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Resumen

Alteraciones neuroinmunes inducidas por exposicion a estrés prenatal.

Participacion de citoquinas y neurotrofinas. Influencia del sexo de la cria.

En el presente trabajo estudiamos el efecto del estrés prenatal (EP) en la respuesta
neuroinmune en animales adultos. Observamos que machos y hembras respondieron
diferente ante el EP, tanto a nivel inmunolégico como comportamental. Los machos
presentan una mayor respuesta inmune innata en relacidon a una mayor secrecion de
IFN-y. Las hembras presentan algunos trastornos conductuales asociados
posiblemente a una disminucién de BDNF asi como también a un aumento central y
periférico de IL-4 y a una disminucion periférica de IFN-y. Ante nuevas situaciones de
estrés en la adultez observamos que, las hembras EP tienen una respuesta inmune
desmejorada ante situaciones de estrés agudo y un peor desempefio en aquellas
pruebas que evalluan la memoria espacial al ser expuestas a estrés cronico. Las
alteraciones inmunoldgicas podrian estar relacionadas con una disminucion del
balance Th1/Th2 y un mayor efecto inhibitorio de los glucocorticoides. Los trastornos
conductuales podrian estar asociados a una disminucion del BNDF y a un aumento de
los receptores a GC en hipocampo inducidos por EP. Los machos EP expuestos a
estrés en la adultez presentan un aumento en la respuesta inmune innata que estaria
relacionado con un aumento en los niveles de IFN-y. Sin embargo, tienen una
disminucion en la inmunidad adaptativa, que al igual que las hembras, tendria relacion
con el mayor efecto inhibitorio ejercido por la corticosterona. Por otro lado, en los
machos tanto controles como EP, la exposicién a estrés agudo o crénico no indujo
alteraciones importantes en las pruebas comportamentales realizadas.

Los resultados encontrados nos permiten concluir que el estrés materno induce
cambios neuroinmunes en las crias que se pondrian especialmente en evidencia
cuando estos individuos deben enfrentarse a nuevas situaciones de estrés en la
adultez, siendo las hembras mas sensibles que los machos. Ademas, hallamos que los
cambios inducidos por exposicidn a EP se dan paralelamente en el hipocampo y en las
células del sistema inmune. Podria entonces sugerirse que estas células pueden ser
indicadores periféricos de una mayor susceptibilidad a padecer trastornos al ser

expuestos a nuevas situaciones de estrés en la adultez.

Palabras claves: estrés prenatal, estrés agudo y crénico, citoquinas,
neurotrofinas, glucocorticoides, catecolaminas, respuesta inmune, trastornos

conductuales.



Summary

Neuroimmune alterations induced by prenatal stress exposure. Involvement of

cytokines and neurotrophins. Influence of offspring gender.

In the present work we studied the effect of prenatal stress (PS) in the
neuroimmune response in adult animals. We observed a different response to PS
between male and female, regarding immune and behaviour parameters. Male mice
showed higher innate immune response evidenced by the increase in NK activity,
possibly because of a higher release of IFN-y. Female mice presented some
behavioural disorders associated to a decrease in BDNF, as well as to an increase in
central and peripheric IL-4 and to a peripherical decrease of IFN-y. In a new stressful
situation in adult life, female PS present a reduced immune response caused by acute
stress and a worse performance in spatial memory test caused by chronic stress.
Immunologic alterations could be related to a decrease in the Th1/Th2 balance and to
a higher inhibitory effect of glucocorticoids. Behavioural disorders could be associated
to a decrease in BDNF and to a increase of hippocampal GC receptors induced by PS.
PS male mice exposed to adult stress showed an increase in innate immune response
which could be related to an increase in IFN-y levels. However, they have a reduction
in adaptative immune response, which as in the female, could be related to the higher
corticosterone inhibitory effect. Also, in control and PS males no changes in behaviour
tasks were caused by acute or chronic stress.

In conclusion, prenatal stress induce neuroimmune changes in the offspring that could
be evidenced specially when the individuals are exposed to a new stressful situation in
the adult life, being female more vulnerable than male mice. Furthermore, we found
that changes induced by PS exposure occur simoultaneusly in hippocampus and in
immune cells. We could suggest that these cells could be peripheral markers of

susceptibility to deletereous effects of stress exposure in the adult life.

Key Words: prenatal stress; acute and chronic stress, citokines, neurotrophins,

glucocorticoids, catecholamines, immune response, Behavioural disorders.
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Introducciéon

1-1. Sistema inmune

El Sistema inmune (SI) esta conformado por una serie de 6rganos, tejidos y células
que se encuentran distribuidos de manera amplia por todo el cuerpo. Estructuralmente
el Sl esta formado por 6rganos macizos como el timo, el bazo y los ganglios linfaticos
y estructuras tubulares como los vasos linfaticos que se encuentran intercomunicando
algunos de los 6rganos mencionados anteriormente. Teniendo en cuenta las funciones
que realizan estos 6rganos se pueden clasificar en primarios y secundarios. En los
organos primarios, el timo y la médula ésea, se generan las células que conforman al
Sl (linfopoyesis) y ademas en éstos los linfocitos adquieren su repertorio de receptores
especificos para cada tipo de antigeno (Ag). Los 6rganos secundarios hospedan las
células capacitadas funcionalmente para interactuar con microorganismos o Ag,
atrapados por estos 6rganos, en un microambiente adecuado para que las mismas
interactien con dichos agentes extrafios al organismo y los eliminen. Los érganos
linfoides secundarios incluyen el bazo, los ganglios linfaticos y el tejido linfoide
asociado a las mucosas, como las amigdalas y las placas de Peyer del intestino.

El rol primario del Sl es entonces proteger al organismo de agentes perjudiciales
externos. Juega ademas un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
antigénica del organismo eliminando clones autoreactivos, es decir que reconozcan Ag

propios (Fainboim y Geffner, 2005).

1-1-1. Inmunidad Innata y Adquirida

Existen dos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida o adaptativa. La inmunidad
innata es la primera linea de defensa ante una infecciéon o un agente toxico (Medzhitov
y Janeway, 2000), forman parte de ésta la piel y los epitelios de los tractos digestivo,
respiratorio y genitourinarios, asi como también diversos tipos de células, como
mastocitos, macréfagos, células natural killer, neutréfilos entre otras. Ademas involucra
el sistema del complemento y proteinas de fase aguda.

El Sl adaptativo evolucioné en los vertebrados primitivos y permite una respuesta
inmunitaria mayor, asi como el establecimiento de la denominada memoria
inmunoldgica que proporciona una respuesta mejorada a encuentros secundarios con
ese mismo patoégeno especifico. La inmunidad adaptativa puede clasificarse en dos
tipos la inmunidad celular, mediada por Linfocitos T (LT) y la inmunidad humoral

mediada por Linfocitos B (LB).
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Los LB y LT reconocen motivos particulares presentes en los patégenos. El linfocito B
o T que reconoce su Ag se activa y sufre un proceso de expansién clonal generando
asi una progenie de idéntica especificidad antigénica compuesta por miles de células.

En la figura 1 se muestra un esquema representativo de la las células que componen

la inmunidad innata y adaptativa.
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Figura 1: Inmunidad Innata y adquirida. Se muestra un esquema representativo de
las células de la inmunidad innata y adquirida (modificado de Dranoff 2004).

1-1-2. Células del Sistema inmune

1-1-2-1. Macréfagos

Los macréfagos se describieron originalmente hace 150 afios por Slavjanski y
Metchnikoff. Poseen una notable plasticidad y pueden cambiar su fisiologia en
respuesta a factores ambientales.

La mayoria de los macrofagos derivan de precursores de la medula ésea que se
desarrollan en monocitos. Estos se forman en la medula 6sea de células madres del
linaje granulocitico-monocitico expuestos a citoquinas como el factor estimulador de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) e interleuquina 3 (IL-3). La
diferenciacion esta asociada con la expresion de receptores de membrana especificos
para citoquinas. Los monocitos permanecen en la medula 6sea por 24 horas y luego
van al torrente sanguineo y circulan por el cuerpo. Luego de pasar al tejido conectivo

los monocitos se diferencian en macrofagos, este proceso involucra muchos cambios
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en la célula como el aumento de tamafio desde 5 a 10 veces, aumento del numero y
complejidad de las organelas, aumento de la capacidad fagocitica, etc (Arango Duque
y Descoteaux, 2014)

Los macrofagos son células fagociticas profesionales, que mantienen la homeostasis
de los tejidos, por ejemplo, fagocitan aproximadamente 2x10"" eritrocitos por dia. Este
proceso de limpieza es clave para la supervivencia del organismo. Los macrofagos
también esta involucrados en la eliminacion de los detritos celulares que se generan
durante la remodelacion de tejidos y rapidamente eliminan células apoptoéticas (Mosser
y Edwards 2008). Como células del Sl, reconocen microorganismos y los eliminan por
fagocitosis, poseen gran capacidad microbiostatica y microbicida, mediada por
mecanismo oxigeno-dependiente y oxigeno independiente. Otra de sus caracteristicas
es ser células presentadoras de antigenos. Ademas producen citoquinas vy
quimioquinas proinflamatorias.

La actividad de los macrofagos puede ser aumentada por citoquinas secretadas por
células T helper, entre las cuales el interferon gamma (IFN-y) es uno de los mas
potentes activadores. Existen dos tipos de vias de activacion de macréfagos, la clasica
(M1) y la alternativa (M2). La polarizacion M1-M2 es un proceso estrechamente
controlado que involucra transduccion de sefales y regulaciones transcripcionales y
post transcripcionales. El fenotipo M1 es estimulado por productos microbianos vy
citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y, factor de necrosis tumoral (TNF), o ligandos
del receptor tipo toll (TLR). Las caracteristicas tipicas de estos macréfagos incluyen
presentacion de Ag, alta produccién de IL-13 e IL-23 y alta produccién de 6xido nitrico
(NO) y especies reactivas del oxigeno (ROS). En contraste, los macréfagos tipo M2
son el fenotipo de “descanso” y se observan en situaciones normales sin infecciones.
Este tipo de respuesta puede ser también amplificado por IL-4, IL-10 o IL-13 (Wang y
col., 2014).

1-1-2-2. Células natural killer (NK)

Las células NK son linfocitos que funcionan en la interfaz entre la inmunidad innata y
adquirida. Contribuyen directamente en la defensa a través de sus funciones
efectoras, como su actividad citotdxica y la secrecion de citoquinas, e indirectamente
por la regulacién de APC y de la respuesta adaptativa de células T (Long y col. 2013)

Las células NK fueron originalmente definidas como linfocitos con reactividad
espontanea ante ciertas células tumorales. Ahora sabemos que éstas proveen una

importante primera linea de defensa frente a parasitos, virus y cancer.
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Las células NK no solo contienen la replicacion viral matando células infectadas
durante las etapas tempranas de la infeccién antes del desarrollo de la inmunidad
adaptativa, sino que también juegan un papel inmuno-regulador critico durante el
desarrollo de la misma (Jost y Altfeld, 2013).

Estas células derivan del progenitor linfoide comun, pero son independientes del timo y
poseen un receptor de superficie que no se somete a recombinacion somatica.

Las células NK eliminan preferentemente células con bajo o nulo complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) tipo 1, son estimuladas por diferentes receptores de
activacion que reconocen una variedad de ligandos en las potenciales células diana
(Moretta y col., 2001). Los receptores pueden disparar las funciones de las células NK
por diferentes vias de sefializacion. Ademas, receptores inhibitorios pueden controlar
efectivamente la activacion celular. Por lo tanto la actividad de las células NK esta
estrechamente regulada por interaccién entre receptores de superficie de activacion y
de inhibicion. Ademas de la regulacion por los receptores, existen otros niveles en
donde la actividad de estas células puede ser controlada (Watzl y col., 2014).

Pueden ser activadas por varias citoquinas incluidas IFN tipo 1, IL-2, IL-15, IL-12 e IL-
18. Una vez activada ejercen su accion a través de la secrecidn de citoquinas
fundamentalmente IFN-y y la activacion de su potencialidad citotéxica por medio de la

exocitosis 0 secrecion de sus granulos y la activacién de receptores de muerte.

1-1-2-3. Linfocitos B

El los mamiferos el desarrollo de los linfocitos B ocurre en el higado fetal durante el
desarrollo embrionario, luego migran hacia la médula 6sea en el periodo perinatal, en
donde los linfocitos son generados continuamente a lo largo de la vida.

El correcto desarrollo del precursor linfoide en LB que expresa el receptor de superficie
especifico, requiere senales del microambiente especializado constituido por células
estromales no linfoides que interactian intimamente con el linfocito en desarrollo,
aportando apoyo paracrino por producciéon de factores humorales como citoquinas y
factores de crecimiento, y apoyo fisico por interacciones moleculares de superficie de
membrana (Panaroni y Wu, 2013).

Los linfocitos B cumplen la funcién de generar anticuerpos (Ac), funcién que llevan a
cabo una vez diferenciados. Ademas de la produccién de Ac, los linfocitos B pueden
actuar como eficiente células presentadora de Ag estimulando células T y permitiendo
un desarrollo éptimo de memoria en la poblacién de células T CD4+. También

producen citoquinas como IL-4, IL-6 e IL-10, TNF-a, las cuales poseen efectos
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regulatorios sobre las células dendriticas presentadores de Ag y en la supervivencia
de otras células mononucleares. Los linfocitos B pueden responder y generar factores
quimiotacticos responsables de la migracion de linfocitos y ademas tienen un rol en los
procesos de infiltracion celular mediada por inflamacién. Ademas pueden sintetizar
moléculas asociadas a membrana que ayudan y dan soporte a linfocitos T adyacentes
(Carter, 2006).

Los LB responden a dos tipos distintos de Ag los Ag timo-independientes (T-
independientes), como por ejemplo las estructuras poliméricas presentes en la pared
de las bacterias Gram-negativas (lipopolisacarido de membrana, LPS), que inducen
una respuesta sin necesidad de la colaboracién de los LT y los Ag timo-dependientes
(T-dependientes), como los glébulos rojos de carnero (GRC) que necesitan de las
células T para producir una éptima produccién de Ac. La interaccion de los Ag con sus
receptores produce la activacion del LB, que prolifera y se diferencia en célula
plasmatica, que es la célula efectora, y secreta activamente Ac especificos contra el
Ag que las activo.

Los LB reconocen a su Ag a través de receptores de membrana. Para los Ag T-
dependientes los receptores son inmunoglobulinas (Ig) de membrana de tipo IgD e IgM
(BCR). El procesamiento y presentacién de Ags T-dependientes a células T efectoras
estimula la produccion de citoquinas y la expresion en superficie de CD40, que actua
sobre las células B para inducir la progresién y diferenciacion del ciclo celular. Existen
dos tipos de Ag T-independientes, los Ag TI-1 que no estimulan las células B a través
del BCR si no a través de receptores de tipo Toll (TLRs), como por ejemplo el LPS que
estimula al LB a través del TLR-4 (Medzhitov y Janeway, 2000) y los Ags TI-2 que

reaccionan de forma cruzada con BCR (Fainboim y Geffner, 2005).

