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RESUMEN

En este trabajo experimental se estudid el efecto del estrés neonatal, tanto
sobre la produccion de IL-6 e IL-12, como sobre las respuestas de ansiedad, en
ratonas adultas de dos meses de edad. Para ello se utilizaron cuatro grupos de
ratonas ICR, recién nacidas, que fueron sometidas a diferentes situaciones
estresantes. El grupo | fueron las ratonas que solo se estresaron neonatalmente
por separacion materna por 3 horas, durante 15 dias; el grupo Il fueron las ratonas
qgue recibieron tanto el estrés neonatal por separacién materna como el estrés por
inmovilizacién de la edad adulta. El grupo Il fueron ratonas que solo se estresaron
durante su edad adulta, por inmovilizacion en tubo, durante 1 hora, una sola vez.
El grupo IV fue un grupo control de ratonas que no tuvieron ningun tipo de estrés.
Cuando los animales tenian dos meses de edad, se evaluaron sus respuesta de
ansiedad, utilizando las pruebas etoldgicas de laberinto elevado y de la tabla de
husmeo. Para evaluar el efecto del estrés sobre el sistema inmune en esos
mismos animales, al dia siguiente de haber efectuado las pruebas etoldgicas se
determinaron las interleucinas 6 y 12 en el suero de todas las ratonas, utilizando
un ELISA-sandwich.

La cuantificacion de las interleucinas mencionadas mostré que el estrés
neonatal produce un aumento estadisticamente significativo en la IL-6, en relacidon
al grupo control. Lo mismo sucedié cuando las ratonas son estresadas unicamente
en la edad adulta. Por su parte, la IL-12 no mostré cambios estadisticamente
significativos en ninguno de los grupos de ratonas que fueron estresadas

neonatalmente, en la etapa adulta o en ambos.

En cuanto a las pruebas de ansiedad, la prueba de laberinto elevado mostré
una tendencia a aumentar la respuesta de ansiedad en las ratonas estresadas,
aunque ésta no fue estadisticamente significativa. Por el contrario, en la prueba
del husmeo, las ratonas mostraron un comportamiento diferencial, de acuerdo al

tipo de estrés que recibieron. Analizando la respuesta de ansiedad en la periferia



de la tabla de husmeo, se encontr6 que el estrés neonatal disminuye
significativamente la conducta exploratoria cuando las ratonas reciben un segundo
estrés en la etapa adulta. Por otro lado, el estrés neonatal y el estrés de la etapa
adulta promueven ligeramente la conducta exploratoria de las ratonas en la
periferia. Cuando se analiza el husmeo en el centro, tanto en las ratonas que
reciben solo el estrés neonatal como las que reciben el estrés neonatal y el estrés
a las 6 semanas de edad, se encuentra que el estrés neonatal deja una huella en
la conducta, porque disminuyen su actividad exploratoria. En cambio, el estrés de
la edad adulta favorece la actividad exploratoria de las ratonas.

En este trabajo se comprobd que el estrés neonatal si deja una huella, tanto
inmunologica como conductual, que se revela en la conducta exploratoria de la
tabla de husmeo y en los niveles de IL-6 séricos. Existe una relacién inversa entre
los niveles de IL-6 y la actividad exploratoria en las ratonas que recibieron un
estrés neonatal. Cuando las ratonas reciben el estrés neonatal solo o junto con el
estrés en la etapa adulta, disminuyen su actividad exploratoria pero aumentan su
produccion de IL-6. Por los tanto, la conducta exploratoria y la producciéon de IL-6
pudieran ser parametros confiables para seguir estudiando las consecuencias del

estrés temprano.



I. ANTECEDENTES

1.- Definiciéon de estrés

Numerosas definiciones se han propuesto para el concepto de estrés. Existen
definiciones bioldgicas y psicoldgicas para el estrés, que fue descrito por primera
vez por Hans Seyle, después de inyectar ratas con extractos de ovarios disueltos
en formalina. El lo llamé el Sindrome General de Adaptacién (GAS por sus siglas
en inglés), en el que observd un aumento en el tamafio de las glandulas

suprarrenales y una disminucion del tamafo del timo.

La definicion biolégica del estrés es todo aquel estimulo o amenaza, real o
imaginaria, que pone en riesgo la vida del individuo. El estrés activa una
respuesta fisioldgica inespecifica, que se presenta en todo ser vivo, desde los mas
sencillos hasta los mas complejos. En los animales superiores se caracteriza por
un aumento del cortisol (en humanos) o cortisona (en animales) y catecolaminas
(adrenalina). Otras manifestaciones de la respuesta de estrés son el aumento de
la glucemia, con la supresion de otras funciones no necesarias en ese momento

como son la alimentacion, la reproduccion y el suefio.

El estrés biolégico también se ha estudiado a nivel celular, siendo la
mitocondria el sitio principal de su produccion. Se le conoce como estrés oxidativo
y en él los radicales libres, producidos por el oxigeno (ROS) o por el nitrégeno
(NOS) durante el metabolismo de la glucosa, reaccionan con las proteinas, acidos
nucleicos y lipidos de la célula, modificando su estructura y la funcion. Este tipo de
estrés se puede incrementar en condiciones fisiolégicas como el ejercicio o en
muchas patologias humanas como la hipertension, la aterosclerosis, la diabetes

mellitus, hipercolesterolemia, envejecimiento, etc (Drummond, 2011).

El estrés psicoldgico es todo aquello que haga sentir exaltado, furioso o tenso a
una persona. Se puede sentir estrés por situaciones como casarse, mudarse de
casa o trabajo, tener hijos, los examenes escolares, la solicitud de un empleo,
enfrentar un problema, etc. El estrés es parte de la vida cotidiana y se ha dicho

que estrés es vida o que la vida es estrés, porque no puede existir la vida sin que
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se tengan que enfrentar retos diarios en los que se debe reaccionar rapidamente,

como en una situacion estresante.

El estrés es una constante en nuestras vidas, necesario para la adaptacién y
supervivencia. Cualquiera que sea la forma de estrés que se presente, éste
prepara al organismo para una respuesta de lucha o huida, ya que aumenta las
probabilidades de supervivencia frente a una amenaza a corto plazo.

Por otra parte, el estrés puede inducir ansiedad. La ansiedad generalizada se
define como un estado de malestar caracterizado por intranquilidad, expectacion
aprehensiva y aumento de la vigilancia en ausencia de un estimulo
desencadenante. Con frecuencia se manifiestan también reacciones autonémicas,
como sudoracién, taquicardia, alteraciones gastrointestinales, tension muscular,
temor e insomnio, entre otras (Kaplan y Sadock, 1991). Asimismo, la ansiedad
también puede definirse como uno de los procesos cerebrales directamente
involucrados en la sobrevivencia de diferentes especies animales, especialmente
de aquellas que por su naturaleza son victimas de los depredadores (Kaplan y
Sadock, 1991; LeDoux, 1995; Lister, 1990).

En roedores, el estado de ansiedad esta directamente asociado con el

comportamiento defensivo.

De acuerdo al tiempo de duracion y las consecuencias que produce el estrés,
se le ha clasificado en 2 tipos: agudo y cronico.

2.- Estrés agudo y estrés cronico

Estrés agudo es el tipo de estrés que tiene una duracién de minutos a horas.
Activa el estado de alerta en los individuos e induce un incremento moderado en la
produccion de adrenalina y cortisol. Este tipo de estrés tiende a ser benéfico
porque activa temporalmente al organismo, para que sea capaz de atender o
enfrentar los retos de la vida diaria. Desde el punto de vista inmunoldgico, el
estrés agudo aumenta la respuesta inmune adaptativa e innata al producir un

mecanismo defensivo, por lo que mejora las defensas del organismo. Cuando esta
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respuesta de estrés se prolonga en el tiempo o no se elimina el agente causal del

estrés, se produce un estrés cronico.

El estrés crénico es el tipo de estrés que persiste por semanas o meses. En él
se produce un aumento notable en la produccion de cortisol, al principio, que
después va disminuyendo paulatinamente. Como el estimulo estresante persiste
en el estrés cronico, se van desgastando los mecanismos regulatorios que tienden
a mantener el estrés bajo control, lo que genera enfermedades. En términos
inmunoldgicos, el estrés cronico disminuye la inmunidad, al elevar los mecanismos
inmunosupresores del organismo, ya que producen una menor cantidad de células

inmunes o reducen sus actividades.

El caso en el cual la respuesta de estrés deja de representar un mecanismo
defensivo se presenta cuando las agresiones o los dafios se prolongan demasiado
y se vuelven cronicos; promoviendo una defensa prolongada que se vuelve
desgastante. Este estrés crénico se caracteriza, también, por el aumento
prolongado en la produccion de citocinas pro-inflamatorias y hormonas esteroides,
que causan alteraciones bioquimicas en algunas regiones del cerebro como el

hipotalamo, la amigdala y el hipocampo (Reyes y Garcia, 2005).

3.- Cambios bioquimicos en el estrés
Activacion de la respuesta de estrés.

La respuesta de estrés es un evento fisioldgico que para activarse requiere de 3
acontecimientos ordenados: primero, que se presente el estimulo estresante;
segundo, que ese estimulo estresante sea reconocido como amenazante, por
medio del cerebro y, tercero, se responda ante el agente dafiino, mediante el
sistema fisiolégico de lucha o defensa.

La respuesta del organismo al estrés produce la interaccién de estructuras de
integracion en el cerebro, en particular en el nucleo paraventricular del hipotalamo
y la amigdala. La estimulacion del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal (HHA) hace

que se sintetice la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el hipotalamo,
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que llega a la hipdfisis anterior, y ahi libera a la hormona adrenocorticotropica
(ACTH). Esta hormona viaja por la circulacién hasta las glandulas suprarrenales,
donde induce la secrecion de cortisol, el que a su vez ejercen un control inhibitorio
sobre los receptores centrales inhibiendo la respuesta hormonal al estrés y
restaurando el estado de equilibrio (Vidal, 2006).

Las hormonas del eje HHA tiene un rol protector en la adaptacion al estrés, pero
una activacion sostenida o desequilibrada ejerce efectos dafinos en un
organismo. Asi como el sindrome de adaptacion general desencadena cambios de
conducta, fisiolégicos y bioquimicos, las células individuales responden a
situaciones de estrés activando sistemas de segundo mensajero,
desencadenando mecanismos de respuesta, algunos de los cuales intervienen en
el proceso de muerte celular. El incremento en los niveles de glucocorticoides y
catecolaminas disminuyen la respuesta inmune celular y favorecen la
susceptibilidad a las infecciones y el desarrollo de una respuesta inmune humoral
(Elenkov y Chrousos, 1999). Ademas, esta demostrado que los glucocorticoides
disminuyen la celularidad del timo al inducir la muerte de los timocitos por
apoptosis o inmunosupresion, al romper el complejo del receptor de los linfocitos T
(Lowenberg et al., 2007).

