo general se acomparfa de cambios importantes en la conducta sin que
haya un compromiso aparente del sistema nervioso central (Dantzer, 2001). Se ha
descrito que el estrés cronico incrementa las citocinas de tipo pro-inflamatorio las
cuales se asocian con varias alteraciones bioquimicas en algunas regiones del
cerebro y estas elevaciones se les ha relacionado con sintomas depresivos (Peng
y Wang et al., 2013). En este estudio evaluamos la expresion de citocinas de tipo
pro-inflamatorio (IL-1B, TNF-q, 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.

48
Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biologicas



10.3. MATERIAL Y METODOS
10.3.1. EXTRACCION DE RNA DE TEJIDO

Los cerebros de las ratas de todos los grupos en condiciones basales se obtuvieron
de manera inmediata a los 140 dias 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
diseco el hipocampo, se colocé en tubos Eppendorf con Trizol (Invitrogen) y se
congeld a -20 °C para posteriormente ser procesado. La extraccién del RNA se llevé
a cabo con Trizol de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante, posteriormente
se analizé mediante un espectrofotometro (Varioskan) para determinar su integridad

y pureza.
10.3.2. SINTESIS DE cDNA

Se utilizé 1ug de la muestra de RNA, con 1 yL de buffer de DNasa | 10 x (Invitrogen)
con DEPC 0.1% (agua tratada con dietil pirocarbonato) en tubos libres de RNAsas.
Se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente, se inactivo la DNAsa | agregando
1 uL de solucién EDTA 25mM (Invitrogen) y se cuantific6 el mMRNA. En un nuevo
tubo se agregd 1ug de mRNA, 1 uL de oligo dT 12-18 (500 pug/ mL) 1 ug de dNTP
MIX 10 mM agua libre de RNAsas, y se llevo a un volumen final de 20 uL, se agrego
4 uL de First-strand buffer 5X (Invitrogen), 2 yL de DTT 0.1M, (Invitrogen) y 1 yL de
RNAsa out 40 U/uL (Invitrogen), posteriormente se adicioné 1ul de M-MLV RT 200
U (Invitrogen) y se incubd 50 min a 37 °C, se inactivé por calor a 70 °C por 15
minutos. Finalmente se verific6 la pureza y cantidad del cDNA mediante

espectrofotometro (Varioskan).

49
Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biologicas



10.3.3. PCR PUNTO FINAL

Las secuencias de los oligonucléotidos a utilizar fueron disefiadas 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 uL
de buffer PCR 10x, 2 uL de dNTPs 2 mM, 0.6 pL de cloruro de magnesio 50 mM, 1
ML de oligo directo (10 pM/ pL), 1 pL de oligo inverso (10 pM/ yL), 1 yL de Taq
polimerasa, 1 yL de cDNA, se llevo a 20 pL. La mezcla se colocé en un
termociclador de gradiente de temperaturas (Thermo), donde la temperatura de
desnaturalizacion fue de 95 °C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos con 15 s de
desnaturalizacion a 94 °C; 30 s de alineamiento a 59 °C para IL 6 e IL-10, 60 °C
para IL-18 y GAPDH, y 62 °C para TNF- a , y 30 segundos de extension a 72 °C
seguidos de 7 minutos a 72 °C y enfriamiento a 4 °C. Finalmente se verifico que el
producto de amplificacién correspondiera con el tamafio esperado, en el gel de