1-1-2-4. Linfocitos T

La respuesta inmune de tipo celular cumple una importante funcion como mecanismo
inmunoldgico de defensa, actuando principalmente frente a bacterias y virus, asi como
evitando la aparicion y desarrollo de células tumorales. Los LT reconocen el Ag
mediante un receptor de membrana (TCR), pero a diferencia de los LB, que reconocen
antigenos nativos, los LT lo hacen sélo cuando el Ag es degradado y procesado en el
interior de las APC o de células infectadas y sus determinantes antigénicos son

expuestos en la superficie de estas células en el contexto de una molécula del MHC.
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Existen diversos tipos de linfocitos T. En funcidon de la expresion de moléculas de
superficies CD4 y CD8 se clasifican en dos grupos; las células T CD4" y células T
CD8".

Los linfocitos T CD4" reconocen Ag procesados proteoliticamente y expuestos en el
contexto de moléculas del MHC de clase |l de las APC. Por otra parte, los linfocitos
citotoxicos CD8+ reconocen a los Ag que han sido procesados endégenamente en el
citosol de la célula infectada y presentados en superficie por moléculas MHC de clase |
(Fainboim y Geffner, 2005).

Las células CD4" a su vez se dividen en T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T helper 9
(Th9), T helper 17, T helper 22 (Th22), T reguladores (Treg) Y T helper folicular (TfH)
de acuerdo con su perfil funcional, determinado fundamentalmente por el patrén de
citoquinas producido.

Las Th9 se desarrollan a partir de las células T virgen en presencia del factor
transformador del crecimiento B (TGF-B) e IL-4. Producen IL-9 y también IL-10 e IL-21,
aunque la produccion de estas dos ultimas no esta regulada en coordinacién con la
produccién de IL-9, y su rol en la funcién de las células Th9 no es conocida aun. La
funcion de las Th9 estd asociada a una amplia variedad de enfermedades
inflamatorias (Kaplan, 2013).

Las células Th17 constituyen una poblacion celular productora de IL-17A, IL-17F, TNF-
a, IL-22 y GM-CSF. Estan involucradas en procesos inflamatorios como artritis
reumatoidea, asma, lupus y rechazo de aloinjertos. Una funcién importante de la IL-17
es promover la inflamacién de tejidos a través de una regulacion positiva sobre
citoquinas inflamatorias y quimioquinas (Chang y col., 2014; Chung y col., 2005).

Las células Th22 secretan IL-22, no expresan IL-17, IL-4 o IFN-y, y ejercen sus efectos
a través del receptor IL22R, el cual es un complejo de receptores transmenbrana que
consiste en IL22-R1 e IL-10R2. Juegan un papel clave en la injuria de tejidos,
incluyendo autoinmunidad érgano especifica (Duhen y col., 2009; Guo y col., 2014).
Las células TfH son células especializadas en ayudar a los linfocitos B, dependen de
la expresion del factor de transcripcion Bcl6. Estas son importantes en la formacion del
centro germinal, y una vez formado éste son importantes en el mantenimiento y la
regulacion de la diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas y de memoria.
Expresan IL-21 CXCR5, PD-1, SAP (SH2D1A), IL-21, e ICOS (Crotty, 2011).

Las células Treg expresan el factor de trascripcién Foxp3 y poseen un rol en el
mantenimiento de la tolerancia inmune. Las Treg se desarrollan en el timo a partir de
células CD4 simples positivas inmaduras que posean TCR con una aumentada

afinidad para el acoplamiento de Ag. Como consecuencia de esto las células Treg
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exportadas a la periferia exhiben un repertorio de TCR orientados al reconocimiento
propio (Levine y col., 2014).

Las células Th1 secretan INF-y, IL-2 y TNF. Se generan a partir de células T virgenes
activadas por células detriticas especializadas que producen IL-6. Las células Th1 son
inducidas en infecciones con patdégenos intracelulares como bacterias y virus, y
pueden activar macréfagos (Geginat y col., 2014). Las células Th1 estan involucradas
en la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) que es la responsable del
reclutamiento de otras células inflamatorias en los tejidos periféricos infectados y la
diferenciacion de células CD8+ en células citotoxicas maduras. Un ejemplo de
respuesta DTH mediada por células Th1 es la prueba de tuberculina cutanea.

Las células Th2 secretan IL-4, IL-10, IL-5, IL-13 y TGF-B. Se generan a partir de
células T virgenes estimuladas con IL-4. Cumplen un papel principal en la inmunidad
frente a bacterias y parasitos extracelulares (Fainboim y Geffner, 2005). También
estan implicadas en reacciones alérgicas: la IL-4 activa la produccion de IgE por los
linfocitos B y la IL-5 activa a los eosindfilos (Elenkov, 2004).

La generacion de respuesta Th1 y Th2 suele ser mutuamente excluyente. Existe una
regulacién cruzada entre Th1 y Th2. El IFN-y secretado por las Th1 inhibe la
proliferacién de las Th2. Por su lado, la IL-10 y la IL-4 secretadas por las Th2 inhiben
la secrecion de IL-2 e IFN-y por parte de las Th1. La inhibicion ejercida por la IL-10 no
es directa, ésta reduce el numero de moléculas de MHC-Il de las APC por lo cual
éstas disminuyen su capacidad de activar a las Th1. El predominio de una u otra de
las dos subpoblaciones de linfocitos Th depende a su vez del microambiente de
citoquinas en que ocurre la activacién y maduracion inicial a partir de linfocitos en
reposo (Fainboim y Geffner, 2005). Recientemente se observd que las células Th1 y
Th2 pueden adquirir la capacidad de producir citoquinas y propiedades funcionales
diferentes tras la re-estimulacién antigénica bajo la influencia de ciertas citoquinas,
por lo tanto son mucho mas flexibles de lo que se pensaba (Geginat y col., 2014). En

la figura 2 puede verse un esquema general de la respuesta inmune.
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Figura 2: Respuesta Inmune. La figura representa un esquema general de la
respuesta inmune. Se muestran las principales células del Sl y las citoquinas que
liberan y/o estimulan su diferenciacion.

1-1-3. Memoria inmunitaria. Respuesta primaria y secundaria

Cuando un linfocito reconoce a su Ag, se activa y se produce una expansion clonal del
mismo. Algunos de esos clones actuaran como células efectoras en la defensa contra
el patégeno que despertd la respuesta, otras se diferenciaran en células de memoria
que perduraran en el organismo y podran actuar frente a una reexposicién al mismo
patdgeno, garantizando una respuesta mas rapida y eficiente.

Los LT CD4" generan células de memoria que se pueden dividir en dos
subpoblaciones: los linfocitos T de memoria efectores (Twe) y los linfocitos T de
memoria centrales (Tyc). Las Tye expresan determinadas moléculas de adhesion y
receptores para quimioquinas que les permiten ingresar a los tejidos periféricos, y al
ser activados secretan rapidamente las citoquinas efectoras. Los Tyc expresan

moléculas de adhesion que les permiten entrar a los érganos linfaticos secundarios.
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Poseen mayor capacidad de proliferacion frente a la re-estimulacion antigénica en
relaciéon con los Tye (Fainboim y Geffner, 2005). Los LT CD8+ también poseen la
capacidad de generar células de memoria.

En la inmunidad humoral deben distinguirse la respuesta inmune primaria de la
secundaria. La respuesta inmune primaria se produce cuando el organismo se pone
en contacto con un Ag por primera vez. Es lenta, alcanza los niveles maximos de Ig
tras un largo periodo de latencia (fase lag o de retardo), que es el tiempo requerido
para la seleccion de un clon especifico de células B y la produccion de células
plasmaticas secretoras de Ac y de células B de memoria. Luego se produce un
aumento exponencial (hasta alcanzar un pico maximo) seguido de una meseta y un
posterior declive. En total la respuesta puede durar desde unos dias a varias semanas,
dependiendo de la persistencia del Ag. Para Ags T-dependientes, se produce primero
IgM, y luego IgG, siendo la contribucién global de la IgM mas importante en el primer
contacto con el Ag. Para este tipo de Ag, la respuesta secundaria posee diferencias
importantes respecto a la respuesta primaria. Se inicia mas rapidamente (menor fase
lag), alcanza mas intensidad (100 a 1000 veces mayor), dura mas tiempo y se produce
preferentemente 1gG, aunque también IgA e IgE, en lugar de IgM (Figura 3 A). Para
Ags T-independientes, tanto en la respuesta primaria como en la secundaria, el Ac
producido es de tipo IgM (Figura 3 B). Por ultimo cabe destacar que la memoria

inmunitaria de los LB suele ser de mayor duracién que la generada por LT.
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Figura 3: Respuesta primaria y secundaria. (A) Respuesta inmune inducida por un
antigeno T-dependiente. (B) Respuesta inmune inducida por un antigeno T-

indedependiente.
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1-2. Sistema Nervioso

EL sistema nervioso (SN) es el sistema de percepcion, pensamiento y control de
nuestro organismo. Se divide en sistema nervioso central (SNC), que comprende a su
vez el encéfalo y la medula espinal, y en sistema nervioso periférico (SNP) (Guyton,
1994).

El encéfalo o cerebro de los mamiferos estd compuesto de tres partes principales, el
rombencéfalo, filogenéticamente "viejo", que da lugar al puente troncoencefalico,
cerebelo y médula; el mesencéfalo que forma el cerebro medio; y el filogenéticamente
"nuevo" prosencéfalo que se desarrolla en el telencéfalo y diencéfalo. El primero da
lugar a los hemisferios cerebrales y los ganglios basales, y el segundo al tdlamo e
hipotalamo (Erecinska y col., 2004).

En los mamiferos, las etapas tempranas de la vida constituyen un periodo vulnerable
para la adecuada maduracion de las capacidades cognitivas y emocionales de los
individuos. La etapa neonatal constituye un periodo sensible capaz de responder a
factores ambientales externos debido a su mayor plasticidad, comparado con etapas
adultas (Wang, 2004). Cada region del cerebro experimenta una maduracion temporal
independiente y cada una posee distintas ventanas de vulnerabilidad, tanto pre como

postnatal (Rice y Barone, 2000).

1-2-1. El Hipocampo

El hipocampo, junto con la amigdala, forma el eje central del sistema limbico. Es una
estructura cerebral derivada de la corteza, filogenéticamente muy antigua, y de
estructura simple y ordenada. Es un objeto de estudio de sumo interés, dado que esta
involucrado en la formacion de diversos tipos de aprendizaje y memoria (Fellini y col.,
2009), es una region de neurogénesis en la adultez (Abrous y col., 2005) y esta
conectado con muchas otras regiones cerebrales, cumpliendo una funcién integradora.
El hipocampo consta de capas de células morfolégicamente y/o funcionalmente
diferenciadas: giro dentado, CA1, CA2 y CA3. Presenta un circuito tri-sinaptico que
recibe aferencias de la corteza entorrinal (integrador sensorial multimodal) y proyecta
eferencias hacia la corteza entorrinal, al subiculum y otras estructuras subcorticales.
Ademas, se conecta con el hipotalamo y el nucleo supraquiasmatico. Entre los
neurotransimisores involucrados en su funcionamiento estan el glutamato, GABA, Ach,

DA, 5-HT, NA, neuropéptidos y endocanabinoides. El hipocampo presenta receptores
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de hormonas esteroideas adrenales, gonadales y de la tiroides. Ademas, neurotrofinas
como el BDNF y el NGF son abundantes.

El hipocampo se desarrolla durante la vida intrauterina, pero en roedores, continda
desarrollandose postnatalmente. La secuencia de desarrollo cerebral de roedores y
seres humanos es semejante, sin embargo el desarrollo cerebral de los roedores en el
nacimiento equivale, en grado de avance, al desarrollo de humanos en el segundo
trimestre de gestaciéon (Weinstock, 2001). El desarrollo de las regiones CA1 y CA3 del
hipocampo de roedores ocurre mayoritariamente durante la tercera semana de prefiez,
lo que equivale, aproximadamente, a comienzos del segundo trimestre de embarazo

en humanos.

1-2-2. Aprendizaje y la Memoria

Podemos describir al aprendizaje como el proceso a través del cual una experiencia
comportamental se codifica espacio-temporalmente en circuitos neuronales,
expresandose como un cambio comportamental. Memoria es la representacion interna
de dicha experiencia.

El aprendizaje y la memoria estan dados por diferentes mecanismos neurales
distribuidos en diferentes regiones del cerebro. La potenciacion de largo termino (LTP)
es un aumento de larga duracién de la eficacia sinaptica, que se cree que es un
importante mecanismo subyacente del aprendizaje y formacién de la memoria (Arisi,
2014).

El hipocampo es importante para la formacion de memoria que es distribuida en areas
corticales (Arisi, 2014). A lo largo de los afos se han realizado diversos estudios para
elucidar el rol del hipocampo en la memoria. El estudio de pacientes con amnesia
luego de un dafo hipocampal muestra un patron complicado de deterioro en las
funciones de la memoria (Watson y col., 2013). Existen diversos estudios realizados
en animales con lesiones hipocampales que demuestran la relevancia del hipocampo
en la capacidad de aprendizaje y memoria (Broadbent y col., 2004; Florian y Roullet,
2004). Fundamentalmente, el hipocampo esta involucrado en los procesos de
adquisicion de la memoria y en su almacenamiento a corto plazo, aunque su conexion
con otras areas es necesaria para la consolidacion sistémica y el almacenamiento a
largo plazo (Lynch, 2004). El hipocampo funcionaria entonces como una estacion de
almacenamiento temporal de la memoria. Podemos referirnos a dos tipo de memoria,

la memoria explicita y la implicita, dependiendo la primera del procesamiento
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hipocampal. La memoria explicita, también llamada declarativa, esta relacionada con
procesos conscientes, e incluye a la memoria episodica, semantica y contextual.

Se han disefiado distintos paradigmas comportamentales con la finalidad de estudiar
la memoria en roedores. Estos tienen en cuenta las caracteristicas propias de los
roedores, tales como su elevada actividad exploratoria. Existen distintos ensayos que
son empleados para evaluar distintos tipos de memorias. Cada memoria implica un
procesamiento diferente y depende de regiones cerebrales mas o menos
caracterizadas. Los ensayos se basan, generalmente, en un pre-entrenamiento, un
entrenamiento y un testeo. Entre las memorias estudiadas se encuentra la memoria
espacial, que es memoria de contexto construida a partir de la elaboracién de
estrategias de navegacion, tales como la construccion de mapas cognitivos a partir de
claves espaciales. Este tipo de memoria esta fuertemente vinculada a la funcién
hipocampal (Florian y Roullet, 2004). Por otro lado, se estudia también la memoria
asociativa, en la cual la respuesta evocada condicionada se da frente a un estimulo
condicionado por la asociacién a uno incondicionado, en cuya formacién también se
encuentra involucrado el hipocampo (Cutsuridis y Wennekers, 2009). Otra de las
memorias estudiadas es la memoria de habituacion, muy compleja a pesar de
responder a un unico estimulo, que involucra procesamientos todavia no del todo
elucidados. También se estudia la memoria de reconocimiento, que se presenta como
una memoria primitiva e involucra a diversas areas del cerebro y parece depender
parcialmente del hipocampo (Broadbent y col., 2004).

Ademas existen otros ensayos que permiten estudiar otras caracteristicas
comportamentales en roedores distintas del aprendizaje y la memoria como, por
ejemplo, la ansiedad (Sudakov y col., 2013) y la actividad locomotora (Lynch y col,
2011).