4 - Cambios en el Sistema Nervioso Central

La funcion basica del sistema inmune es reconocer lo que es propio de aquello
que no lo es y defender al organismo de sustancias extrafias. Para cumplir esta
funcién recibe informacion del sistema nervioso central (SNC) y el sistema
endocrino. EI SNC recibe informacion de los 6rganos sensoriales, de los sistemas
inmune y endocrino y, de esta manera, controla y regula sus respuestas. A su vez,
la funcién del sistema endocrino es recibir informacion del cerebro y del sistema
inmune, y mediante la secrecion de hormonas, regular la actividad de éstos. El
cerebro tendria asi una funcidn triangular dirigida al mantenimiento de la
homeostasis, que integraria estrechamente los tres sistemas sefalados
(Rodriguez, 2000).
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La bidireccionalidad entre el sistema inmune y el sistema nervioso esta
claramente establecida (Blalock, 2005). Una gran cantidad de receptores para las
citocinas pro-inflamatorias se encuentran en el sistema nervioso central y otras
cantidades de receptores especificos para neurotransmisores son expresados en
las células inmunes periféricas (Straub et al; 1998). Cada vez que se liberan
neurotransmisores por el sistema nervioso, éstos influyen sobre las células de los
sistemas endocrino e inmune. Estos sistemas estan interconectados porque

comparten la produccién de varios mensajeros y receptores.

El cerebro modula el sistema inmune mediante la inervacion directa o por la
accion de neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas. Las lesiones cerebrales,
el estrés, las enfermedades psiquiatricas y neurodegenerativas pueden alterar
significativamente la sintesis, liberacion y metabolismo de los neurotransmisores vy,
por lo tanto, alterar la inmunidad celular y humoral. Inversamente la respuesta

inmune e inflamatoria afectan las funciones del SNC.

El principal nexo entre el cerebro y el sistema inmune lo constituye el sistema
nervioso autdbnomo, simpatico y parasimpatico. El timo posee inervaciéon vagal
mediada principalmente por acetilcolina. La conexion del sistema nervioso
autonomo simpatico (SNS) con los d&rganos inmunes es principalmente
noradrenérgica (Rodriguez, 2000). En el bazo, el desarrollo de las vias
catecolaminérgicas en los revestimientos linfaticos periarteriolares, se acompana
de cambios paralelos en la distribucion y organizacion espacial de los linfocitos T,
indicando que la noradrenalina regula el desplazamiento de los linfocitos T dentro
del bazo y la disposicion en compartimientos de las células T y B, justo después
del nacimiento (Mardomingo, 1994).

El sistema nervioso simpatico esta relacionado con la respuesta de estrés al
liberar neurotransmisores que producen aumento en la presion arterial, la
frecuencia cardiaca, la respiracion, la glucosa en la sangre, la sudoracion, los

factores de coagulacién, la acidez en el estbmago, la produccion de lagrimas.

El hipotdlamo es la estructura anatomica que coordina la respuesta del

organismo al estimulo estresante mediante las secreciones hormonales de los
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organos endocrinos y la accion del sistema nervioso autonomo, que inerva los
tejidos del sistema inmune. La biologia molecular, mediante la dilucidacion de los
mecanismos implicitos en la transduccion de sefales, nos ha permitido entender
las multiples posibilidades de la comunicacién cruzada (cross-talk) celular, que se
realiza entre neurotransmisores, hormonas o citocinas. De esta manera el SNC
puede producir una respuesta neuronal, endocrina, inmune o emocional,

inmediata, mediata; unica o multiple y diversa (Rodriguez, 2000).

5.- Consecuencias clinicas del estrés

Como el estrés es una respuesta fisioldégica que se activa frente a un estimulo o
agente estresante e involucra la puesta en marcha de todos los sistemas del
organismo, el sistema nervioso responde liberando catecolaminas, mientras que el
endocrino libera cortisol y el sistema inmune responde activando las células de la
respuesta innata. La activacion de estos 3 sistemas lleva a un incremento del ritmo
cardiaco, sudoracién, dolores de cabeza, tension muscular, dolores abdominales,
boca seca, necesidad de orinar, insomnio, depresion, desesperacion, irritabilidad,
cansancio, dificultad para concentrarse. Las células inmunologicas incrementan
su numero y la produccion de mediadores solubles como las citocinas IL-1, IL-2,
IL-6, TNF-a, INF-y y quimiocinas como IL-8. En un proceso infeccioso, estas
citocinas son las responsables de los sintomas que experimentan los personas

enfermas (Reyes, 2007).

Diversos trabajos experimentales han reportado que cuando las personas se
enferman con un agente infeccioso, presentan una serie de sintomas
inespecificos, tales como debilidad, malestar, incapacidad para concentrarse,
hipersomnio, anorexia, disminucion de la actividad y pérdida de interés por las
actividades diarias. A este sindrome se le denomina “conducta del enfermo” que
es el resultado del proceso de debilitamiento que se presenta durante la infeccion.
Investigaciones recientes han establecido que estos sintomas son el resultado de
la accion directa del sistema inmune sobre el sistema nervios central, como

consecuencia de la accion de las citocinas que alteran la neurotransmision vy
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modulan las funciones endocrinas en el cerebro, originando cambios de

comportamiento y cognitivos (Moreno et al; 2009).

Al actuar sobre el sistema nervioso, las citocinas estimulan las neuronas que
controlan la vida neurovegetativa y modifican la liberacion de los
neurotransmisores (las catecolaminas), que son mediadores de las principales
manifestaciones clinicas del estrés. Estos neurotransmisores representan una
especie de interfase en las relaciones entre el sistema inmune y el cerebro, como
un mecanismo mas de retroalimentacion (por ejemplo produccién de
glucocorticoides y de GABA), que tiende a modular neurolégicamente los
mecanismos defensivos (Reyes y Garcia, 2005).

6.- Estrés neonatal

Para estudiar el estrés se han creado multiples metodologias que se utilizan en
humanos y en animales de experimentacion. Estas estan enfocadas a buscar
cambios bioquimicos o conductuales que son producidos por modificaciones en el

medio ambiente o producidos por farmacos.

En muchos organismos, la manipulacién experimental en el desarrollo temprano
ha demostrado tener efectos importantes en la conducta de miedo y de ansiedad
en la edad adulta (Bakshi y Kalin, 2002).

Algunos estudios utilizan el modelo de “separacion materna” para inducir un
estrés temprano en los animales de estudio. En este modelo, las crias son
separadas de su madre en puntos criticos durante su desarrollo y el efecto de este
estrés se estudia mas tarde durante su vida (Schmidt et al., 2003).

El mecanismo exacto por el cual la separacion materna afecta el
comportamiento y el perfil neuroquimico de los individuos adultos aun no esta
totalmente entendido, pero incluye alteraciones y implicaciones cruciales en los

procesos emocionales y cognitivos (Aisa et al., 2007).
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Se propone que cuando el estrés y el aumento conjunto en la produccion de
citocinas pro-inflamatorias ocurre tempranamente, pueden dejar “huellas” que se
prolongan hasta la vida adulta. Investigaciones realizadas sobre la relacion madre-
hijo, en roedores sometidos a condiciones estresantes, muestran que el estrés
inducido al comienzo de la vida puede influir mas adelante sobre la conducta del
animal adulto (Garcia y Reyes, 2004). En monos, las consecuencias del estrés
neonatal se pueden observar hasta en la juventud de esos animales, que
disminuyen la respuesta de algunas citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-

6, cuando son estimulados con endotoxinas (Coe et al; 2002).

7.- Estrés y citocinas

Las citocinas son glucoproteinas de bajo peso molecular, secretadas
principalmente por las células del sistema inmune, que sirven de mensajeras entre
ellas, las células del sistema nervioso y/o el endocrino. Participan en el inicio,
desarrollo y control la inmunidad innata, la inmunidad adquirida y la inflamacién.
Ejercen su accidén en las células blanco, a través de receptores especificos de
membrana que luego transducen la sefial hacia el nucleo. Existen diferentes
familias de citocinas, producidas por una gran variedad de células, con diferentes
actividades biologicas; las mas importantes son: los factores hematopoyéticos, las

interleucinas, los interferones, las quimiocinas y el factor de necrosis tumoral.

Se ha observado que las citocinas que pueden influir sobre la conducta son las
mismas que inducen y/o modulan la respuesta vascular de las reacciones
inflamatorias y que, por lo tanto, pueden ser clasificadas como facilitadoras (IL-1a.,
IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-18, IL-12, INF-y, IL-2, quimocinas) o inhibidoras (IL-10, IL-6,
TGF-p, IL-4, IL-13) de la inflamacion (Reyes, 2007).

Las interleucinas (IL) y los factores necrosantes de tumores (TNF) son 2 clases
de citocinas que no solo estan relacionadas con la respuesta del sistema inmune,
sino también con la respuesta inflamatoria (Goldsby et al; 1999) y con los cambios
en la conducta (Dantzer, 2001).
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Las interleucinas IL-1, IL-6, TNF-a causan alteraciones neuroendocrinas y
conductuales que, por una parte activan el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, con la
secrecion consiguiente de la hormona liberadora de corticotropina, la hormona
adrenocorticotropica y glucocorticoides (cortisol) y, por otra parte, son

responsables del sindrome que se denomina “conducta del enfermo”.

Ademas, se ha observado que cuando se eleva la concentracién de IL-6, IL-1,
TNF-a, IL-12 e IL-2 ellas influyen sobre el suefio, la temperatura corporal, el
apetito, las conductas locomotoras y exploratoria, asi como sobre el estado de
animo (Dantzer, 2007). Cabe mencionar que la CRH activa los comportamientos
observados en la respuesta al estrés (Bakshi et al., 2002).

Por otro lado, esta ampliamente demostrado que cuando se presenta un estrés
cronico, las citocinas pro-inflamatorias como la IL-12, disminuyen su produccion y
su efectividad (Levi et al., 2011).

8.- Interleucina-6 (IL-6)

La Interleucina 6 es una proteina soluble, glucosilada que sirve de mensajera
entre las células del sistema inmune, nervioso y endocrino. Es el miembro
principal que da nombre a la familia de las citocinas de la IL-6, que incluye la
interleucina 11 (IL-11), el factor inhibidor de leucemia (LIF), el factor neurotrépico
ciliar (CNTF), la cardiotrofina-1 (CT-1) y la oncostatina M (OSM). La IL-6 ejerce
funciones importantes en la regulacion inmune, inflamacion, neurogénesis,
oncogeénesis, la activacion de la respuesta de fase aguda, la induccién de fiebre, la
remodelacion del hueso, la hematopoyesis, la activacién de la inmunidad innata.
(Kishimoto 2010). Sus actividades biolégicas las comparte con CNTF, LIF y OSM.