agarosa al 1.5%.
10.3.4. PCR TIEMPO REAL

Se utilizaron 500 ng de cDNA, 5 uL de Veriquest Fast Sybr Green Master mix (USB
Affymetrix Inc.) 1 yL de oligo directo (10 pM/ yL) 1 yL de oligo inverso (10 pM/ pL),
y 0.2 uL de agua grado biologia molecular, se obtuvo un volumen final de 10 pL por
reaccion, se utilizé un termociclador tiempo real (Bio Rad CFX96). La temperatura
inicial de desnaturalizacion fue de 95 °C, durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos
con 15 s de desnaturalizacion a 94 °C; 30 s de alineamiento a 59 °C paraIL 6 e IL-
10, 60 °C para IL 1B y GAPDH, y 62 °C para TNF- a , y 30 segundos de extension
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 endbgeno utilizado fue
GAPDH, se analizaron los resultados mediante las pruebas estadisticas ANOVA de
dos vias y mediante la prueba post hoc de Newman-Keuls, en su caso, se realizaron
duplicados de cada muestra. Las secuencias de oligonucleétidos se muestran en la
tabla 1.
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Tabla 1.- Secuencias de oligonucleétidos. Temperatura media y producto de amplificacion.

Indirecto;: GCACGTCAGATCCACAACAG

GEN SECUENCIA 5°-3° ™ Producto de
amplificacion
(pb)
TNF - a | Directo:TGGCGTGTTCATCGTTCTCTACC 62 C° | 215
Reverso: CCCGCAATCCAGGCCACTACTT
IL-1B Directo: TGAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT |60C° | 181
Reverso:
GCTCCACGGGCAAGACATAGGTAG
IL-6 Directo: AGCCACTGCCTTCCCTACTTCA 59 C° | 154
Reverso: GCCATTGCACAACTCTTTTCTCA
IL-10 Directo: TGCTACGAGGTGGGCTACG 59 C° | 205
Indirecto: TGCAGTCCAGTAGATGCCGGG
GAPDH | Directo: ATCACTGCCACCCAGAAGAC 60 C° | 201
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10.4. RESULTADOS

10.4.10. EVALUACION DE LA EXPRESION DE TNF- a EN EL HIPOCAMPO DE
RATAS MACHO ADULTAS

En la figura 4 no se encontraron diferencias significativas en la expresion de TNF-a
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 Unico donde se observd un incremento en la
expresion de TNF- a *P<0.05 vs CONT VEH (c).
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Figura 4.- Respuesta dindmica al estrés de TNF-a en el hipocampo de ratas macho adulto en
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresion de TNF-a en los grupos CONT VEH
BASAL vs CONT VEH ESTRESADO, no se observan diferencias significativas. (b) Muestra la
expresioén de TNF-a en condiciones basales de los diferentes grupos, no se observaron diferencias
significativas. (c) Muestra la expresion de TNF-a en animales sometidos a un episodio de estrés
agudo (nado forzado) en la etapa adulta. SM VEH mostré un incremento en la expresion de TNF-a.

* P <0.05 respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analiz6 por duplicado.
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10.4.2. EVALUACION DE LA EXPRESION DE IL-18 EN EL HIPOCAMPO DE
RATAS MACHO ADULTAS

En la figura 5 se realiz6 una comparacion entre los grupos CONT VEH BASAL vs
CONT VEH ESTRESADO, se observo un incremento en la expresion de IL-1B en
los animales sometidos al estresor **P<0.01 (a). La expresion de IL-18 en
condiciones basales se incrementd Unicamente 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 inicamente el grupo SM VEH mostré un incremento

en la expresion de IL-1 *P<0.05 (c).
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Figura 5. Respuesta dinamica al estrés de IL-1B en el hipocampo de ratas macho adulto en
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresiéon de IL-1B en los grupos CONT VEH
BASAL vs CONT VEH ESTRESADO, el grupo CONT VEH ESTRESADO mostro un incremento de
la expresion de IL-1B significativo ** P <0.01. (b) Muestra la expresion de IL-18 en condiciones
basales de los diferentes grupos, El grupo SM VEH mostré un incremento significativo respecto al
CONT VEH ** P <0.01 (c) Muestra la expresion de IL-1B en animales sometidos a un episodio de
estrés agudo (nado forzado) en la etapa adulta. SM VEH mostr6é un incremento en la expresion de
IL-1B * P <0.05 respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analiz6 por duplicado.
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10.4.3. EVALUACION DE LA EXPRESION DE IL-6 EN EL HIPOCAMPO DE
RATAS MACHO ADULTAS