1-3. Eje hipotalamico-hipofisario-adrenal

El eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (Eje HPA) esta formado por el hipotalamo,
parte ventral del diencéfalo, la hipdfisis, una estructura localizada bajo el hipotalamo y
la glandula adrenal, localizada en la parte superior de los rifiones.

Las interacciones homeostaticas finas entre estos tres 6rganos constituyen el eje HPA,
una parte esencial del sistema neuroendocrino que controla las reacciones al estrés y
regula varios procesos del organismo como la digestion, el sistema inmune, las
emociones, la conducta sexual y el metabolismo energético (Berthon y col., 2014;

Goldstein, 2010) (Figura 4).
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Las neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo secretan el factor liberador de
corticotrofina (CRH) que induce la liberacion de la hormona adrenocorticotréfica
(ACTH) por la hipdfisis. La ACTH a su vez causa liberacion de glucocorticoides (GCs)
(cortisol en los primates y corticosterona en la mayoria de los roedores) por parte de la
corteza adrenal. Los GCs generan una retroalimentacion negativa sobre la hipdfisis
anterior y el hipotalamo, a través de receptores de glucocorticoides (GR), lo cual
normalmente mantiene los niveles de GCs dentro del rango esperado (Webster y col.,
2002). Los GCs tienen muchas funciones importantes, incluyendo la modulacién de las
reacciones ante el estrés.

El eje HPA también puede ser regulado por otros factores como el SNS , citoquinas y
otros neuropéptidos como arginina vasopresina (AVP) (Gadek-Michalska y col., 2013;
May Morilak, 2005).
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Figura 4: Eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal. ACTH: hormona adrenocorticotrdéfica,
CRH: factor liberador de corticotrofina. GCs:glucocorticoides (Modificado de VITAE
Academia Biomédica Digital)
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1-4. Interaccion entre el Sistema inmune, el Sistema Nervioso y el eje HPA

El sistema nervioso, el sistema endocrino y el sistema inmune estan anatémica y
funcionalmente conectados. Estos sistemas de érganos expresan y responden a un
gran numero de moléculas regulatorias compartidas, como los esteroides,
neuropéptidos, citoquinas y neurotransmisores, que proporcionan la base molecular
para una respuesta neuroendocrina-inmune bidireccional y coordinada en respuesta a
perturbaciones de la homeostasis del organismo (Chesnokova y col., 2010).

Existen dos vias principales a través de las cuales el SN regula al Sl. La primera es
por medio de la respuesta hormonal dada principalmente por el eje HPA, vy la
segunda via de regulacion es a través de la liberacidn de norepinefrina y acetilcolina
desde los nervios simpaticos y parasimpaticos (Dantzer y Wollman, 2003).

El SNS, inerva extensamente los organos linfoides estableciendo conexiones
anatomicas entre los sistemas nervioso e inmune (Felten y col., 1987; Madden y col.,
1994). Regula la funcion del Sl principalmente por la via de neurotransmisores
adrenérgicos liberados a través de circuitos neuronales (Webster y col., 2002).

Las células del S| poseen receptores de membrana para la mayoria de los
neuropéptidos y neurotransmisores por lo que poseen la capacidad de responder a
estos factores. Estos receptores son funcionales y su activacion induce cambios en las
funciones inmunes como la proliferacion celular, y las respuestas inmunes especificas
(Eskandari y col., 2003).

La noradrenalina (NA) liberada por las terminales nerviosas ejerce su funcion a través
de receptores adrenérgicos presentes tanto en LT como en LB. El principal subtipo de
receptor adrenérgico descripto en los linfocitos es el 2 (B2-AR) (McAlees y col., 2011;
Sanders, 2012).

El eje HPA regula al Sl principalmente por la liberacién de GCs. Los GCs ejercen una
variedad de efectos a través de mecanismos de sefalizacion de hormonas
esteroideas. Los GCs pueden unirse al receptor de mineralocorticoides (MR) o al
receptor de glucocorticoides (GR). EI MR tiene mayor afinidad por los GCs que el GR,
y esta diferencia es en parte responsable por los diferentes efectos dependientes de la
concentracién. A niveles basales, los GCs se unen principalmente a MR y solo ocupan
una pequena porcién de GR. Cuando los niveles de GCs son altos como en el caso de
una situacion de estrés, se ocupan también los GR (Sorrells y Sapolsky, 2007).

Las células del S| poseen receptores para GCs y el principal receptor en esta células
es el GR, por lo cual la influencia de estas hormonas sobre la funciéon inmune es

mediada a través de este receptor (Marchetti y col., 2001).
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Los GCs pueden ejercer su accion regulatoria sobre el Sl por varias vias. Por ejemplo
pueden modular la expresion de citoquinas, moléculas de adhesion, quimioatractantes
y otros factores inflamatorios (Adcock y Ito, 2000), y pueden bloquear la maduracion
linfocitaria (Wisniewska y col., 2004). En algunas especies pueden expulsar a los
linfocitos de la circulacién (Milad y col., 1994) y en algunas ocasiones pueden
destruirlos mediante mecanismos apoptoéticos (Bishop y col., 2000).

Durante muchos afos se pensé que los GCs eran inmunosupresores, sin embargo los
estudios que llevan a estas conclusiones se realizaron utilizando dosis farmacoldgicas
de éstos y moléculas sintéticas. Es importante reconocer que los GCs en dosis
farmacoldgicas ejercen diferentes funciones que las fisiolégicas. En concentraciones
fisioldgicas resultan en una modulacion de la trascripcion de genes involucrados en la
respuesta inflamatoria, mientras que en las dosis farmacolégicas, mucho mayores que
las fisioldgicas, resultan en una supresion total de la respuesta inflamatoria (Webster y
col., 2002).

Hoy en dia se acepta que los GCs a concentraciones fisioldgicas son
inmunomoduladores. Se vio por ejemplo que causan una supresion selectiva de la
inmunidad celular Th1 y un cambio hacia la inmunidad celular Th2, mas que una
inmunosupresion generalizada (Elenkov, 2004). De hecho los GCs a nivel fisioldgico
estimularian varios aspectos de la funcién inmune. Por ejemplo, varios procesos
relacionados a la funcion de células T son facilitados (Almawi y col. 1999). También
estimulan agudamente las reacciones de hipersensibilidad de tipo retardada, mientras
gue a concentraciones farmacologicas la suprimen ( Dhabhary McEwen, 1997).

A su vez, el Sl a través de las citoquinas producidas por las células inmunes en la
periferia o localmente en el SNC, puede regular las funciones del SN y la secrecién
hormonal de las glandulas endocrinas (Turrin y Rivest, 2004). Estas citoquinas pueden
actuar sobre el cerebro por varias vias: una via humoral, por transporte activo a través
de la barrera hematoencefdlica, o en aquellas areas del cerebro que estan
desprovistas de una barrera hematoencefalica funcional, las areas circunventriculares,
que se encuentran en varios sitios entre las paredes de los ventriculos cerebrales; y
una via neural, representada por los nervios aferentes que inervan los sitios corporales
de infeccidon y dafo. En ambos casos, las citoquinas producidas periféricamente
inducen la expresion de citoquinas cerebrales que son producidas por macrofagos
residentes y células microgliales y astrocitos, estas células pueden producir IFN-q,
IFN-y, IL-1; IL-2; IL-6 y TNF-a. Ademas el hipotalamo y/o la hipdfisis pueden producir
IL-1, IL-6, TGF-B, factor inhibidor de leucemia (LIF), factor inhibidor de macréfagos,
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IL10 e IL-18 (Silverman y col., 2005). En la figura 5 se muestra un esquema de la

interaccion entre el Sl y el SN.
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Figura 5: Interaccion entre el SN y el SI. ACTH: hormona adrenocorticotréfica, CQs:
citoquinas, CRH: factor liberador de corticotrofina, GCs: glucocorticoides, SNC:
sistema nervioso central, SNS: sistema nervioso simpatico, SNP: sistema nervioso
parasimpatico.
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1-4-1. Accidn de las citoquinas en el sistema nervioso

Las citoquinas producen una serie de efectos sobre el comportamiento luego de su
administracion central o periférica. El animal que sufre una infeccién presenta un
comportamiento denominado "sickness behavior". Este término se refiere a una serie
de cambios comportamentales coordinados que se desarrollan durante el curso de la
inflamacién sistémica. Estos comportamientos incluyen una disminuciéon en su
alimentacion, actividad locomotora y exploratoria, interaccion social y actividad sexual,
entre otras. El estado de somnolencia aumenta y las funciones cognitivas estan
disminuidas (Holmes y col.,, 2011). Este comportamiento ha sido asociado a la
activacion del Sl y a la liberacién de citoquinas (Dantzer, 2009). Ente las principales
citoquinas podemos nombrar el TNF-a, la IL-1a/B y la IL-6 como las candidatas mas
firmes para mediar estos efectos. Se demostrd experimentalmente que la
administracion central o periférica de IL-1 B produce efectos sobre las funciones
cognitivas, particularmente la IL-18 influye la consolidacion de las memorias
dependientes del hipocampo (Gonzalez y col., 2013).

La IL-6 esta implicada en la patogénesis de varios desérdenes neuroinflamatorios y
neurodegenerativos que afectan el CNS, como la esclerosis multiple, el Parkinson y
Alzheimer. Ademas se observo que esta involucrada en multiples procesos fisioldgicos
como la homeostasis neuronal, astrogliogenesis y la diferenciaciéon neuronal (Spooren
y col.,, 2011). El TNF-a se vio implicado en muchas enfermedades autoinmunes
(Klinkert y col., 1997; Lin y col., 2006).

Asimismo, la IL-2 es capaz de inducir un efecto soporifero al ser inyectada en el locus
ceruleo en ratones (Nistico y De Sarro, 1991). Por otro lado, se ha observado un
aumento en la actividad locomotora y exploratoria luego de la administracion de IL-2
en el hipocampo e hipotalamo y también luego de su administracion periférica (Nistico
y De Sarro, 1991).

Originalmente se pens6 que las hormonas producidas en la periferia podian atravesar
directamente la barrera hematoencefdlica, ya que se vio que varios factores
inmunoregulatorios, incluyendo la IL-1, IL-2, IL-6 y TNFa/B producian efectos sobre las
funciones neuroendocrinas. Sin embargo, como el tamano de estas sustancias era
muy grande como para penetrar la barrera hematoencefalica, se sugirid la produccion
local de las citoquinas en el tejido neuroendocrino (Vankelecom y col., 1989). Ahora se
conocen varias tipos celulares del SN que pueden producir citoquinas como la
astroglia y la microglia (Motoyoshi-Yamashiro y col., 2013; Tatro y col., 2014).
Ademas, las citoquinas periféricas pueden influenciar al SNC. Se proponen varios

mecanismos para su accion. Uno de los mecanismos propuestos sostiene que las
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citoquinas actuan a nivel de un érgano circunventricular, vagal u otro nervio aferente,
liberando sustancias que estimulan la liberacién de citoquinas dentro del SNC. Las
células de la microglia serian las principales productoras de las mismas. Otros
mecanismos postulan la existencia de transportadores especificos de tal manera que
las citoquinas ingresan a través de los mismos desde la sangre al SNC. Muchos de
estos transportadores han sido identificados, aunque aun no esta claro si la actividad
de estos transportadores alcanza para obtener los niveles de citoquinas adecuados
dentro del SNC para producir los efectos encontrados. Las citoquinas en el cerebro, en
particular el hipocampo, estan asociadas con la modulacion de la neurogénesis y el

aprendizaje (Arisi, 2014).

1-5. Factores neurotroéficos

Los factores neurotréficos son péptidos necesarios para el crecimiento y
mantenimiento del SN, y promueven el desarrollo y la diferenciacion neuronal (Vega y
col., 2003). Estos factores se expresan en una region y en un periodo particular
(Korsching, 1993). Los tejidos del SN dependen de ellos para su supervivencia y
funcionamiento dado que participan en los procesos de remodelacion, adaptacion y
plasticidad neuronal.

Los factores neurotroficos actian de manera autdcrina o paracrina, pudiendo ser
secretados por neuronas, tejidos blanco que ellas inervan o células gliales (Korsching,
1993).

1-5-1. Neurotrofinas

Las neurotrofinas (NTs) son una familia de polipéptidos. Esta familia incluye al factor
de crecimiento nervioso (NGF) (Levi-Montalcini, 1987), al factor neurotroéfico derivado
de cerebro (BDNF) (Barde y col., 1982), a la neurotrofina-3 (NT-3) (Ernfors y col.,
1990), a la neurotrofina-4/5 (NT-4/5) (Hallb6ok y col., 1991), y a la neurotrofina 6 (NT-
6) (Gotz y col., 1994). Son sintetizadas como moléculas precursoras que luego son
clivadas para dar la proteina madura.

Las NTs poseen dos tipos de receptores: p75 NTR, de baja afinidad, que pertenece a
la superfamilia TNFR; y la familia TKr (receptores de tirosin kinasas), al cual se unen
con alta afinidad. NGF se une a TKrA, BDNF y NT-4/5 se unen a TKrB y NT-3 a TKrC
y puede unirse con menor afinidad a TKrA y TKrB en algunos ambientes celulares

(Tessarollo, 1998). Todas las NT poseen la capacidad de unirse a p75 NTR.
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1-5-2. Neurotrofinas y Sistema Nervioso

En general, todas las neurotrofinas cumplen una funcién en la supervivencia,
desarrollo y diferenciacion de las neuronas. Ademas, en el crecimiento de neuritas,
influyen en la expresion de proteinas esenciales para el funcionamiento normal de las
neuronas.

La funcién de las neurotrofinas en el SNC no esta limitada a la plasticidad anatdmica,
Se las sefial6 como factores importantes que interaccionan con varias vias de
sefnalizacion e inducen la regulacién de las formaciones sinaptica, la modulacién de la
plasticidad sinaptica y la eficiencia de la trasmision sinaptica en el cerebro del
mamifero (Arvanian, 2013).

Se propusieron varios mecanismos, como el control espacio temporal de la expresion
de las isoformas de las neurotrofinas y sus receptores, para explicar las acciones
especificas de las neurotrofinas y sus receptores (Tessarollo, 1998). La mayoria de los
cambios dependientes de actividad en el SNC son el resultado de modificaciones en
los niveles intracelulares de calcio. Cambios a largo plazo en la funcionalidad neuronal
son el resultado de la expresion de genes mediada por calcio, y se piensa que estos
genes son criticos en el desarrollo y la formacion de las bases del aprendizaje y la
memoria. Uno de estos genes es el BDNF.

El BDNF modula la fuerza de las conexiones sinapticas existentes
y actua en la formacién de nuevos contactos sinapticos. Por lo tanto, una alteracién en
la funciéon del BDNF, ya sea a través de la sintesis o liberacion, podria afectan el
comportamiento (Zhu y col., 2009).

Varias lineas de evidencia sugieren que alteraciones de la senalizacién de NTs en el
cerebro adulto podrian estar implicadas en la patofisologia de desoérdenes
psiquiatricos, como la depresion, ya que juegan un importante papel en traducir la
actividad neuronal en plasticidad estructural y bioquimica (Calabrese y col., 2009).
Diversos estudios han demostrado que el NGF y BDNF son esenciales durante la
adultez para el mantenimiento de multiples funciones, tales como la adquisicion y
retencion de la memoria, la potenciacion a largo plazo y la inervacion colinérgica (Aloe
y col., 2012; Leal y col., 2014).