La IL-6 se produce constitutivamente a muy bajos niveles, aunque su
produccion puede aumentarse rapidamente, de novo, bajo estimulacion, después
de lo cual es secretada en diferentes masas moleculares, desde los 19 a los 26
kDa.
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Las principales células productoras de IL-6 son macrofagos, fibroblastos,
células endoteliales, monocitos en respuesta a diferentes estimulos internos y
externos, especialmente en procesos inflamatorios. También puede ser producida
por los linfocitos Th2 CD4" que ya han reconocido un antigeno, células tumorales,
neuronas, células de la glia, trofoblastos y células de Leydig (Akdis et al; 2011).

Las endotoxinas bacterianas, infecciones virales, forskolina, forbol miristato
acetato (PMA), ionoforo de calcio A23187, IL-1, TNF-a, adrenalina, son buenas
inductoras de la sintesis de IL-6, al igual que cualquier dafo tisular que active
macrofagos o células epiteliales.

La IL-6 puede actuar sobre una gran variedad de tipos celulares que incluyen a
las neuronas del hipotalamo, amigdala, células de Sertoli, ovario, células del
sinovio, células del mesangio, hepatocitos, médula ésea, entre otras, a través del
receptor de la IL-6 (IL-6R), una glucoproteina transmembranal formada por 2
subunidades. Una que se une a la IL-6, y la otra, la gp130, que transduce la sefial
que va a activar las vias de las cinasas JAK-STAT y el factor de transcripcion
NFkB, que activa la sintesis de otras citocinas pro-inflamatorias (Suzuki et al;
2011).

Las actividades biologicas de esta interleucina pleyotrépica la involucran con
una gran variedad de procesos fisiologicos entre los que estan: en el cerebro, la
IL-6 es un factor neurotréfico que participa en su remodelacion, la sobrevivencia
de las neuronas, neurogenesis y neuroregeneracion. En las células beta del
pancreas, ella aumenta la secrecion de insulina (Suzuki et al., 2011). Se le
encuentra elevada en el suero de pacientes con una gran variedad de condiciones
patolégicas que incluyen la activacién de una reaccion inflamatoria: infecciones
virales o bacterianas, enfermos con SIDA, en pacientes con tumores o con artritis
reumatoide, en mixoma cardiaco, aterosclerosis, diabetes, esclerosis multiple y
Alzheimer, enfermedad de Parkinson y de Huntington, depresion, autoinmunidad y
hasta en autistas (Spooren et al., 2011).

La IL-6 esta implicada en un amplio espectro de actividades biologicas, en

defensa humoral asi como en celular. Es una interleucina pleyotropica porque
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puede actuar sobre varios tejidos diferentes y estimular distintas actividades
bioldgicas. Estimula la sintesis de las proteinas de fase aguda por los hepatocitos,
al mismo tiempo que participa en la induccion de las reacciones inflamatorias que
se necesitan para controlar las infecciones. Participa en la modulacion de la
inflamacion cuando estimula la hipofisis y provoca un aumento en la produccion de
la hormona adrenocorticotropica (ACTH) estimulando las adrenales y eleva la
sintesis de glucocorticoides. También estimula la expresion de las moléculas HLA
de clase | sobre la membrana de fibroblastos y es un modulador de la proliferacion
inicial del tejido hematopoyético de la médula 6sea. Influye sobre la diferenciacion
de varias células nerviosas (Kishimoto et al; 2010).

9.- La Interleucina 12

La interleucina 12 es una glucoproteina de secrecion compuesta por las
subunidades de 35 y 40 kDa; es el miembro principal de la familia de la
interleucina 12, que ademas incluye a la IL-23, IL-27 e IL-35, casi todas ellas
diméricas (Akdis et al., 2011). La p35 tiene secuencias de aminoacidos que la
relacionan con la IL-6, mientras que la subunidad p40 tiene una homologia con el
dominio extracelular del receptor de IL-6 (IL-6R).

Es producida por células presentadoras de antigeno como las células
dendriticas (CD), monocitos, macrofagos, células de la glia y neutrofilos y en
menor grado por células B.

El receptor heterodimérico de la IL-12 (IL-12R) esta compuesto por IL-12Rp1, la
cual es una estructura relacionada con la superfamilia de receptores de citocinas
tipo I, y por IL-12Rp2, la cual es un homdlogo de la subunidad gp130. Este
receptor es expresado en células T, NK y dendriticas (CD) activadas y lineas de
células B.

Participa en la inmunidad adquirida, ayudando al desarrollo y mantenimiento de
las células Th1, al incrementar los niveles de INF-y en las células Th1 y NK (Akdis

et al 2011), granzimas, TRAIL, FasL y CCL5. Ademas, activa indirectamente la
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actividad antimicrobiana, antiparasitaria y antitumoral de los macrofagos y la
actividad citotoxica de las células NK y las células asesinas activadas por
linfocinas (LAK). Incrementa la maduracion de los linfocitos T citotoxicos activados
y es un factor estimulador de la maduracion de las células NK. La IL-12 es
excelente para inhibir la metastasis y el crecimiento tumoral en modelos murinos,
aunque su aplicacion en pruebas clinicas es limitada por inducir toxicidad
gastrointestinal, leucopenia y esplenomegalia (Xu et al., 2010). La IL-12 induce la
produccion de INF-y en las células NKy T.

10.- Hormonas y citocinas

Las hormonas sexuales estrogeno, testosterona y progesterona ejercen
principalmente una actividad inhibitoria sobre la inmunidad (Giannoni et al., 2011),

ya que disminuyen la produccion de citocinas pro-inflamatorias.

La comunicacién entre el sistema endocrino y el sistema inmune se lleva a cabo
por accidn de las hormonas y citocinas. El sistema endocrino modula la respuesta
del sistema inmune, a través de los receptores para hormonas que poseen las
células inmunes. A la inversa, los tejidos del sistema endocrino poseen receptores
para citocinas que permiten modificar su actividad. Ademas, los leucocitos pueden
producir diferentes hormonas, bajo condiciones normales, infecciosas o por
activacion con neurotransmisores, mientras que las células del tejido endocrino
pueden producir diferentes citocinas en condiciones normales o de estrés
(Rodriguez, 2000).

La hormona liberadora de corticotropina (CRH) es clave en la modulacion
inmunoendocrina durante la inflamacion y el estrés. Es producida a nivel del SNC
por el hipotalamo y la pituitaria, mientras que a nivel periférico es producida por el
bazo y algunas células inmunes como los linfocitos T y los macrofagos, en los
sitios que hay inflamacién aguda o cronica. Periféricamente, la CRH parece actuar
como un mediador pro-inflamatorio autocrino y paracrino, ya que después de que

se une a sus receptores en los leucocitos, se produce AMPc, el cual estimula la
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secrecion de IL-1, IL-6 y ACTH en los monocitos y macréfagos (Vidal, 2006).

Existe evidencia de que las hormonas sexuales tienen un papel en la
modulacién del sistema inmune, como parece senalarlo la mayor frecuencia de
enfermedades autoinmunes en las mujeres (lupus eritematoso sistémico,
esclerosis multiple, artritis reumatoide). Entre las hormonas sexuales, el papel
clave en la modulacion del sistema inmune parece tenerlo la hormona liberadora
de la hormona luteinizante (LHRH). Sus agonistas revierten la atrofia del timo y la
disminucién de la respuesta linfoproliferativa relacionada con la edad, mientras sus
antagonistas reducen la linfoproliferacion, el porcentaje de células CD4+ y el peso
del timo (Garcia-Tamayo, 1995). Los estrégenos reducen los timocitos inmaduros
y aumentan la respuesta humoral, mientras la testosterona suprime tanto el

desarrollo celular como la produccién de anticuerpos (Song y Leonard, 2000).

11.- Estrés y conducta

La activacién del sistema inmune estd acompafnada de una variedad de
cambios en el comportamiento (Kent et al; 1992) tales como anorexia, la reduccion
en la locomocion y en la actividad exploratoria (Dantzer et al; 2007). Las citocinas
pro-inflamatorias secretadas como parte de un proceso inflamatorio tienden a ser
las responsables de estos cambios conductuales, que también se activan cuando
se presenta un estrés psicologico.

Cuando el tipo y niveles de citocinas se aumentan a causa de la presencia
permanente de los agentes estresantes, éstas se mantienen activas durante
demasiado tiempo; entonces, la mayor produccion de las citocinas o la
concentracion elevada de glucocorticoides se convierten en factores que pueden
influir sobre la conducta, produciendo por ejemplo depresion (Leonard, 2001).

En los ultimos 20 afos se han encontrado pruebas de que las citocinas pro-
inflamatorias también tienen una actividad muy importante durante el desarrollo
embrionario del cerebro, tanto en humanos como en ratones. Es por ello que los

cambios bioquimicos del estrés neonatal, mediados por citocinas, pueden afectar

22



de una manera permanente el volumen y la celularidad de varias regiones del

cerebro, trascendiendo en la conducta del individuo adulto (Coe et al, 2003).

Se ha observado que algunas alteraciones en la conducta pueden influir sobre
la concentracion en el suero de varias hormonas y/o citocinas (Elenkov et al;
2000). Cabe mencionar que las enfermedades mentales tales como la
esquizofrenia, la depresion y el autismo se acompafan de niveles elevados de IL-

6 en el suero.

12.- Pruebas etoldgicas

Para medir la conducta de ansiedad o la actividad ansiolitica de farmacos en los
roedores o animales pequefios existen diferentes métodos: privacion de
agua/comida, shock eléctrico, ruidos fuertes, exposicion a olores de depredadores,
nado forzado, todos ellos basados en la exposicion a un estimulo dafino que
produce una respuesta condicionada.

a) Laberinto elevado.

Un método muy simple y validado para medir la ansiedad en roedores es la
prueba en el laberinto elevado (Wall and Frye, 2007), que ademas ayuda a definir
regiones del cerebro y los mecanismos subyacentes relacionados con el
comportamiento de ansiedad. EIl numero total de entradas representa la actividad
locomotora, mientras el porcentaje de tiempo que pasan en los brazos abiertos y
el porcentaje de entradas en ellos indica la ansiedad, independientemente de la
locomocion (Hogg, 1996).

El laberinto elevado es una estructura en forma de cruz, de 4 brazos, que se
eleva 50 cm del piso. Cada brazo de la cruz es equidistante, con 10 cm de ancho x
50 cm de largo; 2 brazos estan descubiertos y 2 brazos estan cubiertos por
paredes elevadas de 40 cm.

La prueba de ansiedad en el laberinto elevado consiste en exponer a los
roedores a un ambiente nuevo, colocandolos en el centro de la cruz, con la cara

hacia un brazo cerrado durante 5 minutos, una sola vez. El comportamiento
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ansiolitico o ansiogénico se registra en video, colocando la camara en lo alto del
cuarto de registro. Esta prueba conductual evalua la tendencia natural que tienen
los roedores hacia los espacios cerrados u oscuros y su miedo a los espacios
abiertos o elevados.

b) Tabla de husmeo

Otro método para medir la conducta de ansiedad en ratas y ratones es la tabla
de husmeo, que consiste en una placa de acrilico de 40 x 40 cm y 1 cm de
espesor, con 16 agujeros de 1.5 cm de diametro, colocados de manera
equidistante. Ademas tiene unas paredes de acrilico de 40 cm de alto para evitar
que se escapen los ratones Esta prueba, al igual que el laberinto elevado, se
fundamenta en exponer a los animales a un ambiente nuevo, midiendo su

conducta exploratoria y su tendencia a huir (ansiedad).