En la figura 6 se realiz6 una comparacion entre los grupos CONT VEH BASAL vs
CONT VEH ESTRESADO, se observo un incremento en la expresion de IL-6 en los
animales sometidos al estresor ***P<0.001 (a). La expresion de IL-6 en condiciones
basales se incrementd Unicamente 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 Uunicamente el grupo SM VEH mostré un incremento en la
expresion de IL-6 ***P<0.001 (c).
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Figura 6.- Respuesta dinamica al estrés de IL-6 en el hipocampo de ratas macho adulto en
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresion de IL-6 en los grupos CONT VEH BASAL
vs CONT VEH ESTRESADO, el grupo CONT VEH ESTRESADO mostro un incremento de la
expresion de IL-6 significativo*** P <0.001. (b) Muestra la expresion de IL-6 en condiciones basales
de los diferentes grupos, el grupo SM VEH mostré un incremento significativo respecto al CONT VEH
*P <0.05 (c) Muestra la expresion de IL-6 en animales sometidos a un episodio de estrés agudo (nado
forzado) en la etapa adulta. SM VEH mostré un incremento en la expresion de IL-6 *** P <0.001
respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analiz6 por duplicado.
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10.4.4. EVALUACION DE LA EXPRESION DE IL-10 EN EL HIPOCAMPO DE
RATAS MACHO ADULTAS

En la figura 7 se realiz6 una comparacion entre los grupos CONT VEH BASAL vs
CONT VEH ESTRESADO, se observé un incremento en la expresion de IL-10 en
los animales sometidos al estresor *P<0.05 (a). La expresion de IL-10 en
condiciones basales se incrementd Unicamente 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 Unicamente el grupo SM LPS mostr6 una

disminucién en la expresion de IL-10 *P<0.05 (c).
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Figura 7.- Respuesta dinamica al estrés de IL-10 en el hipocampo de ratas macho adulto en
condiciones basales y de estrés. (a) Muestra la expresion de IL-10 en los grupos CONT VEH
BASAL vs CONT VEH ESTRESADO, el grupo CONT VEH ESTRESADO mostro un incremento de
la expresion de IL-10 significativo* P <0.05. (b) Muestra la expresién de IL-10 en condiciones basales
de los diferentes grupos, el grupo SM VEH mostré un incremento significativo respecto al CONT VEH
**pP <0.01 (c) Muestra la expresion de IL-10 en animales sometidos a un episodio de estrés agudo
(nado forzado) en la etapa adulta. SM LPS mostré una disminucion en la expresion de IL-10. * P
<0.05 respecto a CONT VEH. N= 8 animales/grupo. Cada muestra se analizé por duplicado.
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11. DISCUSION

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 expresion aumentada,
disminuida o inalterada de citocinas especificas (Dutcher et al., 2020). Existen 2
hipotesis 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-1 del hipocampo
en aproximadamente 20 veces en comparacion con los animales no estresados al
PN15 (Roque et al., 2016). Posterior a un episodio de estrés agudo la expresion de
IL-18 se observé 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-18
incrementd su expresion 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 crénico
temprano. De igual manera la expresion de IL-183 se elevo 3 veces més en aquellos
animales sometidos a SM y ademas a un estresor agudo durante la etapa adulta.
Otro estudio que utilizé un protocolo de Deprivacién Materna (DM) de 24 horas y
evalu6 la proteina de IL-1B en el hipocampo no encontré ninguna alteraciéon
(Giridharan et al., 2019). Estos resultados indican que la IL-13 puede tener un pico
de elevacion diario volviendo a su normalidad en unas horas, sin embargo, cuando
el estrés es cronico, no se logra ese equilibrio y permanece elevada durante toda la
vida, como se observa en nuestro estudio. La SM provocé un aumento modesto en
la expresion del TNF-a del hipocampo en ratas macho al PN15 (Roque et al., 2016),
también en un estudio la DM indujo un incremento leve en la expresion de TNF-a
(Giridharan et al., 2019). Este efecto, al contrario de lo que pasa con IL-1B3 puede
ser modesto o nulo, como en el presente estudio donde la SM no incrementé la
expresion de TNF-a en la zona del hipocampo estudiada, ni posterior a un evento