Durante el desarrollo del sistema nervioso las NTs regulan la muerte celular, la
conectividad sinaptica, la orientacion de las fibras y la morfologia dendritica. Ademas
contribuyen a la plasticidad cerebral y estan involucradas en la funcion neural

dependiente de actividad.
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La expresion de las NTs y de sus receptores esta regulada durante el desarrollo. Su
maxima expresion se da en el tiempo del crecimiento, diferenciacion y sinaptogénesis
neuronal. Estimulos fisiologicos, como un evento de estrés, pueden afectar la
expresion de NTs (Russo-Neustadt y col., 2001). Si se producen cambios en la
expresion de NTs, en tiempos criticos durante el desarrollo, pueden promover una
cascada de eventos que interfieren con la maduracion de ciertas regiones,
determinando un estado de respuesta alterada al estrés en la vida adulta (Cirulli y col.,
2009).

La expresion de NT3 es particularmente alta durante la embriogénesis, y puede influir
en el desarrollo del hipocampo.

El NGF fue identificado como un actor principal en los procesos de desarrollo. Una vez
liberado, es recibido por las neuronas mediante endocitosis mediada por receptor y
trasportado al cuerpo celular en donde ejerce su accién tréfica y de diferenciaciéon
(Alleva y Santucci, 2001).

Se vio que la disminucion de los niveles de BDNF hipocampal, tras la administracion
central de lipopolisacarido (LPS), podria ser un mediador en los comportamientos de

tipo ansioso generados en respuesta al LPS (Hritcu y Gorgan, 2014).

1-5-2. Neurotrofinas y Sistema inmune

Se han hecho numerosos estudios para elucidar la funciéon de las NTs en otros
sistemas, ademas del SN, incluyendo el Sl (Aloe y col., 2012; Tessarollo, 1998).

Las neurotrofinas son producidas por érganos inmunes y células inmunocompetentes
incluyendo linfocitos T, linfocitos B y macrofagos, y se cree que juegan un rol en varias
funciones del Sl incluyendo la proliferacién de linfocitos (Bronzetti y col., 2006). Es
interesante notar que en todas las especies de vertebrados examinados hasta ahora,
desde humanos hasta peces, las NTs y/o sus receptores se han detectado en los
organos linfoides (Ciriaco y col., 1996; Hannestad y col., 1997, 2000; Vega y col.,
2003). Los linfocitos, ademas, poseen receptores para las NTs (Vega y col., 2003). Se
demostré que las neurotrofinas podian actuar sobre linfocitos y que la expresion de las
mismas y de sus receptores es dependiente frecuentemente de la activacion celular
(Kerschensteiner y col., 1999; Moalem y col., 2000).

El receptor de NGF se expresa en los 6érganos y las células del Sl inmune, permitiendo
al NGF modular la diferenciacion celular y regulando la respuesta inmune. EI NGF
afecta la supervivencia y/o la diferenciacién de las células madres hematopoyéticas,

granulocitos, linfocitos y monocitos. EI NGF y su receptor TfkA y posiblemente otras
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NT y sus receptores, parecen tener un rol en la fisiologia de linfocitos T y B. Ademas
cada poblacion de linfocitos parece expresar distintos patrones de NTS y sus

receptores (Vega y col., 2003).

1-6. Estrés

Los organismos vivos tienen la capacidad de ajustarse a una cantidad, variedad e
intensidad de estimulos siempre y cuando estos oscilen dentro de un rango que no
altere la homeostasis del organismo. Si la cantidad y calidad de estos estimulos esta
por debajo o por encima de ese rango, el equilibrio se ve perturbado y esta deficiencia
0 exceso puede ser considerado como estrés, el cual es generalmente multifactorial.

El estrés produce la liberacidn de una serie de mediadores, entre ellos hormonas y
neurotransmisores capaces de modular el Sl (O’Callaghan, 2002).

El estrés se define, entonces, como cualquier situacion capaz de perturbar
fisioldgicamente o psicolégicamente la homeostasis. La exposicién a situaciones
adversas afecta a un importante numero de aspectos de nuestra vida diaria. La
respuesta al estrés se define entonces como “alostasis”, queriendo decir “mantener la
estabilidad a través del cambio” (McEwen, 1998).

El impacto de la exposicidon a estrés en el desarrollo de una respuesta inmune
depende de una variedad de factores como la duracion y el tipo de estresor. La clasica
respuesta al estrés involucra la activacién del eje HPA. Su actividad esta regulada por
retroalimentacién negativa por el hipocampo y el hipotdlamo mismo cuando el exceso
de GCs llega a él. Durante una condicién de estrés agudo, la retroalimentacion
negativa mantiene la homeostasis del eje HPA. Sin embargo, después de una
exposicion a estrés crénico existiria una ruptura de la retroalimentacion negativa (Zhu
y col., 2014).

Se conoce que el estrés suprime las funciones inmunes y aumenta la susceptibilidad a
infecciones y cancer. Paraddjicamente, también se conoce que el estrés puede
exacerbar algunos tipos de alergia, autoinmunidad y enfermedades inflamatorias, lo
que sugiere que el estrés puede aumentar las funciones inmunes bajo ciertas
condiciones. Se describid6 que mientras el estrés cronico suprime o desregula las
funciones del sistema inmune, el estrés agudo a menudo tiene efectos estimuladores
del mismo (Dhabhar, 2009)

Se ha sugerido que el estrés agudo induce aumento de la funcién inmune y que este
aumento puede ser una respuesta adaptativa que prepara al organismo para un

potencial desafio inmunoldgico, para el cual la percepcion del estrés por el cerebro y la
36



Introducciéon

subsiguiente liberacibn de hormonas y neurotransmisores serviria como una
advertencia temprana (Dhabhar y McEwen, 1999).

Hay una variedad de mecanismos potenciales por los cuales un estresor puede alterar
la funcidén inmune, uno de estos mecanismos seria la alteracion del SE que modularia
al Sl (Bonneau, 2007).

Previamente, observamos en nuestro laboratorio que ratones BALB/c sometidos al
modelo de estrés cronico moderado (CMS) presentan una alteracion en la respuesta
proliferativa, especificamente una menor respuesta a mitdgenos selectivos para LT y
una mayor respuesta proliferativa de LB. Estos cambios en la respuesta inmune se
correlacionan con una alterada reactividad a las hormonas tipicas del estrés
(catecolaminas y corticosteroides) (Silberman y col., 2004). Asimismo se encontré una
menor produccién de Ac para Ag T dependientes, no estando alterada la respuesta T
independiente (Silberman y col., 2004; Silberman y col., 2003). Esta deficiencia en la
respuesta de LT fue debida a alteraciones en las sefales intracelulares que se
desencadenan tras la union del Ag al receptor presente en los LT (Silberman y col.,
2005). Por otra parte, se observo el desarrollo de un estado anhedédnico en animales
expuestos a CMS, un aumento de la actividad locomotora y un déficit en la capacidad
de aprendizaje y memoria asociado a un desbalance en la relacion Th1/Th2 (Palumbo
y col., 2007; Palumbo y col., 2010). Es decir, que el estrés crénico induciria cambios
inmunolégicos que participarian en los cambios conductuales y estructurales que
acompanan a patologias intimamente asociadas al estrés.

Bajo condiciones de estrés agudo, la activacion del SNS conduce a una liberacién de
NA de las terminaciones nerviosas simpaticas postganglionares. La adrenalina y la
NA, a través de interacciones con receptores o y B adrenérgicos, median los efectos
metabdlicos y cardiovasculares adaptativos que se dan bajo condiciones de estrés. Sin
embargo, en condiciones de estrés cronico o prolongado, las acciones excesivas de
los productos del eje HPA y del SNS pueden conducir a alteraciones patofisioldgicas
en muchos sitios del cuerpo incluyendo al Sl.

Las catecolaminas son otra parte integral de la respuesta fisioldgica a los estresores y
son los efectores principales de la clasica respuesta de “huida o lucha”. Frente a una
situacion de estrés se induce la activacion de las células cromafines de la médula
adrenal que liberan adrenalina a la circulaciéon. Las elevaciones en plasma de
adrenalina estan estrechamente relacionadas con las elevaciones en plasma de GCs
que sigue a la activacién del eje HPA (Hucklebridge y col., 1998).

Los glucocorticoides constituyen el principal efector y senal del sistema

neuroendocrino. A través del GR, ejercen efectos multiples sobre las moléculas y las
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células inmunes, como se describidé anteriormente. Las fases de la respuesta a estrés
(estrés, recuperacién, adaptacién) son fundamentales al proceso de almacenamiento
de memoria. Se postulé que los GCs promueven la consolidacion de la memoria a
través de las acciones mediadas por GR (Qitzl y col., 2010).

Se ha descripto que el estrés puede afectar la plasticidad sinaptica, la morfologia
dendritica y la neurogénesis en hipocampo (Yoon, 1998). El hipocampo y la amigdala
tienen un rol clave en la regulacién de la respuesta al estrés ya que estas regiones
forman parte de un sistema integrador involucrado en el control neuroendocrino.
Ademas, el estrés cronico induce una reduccion de volumen hipocampal (Blix y col.,
2013) un impedimento de la memoria (Palumbo y col., 2007), disminuye el LTP en el
hipocampo, aumenta los niveles hipocampales de glutamato y disminuye los de GABA
(Cui y col., 2009).

Un estrés crénico o incontrolable puede llevar al deterioro de los mecanismos
regulatorios en el eje HPA, en el cual la expresion y funcion de los receptores de GCs
en el hipotdlamo y en el hipocampo se ven alterados, conduce a una reduccion en la
retroalimentacién negativa que es la responsable del aumento en los niveles de GCs
en los individuos afectados.

Los dos tipos de receptores de glucocorticorides GR y MR difieren en la afinidad y en
la distribucion en el cerebro. Ambos estan expresados en abundancia y colocarian en
las neuronas de varias areas del sistema limbico incluido el hipocampo, la amigdala y
la corteza prefontral (McEwen, 2007). Estos receptores producen la respuesta
neuroendocrina y de comportamiento que promueve la adaptacion al estrés desde el
encuentro con la nueva experiencia hasta el almacenamiento de la memoria y los
procesos de evocacion (Herman y col., 2003). Ambos receptores interactian como
dimeros en la maquinaria de trascripcion, pero el GR mas que el MR puede modular la
accion de otros factores de trascripcion que se activan en el inicio de una situacion de
estrés (Oitzl y col., 2010). En el cerebro, el GR previene la reaccion inicial del estrés
del desbordamiento, “overshooting”, lleva a las células diana de nuevo condiciones
basales, y facilita la recuperacion a través de la promocién de energia metabdlica.

Las alteraciones en la expresion de neurotrofinas por situaciones de estrés, podrian
estar involucradas en la patofisiologia de los desérdenes asociados con estrés, ya que
juegan un rol importante en la traduccion de la actividad neuronal en plasticidad
bioquimica y estructural (Amador-Arjona y col., 2010). Se ha visto que el estrés puede
alterar la expresion de neurotrofinas en el cerebro. Especificamente, estimulos
estresantes como una inmovilizacién aguda o cronica puede reducir los niveles de
BDNF (Murakami y col., 2005).
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1-6-1. Estrés prenatal

Se ha sugerido que la exposicion a estrés prenatal, el estrés que se le ejerce a la
madre durante la prefiez, causa cambios estables de larga duracién en los sistemas
de respuesta centrales y periféricos, ademas se vio una posterior vulnerabilidad a
exposiciones a estrés subsecuentes (Chung y col., 2005; Maccari y col., 2003).
Algunos autores observaron que el estrés prenatal social disminuye el conteo total de
linfocitos periféricos en ratas, particularmente una disminucion en LT CD4+ y una
menor proliferacion inducida por mitégenos (Goétz y Stefanski, 2007). Se encontrd
también una disminucién en el nimero de LT CD8+ (Llorente y col., 2002). Ademas se
describié una disminucion de la proliferaciéon inducida por mitdégenos, y una
disminucion en la actividad citotoxica en ratas estresadas prenatalmente por ruido.
(Kay y col., 1998).

El efecto de estrés materno sobre la inmunidad innata de la cria es generalmente
inhibitorio (Merlot y col., 2008). Se ha descripto que el estrés fisiolégico durante la
tercer semana de gestacion disminuye la funcion de los macrofagos y los neutrdfilos,
la citotoxicidad de NK de sangre y bazo, y la resistencia a induccion de tumores en la
cria. (Palermo Neto y col., 2001).

En contraposicion, la modulacion del sistema fisioldgico por estimulos del medio
ambiente durante la ontogenia fue propuesto como un mecanismo que favorece la
adaptacion de la cria en desarrollo al ambiente post parto (Fowden y col., 2006). Se ha
propuesto que el feto durante su vida intrauterina se adaptaria a los estimulos que
recibe, de tal forma que adaptaria su fisiologia para responder convenientemente a
ese estimulo en su vida adulta. En este sentido se ha demostrado que el estrés
prenatal atentda los cambios morfoldgicos inducidos por exposicion a estrés cronico en
animales adultos (Michelsen y col., 2007). Asi se encontré que el estrés prenatal
incrementa la actividad del Sl celular en ratas macho de 6 meses de edad,
evidenciado por un aumento en los porcentajes de linfocitos CD8+ y NK en sangre, y
una mayor proliferacién en respuesta a PHA in vitro, en correspondencia con un
aumento en la secrecién de IFN-y (Vanbesien-Mailliot y col., 2007). Ademas se ha
observado un aumento en la citotoxicidad de NK en machos y hembras adultas y una
mayor produccién de anticuerpos (Klein y Rager, 1995).

Por otra parte, se ha investigado el efecto de una nueva exposicidon a estrés en ratas
estresadas prenatalmente y se encontrd que los controles recuperan luego de 5 dias

las alteraciones inducidas por la situacion de estrés, no asi los animales sometidos a
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estrés prenatal (Gotz y Stefanski, 2007). Esta evidencia demostraria que los individuos
expuestos prenatalmente al estrés responderian con desventajas frente a una nueva
situacion de estrés.

También se ha encontrado que el estrés prenatal induce cambios aumentando el perfil
de comportamiento de tipo miedoso y desregula los ejes noradrenérgicos y HPA
después de una exposicion a estrés en la adultez (Green y col., 2011; Huizink y col.,
2004; Jarvis y col., 2006; Otten y col., 2010).

El eje HPA es altamente susceptible a los efectos de los factores ambientales y puede
ser modulado durante la vida intrauterina. En este sentido algunos autores observaron
que animales estresados prenatalmente a menudo muestran mayor secrecion de
corticosterona basal en comparacion con animales control (Weinstock y col., 1998)
mientras que otros autores no observan diferencias (Klein y Rager, 1995). En otro
trabajo se vio una disminuciéon de la concentracion de corticosterona en animales
estresados prenatalmente por un modelo de conflicto social. Los autores sefalan que
una menor concentracion de corticosterona en ratas estresadas prenatalmente con
respecto a las controles se deberia a una menor actividad del eje HPA (Gotz y
Stefanski, 2007) .