Cabe mencionar que los indices de ansiedad en el laberinto elevado no se
correlacionan con la cantidad de exploracion en la tabla de husmeo (Weiss et al,
1998).

13.- ELISA

Los ensayos inmunoldgicos son procedimientos en los cuales se utilizan
anticuerpos como enlazantes “especificos” para identificar una gran variedad de
moléculas. Tienen aplicacion universal para la determinacion o cuantificaciéon de
farmacos terapéuticos, sustancias quimicas, diversas moléculas bioldgicas,
agentes infecciosos o los productos que ellos liberan. Estas interacciones
inmunologicas también son ampliamente usadas para buscar los anticuerpos de
respuesta del huésped en el suero, en la orina, en el liquido cefalorraquideo, en
saliva y en cualquier liquido biolégico (Guzman-Vazquez, 2004).

El radioinmunoensayo desarrollado en 1959 por Yalow y Berson, es el
precursor de los ensayos inmunoenzimaticos que fueron descritos originalmente
en 1971 por Engvall y Perlmann, y Van Wemen y Schuurs. Sin embargo, el uso de

material radioactivo ha limitado el uso del radioinmunoensayo, y a la vez ha
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popularizado el empleo del inmunoensayo enzimatico (EIA), del que hay dos
técnicas principales: el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y el
ensayo inmunologico multiplicado por enzimas (EMIT).

El ensayo inmunoabsorbente unido a enzimas (ELISA) utiliza una enzima, como
marcador de los anticuerpos, para mediar la formacion de complejos antigeno-
anticuerpo. El marcador enzimatico que se emplea en estos analisis se conjuga
con un ligando, que puede ser un antigeno, un anticuerpo especifico para el
antigeno de interés, o un anticuerpo primario (Brecher, 2003).

El ELISA se basa en el uso de antigenos o de anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunoldgica como enzimatica, pudiendo ser revelada mediante la adicion de un
substrato especifico que, en contacto con la enzima, producira un color observable
a simple vista y cuantificable por un lector de densidad Optica (Guzman-Vazquez,
2004).

La técnica de ELISA se caracteriza por presentar alta sensibilidad vy
especificidad, ademas brinda la posibilidad de analizar un gran numero de

muestras de manera sencilla, rapida y economica, sin mayor infraestructura.

Los anticuerpos utilizados en el método ELISA son de origen monoclonal o
policlonal, que se suministran como antisuero o fracciones de inmunoglobulinas
purificadas. Pueden ser solubles o estar inmoviles en un soporte soélido; reconocen
y se unen a un antigeno especifico 0 a un anticuerpo primario segun el protocolo
de analisis (Brecher, 2003). Los antigenos se purifican o se producen con
tecnologia recombinante; pueden estar inmoéviles o solubles, dependiendo del
protocolo de analisis.

Los conjugados enzimaticos son antigenos o anticuerpos unidos en forma
covalente a la enzima de eleccidn. Asi, el producto que se forma de la unién
covalente entre la enzima y el antigeno o anticuerpo es el conjugado (Guzman-
Vazquez, 2004). Es posible también marcar de forma no covalente anticuerpos o
enzimas con biotina y agregar avidina. La avidina posee cuatro sitios de unién

para la biotina y no todos ellos participan en la interaccion con el anticuerpo
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marcado con biotina. Este procedimiento se acorta utilizando anticuerpo marcado
con biotina y avidina marcada con la enzima (Brecher, 2003).

Las combinaciones de enzima y sustrato que se emplean en los diversos
meétodos ELISA incluyen: 1) peroxidasa de rabano y su sustrato peroxido de
hidrogeno, que en presencia de cromogeno o-fenilendiamina produce un producto
color amarillo-naranja medible, 2) beta galactosidasa y su sustrato o-nitrofenil-
beta-D-galactopiranésido, que se transforma en un producto nitrofenolado
amarillento medible; o 3) fosfatas alcalina y su sustrato p-nitrofenilfosfato, que
también se transforma en nitrofenolato de color amarillo intenso. En la técnica de
ELISA generalmente se utiliza acido sulfurico para inhibir la actividad enzimatica y
estabilizar el producto final de reaccién colorida (Brecher, 2003; Watkings, 2001).

72A



OBJETIVOS

Demostrar que el estrés neonatal cronico modifica la conducta de las ratonas
cuando se someten a un segundo estrés, en su edad adulta.

Estudiar si el estrés neonatal cronico, aplicado durante 2 semanas, modifica
significativamente la produccién de la IL-6 y la IL-12, en la edad adulta.

Estudiar si los cambios en la conducta inducidos por el estrés se evidencian
mejor en la prueba del laberinto elevado que en la prueba del husmeo.

HIPOTESIS

El estrés neonatal aplicado del dia 2 al 14, después del nacimiento, debera de
aumentar la produccion de IL-6 en el suero.

En las ratonas estresadas neonatalmente durante 14 dias, la sintesis de IL-12

sérica debera de incrementarse.

Los ratones que reciben un estrés durante dos semanas en su etapa postnatal y
luego se someten a un segundo estrés, en su edad adulta, deberan de tener un
cambio de conducta mayor al que presentan los animales que solo recibieron el

estrés neonatal.
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lll. MATERIAL Y METODOS
1.- Animales y grupos

Se utilizaron 4 ratonas embarazadas, Mus musculus ICR, compradas en
Harlan México, las cuales se mantuvieron en condiciones O6ptimas, con libre
acceso a alimento y agua, ciclos de luz/oscuridad de 12 h y temperatura de 22 +
0.1 °C. Cada una de ellas estuvo en su caja individual, en el bioterio del edificio E
de la Facultad de Quimica, UNAM, hasta que parieron. En total se obtuvieron 56
crias de las 4 camadas, con entre 13 y 15 crias por ratona. De estas camadas, 2
de ellas nacieron el mismo dia y se identificaron como M1 y M2, respectivamente;
las 2 restantes nacieron al dia siguiente y fueron identificadas como M3 y M4.

FIGURA 1. Imagen de las condiciones experimentales en las que mantuvieron a las mamas y a las
crias de las 4 ratonas ICR utilizadas en este experimento. Las camadas fueron marcadas, en sus

respectivas cajas, con el numero de crias y dia de nacimiento.

Las camadas M1 y M2 fueron seleccionadas para formar el grupo de ratones
Estresados, recibiendo desde el segundo dia de su nacimiento el primer tipo de
estrés, y las camadas M3 y M4 fueron seleccionadas para formar el grupo de
ratones Control. Estos dos grupos de ratones estresados y no estresados se
dividieron a su vez en dos subgrupos, dependiendo de si recibieron o no
inmovilizaciéon en la edad adulta (el segundo tipo de estrés). Asi, todos los ratones
se distribuyeron en 4 grupos: el grupo | estuvo formado por los ratones recién

nacidos que recibieron solo el estrés neonatal, el grupo Il fueron ratones que
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recibieron el estrés neonatal y el de inmovilizacion, el grupo Il estuvo formado por
los ratones que solo recibieron el estrés por inmovilizacién, y el grupo IV contenia
a los ratones que no recibieron estrés alguno. Para el experimento completo solo

se utilizaron 20 hembras hijas (5 ratonas/grupo).

2.- Induccion del estrés

El procedimiento utilizado para inducir estrés fue de dos tipos. En el primero
se aplicd un estrés neonatal, cronico, a los grupos | y Il provocado por separacion
materna. En él, al dia siguiente de su nacimiento, las crias se extrajeron de su caja
y se trasladaron a otra caja sin aserrin, sin tapa y sin calor adicional durante 3
horas. Al concluir este periodo de tiempo, las crias correspondientes se

devolvieron a su caja con su madre.

Este estrés se realizoé por 2 semanas completas, los 7 dias de la semana, y a
la misma hora, desde las 9 am a las 12 am, en los grupos | y Il. El traslado de los
ratones recién nacidos de una caja a la otra caja se realiz6 por la misma persona,
con el mayor cuidado posible, intentando la misma manipulacién siempre y usando

guantes de latex para no impregnar de olores externos a las crias.

FIGURA 2 . El estrés por separacion materna, se realiz6 a los grupos | y Il, en una caja de

policarbonato desprovista de cama de aserrin, durante 3 horas por 14 dias.
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Una vez terminado el estrés neonatal, todas las crias se dejaron crecer hasta
alcanzar las 3 semanas de vida; en ese momento, se destetaron y se separaron

por sexos, colocando 5 ratonas por caja.

El segundo tipo de estrés, agudo, se indujo en las ratonas jovenes, de 6
semanas de edad, mediante su inmovilizacion. Para ello, se utilizé6 un tubo de
centrifuga de 50 ml, perforado en la punta; se introdujo completamente a cada
ratona, con la cara hacia el orificio y cerrando el tubo con su tapa. Enseguida, el
tubo se colocd parado verticalmente sobre la tapa y se dejo asi a cada ratona,
durante una hora. Este estrés se aplico una sola vez a las ratonas de los grupos Il
y lll, después de haber comprobado que todas se encontraban cicladas en
Metaestro.

a) b)

FIGURA 3. Imagen que muestra como se produjo el estrés por inmovilizacién, durante 1
hora, a cada ratona de 6 semanas de vida. a) Se colocé a cada animal dentro de un tubo de
centrifuga de 50 ml, con la punta perforada. b) Luego, se introdujo completamente la ratona en el

tubo y se colocé verticalmente sobre la mesa.

Para identificar a las hembras se marcaron por medio de muescas en las
orejas, quedando asi: grupo |, un orificio en la parte inferior de la oreja derecha,
grupo II, un orificio en la parte inferior de la oreja izquierda. El grupo Il se identificd
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con un orificio en la parte superior de la oreja derecha. El grupo IV no fue

marcado.

3.- Ciclado en las ratonas adultas

Para estudiar el efecto que tiene el estrés neonatal sobre la inmunidad, se
buscé medir la produccion de citocinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-12, en el suero
de las ratonas adultas. El trabajar con animales hembras, implica el control de su
estado hormonal, y para ello, se ciclaron las ratonas. Los 4 grupos de 5 ratonas
de 6 semanas se pusieron en cajas conteniendo el aserrin proveniente de las
cajas de ratones ICR, machos, jovenes que se mantuvieron sobre él durante 1

semana.