de estrés agudo en ratas macho en la etapa adulta. El Unico tejido no sanguineo 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
evalud la expresion en la etapa adulta; en nuestro estudio al evaluar en la etapa
adulta se encontr6 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 expresion de IL-10 generalmente han encontrado un aumento 0 ningun
cambio en los animales con SM (Giridharan et al., 2019; Moya-Pérez et al., 2017).
En nuestro estudio encontramos un incremento en la expresién 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 observé
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 observo un incremento significativo en la expresion de
las citocinas TNF-a, IL 1B, e IL-10 a nivel hipocampal (Dinel et al., 2014).
Previamente demostramos que el LPS incrementa la secrecién de IL-18 en
animales a los que se les administrd6 1 mg/kg/dia (Saavedra et al., 2017). Se ha
reportado que el LPS incrementa la secrecion de IL-1B de manera dosis respuesta
en el hipocampo (Nguyen et al., 1998). En un estudio reciente se demostrd que la
SM por 21 dias incrementa la expresion 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 expresion se ve
incrementada frente a un estimulo agudo posterior. Y con respecto al TNF-a un
estudio reporta un incremento en su expresion en el estado basal durante la etapa
adulta (Banqueri et al., 2019). En nuestro estudio no se observo un incremento en
la expresion de esta citocina en animales en estado basal ni posterior a un evento
de estrés agudo, probablemente debido a que se observé hasta la etapa adulta.
También se demostré que TNF-a se ve incrementado en el area hipocampal y no

en el hipotdlamo (Roque et al., 2016), este efecto también fue observado en el
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hipocampo, pero no en la corteza o area estriatal (Banqueri et al.,, 2019). El
incremento en estas citocinas especificamente en el area 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
expresion de citocinas debido al LPS. Sin embargo, revierte los efectos de la SM.
Finalmente podemos concluir que la exposicion a estresores diversos en etapas
tempranas de la vida da como resultado una sensibilizacion duradera de la
respuesta neuroinmune al estrés y, en consecuencia, incrementa la vulnerabilidad
a sufrir de inflamacion crénica en respuesta al estrés a largo plazo. Ademas, para
que ELS produzca una inflamacion elevada en la etapa adulta, los sujetos
generalmente deben estar expuestos a eventos de estrés posteriores, lo que sugiere
que las intervenciones no farmacoldgicas dirigidas a reducir la exposicién al estrés
y las intervenciones farmacologicas dirigidas a disminuir la inflamacion pueden ser
particularmente benéficas para reducir la inflamacion en personas con historia de
ELS. En este estudio no se observé una asociacion entre los cambios morfologicos
y los cambios conductuales. Finalmente, estos hallazgos pueden ser utilizados en
el futuro para implementar estrategias diversas y reducir la inflamacion en etapas
tempranas de la vida inducidas por ELS, y de esta manera reducir como factor de

riesgo la neuro inflamacion para enfermedades tales como la depresion y ansiedad.
12. CONCLUSION

La exposicidn a estresores diversos en etapas tempranas de la vida da como
resultado una sensibilizacion duradera de la respuesta neuroinmune al estrés y, en
consecuencia, incrementa la vulnerabilidad a sufrir de inflamacién crénica en

respuesta al estrés a lo largo de la vida.
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14. DISCUSION 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 expresion de citocinas
pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en el hipocampo de ratas machos y hembras.
Usamos la SM (PN1-PN14) y / o LPS (mediante inyeccién unica en PN14) como
factores estresantes. En conjunto, observamos que la exposicion a factores
estresantes en el periodo neonatal produce efectos a largo plazo sobre la conducta,
morfologia celular de la glia y la expresion de citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias. Confirmamos que el tratamiento con LPS aumenté la conducta de
ansiedad en ratas machos y hembras, como se observd 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 reporté un incremento en la
conducta de ansiedad en machos (Melo et al., 2018). En el presente estudio se
encontr6 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 dimérfica a la SM. Un estudio similar al nuestro combiné la
DM y LPS encontré que las ratas machos y hembras presentaron conducta de

ansiedad (Benmhammed et al., 2019).