Se ha observado también una secrecién prolongada de corticosterona en ratas
estresadas prenatalmente sometidas a estrés agudo por restriccion (Maccari y col.,
1995) Sin embargo, en otro trabajo no se encontraron diferencias en los niveles de
corticosterona en animales estresados prenatalmente en comparacion con animales
control cuando fueron sometidos a una situacién de estrés agudo en la vida adulta,
pero si cuando los animales fueron sometidos a estrés cronico (Llorente y col., 2002).
También se han visto alteraciones en el hipocampo inducidas por el estrés prenatal,
como disminucion de la neurogénesis (Lemaire y col., 2000), y una menor induccion
de LTP acompanada de una disminucion del receptor de NMDA en hipocampo (Son y
col., 2006). Se ha reportado ademas que los animales estresados prenatalmente
muestran niveles altos de ansiedad (Chung y col., 2005; Fride y Weinstock, 1988). Se
observé también un aumento en la actividad locomotora en animales juveniles
(Fonseca y col., 2002). La exposicion prenatal a GCs lleva a un aumento en los niveles
de CRH en la amigdala, una regién clave en la regulacion del miedo y la ansiedad
(Cratty y col., 1995). La exposicion a estrés prenatal produce deficiencias cognitivas
especialmente en ratas mayores y un aumento en los comportamientos relacionados
con ansiedad y depresion (Vallée y col., 1997; Vallée y col., 1996).

Debido a la controversia en los resultados y a los distintos tipos de estresores y

tiempos utilizados, se postula que la naturaleza del estresor juega un importante rol en
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los efectos del estrés prenatal en la fisiologia y el comportamiento de la cria en la vida

adulta.
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Hipotesis

2-1. Hipotesis

Postulamos que la exposiciéon en etapas tempranas del desarrollo a una situacion de
estrés, conlleva a una respuesta diferente en la interaccion neuroinmune inducidos
por la exposicién a estrés agudo o crénico en la vida adulta. En esta respuesta
diferencial participarian los mediadores biolégicos de la respuesta al estrés.

En este contexto proponemos que el estrés prenatal alteraria la respuesta inmune y la
capacidad de aprendizaje y memoria. Estas alteraciones se relacionarian con cambios
en la expresion de neurotrofinas y/o citoquinas en el hipocampo y en los linfocitos.
Estos cambios podrian manifestarse basalmente o al enfrentarse a una nueva
situacion de estrés en su vida adulta. Este hallazgo podria constituir un marcador
periférico de susceptibilidad a los trastornos inducidos por la exposicion a estrés.
Finalmente, postulamos que existiria una respuesta diferencial de la exposicion a

estrés prenatal entre hembras y machos.



Objetivos

2-2. Objetivos

2-2-1. Objetivo general

Investigar si la exposicion durante el periodo prenatal a estrés (estrés prenatal-EP)
induce cambios inmunolégicos, que condicionen (favorable o desfavorablemente) la
respuesta inmune de ratones Balb/c al someterlos a estrés crénico o agudo en su
etapa adulta. Asimismo, relacionar estos hallazgos con la aparicion de trastornos
cognitivos, con la expresidn y secrecion de neurotrofinas y citoquinas a nivel linfocitario
y en el hipocampo. Por ultimo, evaluar si machos y hembras poseen una respuesta

diferente a los efectos del estrés.

2-2-2. Objetivos especificos

a- Analizar el efecto del EP sobre la secrecién de mediadores bioldgicos en respuesta
al estrés agudo y crénico en la etapa adulta. Los mediadores bioldgicos clasicos de la
respuesta alostatica al estrés son GCs, catecolaminas y citoquinas. Estos mediadores
activados en defecto o en exceso conducen a una respuesta inadecuada con las

consecuentes alteraciones fisioldgicas.

b- Analizar si la exposicion a EP altera la respuesta inmunoldgica tanto in vivo (desafio

antigénico) como in vitro (reactividad linfocitaria).

c- Analizar si el EP modifica la sensibilidad de los linfocitos a las hormonas
clasicamente asociados al estrés glucocorticoides y catecolaminas. Determinar

ademas si el EP modifica el numero de receptores de estos mediadores.

d- Analizar si la exposicion a EP altera la capacidad de aprendizaje y memoria.
Investigar si esta alteracién se correlaciona la expresion de genes involucrados en
este proceso en el hipocampo. Teniendo en cuenta que se ha destacado el papel de
las neurotrofinas, especialmente del factor de crecimiento nervioso (NGF), neurotrofina
3 (NT3) y factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), como promotoras del
crecimiento y diferenciacién neuronal, es de interés analizar si la exposicion a estrés

prenatal induce cambios en la expresion de estos factores.
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e- Analizar si la exposicion a EP induce cambios en la secrecion de neurotrofinas por
parte de las células T. Considerando que se ha descripto la sintesis de algunas
neurotrofinas en linfocitos, es de interés determinar el nivel de expresion de ARNm de
NGF, NT3 y BDNF en linfocitos y evaluar si se inducen cambios similares a los

observados en el hipocampo.

f- Analizar si la exposicion a EP induce cambios en el perfil de citoquinas por parte de
las células T y si estos cambios ocurren también en el hipocampo. En la actualidad las
citoquinas se perfilan como los mediadores de los efectos del SI sobre SNC
produciendo importantes cambios conductuales y participando en procesos de
inflamacién y degeneracion neuronal. Por lo tanto, es de interés determinar el nivel de
expresion de ARNm de NGF, NT3 y BDNF en linfocitos.

g- Analizar si la exposicion a EP condiciona los trastornos neuroimunes inducidos por

exposicion a estrés cronico y agudo en la adultez.

h- Analizar si existe una respuesta diferencial al estrés en machos y hembras.
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Materiales v Métodos

3-1. Animales

Se utilizaron hembras BALB/c provenientes de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Buenos Aires, todos los animales se mantuvieron en un ciclo de 12
horas de luz/ 12 horas de oscuridad a temperaturas controladas entre 18 y 22 °C en el
bioterio del Instituto. El agua y la comida fue de libre acceso.

Un grupo de hembras adultas fueron colocadas a aparear, distribuidas en distintas
jaulas, con un macho sexualmente maduro. Para detectar el dia 1 de prefiez, se
monitored la presencia o ausencia de tapdn mucoso, y en los casos en los que estuvo
presente, la hembra fue separada y alojada individualmente. Un grupo de madres fue
sometido a estrés durante la ultima semana de prefiez. Las crias permanecieron junto
a las madres hasta el destete (21 dias), cuando fueron separadas por sexo y alojadas
de a grupos de 3-5 animales por jaula. Y mantenidas sin disturbios hasta la adultez (60
dias). Todos los animales fueron utilizados y sacrificados de acuerdo al Comité
Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio (CICUAL, Facultad
de Medicina, Universidad de Buenos Aires) El protocolo experimental fue aprobado
por este comité (resolucion 2962/10). ElI CICUAL adhiere a las reglas de la Guia para
el Cuidado y Uso de animales de laboratorio (NIH, revision del 2011) y a la Directiva

EC 86/609/EEC (revision del 2010) para la experimentacion con animales.

Para cumplir con los objetivos propuestos se trabajé con los siguientes grupos

experimentales:

1. Animales adultos que no han sido sometidos a estrés en ninguna etapa del
desarrollo (control).

2. Animales adultos sometidos a estrés crénico (EC).

Animales adultos sometidos a estrés agudo (EA).

Animales adultos sometidos a estrés Prenatal (EP).

Animales adultos sometidos a EP y sometidos a estrés cronico (EPC).

o g koW

Animales adultos sometidos a EP y sometidos a estrés agudo (EPA).

A continuacion se muestra el esquema experimental de los grupos en estudio (figura
6). Cabe aclarar que todos los animales de los distintos grupos experimentales fueron

utilizados a la misma edad (3 meses + 1 semana).
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v .

estrés por inmovilizacion
( 2h, una vez al dia)
15-20 dias de prefiez

condicién normal

2 meses de edad,

A4 y

A4 A
) )  estrés por ) ) estrés por . eskgapor
Sin estrés ‘inmovilizacién sin estrés inmovilizacior (zlhvu‘ a
(2 h , AGUDO] (2 h, AGUDO) somaiil ICO)

control EA EC EP PEA PEC

C : ratén que no recibié ningan tipo de estrés

EA: raton que recibio solo estrés agudo en la vida adulta
EC: ratén que recibio solo estrés crénico en la vida adulta
EP : ratén que recibi6 solo estrés prenatal

PEA: raton que recibioé estrés prenatal y agudo

PEC: ratén que recibi6 estrés prenatal y crénico

Figura 6: Esquema de los grupos experimentales

3-2. Modelos de estrés

3-2-1. Modelo de estrés prenatal

Se sometieron hembras BALB/c prefiadas a estrés por inmovilizacién durante la
ultima semana de gestacion (del dia 14 al 21) durante 2 h diarias, entre las 10y las
12 horas, en envases de polipropileno de 4 cm diametros por 10 cm de largo (figura
7), con la ventilaciéon apropiada, de acuerdo a lo descripto por Wang y col (Wang y
col., 2006). Los animales no se comprimen fisicamente y no manifiestan experimentar
algun tipo de dolor. Un grupo de hembras prefadas de la misma edad gestacional

fueron dejadas en sus jaulas en condiciones normales, sin alteracion.
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Figura 7: Modelo de estrés prenatal. Dispositivo utilizado para el estrés por
inmovilizacion de la hembra prenada.

3-2-2. Modelo de estrés agudo

Un grupo de ratones BALB/c adultos provenientes de madres estresadas o sin
estresar, se sometieron a estrés por inmovilizacion en tubos de polipropileno de 2,8 cm
de diametro por 11 de largo (figura 8), durante 2 h entre las 10 y las 12 horas en una

Unica sesion.
3-2-3. Modelo de estrés crénico
Un grupo de ratones BALB/c adultos provenientes de madres estresadas o sin

estresar, se sometieron a estrés por inmovilizacién (figura 8), durante 2 h diarias por

21 dias consecutivas entre las 10 y las 12 horas.

Figura 8: Modelo de estrés por inmovilizacién. Dispositivo utilizado para el estrés en
la adultez
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3-3. Evaluaciéon de cambios inmunolégicos

3-3-1. Determinacion de la actividad de macréfagos.

Obtenciéon de macrofagos: Se sacrificaron los ratones, se separo la piel y se

despejo el peritoneo usando pinza vy tijera estériles, se inoculd en el peritoneo con
jeringa estéril 5 ml de PBS. Se masajed el abdomen del ratén para distribuir bien el
liquido. Posteriormente se levanto el peritoneo con otra pinza y se hizo un ojal con otra
tijera. Sin soltar la pinza que sujeta el ojal del peritoneo, se absorbié con pipeta
Pasteur estéril el liquido inyectado en el mismo. Luego se coloco el liquido en tubos de
plastico estériles.

A continuacion se centrifugd a 200 x g durante 10 minutos. Se descarté el
sobrenadante y se agregaron 8 ml de PBS para lavar las células. Se centrifugd
nuevamente y resuspendié en 1 ml de PBS. Se determind el numero de células por

conteo en camara de Neubauer.

Opsonizacion de Eritrocitos _de carnero: Se lavaron dos veces los GRc

(Laboratorio Alfredo C. Gutierrez) con PBS por centrifugacién a 200 x g y se
resuspendieron en PBS estéril al 0,5 %. Luego se mezclé con suero anti-GRC v/v e
incubo por 30 min a 37 °C. Se centrifugd 2 veces a 200 x g por 10 min (Centrifuge
5417R, Eppendorf), y resuspendié en RPMI.

Ensayo de actividad fagocitica: Se determind la actividad fagocitica de macréfagos

de acuerdo a la técnica de de Lima (2014). A tal fin, se colocaron 1x 106 células en 1
ml de RPMI en un una placa de 24 pocillos (Greiner Bi-one) con un cubreobjetos
previamente colocado en el pocillo. Se incubé 30 minutos a 37 °C en estufa en una
atmosfera con 5 % CO2. Se lavé el pocillo con PBS e incub6 con 100 pl de la solucion
de eritrocitos opzonizados y 900 yl de RPMI por 40 min a 37 °C en estufa en
atmésfera con 5 % CO2. Posteriormente se fijé el cubreobjetos con alcohol metilico
(Metanol, Biopak). Luego, se sumergié en una solucién de 1:9 de Giemsa (MERK) en
PBS, durante 15 minutos. Se lavo el cubreobjetos con agua destilada y se dejé secar.
Se colocé sobre un portaobjetos y se observé al microscopio con un aumento de 100X
(con aceite de inmersion Biopur). Se contaron 50 células, se consideraron positivas

aquellas con mas de 3 eritrocitos fagocitados.
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3-3-2. Ensayo de actividad de células NK

Para realizar estos ensayos se utilizaron las células YAC-1 provistas por la American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA). Se utiliza esta linea celular
porque no posee complejo Mayor de histocompatibilidad por lo que puede ser
reconocida por las células NK que ejerceran su actividad litica sobre estas. Las células
YAC-1 fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % de
SFB, glutamina 2 mM y 100 pg/ml de estreptomicina. La citotoxicidad de las células
NK de los animales de los distintos grupos experimentales contra las células YAC-1
fue evaluada de acuerdo con el método de fragmentacion de ADN (Ayres y col., 2003).
Brevemente, las células YAC-1 fueron marcadas con 5 uCi de [3H]-Timidina durante 3
h, antes de llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad. Las suspensiones celulares de
bazos se obtuvieron como se describid arriba. Se colocaron 1 x 105 células YAC-1 en
microplacas de 96 pocillos y se agregaron entre 2 x 106 y 6 x 106 células de bazo en
un volumen de 200 ul para obtener diferentes relaciones de células dianas y efectoras
(entre 1:20 y 1:60). Luego se incubé durante 3,5 h a 37 °C en una atmédsfera de CO2
al 5 %. Las placas fueron cosechadas sin congelar. El porcentaje de actividad

citotéxica se calcul6 de la siguiente manera:
% Actividad citotoxica = 100 x (SR - ER)
SR
donde SR es la lisis espontanea y ER es la lisis especifica.

3-3-3. Evaluacion de la proliferacion linfocitaria

Obtencioén de linfocitos: Se sacrificaron los ratones por dislocacién cervical y

se extrajeron asépticamente los érganos linfaticos (bazo o ganglio). Seguidamente se
disgregaron a través de una malla de metal de 1 mm con RPMI 1640 (Gibco). Se
realizaron tres lavados con RPMI 1640 por centrifugacion a 200 x g a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Por ultimo, las células fueron resuspendidas en RPMI
1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Internegocios S.A.) y antibiéticos
(Glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina; 100 pg/ml Streptomicina; Gibco). El conteo
de células se realizdé en una camara de Neubauer observadas con microscopio a 400x
de aumento. La viabilidad celular se estimé6 de acuerdo al criterio de exclusién de Azul

tripan (Sigma-.Aldrich Co).
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Estimulacién con mitégenos: Se cultivaron 3 x 10° células por pocillo en 100 pl
de medio suplementado por triplicado, en placas de 96 pocillos. Se afiadié 100 ul de
los mitégenos en medio RPMI suplementado o s6lo medio de cultivo. Se utilizaron las
lectinas mitogénicas Concanavalina A (Con A, Sigma-Aldrich Co), como mitdégeno
selectivo de linfocitos T, para cultivos de linfocitos provenientes de ganglios linfaticos y
LPS (Sigma-Aldrich Co), como mitégeno selectivo de linfocitos B, para cultivos de
células de bazo. Se determind la concentracién 6ptima de los mitégenos realizando
curva dosis-respuesta en el rango: 0,5 a 2 para la Con Ay 20 a 50 para el LPS. Las
concentraciones 6ptimas de trabajo fueron de 1 ug/ml para la Con A y de 30 ug/mi
para el LPS. Se cultivaron a 37 °C en una atmésfera con 5 % de COZ2. La proliferacién
se determiné afiadiendo 1uCi de [H*]-timidina (S= 20 Ci/ mmol, Perkin Elmer Inc.)
durante las ultimas 24 h de cultivo. Finalizado este periodo se retuvo la fase
macromolecular insoluble en acido en papeles de filtro GF/C .Se colocaron los filtros
en solucion centelladora (Optiphase “Hisafe” 1-PerkinElmer) y se calculé la actividad
(dpm) en un contador de centelleo liquido (Tri-Carb 2800 TR). Para cada

concentracién de las lectinas se calculd la media de los triplicados.