Tres dias después de introducir a las ratonas jévenes en las cajas que
contenia el aserrin usado por los ratones machos, se hizo el estudio del frotis
vaginal. El procedimiento para el frotis consiste en sujetar a la ratona suavemente
por la cola sobre una mesa y levantarle las patas traseras, manteniendo las
delanteras en contacto con la mesa. Luego, con una pipeta Pasteur con la punta
redondeada y un bulbo de hule colocado en el otro extremo de la pipeta, se
introducen unas 2 gotas de agua destilada en el orificio vaginal. Con la pipeta
rapidamente se hace un pequefio lavado vaginal e inmediatamente se recoge el
agua, que se coloca en un portaobjetos. La muestra se tifie con azul tripano al 4%,
se tapa con un cubreobjetos e inmediatamente se observa al microscopio 6ptico, a

un aumento de 40x.

Para poder utilizarse en el estudio de la conducta post-estrés y sobre la
produccion de las interleucinas 6 y 12, solamente se seleccionaron las ratonas que

se encontraban en fase de Metaestro.
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FIGURA 4. Técnica para realizar el frotis vaginal en cada ratona, utilizando la caja de alojamiento

como soporte.

4 .- Prueba del laberinto elevado

Después de comprobar el ciclaje de todas las ratonas en Metaestro y de
haber sometido inmediatamente al estrés por inmovilizaciéon a las ratonas de los
grupos Il y lll, a todas las ratonas se les aplicaron las pruebas de conducta del
laberinto elevado y de husmeo, para estudiar el efecto que el estrés neonatal y/o

por inmovilizacion produjeron.

El laberinto elevado consiste en una cruz recta, hecha de acrilico opaco, con
4 brazos de 50 cm de largo y 10 cm de ancho, cada uno, que se elevan a 50 cm
de altura por unos soportes de madera colocados en cada brazo y en el centro.
Los 4 brazos se juntan en el centro formando un cuadrado de 10 cm por lado. Dos
de los brazos localizados sobre el mismo eje se cubren en la periferia con unas
paredes de acrilico oscuro de 40 cm de altura, en forma de U, que dejan

descubierto solo el extremo de la cruz unido al centro. A esta estructura se le
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conoce como brazos cerrados, mientras que los brazos perpendiculares, que no

llevan estas estructuras se les denomina brazos abiertos.

Este tablero se ubicd en un cuarto adyacente a otro en el que se encontraba
una camara de video Samsung, conectada a una computadora laptop Gateway,
con la cual se controlaba la grabacion de la prueba.

La prueba consistio en colocar a la ratona en la parte central del laberinto
mirando a uno de los brazos abiertos y grabandola en video por 5 minutos, segun
(Pellow y File 1986). Al terminar la filmacién, se retira a la ratona del laberinto
elevado, se limpian sus evacuaciones y se da una limpieza final con una solucién

de cloro, dejandola secar antes de estudiar al siguiente animal.

100 ] aa (a0 Smal b

FIGURA 5. El laberinto elevado consiste en una cruz formada por 2 brazos cerrados y 2 brazos

abiertos. La ratona se coloca en el centro y se graba por 5 minutos.

Al terminar el experimento se analiz6 cada video contando el numero de
veces que entré cada ratona en los brazos abiertos y en los brazos cerrados del
laberinto; también se cuantificd el tiempo total que permanecieron en estas areas
o estuvo en el centro del laberinto. La lectura del video la realizé una sola persona,
manteniendo los videos con un numero aleatorio e identificandolos solo al finalizar

la lectura de todos los videos, evitando asi un sesgo en dichas lecturas.
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5.- Prueba de la tabla de husmeo

La prueba del husmeo se realizé utilizando un tablero de acrilico opaco, de
40 x 40 cm, en el cual se encuentran 16 agujeros redondos de 1.5 cm de diametro,
distribuidos equidistantes sobre su superficie. El tablero esta elevado a 2 cm de
altura por unos soportes de acrilico, en sus 4 esquinas. Para que no se salieran
fuera de esa area las ratonas, se le colocaron unas paredes de acrilico,
removibles, de 40 cm de alto, como el usado por Weiss et al, 1998.

FIGURA 6. Tabla de husmeo, con 16 agujeros, con paredes removibles. La ratona se colocaba en

el centro y era grabada en video por 5 minutos.

La prueba del husmeo consisti6 en colocar a cada ratona, de manera
individual, en el centro del tablero y grabarla por 5 minutos. Al finalizar la prueba
con cada ratona, el tablero se limpio de las excreciones con papel y luego con una
solucion de agua clorada y papel, dejando secar al aire, antes de estudiar al

siguiente animal.

Al concluir las pruebas, se analizaron todos y cada uno de los videos,
contando el numero de “husmeos”. Un husmeo se contabilizé cuando la cabeza

completa de la ratona se introdujo en el hoyo. Para la interpretacion de la prueba,
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los 16 hoyos de la tabla de husmeo se dividieron en centrales (4) y periféricos
(12); al final se compararon los resultados obtenidos en los hoyos centrales con
los de los agujeros periféricos. La lectura del video la realizdé una sola persona,
manteniendo los videos con un numero aleatorio e identificandolos solo al finalizar

la lectura de todos los videos, evitando asi un sesgo en dichas lecturas.

6.- Inyeccion de lipopolisacaridos

Un dia después de las pruebas conductuales, cada ratona recibié una inyeccion
(100 uL) por via intraperitoneal (IP), de una solucién conteniendo 5mg/mL de
lipopolisacaridos (LPS) bacterianos (E coli O111:B4), dejandolas en reposo por 4
horas. La administracion de LPS se utiliza para inducir el sindrome de la “conducta
del enfermo” y la rapida liberacion de citocinas pro-inflamatorias (Dantzer et al.,
2007).

7.- Extracciéon de sangre

Cuatro horas después de la inyeccion IP de LPS, las ratonas fueron
anestesiadas por via IP con 50 mg/kg de pentobarbital sodico (Eutalender) e
inmediatamente se les sangré a blanco por extraccion del ojo, depositandola en
viales. La sangre se dejo coagular durante 1 hora y luego se separé el coagulo de
las paredes del vial. El suero se separd del coagulo por centrifugacion de los
viales a 2000 rpm durante 3 minutos en una centrifuga refrigerada a 4°C. La
sangre se guardo a -20°C hasta que se utilizé en la medicion de las citocinas

inflamatorias.

8.- Cuantificacion de citocinas

Se realizé la cuantificacion de las citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e IL-12) por
medio de la técnica de ELISA-sandwich en las muestras de suero.
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Los anticuerpos de captura, monoclonales, anti IL-6 y anti IL-12 diluidos en
una solucion amortiguadora de NaHCO3 (0.1 M, pH 8.2) se pegaron en las 2
placas de ELISA (EIA) a una concentracion de 2 ug/mL y 6 ug/mL,

respectivamente e incubandose toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, se desecho el restante de anticuerpos de captura de todos
los pozos y, en seguida, se lavaron 3 veces con una solucion de PBS/Tween-20 al
0.05%. Posteriormente, todos los pozos se bloquearon con una solucién de
PBS/BSA al 3% y se incub6 por 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se
volvieron a lavar 4 veces con PBS/BSA y luego se afiadieron en pozos
independientes: 1° las citocinas recombinantes, a concentraciones entre 2000-15
pg/mL para obtener la curva estandar, y 2° los sueros de las ratonas en sus pozos
correspondientes, diluidos en PBS/BSA al 1% e incubando nuevamente las placas
toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, se desecho el restante de las muestras y los estandares de
las interleucinas y se lavaron los pozos 6 veces con PBS/Tween-20. Enseguida,
se agregaron los anticuerpos secundarios, monoclonales, biotinilados anti IL-6 6
anti IL-12, diluidos en PBS/BSA al 1% a la concentracién de 1mg/ml en sus pozos
respectivos, incubando 1 hora a temperatura ambiente las placas. Al terminar esta
incubacion, se desecho el exceso de anticuerpos secundarios y los pozos se
volvieron a lavar 6 veces con PBS/BSA. Después se agregd el conjugado
estreptoavidina-peroxidasa diluida 1:4000 en PBS/BSA al 1% y se incubaron las
placas por 45 minutos a temperatura ambiente. El restante del conjugado se
elimin6 de los pozos y se lavaron las placas 8 veces mas, como antes.
Finalmente, se anadido el sustrato acido 2,2'-azino-bis(3-etilbencentiazolin-6-
sulfénico) (ABTS) a todos los pozos, tapando de la luz la reaccion.

Las absorbancias de cada pozo se leyeron a los 15 y 30 minutos después,
utilizando un lector de ELISA y un filtro de 405 nm.
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9.- Analisis estadistico.

El analisis de los resultados de las pruebas de conducta en el laberinto
elevado y la tabla de husmeo se hizo con la prueba no paramétrica de Chi
cuadrada usando el programa GraphPad Prism 5. Los resultados de la
cuantificacion de las interleucinas 6 y 12 se hizo utilizando el programa de ANOVA
de una via y la prueba de comparacion multiple de Tukey. El valor de p se fijo en
0.5%.
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IV. RESULTADOS

En este trabajo se estudio principalmente el efecto que el estrés neonatal
ejerce sobre la conducta de ansiedad y la produccion de las interleucinas 6 y 12
en 4 grupos de ratonas ICR jévenes. El grupo | estuvo formado por las ratonas
recién nacidas que recibieron solo el estrés neonatal, el grupo Il fueron ratonas
que recibieron el estrés neonatal y el de inmovilizacion, el grupo Il estuvo formado
por los ratonas que solo recibieron el estrés por inmovilizacién y el grupo IV
contenia a los ratonas que no recibieron estrés alguno. Como en el disefio
experimental se tenian considerados la induccién del estrés a diferentes edades, a

continuacion se muestran los resultados de cada estrés.

A) Induccion del estrés

i) Neonatal

Todos los ratones de las 2 camadas utilizadas en la induccion del estrés
neonatal sobrevivieron a los 14 dias de separacion materna diaria, durante 3
horas, como se puede apreciar en las figuras 1a) y 1b). No hubo ratones fallecidos
ni enfermos. En la figura 1c) se muestra la misma camada de ratones, en su caja
de alojamiento a los 7 dias de nacidos. Las imagenes muestran que los ratoncitos

tienden a agruparse para mantener el calor corporal entre ellos.
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FIGURA 1. Estrés neonatal inducido en las 2 camadas de ratones ICR. a) Ratones ICR recién
nacidos que fueron estresados por separacion materna sobre una caja de policarbonato
desprovista de cama de aserrin, durante 3 horas por 14 dias. b) Los mismos ratones ICR a los 7
dias de haber comenzado su estrés por separacion materna. c) Imagen a las 2 semanas de vida

de una de las 2 camadas de ratones ICR que fueron estresadas neonatalmente.
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ii) Por Inmovilizacion

Este tipo de estrés solo se realizé a los grupos de ratonas Il (con estrés
neonatal) y Il (sin estrés neonatal) que ya habian sido destetadas y separadas por
sexo, cuando ellas habian alcanzado las 6 semanas de edad.