La exposicibn a la SM induce un estado depresivo en la etapa adulta.
Especificamente, la SM se ha propuesto como modelo traslacional de la depresion
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
administracion de LPS neonatal y evaluada mediante la prueba de nado forzado
(Berkiks et al., 2019). En nuestro estudio, el LPS no logré inducir una conducta tipo

depresiva en ninguno de los dos sexos. Se ha reportado que la exposicién

61
Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biologicas



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 esta involucrado en la modulacién de las conductas
emocionales y en la regulacion del eje HPA (Calcia et al., 2016), algunos estudios
han relacionado el estrés crénico con la activacion microglial en el hipocampo
(Calcia et al., 2016). Pocos estudios han documentado cambios duraderos de la
microglia en animales sometidos a SM, solo un estudio report6 un incremento en la
inmunorreactividad de las células microgliales en CA3, pero no en CAl, del
hipocampo, el cuerpo estriado dorsal y el ndcleo accumbens de ratas machos
adultas sometidas a SM (Banqueri et al., 2019). En nuestro estudio, la SM resultd
en un mayor porcentaje de células microgliales activadas en la region CA3y el Hilus
de ratas adultas tanto machos como hembras, como se observé con otros
procedimientos de estrés crénico (Calcia et al., 2016). Un estudio reporté una mayor
activacion 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 resultd en un incremento duradero en el nUmero de microglia activada en
el hipocampo de ratas adultas machos y hembras. Los efectos de la combinacion
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 atenuo la activacion inducida por LPS, mientras que en las hembras no se
observo este efecto, lo que sugiere una respuesta dimérfica. En nuestro estudio, los
retos SM y / o LPS dieron como resultado la activacion de células microgliales en
ambas areas del hipocampo de machos y hembras lo cual se acompafid con
cambios conductuales. Sin embargo, las respuestas conductuales fueron selectivas
dependientes del reto sufrido. Ademas, la SM redujo la densidad microglial total en
el hipocampo de los machos, pero no de las hembras, lo que sugiere nuevamente

una respuesta dimoérfica.
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Muy pocos estudios han documentado los efectos de la SM sobre la densidad
astrocitica del hipocampo. Nuestro estudio mostré6 que la densidad astrocitica
aumento en el Hilus del hipocampo en machos, pero disminuy6 en CA3 y el Hilus
del hipocampo en hembras sometidas a SM. Se observd incrementado el tamafio
del soma en el Hilus de machos y hembras adultas, independientemente de la
densidad astrocitica. Recientemente se informé de una disminucion de los
astrocitos dentro de la corteza prefrontal, las areas 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 dias 0 semanas después de ser
sometidos a DM (Llorente et al., 2009). Berkiks et al., (2019) encontraron una mayor
densidad astrocitica en el hipocampo dorsal de ratas adultas machos y hembras.
En este estudio, confirmamos un incremento en la densidad astrocitica de las areas
CA3 e Hilus del hipocampo de ratas machos en respuesta a LPS, pero no en las
hembras. Los incrementos en el tamafio del soma en respuesta al LPS se asociaron
con cambios en la densidad astrocitica en los machos, pero no en las hembras, lo
que sugiere una respuesta dimorfica. En conjunto, estos cambios en los astrocitos
pueden influir en la plasticidad sinaptica y la comunicacién neuronal, contribuyendo
asi a una funcion cerebral anormal. Sin embargo, no encontramos correlacion entre