3-3-4. Andlisis del efecto de corticosterona y catecolaminas sobre la

proliferacién celular

Para evaluar la accion de corticoides y catecolaminas sobre la reactividad linfocitaria
se realizaron curvas dosis-respuesta, determinando la proliferacién inducida
mitogenicamente, en presencia de concentraciones crecientes de epinefrina (Sigma-
Aldrich Co) y corticosterona (Sigma-Aldrich Co). Para ello se co-cultivaron linfocitos
provenientes de ganglios linfaticos (100 ul) con Con A (50 pl) y corticosterona o
epinefrina (50 pl). Se utilizé un rango de concentraciones de 10° a 10" M. A tal fin se
prepararon soluciones madres frescas de corticosterona (4 x 102 M) en dimetil
sulféxido y de epinefrina (102 M) en medio de cultivo. Cabe aclarar que cuando se
trataron las células con corticosterona la concentracion final de dimeltil sulféxido en el
medio fue menor de 0,25 %, no afectando ni la viabilidad celular ni la respuesta

proliferativa.
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3-3-5. Determinacion de las poblaciones CD4+ y CD8+ por citometria de flujo

Los 6rganos linfaticos (bazo o ganglio) fueron removidos asepticamente, disgregados
a través de una malla de metal de 1 mm y lavados en PBS (Sigma-Aldrich Co), tal
como se indicd anteriormente. Las suspensiones celulares obtenidas fueron fueron
lavadas con PBS, centrifugadas 5 min a 400 x g (Centrifuge 5417R, Eppendorf). y
resuspendidas en buffer de citometria (SFB al 1% y azida al 0,02 % en PBS).

Para la deteccién de marcadores de membrana, 1 x 10° células provenientes de las
suspensiones celulares de bazos o ganglios fueron incubadas durante 30 min a 4°C
en oscuridad, con los anticuerpos correspondientes a cada subpoblacién (tabla 1), en

un volumen final de 30 pl por tubo.

Anticuerpo Conjugado a Fabricante Dilucién
CD4 FITC eBioscience 1:30
CcDs8 PE eBlocience 1:30

Tabla 1: Anticuerpos utilizados para los ensayos de citometria. Se indica el
fluorocromo al que esta unido el anticuerpo, el provedor, y la dilucién en la que fue
utilizado en estos ensayos.

Luego de la incubacioén, las muestras fueron lavadas 2 veces con buffer de citometria
por centrifugacion a 400 x g y fueron fijjadas en formaldehido al 1% en PBS. Los
distintos subtipos de células inmunes fueron identificados mediante analisis citométrico
usando el citbmetro de flujo Accuri (BD Biosciences). Se construyeron los histogramas
0 dot plots correspondientes y se calcularon los porcentajes de cada subpoblacion.
Para determinar las marcas inespecificas se usaron los correspondientes controles de

isotipo, que nunca superaron el 1 %.
3-3-6. Produccion de anticuerpos frente a un desafio antigénico
Inmunizacién: Se inmunizaron los ratones BALB/c con 200 ul de una solucion

de glébulos rojos de carnero, (GRC, Laboratorio Alfredo C. Gutierrez) al 4 % en

solucidn fisiologica de acuerdo al siguiente esquema (figura 9):
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Dia 0 — inyeccion intraperitoneal.
Dia 10 — toma de muestra por puncion retro-orbital.
Dia 11 — refuerzo.

Dia 18 — toma de muestra por puncion retro-orbital.

Inyeccion Lp. Toma de Inyeccian i.p, Tama de
GRC musstra GRC muesira
A e, S
‘@" %‘\ : %‘\
o i ¥ i

B0 dias dia-0 dia 10 dia 11 dia 18

Figura 9: Esquema experimental de inmunizaciéon con GRC.

A otro grupo de animales se los inmunizé con LPS (10 ug por ratén; Sigma-Aldrich Co)
mediante el siguiente esquema (figura 10):
Dia 0 — inyeccion intraperitoneal.

Dia 10 — toma de muestra por puncion retro-orbital.

Inyeccion ip. Toma de
LPS muesira
N A T
A \
s

Ratdn de L L

B0 dias :
dia 0 dia 10

Figura 10: Esquema de inmunizacion con LPS.

Los sueros obtenidos se guardaron a -20 °C hasta la medicién de anticuerpos.
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Dosaje de Ac anti-GRC y Ac anti-LPS : La valoracion del titulo de los anticuerpos

presentes en los sueros se determind mediante la técnica de enzimoinmunoensayo

(ELISA), como se detalla a continuacion.

Preparacién de membranas: Se tomaron GRC, se realizaron tres lavados con PBS

(buffer fosfato salino), por centrifugacion durante 10 minutos a 300 x g, se congelaron
a -70 °C. Posteriormente se descongelaron y se resuspendieron en agua destilada, se
centrifugaron por 30 min a 12000 x g a 4 °C. Luego se realizaron 3 lavados con buffer
bicarbonato de sodio (CO3Na,) pH: 11-12, 100 mM por centrifugacion durante 30 min
a 12000 x g a 4 °C. Se realizé la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

y se guardaron a -70 °C hasta el momento de usarse.

Ensayo: Se sensibilizaron las placas de ELISA (Greiner Bi-one) de 96 pocillos con 7,5
ug de proteinas de GRc por pocillo o con 1 ug de LPS por pocillo disueltos en 50 ul de
buffer CO3;Na, 100 mM, pH: 11-12. Se incubaron toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS, y se incubaron con PBS-Albumina al
2,5 % a temperatura ambiente por 1 h, a fin de bloquear sitios de union inespecificos.
Luego se realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron con 50ul de diluciones seriadas
al 2 de los sueros anti-GRC o anti-LPS en PBS-albumina 1 % durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 4 lavados con PBS-Tween 0,05 %
y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente con Ac de cabra anti-IgM o anti-IgG
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich Co). Se lavaron 4 veces con PBS-
Tween 0,05 %, se incubaron con 1 mg/ml de paranitrofenilfosfato (PNPP, Sigma-
Aldrich Co) en 100 ul de buffer CO3Na, pH: 11-12 100 mM durante 30 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Se detuvo el desarrollo de color con 100 ul de
NaOH 3N y se ley6é a 405 nm en un lector de placas de ELISA (Biorad 3550).

El titulo de Ac se estimé como la maxima dilucion del suero a analizar capaz de dar
una reaccion positiva que fuera estadisticamente diferente del valor control (suero

proveniente de animal sin inmunizar).

3-4. Determinacion de niveles de catecolaminas

Se determinaron los niveles de catecolaminas en bazo por el método fluorimétrico de
Laverty y Taylor (1968) Se homogenizaron los bazos en una solucion de sulfito
55



Materiales v Métodos

alcalino 12.5 %, EDTA 10 % y acido percldrico 0,4 N. Se incubaron 24 h a 4 °C y se
centrifugaron a 7000 g por 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes fueron llevados a pH 8.2
y colocados en columnas de alumina pre-lavadas. Se eluyeron con acido perclérico. El
eluato fue oxidado con iodo en medio alcalino. Se determiné la fluorescencia a 375 nm
en un espectrofluorometro (JAZCO FP 770), con una longitud de excitacién de 325
nm. La recuperaciéon fue del 86 + 4 and 77 + 4 % para norepinefrina y epinefrina
respectivamente. El rango del ensayo fue de 10-100 pg/ul. Dentro del mismo de

coeficiente de correlacién fue mayor de 0.9995, indicando una adecuada linealidad.

3-5. Determinacion de niveles de corticosterona

Para evitar las fluctuaciones en los niveles de corticosterona debido a el ritmo
circadiano, los ratones fueron sangrados a las 12:00 PM. Las muestras de sangre
fueron recolectadas en hielo en tubos con 30 yl EDTA 0,25 M y se centrifugaron 10
minutos a 500 x g en centrifuga refrigerada a 4 °C, se separo6 el plasma y se mantuvo
a -80 °C hasta el momento del ensayo. Se determinaron los niveles de corticosterona

por medio de un radioinmunoensayo convencional.

Purificacién: Primero se realizé una purificacion de la muestra con diclorometano.
Brevemente, se incubod la muestra (30 ul) con diclorometano (300 pl), se lo dejé
reposar y se transfirio la fase organica a tubos nuevos. Se repitid el proceso y
posteriormente los extractos fueron secados en una centrifuga de evaporacion
SpeedVac (Thermo Scientific) a temperatura ambiente. Se resuspendié la muestra en
100 pl de buffer B (Tris.CIHI 0,05 M, NaCl 0,1 M BSA 0,1).

Ensayo: Se realizé una curva standard de corticosterona (62,5 pg a 2000 pg /
tubo). Se incubaron las muestras y la curva con 500 ul de anticuerpo anti-
corticosterona (Sigma) por 1 h a temperatura ambiente. Se le agregd 100 pl de
corticosterona marcada (0,080 pmoles en 100 pl [1, 2, 6, 7->H(N)-corticosterone [(S=
62,2 Ci/mmol) Perkin Elmer Inc.]. Se incubd 1 h a 4°C, posteriormente se incubd con
200 pl de carbon- dextran (Sigma-Aldrich Co) a 4 °C durante 10 min y se centrifugd a
2000 x g por 15 min. Se trasfirid el sobrenadante a tubos limpios se le agregé 1 ml de
solucion centelladora (Optiphase “Hisafe” 1-PerkinElmer) y se calculé la actividad
(dpm) en un contador de centelleo liquido (Tri-Carb 2800 TR).

La reaccion cruzada del anticuerpo con otros esteroides relevantes fue de 4,5 % para

cortisol, 20 % para deoxy-corticosterona y 7,9% para testosterona. La sensibilidad de
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la ensayo fue de 300 pg/ml y los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron

5.4 £1.7 and 8.9 £ 0.7% respectivamente.

3-6. Determinacion de citoquinas en sobrenadante de ganglio

Células linfoides (1 x 10° /ml) fueron estimuladas con la éptima concentracién de Con
A (1 pg/ml) por 24 horas a 37 °C en una atmodsfera 5 % de CO2 en placas de 24
pocillos. Después de la incubacién, los sobrenadantes del cultivo celular fueron
recolectados y guardados a -80 °C. (Palumbo y col., 2010; Takeno y col., 2004). Se
determiné la expresion de las citoquinas IL-2, IL-4; IL-10 e IFN-y por medio un kit de
ELISA comercial (Affimetrix eBiocience). Se diluyeron las muestras a fin de entrar en el
rango de deteccién de las diferentes citoquinas, a saber: 15-2000 pg/ml para INF-y, 2-
200 pg/ml para IL-2, 500 pg/ml para IL-4, 30-4000 pg/ml para IL-10.

3-7. Determinacion de la expresidon de neurotrofinas, citoquinas y receptores en

hipocampo y en linfocitos

Obtencion de Muestra- Extraccion de ARN: Se sacrificaron los animales, se

extrajeron los hipocampos y ganglios y se colocaron en 500ul de trizol (tri-reagent®-
Molecular Research Center, Inc.). Luego se sonicaron y se colocaron los homogenatos
en hielo dejandose a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se le agregé
cloroformo (CHCI;), se agitaron vigorosamente los tubos, se colocaron en hielo y luego
3 min a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 4 °C por 15 min a 12000 x g
(centrifuge 5417R, Eppendorf). Luego se transfirié la fase acuosa a tubos estériles y se
agrego isopropanol (Biopack), se mezclé por inversion y se incubd a temperatura
ambiente por 10 min. Pasado ese tiempo se centrifugaron con refrigeracién por 15 min
a 12000 x g (centrifuge 5417R, Eppendorf). Posteriormente se removié el
sobrenadante, el pellet se lavé con etanol al 75%.(Dorwil). Luego se agit6é en vortex y
centrifugd con refrigeracion a 7500 x g durante 10 min. Se descarto6 el sobrenadante y
se seco el pelly col aire por 10 min y se resuspendié en agua estéril. Se cuantificé el

ARN en un espectofluorometro UV-visible (Nanodrop).

Transcripcion Reversa: Se realizd una retrotrascripcion del ARN para obtener el

cDNA. Para ello en cada reaccion se colocé muestra, H,O y mix 1 (primers al azar,
dNTPs, Invitrogen) y se incubaron por 5 min a 65° C. Se colocaron en hielo y se

agregé mix 2: Buffer Fiers Stand, DTT, e inhibidor de RNasa (Rnasa sin,
57



Materiales v Métodos

Genbiotech),. Se colocaron en el termociclador (Biometria modelo T Personal) por
2min a 37°C. Luego se sacaron las muestras y se colocaron en hielo y se le agregé M-
MLV trascriptasa reversa (Invitrogen)
Se colocd nuevamente en el termociclador, con el siguiente programa:

e 25°C 10 min

e 37°C 50 min

e 70°C 15 min

PCR: Se realizaron las PCRs con el cADN obtenido para los distintas
citoquinas (IL-2, IL-4; IL-6, IL-10, IFN-y ) y neurotrofinas (BDNF, NT3, NGF), se utilizd
como control Actina-p. En cada reaccién se colocé cADN, agua estéril (Promega),
primer sentido y antisentido especificos para cada molécula estudiada (Invitrogen o
IDT) (tabla 2) y Taq polimerasa (Go-Taq Promega). Se colocaron en el termociclador
(Biometria modelo T Personal). Se realizaron los siguientes ciclos:

o 94°C 45 seq.

e 60°C 30 seq.

e 72°C, 30 seq.

El numero de ciclos varié de acuerdo al producto de interés. El producto fue corrido
electroforéticamente junto con marcadores de peso molecular de cADN en geles de
agarosa al 1% con DSView Nuclec Acid Stain (Dongsheng Biotech). Se registraron las
bandas obtenidas en un documentador de geles (ImageQuant, GE). La expresion
relativa de los genes fue cuantificada por densitometria mediante el softward Gel-Pro
Analizer System (Version 3.1.00.00, Media Cybernetics, Inc. Rockville, MD 20850,

USA). La expresién de los genes de interés fueron normalizados a la expresiéon de -

actina.
TO
L o producto N° de
Gen Sentido (57-3") Antisentido (5°-3°) anneling
(pb) “C) ciclos
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BDNF

NT3

NGF

IL-2

IL-4

IL-6

IL-10

IFN-y

GR

B,-AR

B-actina

GGTTCGAGAGGTC
TGACGAC

GATCCAGGCGGAT
ATCTTGA

CATGGGGGAGTTC
TCAGTGT

CCTGAGCAGGATG
GAGAATTACA

GGCATTTTGAACG
GGTCAC

CCGGCGCGGCGA
CTTCACAG

CCAAGCCTATTCG
GAAATGA

TGCTGATGGGAGG
AGATGTCTAC

CCAAGGGTCTGGA
GAGGAC

TCGAGCGACTAC
AAA CCGTC

CAACTTGATGTAT
GAAGGCTTTGGT

GCTCCAAAGGCAA
CTTGACTG

AGCGTCTCTGTTG
CCGTAGT

GCACCCACTCTCA
AGAGGAT

TCCAGAACATGCC
GCAGAG

ATCGAAAAGCCCG
AAAGAGT

TTCTGCAAGTGCA
TCATCGT

TTTTCACAGGGGA
GAAATCG

ACCTGACACATTC
GAGTGCTGT

CTGGACGGAGGA
GAACTCAC

CCAGAACTCGCAC
CAGAAGT

ACTTTTATTGGTCT
CAAGTCAGTGTAC
AG

183

182

181

141

212

166

162

76

123

146

97

60

60

60

57

60

61

60

58

57

57

61

34

40

38

39

39

39

39

34

36

36

30

Tabla 2: Secuencias de los primers utilizados para las RT-PCR. Los primer se
disefiaron sobre las secuencias de los mMRNA de los distintos genes de la base de
datos The Entrez Nucleotide database (pubmed), usando el programa IDT
primerQuest.