Las ratonas adultas de 6 semanas de edad que fueron estresadas por
inmovilizaciéon durante 1 hora, en una sola ocasion, mostraron diferentes
conductas dentro del tubo. La mayoria de ellas mordian los tubos para tratar de
escapar. Los tubos conteniendo cada ratona se tuvieron que poner parados
verticalmente, sobre su tapa, para evitar que se rodaran, porque algunas ratonas
eran muy inquietas. Una ventaja de esta posicion es que, al invertir el tubo, tenian
mas espacio para respirar. Cuando se dejaban horizontales sobre la mesa,
llegaron a caerse en algunas veces. La mayoria de las ratonas se orinaron o

defecaron en la tapa.

FIGURA 2. Inmovilizacién de las ratonas adultas para estresarlas durante una hora. Cada ratona
se introdujo con cuidado en un tubo de 50 ml con un orificio en el extremo céncavo, por donde

sacaba su nariz.
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B) Destete

Al terminar los 14 dias de estrés neonatal, todas las crias de los 4 grupos
experimentales se dejaron crecer dentro de sus cajas de alojamiento
correspondientes, hasta que alcanzaron los 21 dias de edad. En este momento,
todos los animales fueron sexados, separados por sexo y destetados. Fueron
reubicados en cajas que contenian 5 animales del mismo sexo/caja, de acuerdo al
grupo experimental al que pertenecian. Todos los ratones se mantuvieron asi
hasta que alcanzaron la 6% semana de vida. En este momento, se seleccionaron a
las hembras de los 4 grupos para realizarles las pruebas de conducta que mas

adelante se mencionan.

C) Ciclado de las ratonas

Como se necesitaba que las ratonas ICR de 6 semanas de edad se
encontraran en la fase de metaestro, para poder estudiarlas inmunolégicamente,
se tuvo que hacer un ciclado de ellas. Para saber en que fase del ciclo estral se
encontraban todas y cada una de ellas, se les hicieron frotis vaginales. Como se
muestra en la siguiente figura, en esta fase del ciclo los frotis presentaron una
gran cantidad de leucocitos y pocas células epiteliales queratinizadas en la

mucosa vaginal, caracteristico de la fase de metaestro.
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FIGURA 3. La imagen muestra la gran cantidad de leucocitos presentes en la fase de metaestro,
tefiidos con azul tripano al 4 %. Los leucocitos son los puntos morados pequefos y las células

epiteliales son las figuras amorfas mas grandes, intensamente tefidas de morado.

D) Pruebas etoldgicas
a) Laberinto elevado

La tabla 1 muestra el numero de entradas de cada grupo experimental en
cada uno de los brazos. Aqui se puedo observar los grupos de ratonas
estresadas tuvieron un comportamiento distinto, y hasta diferenciado, con respecto
al que se presento en el grupo control. Asi, en los brazos abiertos, el grupo control
(IV) tuvo el menor numero de entradas en ellos que los grupos con algun tipo de
estrés (I, Il, 1ll). En cambio, en los brazos cerrados, el grupo control (IV) hizo el
mayor numero de entradas en relaciéon a los grupos con algun tipo de estrés (1, Ill)
o con ambos tipos de estrés (ll). Por otra parte, las ratonas estresadas
neonatalmente (I) aumentan sus entradas en los brazos abiertos, mientras
disminuyen el numero de entradas en los brazos cerrados, en relacion al grupo

control, lo que indica que el estrés produce una mayor ansiedad en las ratonas,
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haciendo que anden explorando en estos brazos abiertos. De los 3 grupos de
ratonas estresadas, ellas fueron las que entraron menos veces a los brazos
cerrados del laberinto, demostrando que fueron las mas afectadas por estrés. Por
su parte, las ratonas del grupo Il incrementaron sus entradas a los brazos
abiertos, pero disminuyeron sus entrads en los brazos cerrados, con respecto a
las ratonas control. En conjunto, estos resultados muestran: 1) que el estrés
neonatal si afecta el comportamiento de los individuos y 2) que el estrés afecta el

comportamiento de las ratonas de manera homogenea.

Grupo | Brazo abierto | Brazo cerrado | Total
I 22 50 72
! 22 61 83
1] 25 60 85
v 14 67 81

TABLA 1. Registro del numero de entradas totales de cada grupo de ratonas, en cada uno de los

brazos.

La tabla 2 muestra el tiempo, en minutos, que permanecieron las ratonas en
cada uno de los brazos y en la parte central del laberinto elevado. Aqui se puedo
observar que todos los grupos pasaron mas tiempo sobre los brazos cerrados, lo
cual es semejante a lo que se observo en el numero de entradas. Las ratonas del
grupo control (IV) pasaron mas tiempo en los brazos cerrados que los demas
grupos, aunque es muy pequefa esta diferencia. De los grupos estresados, el
grupo de ratonas al que se le aplico ambos tipos de estrés (llI) es el que paso el
mayor tiempo en los brazos abiertos y en los cerrados. La preferencia a
permanecer en los brazos cerrados pudiera indicar que tuvieron un mayor grado
de temor o prefieren una area protegida. Del mismo modo, en esta tabla se puede
observar el tiempo que las ratonas se mantuvieron en el centro del laberinto
elevado, dando una idea del tiempo de indecision para dirigirse a uno de los
brazos. Las ratonas del grupo control (IV) fueron las mas indecisas y las ratonas

estresadas neonatalmente fueron las mas rapidas en dejar el centro del laberinto.
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Grupo | Brazo abierto | Brazo cerrado | Centro
I 0:43 2:44 1:33
! 0:44 2:51 1:25
1 0:39 2:39 1:41
v 0:23 2:52 1:45

TABLA 2. Registro de tiempo (minutos) total en cada uno de los brazos y su permanencia en el

centro.

Al utilizar la prueba estadistica de Chi cuadrada (X?) y tablas de contingencia

de 2X2, se obtuvo que el valor de X? era de 0.1765, al comparar el nimero de

entradas en ambos brazos, en los cuatro grupos de ratonas estudiados (Tabla 3).

Este resultado reflejé que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos. Por otra parte, al comparar el tiempo de permanencia, en segundos, de

las ratonas en ambos brazos del laberinto elevado (Tabla 4), el valor de X? fue de

0.9319 que, de igual forma, indic6 que no existia diferencia estadisticamente

significativa entre los 4 grupos experimentales (p< 0.6).

ESTRES
NEONATAL Total
Si NO
ESTRES | SI 83 85 168
CON
NO 72 81 153
TUBO
Total 155 166 321

TABLA 3. Tabla de contingencia de 2X2 para el nUmero de entradas totales en ambos brazos del

X2 = [321* ((83*81)-(85*72))’ |/ (155*166*168*153) = 0.1765

laberinto elevado.

.. No es significativo, con una probabilidad < 0.6
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ESTRES
NEONATAL Total

Si NO
ESTRES | SI 1084 994 2078
CON
NO | 1009 983 1992
TUBO
Total 2093 1977 | 4070

TABLA 4. Tabla de contingencia de 2X2 para el tiempo total de permanencia, en segundos, en

ambos brazos del laberinto elevado.
X% = [4070* ((1084*983)—(994*1009))2 T (2093*1977*2078%1992) = 0.9319

.. No es Significativo, con una probabilidad < 0.4

b) Tabla de husmeo

La Tabla 5 muestra el numero de husmeos promedio en los grupos de
ratonas estudiadas. En este aparato, cada grupo de ratonas tuvo un
comportamiento particular. Las ratonas que recibieron el estrés neonatal vy
después el estrés por inmovilizacion (Il) tuvieron el menor numero de entradas,
tanto en el centro como en la periferia, en relacion a los demas grupos
experimentales; por lo tanto, ellas fueron las que presentaron la menor conducta
exploratoria. Llama la atencidon que las ratonas del grupo estresado solo
neonatalmente (I) y del grupo estresado por inmovilizacion en la edad adulta (111)
aumentaron un poco su exploracidén en la periferia, en relaciéon al grupo control,
mientras que los husmeos en el centro se aumentaron en el grupo Ill vy

disminuyeron en el grupo |, cuando se compararon con los de las ratonas control.
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Husmeo | Husmeo | Husmeo
Grupo
centro | periferia total
| 20 155 175
Il 14 103 117
]| 28 158 186
Iv 22 152 174

TABLA 5. Numero de husmeos en cada region de la tabla de husmeo, de cada grupo de ratonas.

El grafico 1 demuestra que el estrés neonatal (I) disminuye los “husmeos” en
la parte central de la tabla de husmeo (-9.09%), en comparacion con el grupo
control (IV). La disminucion en la actividad exploratoria en el centro de la tabla de
husmeo se incrementd (-36.36%) cuando las ratonas recibieron un segundo estrés
(). Este resultado indicé que un estrés neonatal mas un estrés en la edad adulta
inhibieron aun mas la exploracion en este grupo de ratonas (Il), cuando se les
colocd en un nuevo ambiente. Por otra parte, el segundo estrés (lll), por si solo,
incrementd el numero de “husmeos” centrales de las ratonas (27.27%) en
comparacion con el grupo control. Todos estos resultados demuestran que: 1) el
estrés ejerce un efecto diferenciado sobre el comportamiento de las ratonas y 2)
un estrés neonatal agudo incrementa la ansiedad en las ratonas y, por tanto,

disminuye su capacidad exploratoria en el centro de la tabla de husmeo.
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GRAFICO 1. Incrementos en el nimero de husmeos en los hoyos centrales entre los grupos con
algun tipo de estrés y el grupo control. | = estrés neonatal, Il = estrés neonatal + estrés por

inmovilizacion, Il = estrés por inmovilizacion.

El grafico 2 representa las variaciones en la conducta exploratoria en la
periferia de la tabla de husmeo, en los 4 grupos de ratonas estudiadas. Aqui hubo
una disminucién notable (-32.23) en el porcentaje de husmeos que realizaron las
ratonas sometidas a los 2 tipos de estrés (llI), en comparacion con el grupo control
(IV). Esto demostré que el estrés provocd una inhibicion de la actividad
exploratoria en las ratonas del grupo Il. Por su parte, las ratonas con un solo tipo
de estrés (grupos | y Ill) aumentaron el numero de “husmeos” en la periferia,
aunque en menor proporcion (1.97% y 3.94%, respectivamente) en relacion a las
ratonas del grupo control. Estos resultados indicaron que cuando se presenta un
solo estrés, las ratonas tienden a incrementar su actividad exploratoria. Cuando el

estrés se repite, en los individuos, hace que la conducta exploratoria se disminuya.
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GRAFICO 2. Cambios en el nimero de husmeos de los hoyos periféricos en los grupos con algun
tipo de estrés y el grupo control. Grupo | (estrés neonatal), Grupo Il (estrés neonatal + estrés por

inmovilizacion), Grupo Il (estrés por inmovilizacién) y Grupo IV (Control).