los cambios astrociticos 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 expresion aumentada,
disminuida o inalterada de citocinas especificas (Dutcher et al., 2020). Se ha
reportado que la SM aumenta los niveles de mRNA de IL-13 del hipocampo en
aproximadamente 20 veces en comparacion con los animales no estresados al
PN15 (Roque et al., 2016). Posterior a un episodio de estrés agudo la expresion de
IL-18 se observé 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-18
incrementd su expresion 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
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inflamatorio que perdura hasta la etapa adulta provocada por un estresor crénico
temprano. Estos resultados indican que la IL-13 puede tener un pico de elevacion
diario volviendo a su normalidad en unas horas, sin embargo, cuando el estrés es
cronico, no se logra ese equilibrio y permanece elevada durante toda la vida, como
se observa en nuestro estudio. La SM provoc6 un aumento modesto en la expresion
del TNF-a del hipocampo en ratas macho al PN15 (Roque et al., 2016), también en
un estudio la (DM) indujo un incremento leve en la expresion de TNF-a (Giridharan
et al., 2019). Este efecto, al contrario de lo que pasa con IL-13 puede ser modesto
o nulo, como en el presente estudio donde la SM no increment6 la expresion de
TNF-a en la zona del hipocampo, ni posterior a un evento de estrés agudo en la

atapa adulta.

El dnico tejido no sanguineo 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 evalué en la etapa adulta y se encontré un incremento
significativo tanto de manera basal como posterior a un estresor agudo. Los estudios
que investigan los efectos de la SM sobre la expresién de IL-10 generalmente han
encontrado un aumento o ningun cambio en los animales con SM (Giridharan et al.,
2019; Moya-Pérez et al., 2017). En nuestro estudio encontramos un incremento en
la expresion de IL-10 en animales sometidos a SM. En animales expuestos a LPS
se observé un incremento significativo en la expresion de citocinas TNF-a, IL 13, e
IL-10 a nivel hipocampal (Dinel et al., 2014). Previamente demostramos que el LPS
incrementa la secrecién de IL-1B a los animales que se les administr6 LPS
(Saavedra et al., 2017). En un estudio reciente se demostré que la SM por 21 dias
incremento la expresion 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 expresion incremento frente a un estimulo agudo posterior. Con
respecto al TNF-a un estudio reportd un incremento en su expresion en el estado

basal durante la etapa adulta (Banqueri et al., 2019). En nuestro estudio no se
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observo un incremento en la expresion de esta citocina en animales basales ni
posterior a un evento de estrés agudo eso quizas porque se observo hasta la etapa

adulta.
15. CONCLUSION GENERAL

En conclusidn, la respuesta conductual a los factores estresantes en la vida
temprana depende del tipo de desafio y del sexo. Ademas, todos los desafios
aumentaron la activacion de las células gliales en el hipocampo a largo plazo; sin
embargo, la respuesta especifica de las células gliales depende del tipo de célula
(microglia, 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 comprension del desarrollo de
enfermedades psiquiatricas. ELS da como resultado una sensibilizacion duradera
de la respuesta neuroinmune al estrés y, en consecuencia, incrementa la
vulnerabilidad de sufrir de inflamacién crénica en respuesta al estrés a lo largo de
la vida. Ademés, para que ELS produzca una inflamacién elevada en la etapa
adulta, los sujetos generalmente deben estar expuestos a eventos de estrés
posteriores, lo que sugiere que las intervenciones no farmacolégicas dirigidas a
reducir la exposicion al estrés y las intervenciones farmacolégicas dirigidas a
disminuir la inflamacion pueden ser particularmente benéficas para reducir la
inflamacion en personas con historia de ELS. Finalmente, estos hallazgos pueden
ser utilizados en el futuro para implementar estrategias diversas y reducir la
inflamacion en etapas tempranas de la vida inducidas por ELS, y de esta manera
reducir como factor de riesgo la neuro inflamacion para enfermedades tales como

depresion y ansiedad.
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17.1. ARTICULO DE DIVULGACION
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Depresion por maltrato infantil
Luis Miguel Saavedra Pimentel y L uz Tomer

mundial debido a las repercusiones fisicas y

psicologicas gue provoca. La Organizacion
Mundial de 3 Salud (OMS) estimoque en el 201y, I3
mitad de los nifos dal mundo sufrieron aigun tipo
de viclencia en sus diferentes vertientas. Esta orga-
nizacién define al maltratoinfantil como os abusos
y Ia desatencion de gue son cbjeto Jos mencras de
18 afcs. De acuardo a datos y cifras de esta orga-
nizacion, un =5 % de Iz poblacion total aduita ma-
nifestd haber sufride maltrato fisico infantii, de los
cuales un 2o % de las mujeres y un 7.6 % de hom-
bres sufrieron abuse sexual durante ia infanda.