3-8. Western Blot

Se extrajeron los hipocampos y los ganglios de los animales en estudio. Se
colocaron en 300 ul de buffer homogenato (20 mM HEPES, 1 mM DTT, 1 uM
Leupeptina, 1 uM PSMF, 0.2 uM L-Valina, Sigma-Aldrich Co) inmediatamente

después de la extraccion. Se homogenizaron manualmente con homogenizador y
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se centrifugaron a 12000 x g a 4 °C 10 min (Centrifuge 5417R, Eppendorf), Se
extrajo el sobrenadante. Se determiné la concentracion de proteinas por el método
de Bradford (Sigma-Aldrich Co). Se adicioné buffer muestra (Tris-HCI 50 mM pH
6.8, 2% de SDS, 10% (V/V) de dglicerol, 0.2% azul de bromofenol y 2-B-
mercaptoetanol 10 mmol/L) y luego se hirvié a bafio maria durante tres minutos.
Las muestras se separaron en geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes (SDS). Los geles de poliacrilamida se equilibraron con buffer de
transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20% v/v). Se activaron
membranas de PVDF (Amersham Biosciences) en metanol y se equilibraron en
buffer de transferencia. Se electrotransfirieron las muestras utilizando una minicuba
Mini-protean Il Biorad, a 100V durante una hora con sistema de refrigeracion, segun
indicaciones del fabricante.

Una vez terminada la transferencia, las membranas se colorearon con Rojo
Ponceau (Sigma-Aldrich Co), visualizandose las proteinas transferidas, y se lavaron
con agua. Se bloquearon los sitios inespecificos durante 2 h a temperatura
ambiente con solucién al 2,5 % de leche descremada en TBS (Tris Buffer Salino).
Seguidamente, luego de tres lavados con buffer TTBS (0,1 % Tween en TBS), se
expuso la membrana al anticuerpo primario (ver tabla 3), el tiempo de incubacion
dependié del anticuerpo utilizado. Luego de esto se retird el anticuerpo y se lavo 3
veces con TTBS. A continuacién se incubd la membrana con anticuerpo anti-
inmunoglobulina G de conejo como anticuerpo secundario (1:2000; Santa Cruz
Biotechnology) conjugado con peroxidasa durante 2 h, y finalmente se lavo 3 veces
con TTBS. Las membranas fueron analizadas por quimioluminiscencia, siendo
expuestas a una solucion de revelado (250 mM luminol, acido cumarico 1,1 mg/ml,
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,6; 30 pl de perdxido de hidrégeno en 10 ml de solucién).
Se utilizd el marcador de peso molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope
Standards (Bio-Rad). Se tomaron imagenes por medio de un sistema de
procesamiento de imagen computarizado (ImageQuant TL 7.0, GE Healthcare).

La densidad ¢éptica (DO) fue determinada por densitometria cuantitativa usando el
programa Gel-Pro Analyzer Sistem (Version 3.1.00.00, Media Cybernetics, Inc.
Rockville, MD 20850, USA). La DO de B-actina fue usada como factor de

normalizacion.

Anticuerpo Fabricante Origen Dilucién PM (KDa)
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Santa Cruz
BDNF Conejo 1:200 14-33
Biotechnology
NT3 Abcam Conejo 1:100 27
NGF Abcam Conejo 1:500 27
Santa Cruz
GR . Conejo 1:200 90-95
Biotechnology
Santa Cruz
B,-AR . Conejo 1:200 56-85
Biotechnology
Santa Cruz .
B-actina _ Conejo 1:200 55
Biotechnology

Tabla 3: Anticuerpos utilizados para los ensayos de Western Blot. Se indica el
fabricante, la especie donde se origind el anticuerpo y la dilucién en la que fue utilizado
en estos ensayos.

3-9. Pruebas Conductuales

3-9-1. Prueba de alternancia

Esta prueba permite evaluar la memoria espacial. Se colocé a los ratones en el centro
de un dispositivo en forma de Y (medidas: 30 cm brazo largo, 25 cm brazos cortos). Se
colocaron claves espaciales alrededor del dispositivo (figura 11). Se registré durante 6
minutos las entradas a cada brazo y se determiné el numero de alternancias. Una
alternancia se define como una entrada a cada uno de los brazos sin repetir ninguno.

Se calculo el porcentaje de alternancias con la siguiente férmula:

% de alternancias = __ n° de alternancias x 100

(n° de entradas totales-2)
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Figura 11: Dispositivo utilizado para la prueba de alternancia.

3-9-2. Actividad locomotora en un campo abierto y habituacion

La observacion de la actividad exploratoria en un campo abierto permite conocer si un
determinado tratamiento tiene algun efecto en la respuesta a un entorno novedoso
evaluando la actividad motora(Cummins y Walsh, 1976). Si se repite el ensayo
exponiendo al animal al mismo ambiente varias veces y en las mismas condiciones, se
espera observar una disminucién de la conducta exploratoria ya que el entorno deja de
ser novedoso. Este mecanismo se denomina habituacion.

Se colocaron los ratones en el centro de una caja acrilica rectangular (42 x 35 x15 cm)
divida uniformemente en 30 cuadrados de 7 x 7 cm con sus paredes laterales opacas
para evitar el contacto con el exterior (Figura 12). Mediante una camara de video
(SONY DCB-DVD810) se grabaron los patrones de comportamiento de los animales
durante 5min.

Luego del analisis de los videos tomados se determino:
e N°de lineas cruzadas.

e Posiciones verticales sobre las patas traseras (rearing).

e Tiempo que permanece inmovil.

62



Materiales v Métodos

Para evaluar la habituacion se repite este test a la hora y a las 24 h después de
realizado el primer ensayo bajo idénticas condiciones y se registran los parametros

antes mencionados.

| ek =k
i [

Figura 12: Campo abierto. Dispositivo utilizado para la prueba de habituacion.

3-9-3. Prueba de Reconocimiento de Objetos

Esta prueba evalua la memoria episddica (no espacial).

La prueba consta de 3 fases:

- Habituacion: Se colocé al ratéon en un campo abierto vacio y se lo dejé explorar 5
min. Esto se realizd 2 dias consecutivos a la misma hora.

- Entrenamiento: El tercer dia, a la misma hora, se colocaron 2 objetos idénticos en el
campo, equidistantes a las paredes. Se colocé al ratén y se lo dejo explorar 5 min.

- Testeo: 1 h luego del entrenamiento, uno de los objetos fue cambiado por otro
diferente en forma, color y material (Figura 13). El ratén fue colocado en el campo y se

lo dejo explorar 5 min.

Se registro el tiempo que permanece olfateando cada objeto y luego se calculé un

indice de eleccion (Costa y col., 2008)

Indice = tpo(obj 1) - tpo(obj2)
tpo(obj1) + tpo(obj2)

donde tpo (obj) = tiempo que pasa explorando el objeto.
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Previo al experimento los objetos fueron elegidos siendo evaluados en un test de
preferencia, exponiendo ratones controles a 2 objetos distintos, buscando objetos para

los cuales el indice de eleccién fuese el mismo.

Figura 13: Dispositivo utilizado para la prueba de reconocimiento de objetos.

3-9-4. Reconocimiento espacial de objetos

Los ratones presentan un comportamiento espontaneo a explorar objetos novedosos.
Este tipo de prueba evalua la memoria espacial a corto plazo. El aparato consiste en
una caja de 100 cm? con tres paredes de color negro, una de color marrdn, el piso es
de color blanco y de un material de facil limpieza.

Esta prueba consiste en una fase de habituacién y una de evaluacion. La fase de
habituacion es una sesion diaria de diez minutos durante tres dias, donde al raton se
lo coloca en el centro de la caja sin objetos y se lo deja explorar libremente.

El cuarto dia de evaluacién se colocan cuatro objetos en cada esquina de la caja a
cinco centimetros de cada pared y se le permite al ratén explorar los objetos durante
diez minutos (figura 14; esquema 1), se lo saca de la caja a la hora se cambia dos
objetos de posicion y se coloca al raton nuevamente en la caja (figura 14; esquema Il).
La evaluacion de la memoria se realiza calculando el indice de discriminacion (ID) de

acuerdo a la siguiente férmula:

ID=_Tpo explorando objetos en posicién novedosa — tpo explorando objetos en igual posicidn

Tpo total de exploracién
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Figura 14: Representacion grafica de test de campo abierto con juguetes.

3-9-5. Prueba de laberinto elevado en cruz

El test de EPM es utilizado para cuantificar las conductas relacionadas a la ansiedad,
ya que esta basado en el conflicto natural del ratén a explorar un nuevo ambiente y la
tendencia a evitar areas potencialmente peligrosas (Pellow y col.,, 1985). El
comportamiento que demuestra ansiedad es evitar los brazos abiertos y pasar la
mayoria del tiempo en los brazos cerrados.

El laberinto elevado en cruz consiste en una cruz con 2 brazos abiertos y 2 brazos
cerrados por paredes oscuras, la cual esta elevada 70 cm del suelo (Figura 15).

Se coloca al ratén en el centro y se lo deja explorar 5 min. Se registra el numero de
visitas y el tiempo de permanencia en brazos abiertos y cerrados, y se expresa como

proporcion del total.
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Figura 15: dispositivo utilizado para la prueba de laberinto elevado en

3-9-6. Prueba de evitacién pasiva

La prueba de evitacidon pasiva permite evaluar el recuerdo de una experiencia aversiva
mediante la simple evitacion de un ambiente en el cual ocurrié dicha experiencia
(Delacour, 1988; Izquierdo y Medina, 1997). Esta prueba evalla la memoria asociativa.
El aparato utilizado en esta prueba consiste en dos compartimentos de iguales
dimensiones, uno iluminado por una lampara de 60 W y otro oscuro, divididos por una
abertura (80 x 80 mm). El piso esta conformado por una grilla de varillas metalicas y
las del compartimento oscuro estan electrificadas. El aparato esta conectado a una
computadora que permite regular la duracién e intensidad del shock eléctrico (Figura
16).

La conducta instintiva de los roedores, animales con habitos nocturnos, hace que
prefieran los ambientes oscuros o poco iluminados. Por lo tanto, si el animal es
colocado en el compartimento iluminado tendera a pasar a la zona oscura. Cuando el
animal entra con sus 4 patas al compartimento oscuro recibe una descarga de 0,5 mA
durante 3 segundos. El estimulo aversivo produce una modificacién en la conducta
exploratoria y contribuye al aprendizaje, ya que si el animal es expuesto nuevamente a
la situacion, se espera que permanezca mas tiempo en el area iluminada para evitar el
shock eléctrico asociado con el area oscura. Esta prueba supone una situacion de
conflicto: ambos compartimentos tienen caracteristicas aversivas. Sin embargo, el
shock eléctrico es considerado un estimulo mas aversivo que la luz por lo que se
espera que, bajo condiciones normales, el animal tienda a inhibir su tendencia innata a
permanecer en lugares 0oscuros.

En la primera fase, los animales fueron colocados en el compartimiento iluminado y se
registro el tiempo que transcurrié hasta que el animal ingresé con sus 4 patas al area

oscura (latencia de entrada) donde se aplicé la descarga eléctrica. El animal puede
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escapar del shock volviendo al compartimiento iluminado. Los animales
permanecieron en sus jaulas hasta que se realiz6 el segundo ensayo.

Luego de 24 horas, se repitié el procedimiento. El raton fue colocado nuevamente en
la zona iluminada del aparato y se registré el tiempo en que tardé en entrar en la zona
oscura. La latencia del animal que no entré en el compartimiento oscuro por mas de 10

minutos fue calculada como de 600 segundos.

Figura 16: Dispositivo Utilizado para la prueba de evitacion inhibitoria.

3-10 Analisis estadistico

Las diferencias entre dos grupos fueron analizadas por el tests de T con o sin medidas
repetidas y con o sin correccion de Welch.

Las diferencias entre tres 0 mas grupos de datos fueron evaluadas por andlisis de
varianza (ANOVA) de un factor o de dos factores, seguido de una comparacion
multiple utilizando el método de Bonferroni. Para los ANOVA de dos factores, cuando
la interaccion resultoé significativa se realizé un andlisis de efectos simples.

Cuando los datos no resultaron normales se utilizaron los métodos no paramétricos de
Kruskal Wallis.

Los datos fueron expresados como los valores medios + error estandar de la media (X
+ SEM). Las diferencias entre las medias se consideraron significativas cuando

p<0,05. El andlisis estadistico se realizd con el programa estadistico Infostat.
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Resultados

Primera parte

Efectos del Estrés prenatal sobre el sistema inmune y

parametros conductuales de crias adultas

4-1. Parametros gestacionales de la hembra preiada y de las crias

En primer lugar se determiné el tiempo de gestacion y la ganancia de peso durante la
prefiez. Ademas se determind el numero de crias, el numero de machos y hembras
nacidas; y el peso de las crias en los dias 1, 7 y 21 postnatal (PND) (tabla 4). Ninguno
de los parametros estudiados se vio afectado por el estrés prenatal [Gestacion (dias):
prueba t de Student: {(18)=0.40, NS; Ganancia de peso: prueba t de Student: t(18)=
0.80, NS; Numero de Crias: ANOVA de 2 vias : Interaccion: F(1,48)= 0,01, NS; Efectos
principales: Estrés: F(1,48)= 0,07, NS, Sexo: F(1,48)= 0,65, NS. Pesos: Prueba t de
Student: PND 1: t(24)= 0,91, NS; PND 7: t(24)= 0,81, NS; PND21: t(24)= 0,85, NS].

69



Resultados

Parametros
Hembras Preiadas
tiempo de gestacion (dias)

ganancia de peso ( % de aumento con

respecto al dia 14 de prefiez)

Crias
numero de crias
Machos

Hembras

Pesos Crias (g)
PND 1
PND 7

PND 21

Control

20,38 £ 0,26

119,32 £ 1,92

5,23 +0,55
2,46+0,4

2,77+0,50

1,66 £ 0,08
4,89 + 0,36

10,24 £ 0,32

EP

20,25 + 20,25

117,18 £ 1,86

5,38 £ 0,55
2,54+0,33

2,92+0,47

1,74 £ 0,05
5,19+ 0,39

11,04 + 0,28

Tabla 4: Parametros gestacionales y de las crias. Se representa la media + el
error estandar de 10 hembras prefiadas por grupo.
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4-2. Efectos del EP sobre el sistema inmune

A fin de determinar si el EP influye sobre el sistema inmune de la descendencia se
evaluaron distintos parametros inmunolégicos en machos y hembras provenientes de

madres control y estresadas.