El analisis estadistico de la prueba de husmeo en las ratonas, utilizando la
Chi cuadrada y una tabla de contingencia de 2X2, mostré que el valor de X? era de
8.7185 al comparar los cuatro grupos de estudio. Este resultado si fue
estadisticamente significativo, con una probabilidad p< 0.01.
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ESTRES
NEONATAL Total

Si NO
ESTRES | SI 117 186 303
CON
NO 175 174 349
TUBO
Total 292 360 652

TABLA 6. Tabla de contingencia de 2X2 para el numero total de husmeos en la tabla de husmeo.
X% = [652* ((117*174)-(186*175))* 1/ (292*360*303*349) = 8.7185

.. Es significativo, con una probabilidad < 0.01

E) Cuantificacion de interleucinas séricas.

a) IL-6

Al dia siguiente de haber realizado las pruebas de conducta, todas las
ratonas fueron inyectadas con LPS. A las 4 horas de esta inyeccion, cada una de
las ratonas fueron anestesiadas con 50 mg/kg de pentobarbital sédico, se
recolectd su sangre e inmediatamente se sacrificaron por dislocacion cervical. El
suero separado se utilizé para la cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias

mediante un ELISA-sandwich.

La determinacion de citocinas inflamatorias en el suero de las ratonas ICR
presentd un comportamiento diferencial, a las 4 horas de haber sido estimuladas
con los LPS bacterianos. La IL-6 subi6 de manera estadisticamente significativa
en el suero de todas las ratonas sometidas a estrés, mientras que la IL-12 mostro

niveles casi iguales en los 4 grupos de animales.
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GRAFICO 3. Niveles séricos de IL-6 producida por cada uno de los grupos de ratonas ICR
estudiadas. Grupo | (estrés neonatal), Grupo Il (estrés neonatal + estrés por inmovilizacion), Grupo

Il (estrés por inmovilizacion) y Grupo IV (Control).

Los ratonas estresadas neonatalmente (grupo |) fueron las que mas subieron
su produccion de IL-6 (973.1 + 7.65 pg/ml) con un incremento de mas de 150
pg/ml, respecto a los valores de IL-6 de las ratonas control. Las ratonas del grupo
II, que recibieron tanto el estrés neonatal como el estrés por inmovilizacién, a los 2
meses de edad, aumentaron también su produccion de IL-6 en el suero, solo que
su aumento fue mas discreto que en los otros 2 grupos de ratonas estresadas
(958.4 + 40.91 pg/ml). Las ratonas del grupo Ill, que recibieron el estrés por
inmovilizaciéon en su edad adulta, aumentaron su produccion de IL-6 casi tanto
como las ratonas estresadas después de nacer, alcanzando los 970.6 + 15.24
pg/ml. Los niveles de IL-6 en las ratonas control (grupo V) estimuladas
previamente con LPS fueron de 816.8 + 31.60 pg/ml. Los aumentos en la
produccion de IL-6 sérica en los 3 grupos de ratonas estresadas fueron diferentes

estadisticamente (p<0.05) de los valores de IL-6 en el grupo control, al analizarlos
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con la prueba de ANOVA de una via y la prueba de comparacién multiple de
Tukey.

b) IL-12

Los niveles en suero de la IL-12 en cada grupo de ratonas ICR estresadas
se muestran en el grafico No. 4. En el se encontré que los valores de IL-12 en el
suero de los 4 grupos de ratonas no mostraron diferencia estadisticamente
significativas (p=0.14) al comparar todos los grupos experimentales. Los valores
promedio de IL-12 estuvieron entre los 54.1 y los 54.9 pg/mi
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GRAFICO 4. Cantidad de IL-12 producida medida en el suero de cada grupos de ratonas ICR

estudiadas. Valores de media + desviacion estandar.
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V. DISCUSION

Nuestro trabajo sigue la misma linea de investigacion que desde hace afios han
desarrollado diversos grupos que estudian las consecuencias del estrés temprano.
Desde hace tiempo se conoce que las situaciones estresantes, en el periodo
postnatal inmediato, pueden influir sobre la conducta de personas y animales de
experimentacion adultos. Estas investigaciones han sido muy importantes porque
han revelado la necesidad de cuidar no solo la salud sino también el bienestar del
recién nacido y, ademas, las repercusiones que pueden tener los maltratos y la

exposicion al estrés a una edad temprana.

Hace mas de una década, Graham y col. (Graham et al., 1999) publicaron una
revision sobre el interés que existia en ese momento por estudiar las secuelas
conductuales y neurobioldgicas de la exposicion a eventos tempranos adversos o
estresantes. Aunque en ese momento la mayor parte de los estudios habian sido
realizados sobre animales de laboratorio, principalmente roedores y algunos
primates, los objetivos de todos ellos estaban dirigidos a la prevencién y el
tratamiento de los desérdenes que aparecian en nifios y adolescentes como una
consecuencia del abuso o el maltrato que ellos habian padecido a una edad
temprana (Bremner et al.,1993). Actualmente, los objetivos de todos estos trabajos
experimentales siguen siendo los mismos. Las limitaciones éticas que impiden
provocar cualquier tipo de estimulacion estresante en humanos recién nacidos, ha
conducido los estudios hacia modelos animales y se han desarrollado una serie de
pruebas que permiten conocer, con relativa exactitud, alteraciones conductuales

similares a las que pueden presentar los humanos.

Probablemente los primeros trabajos en sefalar la relacion entre el estrés
neonatal, la produccién de corticosterona y los cambios conductuales fueron
publicados por Levine y colaboradores (Levine et al., 1967). Ellos observaron que
la estimulacion eléctrica aumentaba los niveles de corticosteroides en el suero y
afectaba la conducta de las ratas a una edad infantil. Estudios posteriores
confirmaron la importancia del hipotalamo en estas respuestas de estrés y la
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relacion sefialada entre los niveles elevados de glucocorticoides (cortisol en los
primates y corticosterona en los roedores) y el aumento en la produccion del factor

estimulante de la liberacion de corticotropina (CRF).

A continuaciéon se multiplicaron las investigaciones al respecto y entonces se
realizaron otros analisis mas avanzados para conocer si el estrés temprano afecta
o no la expresion ulterior de los receptores cerebrales para las hormonas
adrenales y, mas adelante, si sus consecuencias podian estar mediadas o no por
mecanismos epigenéticos (Mc Gowan et al., 2009).

Nuestro trabajo estuvo dirigido, en primer lugar, a confirmar que, en las
condiciones experimentales de nuestro laboratorio, el estrés neonatal causado por
una separacion materna, afecta la conducta de esos mismos animales cuando,
una vez que alcanzaban la edad adulta, vuelven a ser sometidos a un estimulo

estresante (ahora por inmovilizacion).

Los resultados de las pruebas utilizadas para medir la ansiedad de los animales
inmovilizados mostraron que el antecedente de una separacion materna en los
dias siguientes al nacimiento influye significativamente en la conducta. Las ratonas
utilizadas en nuestro experimento tuvieron un comportamiento diferente al de sus
controles cuando se les estudié su actividad motora sobre un area cerrada que
tenia 16 agujeros, en los cuales ellas solamente podian introducir la nariz y
husmear. Los animales estresados, particularmente los que habian sido colocados
en esta situacidn a una edad neonatal, mostraron una motilidad disminuida, en los
agujeros colocados en el centro de la tabla, mientras que aumentaron ligeramente
su husmeo en los agujeros que estaban en la periferia. Esta tendencia a
replegarse hacia las paredes y reducir la exploracion del nuevo ambiente, en
relacion a los animales del grupo control, fue interpretada como una manifestacion
de ansiedad o miedo y resulté significativamente diferente a la mostrada por los
ratones del grupo control.
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Los resultados de la prueba anterior (prueba del husmeo) se compararon con
los resultados de otra prueba (prueba del laberinto elevado). Sin embargo, no se
obtuvieron resultados homologos, porque colocados en el laberinto elevados no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de animales estresados y
sus controles. En los animales que habian sido estresados disminuyeron los
tiempos de permanencia en espacios cerrados que estaban ligeramente mas
oscuros, asi como también disminuyé el numero de veces que los animales
entraban y salian de esos espacios cerrados. En cambio, los animales estresados
tenian aumentados sus tiempos de exploracién de los espacios abiertos, que

estaban mas iluminados y ofrecian menos seguridad.

En nuestras condiciones experimentales, la prueba del husmeo resulté mas
sensible para medir la ansiedad o el miedo de los animales que exploraban un
ambiente nuevo, que la prueba del laberinto elevado. No formé parte de los

objetivos de este estudio llevar a cabo una comparacién entre las dos pruebas.

En el momento de comparar nuestros resultados con los de otros autores se
encontré que la bibliografia reunida contiene resultados que difieren entre una y
otra referencia bibliografica. Probablemente esto se debe a que existen
numerosas diferencias en el trabajo experimental, no solamente segun la cepa, la
edad de los animales y el procedimiento seleccionado para aplicar el estrés, sino
también segun el sexo. Esto ultimo era de esperar, ya que se conoce el efecto de

las hormonas sexuales sobre la conducta.

Nuestro trabajo no intent6 comparar los efectos del género sobre las
consecuencias del estrés neonatal. Solamente se eligio un modelo con animales
hembra porque se observo que eran mucho mas comunes los trabajos realizados
sobre las consecuencias del estrés en animales macho que en animales hembra.
Y se propuso probar que los efectos del estrés neonatal también se observaban
en los ratones hembra. Probablemente las variaciones que introduce el ciclo estral
y las dificultades para homogenizar las poblaciones bajo estudio pueden haber
sido las causas de que no sean frecuentes los trabajos sobre animales hembra.
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Pero en nuestro caso, no se presentaron problemas en el momento de ciclar las
ratonas. Se tomé el cuidado de homologar cuidadosamente el periodo del ciclo
estral de los animales antes de que fueran estresados y las desviaciones estandar
de los promedios no mostraron dispersiones muy amplias de los valores
encontrados.

Un trabajo reciente realizado en ratas (Biala et al., 2011) revel6 que los
animales hembra adultos normales mostraban niveles de ansiedad
significativamente inferiores a los de los machos cuando se les aplicaba la prueba
del laberinto elevado. Ademas, se pudo observar que si los animales eran
sometidos a un estrés neonatal, se atenuaban esas diferencias segun el género y
los valores eran similares entre los dos sexos. Por otra parte, cuando el estrés
neonatal fue aplicado a los animales de los dos sexos, en los dos grupos
disminuyo la expresion de proteinas sinapticas en la region del hipocampo. Los
autores atribuyen a la reduccion de las sinapsis los cambios conductuales.

En nuestro experimento, el género de los ratones utilizados puede haber
influido en los niveles de ansiedad que se alcanzaron cuando se aplicaron las
pruebas para medir la conducta de los animales. Pero esto no introdujo ningun
sesgo en los resultados porque todos los animales eran del mismo sexo y los
resultados del analisis estadistico mostraron diferencias claramente significativas
en una de las pruebas. La comparacion entre los dos géneros no fue un objetivo

de este trabajo experimental.