El maitrato infantil s un preblema de zalud

Consecuencias del maltrato infantil

Las consecuencias del maitrato infantil a cor-
to plazo son fracturas, abrasiones, traumas en vis-
ceras y dano ocular; 2 madianc plazo muestran un
menor desempeno escolar, comportamiento anti-
social, ratardo 2n & desarrollo y compeortamiento
agreswo; mientras que a largo plazo afects las re-

Coordinacion de ia investigacion Clentifica 45
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laciones sociales ¥ la percepcion del entorno ori-
ginando estrés crdnico

asociado con trastor-

nos  psiquiatricos

afectivos. "

P o

- B

probabilidad incrementada de desarrollar diversas
conductas de riesgo, ademas

de la posibilidad de padecer

depresion. Se sabe gue las

B, personas que experimenta-

De manera si- ron malktrato infantil muwes-
milar se conoce gue EMBARAZOS ACTOS. DE tran menos seguridad, baja
aquellas personas que MO RESEADOS | VIR ERICIA autoestima, sentimientos
sufrieron maltrato en b S = de culpa ¥y menor auvto-efi-
la infancia, emplean ST S e ciencia en la edad adulta.
las mismas practi- = 1 De igual manera se sabe
cas disciplinarias que MALTRATO | cONSUMO gue el maltrato infantil
utilizaron con ellos, INEAMTIL DE TABACD tiene una relacion muy es-
perpeteando de esta L % | trecha con enfermedades
manera un fendme- e : .;:' T e = psiguiatricas como lo s a3
no conocido como e e depresion.

“transmision interge- ;TE;UUE&E COMDUCTA Como ya se ha des-
neracional de la vio- SEXUAL DE crito, la depresion es un
lencia”, en la cual los oL Y ALTO RIESGO | trastorno mental frecuen-
nifnos pueden apren- e NFHGGM? i — te, que se caracteriza por
der a utilizar la violen- TR T la presencia de tristeza,

cia para resclver con-

flictos. Sin embargo,

no existe una condicion

lineal yva que no todos los que su-
frieron de adversidades tempranas continban con
el ciclo de agresion.

Por otra parte, la salud mental v el bienes-
tar de la madre juegan un papel crucial, pues es
sabido gue las madres que desarrollan cuadros
depresivos durante el embarazo yio en el pericdo
postparto, v no reciben atencion médica, propor-
cionan menos cuidados maternales a sus hijos.

Existen periodos sensibles durante la vida,
sobre todo en la etapa infantil, donde si ccurren
situaciones adversas como maltrato, abandono
parental, pobreza extrema, entre otras causas du-
rante los primeros afios de vida, la depresion v el
incrementos en el consumo de drogas sera un re-
sultado muy probable.

Diversos estudios han demostrado gque
adultos gue sufrieron maltrato infantil tienen una

CONDUCTAS DE RIESGO

perdida de interés, senti-

mientos de culpa, falta de

autoestima, trastomos del sue-

fo o del apetito, sensacion de cansancio

y falta de concentracion. Ocurre en casi en el 67 %

de las personas gue han sufrido maltrato durante

los primeros anos de vida; sin embargo, la depre-

sion es una enfermedad muitifactorial donde se

pueden incluir diversos factores de riesgo como [os
ambientales, los genéticos, entre otros.

La relacion causal entre el maltrato infantil v
la depresion entre los seres humanos es dificil de
demostrar, por lo cual se han utilizado diversos mo-
delos animales para lograr replicar las situaciones
gue se han cbservado en los seres humanos.

Modelos animales de estrés en etapas tempranas
de la vida

De acuerdo al National Hurman Genome Re-
search Institute (MHGRI), un modelo animal es una
especie no humana gque se utiliza en la investiga-

Dentro de la sintomatologia podemos encontrar:

1. Cambios en el estado de dnimo (t

risteza, ansiedad, irritabilidad)

S €N cosas que en alguna etapa de la vida,

7. Pensamientos de suicidio

8

Dolores de cabe

3 y musculares
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cion para extrapolar aspectos de una enfermedad
humana, ya que los investigadores pueden realizar
experimentos que serian muy complicados o poco
eticos en seres humanos.

Se ha acunado el término de “estrés en eta-
pastempranas de la vida”, para indicar el estres que
se sufre en los primeros dias de vida postnatal, si se
trata de roedores, o meses si se trata de otras es-
pecies. Si bien este término podria también abarcar
el periodo gestacional, en nuestro caso nos referi-
remos solamente al periodo postnatal (después de
nacer).

El modelo de separacion materna fue descri-
to a mediados de la decada de los 60 por Levine,
y este ha sufrido modificaciones con el paso de los
anos, pudiendo encontrar modelos con separacion
maternal por periodos de tres horas por la manana
y tres horas por la tarde desde el posnatal dos has-
ta el posnatal 20, o periodos de tres o cuatro horas
durante la manana desde el posnatal uno hasta el
posnatal 14.

Tambien existe una variacion donde se separa
de manera individual a las crias de sus hermanos.
Otro tipo de estresor temprano es el destete pre-
coz, el cual consiste en destetar a las crias de ratas
al dia posnatal 15, esto resulta ser un fuerte evento
traumatico durante la infancia ya que se rompe el
vinculo entre la madre y la cria.

Estos modelos se basan en las observaciones
sobre los roedores, ya gue las crias de roedor nacen
un tanto inmaduras y por lo tanto dependen gran-
demente del cuidade materno para su desarrollo. Al
privar a las crias del contacto con la madre, se les
priva de los estimulos sensoriales necesarios para
el desarrollo v maduracion adecuados del sistema
nervioso del infante. Esto se hace mas pronunciado
al separar de forma individual a las crias, privando-
los también del contacto sensorial (piel a piel) de los
hermanos.

Esta carencia de estimulos, sumada a la per-
cepcion de estrés de la crig, resulta en el animal
adulto en una mayor ansiedad y una respuesta fi-
siologica mayor —incluso exacerbada—, ante los
estimulos estresantes que se le presentan en la vida
adulta.

Los modelos animales ademas muestran gue
el estrés en etapas tempranas de la vida, puede in-
ducir cambios en el material genético del individuo
expuesto, es decir, que modifican la informacion
genética heredada. Estos estudios corroboran las
observaciones hechas en el ser humano, confirman-
do que la presencia de estrés en etapas tempranas

scbermds o

de la vida puede modificar la conducta del individuo
y su respuesta fisiologica a eventos posteriores de
estres.

Estrategias para disminuir el maltrato infantil
Una de ellas es establecer guarderias para
los hijos de aquellas madres en las que se detecte
que sufren de depresion activa, v que por lo tanto,
tienen un menor cuidado hacia los hijos. Asimismo,
la deteccion de violencia intrafamiliar, ha llevado a
proteger a los infantes retirandolos de la casa ma-
terna y poniéndelos eninstituciones especializadas
para su cuidado. Por otra parte, el conocimiento
adquirido con los modelos animales de estrés en
etapas tempranas, permitira implementar nuevos
programas de salud que se enfoguen en la dismi-
nucion del maltrato infantil temprano, ne sclo me-
diante su prevencion y deteccidn, sino también uti-
lizando agentes terapéuticos que contrarresten los
efectos a largo plazo inducidos por el estrés. Esto
permitira que las intervenciones tempranas en los
nifios maltratados, tengan un impacto superior en
la reduccion de los sintomas relacionados a la de-

presidn.
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