En algunos trabajos se menciona y se presentan pruebas de que el estrés
neonatal disminuye las sinapsis interneuronales, particularmente en el hipocampo,
y que esta alteracidn puede ser sefialada como la responsable de los cambios
conductuales que se presentan posteriormente en la edad adulta. Estudios mas
reveladores muestran que no solo disminuyen las sinapsis, sino también la
cantidad de neuronas en algunas regiones del cerebro. Las imagenes de la
resonancia magnética nuclear han mostrado que el estrés temprano puede

disminuir hasta mas de un 10% el area que ocupa el hipocampo izquierdo.

&S



El hipocampo es una zona del cerebro muy importante para la conservacion de
los recuerdos y de ella depende la memoria de los ratones y de las personas.
Algunos han sugerido que esa pérdida de tejido cerebral (y de los recuerdos) a
causa del estrés temprano puede estar asociada a que posteriormente se
desarrolle una personalidad irritable, hostil y depresiva, asi como, por supuesto,
una memoria deficiente (Garcia et al., 2004). Otros autores mencionan que el
animal estresado neonatalmente queda “marcado” de por vida a expresar una
cantidad menor de receptores cerebrales para la corticosterona y que este otro
fendbmeno también influye en la conducta del animal adulto (su ansiedad) cuando

vuelve a ser sometido a condiciones estresantes varios meses mas tarde.

Finalmente, en los ultimos afos los cambios en los patrones de conducta han
sido relacionados con la actividad del sistema inmune, particularmente con la
produccion de algunas citocinas pro-inflamatorias. Numerosos trabajos han
mostrado, clinica y experimentalmente, que los niveles elevados de la IL-6 estan
casi constantemente asociados a un cambio significativo en el comportamiento. Se
ha acunado el término “sindrome de la conducta del enfermo” en el entendimiento
de que esa persona tiene en ese momento un aumento en la produccion de sus

citocinas pro-inflamatorias (Dantzer 2001).

Trabajos mas audaces sugieren una relacion entre los niveles de algunas
citocinas y varios desdérdenes mentales como la esquizofrenia y las neurosis.
Infecciones virales responsables de influenza en la madre embarazada, que
probablemente representaron una situacion de estrés para ella y el producto, han
sido relacionadas con el desarrollo posterior de esquizofrenia en el adulto que se
estuvo gestando durante la infeccion materna. Otros prefieren destacar la
importancia de algunas citocinas en el desarrollo del cerebro durante el periodo
embrionario normal y el significado que pueden tener los cambios en sus tasas de
produccion o sus concentraciones tisulares. Los trabajos mas recientes se
orientan hacia mecanismos mas complejos y se refieren a las alteraciones

epigenéticas como las causas de que un estrés temprano pueda dejar una “huella”
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gue no solo perdura hasta la vida adulta de una persona sino que, ademas, puede
ser heredado a sus descendientes.

Nuestros resultados solamente muestran que las ratonas expresan cambios
conductuales similares a los que han sido reportados en ratones macho después
de haber sido expuestas a un estrés neonatal. La exploracion de los mecanismos
responsables de esos cambios no formé parte del trabajo y los resultados que
muestran un aumento de la IL-6 en el suero de los animales expuestos al estrés
no son probatorios de que esa citocina es la responsable de una conducta
alterada, aunque si resultan sugestivos de que el estrés puede desordenar las

interacciones fisiologicas entre los sistema nervioso, endocrino e inmune.

Los resultados obtenidos, respecto a la IL-12 nos demuestran que no hay una
diferencia en la produccion de esta citocina entre los diferentes grupos de ratonas
estudiadas; esto se presento, probablemente, a que el tiempo de medicion de las
interleucinas fue a las 4 horas después de ser estimulada su produccion, y por
tanto no es perceptible una mayor cuantificacion, pero si es observable la relacion

entre la diferencia minima en la produccién de IL-12 entre los grupos de estudio.

La cuantificacion de las interleucinas en este estudio no es comparable con la
cuantificacion en otros estudios, debido a que nosotros medimos la produccion de

citocinas séricas y comunmente son medidas en cultivos de tejidos.

Estos resultados asocian el perfil de las respuestas conductuales e inmunes de
los animales estresados neonatalmente que volvieron a ser estresados en la vida
adulta. El presente trabajo es original. Experimentalmente, es la primera vez que
se explora si el estrés neonatal altera o no paralelamente las relaciones entre la

conducta y la produccién de citocinas en los animales adultos.
El panorama general del estrés neonatal, su frecuencia y la posibilidad de que
altere la conducta del individuo adulto, son razones suficientes que justifican abrir

y explorar esta ventana hacia el cerebro que se esta desarrollando. La intencion
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es conocer mas profundamente sus funciones y poder prevenir o remediar el dafio

que pueda sufrir a causa del estrés.
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VI. CONCLUSIONES

1. Las ratonas adultas que son expuestas a un estrés agudo aumentan
significativamente sus niveles de IL-6 en el suero y disminuyen su actividad

motora.

2. El antecedente de un estrés neonatal crénico en las ratonas adultas que
son expuestas a un estrés agudo aumenta sus niveles de IL-6 en el suero y

reduce su actividad motora asi como su conducta exploratoria.

3. Existe una relacion inversa entre la produccion de IL-6 y la conducta de las
ratonas estresadas neonatalmente y luego estresadas en su edad adulta.

4. Cada uno de los tipos de estrés utilizados en este trabajo incrementaron la
produccion de la IL-6 sérica, mientras que no tuvieron efecto sobre la
produccion de la IL-12 a las 4 horas de haber estimulado su produccion con
LPS.

PERSPECTIVAS

Estudiar la expresidn de citocinas inflamatorias en las amigdalas y en la
corteza prefrontal, sobre muestras de estos mismos animales que han sido

guardadas en congelacion.
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VIil. APENDICE

1) Soluciones y Reactivos

Albumina sérica bovina al 1%

Albumina sérica bovina 1.0000 g
Solucién de PBS estéril pH 7.2-7.4 100 ml

Preparar el dia de su uso y mantener en refrigeracion a 2-8 °C

Albumina sérica bovina al 3%

Albumina sérica bovina 3.0000 g
Solucién de PBS estéril pH 7.2-7.4 100 ml

Preparar el dia de su uso y mantener en refrigeracion a 2-8 °C

Alcohol al 70 %

Alcohol etilico desnaturalizado 96% 72.9 ml

Agua destilada 271 ml

Anticuerpos de captura anti IL-6

mADb de rata IgG1 (MP5-20F3, PharMingen, San Diego, CA)

anti IL-6 de raton. 2 ug/ml
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Anticuerpos de deteccion anti IL-6

mADb IgG2a, de rata, biotinilado (MP5-32C11, PharMingen,

San Diego, CA) anti IL-6 de raton.

Anticuerpos de captura anti IL-12

coctel de anticuerpos de hamster IgG e IgG2a de rata
(Red-T G297-289, PharMingen, San Diego, CA)

anti IL-12p40/p70 de raton.

Anticuerpo de deteccion, anti I1L-12

mADb, biotinilado (C17.8, PharMingen, San Diego, CA)

anti IL-12p40/p70 de raton.

Amortiguador de pegado (0.1M NaHCO3, pH 8.2)

NaHCO;
Disolver en agua destilada 8 ml
Ajustar pH con HCI 0.1 M

Aforara 10 ml

1 ug/ml

12 ug/ml

1 ug/ml

0.0840g
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Azul de tripano al 0.4%

Azul tripano
NaCl
H,O destilada

Disolver NaCl en 5 mL de H,O destilada.

0.4000 g
0.0425 g

100 ml

Disolver el azul tripano en la solucién anterior y agitar bien.

Aforar a 100 mL.

Estreptoavidina peroxidasa 1:4000 en PBS/BSA al 1%

Estrepto-avidina peroxidasa (ZYMED)
PBS/BSA al 1%

Preparar antes de usar

IL-6 recombinante de ratén 19252V

(PharMingen, San Diego, CA)

IL-12 recombinante de ratén 19361V

(PharMingen, San Diego, CA)

1 ul

4 ml

2000-15 pg/ml

2000-15 pg/ml
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Lipopolisacaridos bacterianos

LPS (Escherichia coli serotipo O111:B4) (Sigma)
SSI estéril
Solubilizar y filtrar con membrana de 0.22 um.

Guardar en congelador a -20 °C.

PBS, pH 7.2-7.4

NazHPO4

NaH2PO4 anhidro

NaCl

H.O

Disolver en 800 ml de agua destilada

Ajustar pH a 7.2-7.4 con HCI 0.1 M

Esterilizar por filtracion con membrana de 0.22 um.

Guardar en refrigeraciéon 2-8 °C

Solucién de lavado (PBS/ Tween-20 (0.05%)

Tween-20

PBS pH 7.2-7.4

Sustrato ABTS (Sigma-Aldrich)

acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzetiazolin-6-sulfénico)

S ug

1ml

2.1689 g
0.2645 g
9.0000 g

1000 ml

0.500 ml

1.000 ml

12 ml
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2) Abreviaturas

Abs

Anticuerpos

ABTS Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbencentiazolin-6-sulfénico)

ACTH Hormona adrenocorticotropica

AMPc Adenosinmonofosfato ciclico

BSA
cAMP
CCL5
CD
CNTF
CRH
CT-1
Da
EIA
ELISA
EMIS
FasL
GABA
GAS
HHA

HLA

Igs

Solucion de suero albumina bovina
Adenosinmonofosfato ciclico
Quimiocina (C-C) 5
Células dendriticas
Factor neurotrofico ciliar
Hormona liberadora de corticotropina
Cardiotrofina-1
Dalton
Inmunoensayo enzimatico
Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
Ensayo inmunolégico multiplicado por enzimas
Ligando del receptor Fas
Acido gama-aminobutirico
Sindrome general de adaptacion
Eje hipotalamo-hipofisario-adrenal
Antigeno de histocompatibilidad leucocitario humano

Inmunoglobulinas
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IL Interleucina

INF Interferén
IP Via intraperitoneal
KDa Kilo daltones

LAK Células asesinas activadas por linfocinas
LHRH Hormona liberadora de la hormona luteinizante
LIF Factor inhibidor de leucemia

LPS Lipopolisacaridos

M Molar

mAb  Anticuerpo monoclonal

NA Noradrenalina
NK Células asesinas naturales
NOS Especies reactivas del nitrégeno

OSM Oncostatina M

PBS Solucién amortiguadora de fosfatos

ROS Especies reactivas del oxigeno

SIDA  Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SNC Sistema nervioso central

SNS Sistema nervioso simpatico

TGF Factor de crecimiento transformante
TNF Factor de necrosis tumoral

TRAIL Ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF
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