4-2-1. Inmunidad Innata

4-2-1-1. Actividad de NK

Se analiz6é la actividad citotoxica de las células NK sobre la linea celular YAC-1
previamente marcada con [3H]-Timidina como se describié en materiales y métodos.
Se realizaron co-cultivos in vitro con la linea celular previamente cargada con [3H]-
Timidina y esplenocitos en distintas concentraciones.

Se observd un aumento en el porcentaje de lisis dependiente de la dosis tanto para
machos como para hembras. No se encontraron diferencias en la actividad de NK en
las hembras [ANOVA de dos vias; interaccion concentracion por estrés: F(2,18)= 0,75,
NS; efectos principales: concentracion: F(2,18)= 348,06, p<0,001; estrés: F(1,18)=
0,79, NS] (Figura 17 A).

En cambio en los machos se observé un aumento en la actividad litica en animales EP
en la relacion 1:25 comparado con animales control [ANOVA de dos vias: interaccion
concentracion x estrés: F(2,18)= 2,49, NS, efectos principales: concentracion: F(2,18)=
44,96, p<0,001; estrés: F(1,18)= 9,42, p<0,01] (Figura 17 B).
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Figura 17: Ensayo de citotoxicidad por liberacion de [3H]-Timidina. Los valores
expresan la media + ES del porcentaje de lisis para diferentes relaciones de célula
blanco: efectora, luego de ser cultivadas durante 3,5 horas para hembras (A) y machos
(B), n=4 por grupo, * p<0,05 con respecto al control.

4-2-1-2. Actividad fagocitica de macroéfagos

Se evallo la capacidad fagocitica de macréfagos con eritrocitos opsonizados como
se describié en materiales y métodos.

No se observaron cambios en la capacidad fagocitica ni en hembras ni en machos
[Prueba t de Student; Hembras t(10)= -0,91, NS; Machos t(10)= -1,53, NS] (Figura
18).
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Figura 18: Capacidad fagocitica de macréfagos. Se cultivaron macréfagos
peritoneales con eritrocitos opsonizados y se determind la capacidad fagocitica. Se
grafica el porcentaje de macréfagos positivos para hembras (A) y machos (B). Se
tomd como positivo el macréfago con mas de tres eritrocitos fagocitados, n= 6 por

grupo.
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4-2-2. Respuesta Adaptativa

4-2-2-1. Respuesta proliferativa en linfocitos T estimulados con Con A

El analisis de la proliferacion es una prueba de la reactividad linfocitaria que examina con
que eficacia se dividen las células estimuladas mitogénicamente. Se asume que una mayor
proliferacion indica una funcion celular mas efectiva. Para evaluar la funcionalidad de LT se
utilizé como mitégeno selectivo concanavalina A (Con A).

Se realizaron cultivos in vitro de linfocitos provenientes de ganglios de animales controles y
EP estimulados con la concentracion 6ptima de Con A (1ug/ml).

Como puede verse en la figura 19, el EP no modificé la proliferacién con respecto al
control, tanto en machos como en hembras [Prueba t de Student: Hembras {(20)=
0.56, NS; Machos t(28)= 0.58; NS].
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Figura 19: Proliferacién de linfocitos T inducida por Con A

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos fueron cultivados en presencia de Con
A (1ug/ml). Se determiné la proliferacién celular por incorporacién de *H-timidina
para hembras (A) y machos (B). Los resultados expresan la media + ES.
Proliferacién basal (dpm): Hembras: control= 950 + 180; EP= 839 £162. Machos:
control= 843 £123; EP= 899+176. Hembras: n= 11 por grupo, Machos n= 15 por

grupo.

4-2-2-2. Distribucién de subpoblaciones linfocitarias

Se determind el porcentaje de linfocitos CD4" y CD8" mediante citometria de flujo. No
se encontraron diferencias en ninguno de los grupos estudiados tanto en machos
como en hembras [Prueba t de student: CD4+ Hembras: t(6)= 0,79, NS; CD8+
Hembras t(6)= 1,11, NS; CD4+ Machos: t(6)= 0,98, NS; CD8+ Machos: t(6)= 2,29, NS]
(Tabla 5).
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Grupo Hembras Machos
Subpoblaciones linfocitarias Subpoblaciones linfocitarias
(% de linfocitos totales) (% de linfocitos totales)
CD4+ CD8+ CD4+ CD8+
control 60,10+ 2,50 20,00+£1,80 55,2+1,30 21,3+1,01
EP 58,95+1,04 19,95+1,65 53,711,40 19,05£1,02

Tabla 5: Distribucion de subpoblaciones linfocitarias

4-2-2-3. Respuesta Inmune mediada por linfocitos B in vitro

Para evaluar la funcionalidad de Linfocitos B se utilizd el mitégeno selectivo lipopolisacarido
(LPS). Se realizaron cultivos con linfocitos provenientes de bazo animales controles y EP
estimulados con la concentracion 6ptima de LPS (30 ug/ ml).

Puede verse en la figura 20 que el EP no produjo cambios en la proliferacion B con respecto
al control ni en machos ni en hembras [Prueba t de Student: Hembras: t(25)= 0,24, NS;
Machos: t(16)=-0,84, NS].
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Figura 20: Proliferacién de linfocitos B inducida por LPS.

Linfocitos provenientes de bazo fueron cultivados en presencia LPS (30ug/ml). Se
determiné la proliferacién celular por incorporacion de *H-timidina para hembras (A) y
machos (B). Los resultados expresan la media £+ ES. Proliferacion basal (dpm)
Hembras: control= 2290+230; EP= 2049+24; Machos: control: 2102+123; EP=
20594203, Hembras: n= 11 por grupo. Machos n= 15 por grupo.
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4-2-2-4. Evaluacién de la respuesta inmune in vivo

Se analizé la respuesta inmune humoral frente a un antigeno T-dependiente como son
los GRC y a un Ag T-independiente, el LPS. Frente a Ags T-dependientes, se genera
primero IgM y luego se produce IgG, siendo la contribucion de la IgM mayor. Tras una
segunda inoculacion el Ac predominante es de tipo IgG, para que se generen Ac de
tipo IgG se necesita de la colaboracion de linfocitos Th2. Frente a Ags T-
independientes, ya sea en la primera o segunda inoculacion (respuesta primaria o
secundaria), se produce siempre IgM y no es necesaria la colaboracién de LT.

Por ello se determiné la generacién de Ac tipo IgM para el desafio con LPS, y la
generacion de Ac tipo IgM para la respuesta primaria frente a GRC y IgG para la

respuesta secundaria.
Como puede verse en la figura 20 A y C no se encontraron diferencias en el titulo de
anticuerpo tipo IgM y IgG anti-GRC en los hembras estresadas con respecto al control

[Prueba de Kruskal Wallis, IgM: H(8)= 0,47, NS; IgG: H(8)= 0,80, NS].

Un resultado similar fue encontrado en machos. [Prueba de Kruskal Wallis, IgM: H(8)=
3,19, NS; IgG: H(8)= 0,40, NS] ( Figura 21 B y D).
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Figura 21: Produccién de Ac, frente a un desafié antigénico T-dependiente Se
determinaron los titulos de Ac en suero de animales control o EP inmunizados son
GRC. Titulo de IgM anti-GRC (A y B). Titulo de IgG anti-GRC (C y D). En machos y
hembras. Se grafica el titulo de anticuerpos de 8 animales por grupo. La barra
horizontal representa la media de cada grupo.

En cuanto al titulo de anticuerpos IgM anti-LPS, tampoco se observaron cambios ni en
machos ni en hembras [Prueba de Kruskal Wallis: Hembras IgM: H(8)= 0,2, NS;
Machos IgM: H(8)= 3,00, NS] (Figura 22).
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Hembras Machos
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Figura 22: produccion de Ac, frente a un desafié antigénico T-Independiente Se
determinaron los titulos de Ac en suero de animales control o EP inmunizados con LPS
en hembras (A) y machos (B); Se grafica el titulo IgM anti-LPS de anticuerpos de 8

animales por grupo. La barra horizontal representa la media de cada grupo.

4-2-3. Determinacion de Citoquinas

Se sugiridé que el estrés puede alterar el balance de citoquinas en especial el balance
Th1/th2, Por lo que fue de interés determinar la expresién de citoquinas en los
linfocitos de los grupos experimentales. Se determind la produccion de ARNm de IL-2,
IL-4, IL-6 IL-10 e IFN-y por medio de RT- PCR.

Puede verse en la figura 23 que en las hembras el EP produjo un aumento de los
niveles de ARNm de IL-4 [Prueba t de Student: 1(6)=-4,96, p<0,01]; y una disminucién
en los niveles de ARNm de IFN-y [Prueba t de Student: t(6)=5,55, p<0,01] en
comparacion con animales control. No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de ARNm para IL-6, IL-10 e IL-2 con respecto a los controles [Prueba t de
Student: t(6)= 0,37, NS; t(6)= 0,28, NS; t(6)= -0,44, NS respectivamente] (Figura 23 B,
CyE).
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Figura 23: Expresion de citoquinas en gamglios de hembras.

Se determinaron los niveles ARNm de citoquinas IL-4 (A), IFN-y (B) IL-6 (C), IL-2
(D) e IL-10 (E) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en relacién a los
niveles de ARNm de actina. Los resultados representan la media + ES de 4
muestras cada uno. ** p<0,01.
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Ademas se determinaron los niveles de citoquinas en sobrenadante de cultivos de
linfocitos provenientes de ganglios linfaticos estimulados con Con A por medio de un
equipo de ELISA.

Para las hembras, se observé un aumento en los niveles de IL4 [Prueba t de Student:
t(6)= -8,32, p<0,001] y una disminucién en los niveles de IFN-y [Prueba t de Student:
t(8)= 3,70, p<0,01]. No se observaron diferencias en los niveles de IL-10 e IL-2
[Prueba t de Student: t(8)= -1,05, NS; t(10)= 0,54, NS respectivamente] (Figura 24).
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Figura 24: Liberacion de citoquinas en hembras.

Se determinaron los niveles de IL-4 (A), IFN-y (B), IL-10(C) e IL-2 (D) por medio
de un ELISA en sobrenadante de linfocitos estimulados con Con A (1 pg/ml). Los
resultados representan la media + ES, n entre 4 y 6 por grupo. ** p<0,01. ***
p<0,001.

En los machos, el EP no modificd los niveles de ARNm de las citoquinas estudiadas
[Prueba t de Student: IL-4: t(13)=-0,23 NS; IFNy: t(12)= -1,17, NS; IL-6: t(10)= -0,03,

NS; IL-2 t(10)= -0,22, NS; IL-10: t(13)=0,50, NS] (Figura 25).
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Figura 25: Expresion de citoquinas en ganglios de machos.
Se determinaron los niveles ARNm de IL-4 (A), IFN-y (B), IL-6 (C), IL-2 (D) e IL-10
(E) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en relacion a los niveles de
ARNm de actina. Los resultados representan la media + ES, n entre 5 y 8 por

grupo.
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En cuanto a los niveles de citoquinas en sobrenadante de linfocitos provenientes de
ganglios linfaticos estimulados con Con A, tampoco se encontraron diferencias
[Prueba t de Student: IL-4: t(6)= -0,57, NS; IFNy: t(8)= -0.13, NS; IL-10: t(6)= -0,16,
NS; IL-2: t(10)=-0,89, NS] (Figura 26).
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Figura 26: Liberacion de citoquinas en machos
Se determinaron los niveles de IL-4 (A), IFN-y (B), IL-10 (C) e IL-2 (D) por medio
de un ELISA en sobrenadante de linfocitos estimulados con Con A. Los resultados
representan la media = ES, n entre 4 y 6 por grupo.

4-3. Influencia de corticosterona y catecolaminas sobre la respuesta inmune

Las catecolaminas y los glucocorticoides, son las hormonas clasicamente asociadas a
las situaciones de estrés y como ya se menciond, pueden modular la respuesta
inmune. Se sabe que los linfocitos poseen receptores para ambas hormonas, por lo

que pueden responder a ellas.

A fin de analizar la influencia de estas hormonas sobre la respuesta inmune se

analizaron sus niveles en los distintos grupos experimentales asi como su efecto sobre
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la reactividad linfocitaria en cultivos in vitro. Asimismo, la expresion de sus receptores

en ceélulas de ganglio linfaticos.

4-3-1. Niveles de corticosterona

Se determinaron los niveles de corticosterona en plasma proveniente de los distintos
grupos experimentales mediante radio inmuno ensayo.

Los animales EP no mostraron diferencias basales en los niveles de corticosterona
con respecto a los animales control, tanto para hembras [Prueba t de Student: t(24)= -
0,13, NS] como para machos [t(10)=-1,00, NS] (Figura 27).
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Figura 27: Niveles de corticosterona

Se determinaron los niveles de corticosterona en plasma por medio de RIA para
hembras (A) y machos (B). Los resultados expresan la media £ ES. Hembras n= 13
Machos n= 6.

4-3-2. Niveles de catecolaminas

Se determinaron los niveles de catecolaminas en bazo de los distintos grupos

experimentales por el método fluorimétrico de Laverti y Taylor (1968).
Puede verse en la figura 28 que los animales EP no presentaron diferencias en los

niveles de catecolaminas con respecto a los controles en condiciones basales [Prueba
t de Student: Hembras t(24)= -0,67, NS; Machos t(18)= 0,19, NS]
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Figura 28: Niveles de catecolaminas

Se determinaron los niveles de catecolaminas en bazo por medio del método
fluorimétrico de Laverti y Taylor para hembras (A) y machos (B). Los resultados
expresan la media = ES. Hembras: n= 13; Machos n= 10.

4-3-3. Peso de las glandulas adrenales

Se extrajeron las glandulas adrenales de los animales y se determiné el peso asi como
el peso corporal, se calculd la relacién del peso de la glandula sobre el peso corporal
total (Figura 29). No se observaron diferencias en la relacién entre animales control y
estresados tanto para hembras [Prueba t de Student: t(14)= 0,51, NS] como para
machos [Prueba t de Student: t(14)=-0,39, NS].
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Figura 29: Relacién entre el peso corporal y el peso de la glandula adrenal.
Se grafica el peso de la glandula adrenal sobre el peso corporal para hembras (A) y
machos (B). El grafico muestra el promedio + SEM. n= 8 por grupo.
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4-3-4. Efecto de corticosterona y epinefrina en la respuesta proliferativa

La respuesta linfocitaria puede verse afectada no sdélo por cambios en los niveles de
hormonas sino que ademas, los linfocitos de animales estresados podrian tener
alterada la sensibilidad a las hormonas del estrés. Debido a ello, se analiz6 si el estrés
prenatal podria afectar la sensibilidad de los linfocitos a estas hormonas. A tal fin, se
determind la proliferacién de linfocitos provenientes de animales y no a estrés prenatal
estimulados con Con A, en presencia de concentraciones crecientes de corticosterona
(Figura 30 Ay C) o epinefrina (Figura 30 B y D).

En hembras, la adicion de corticosterona indujo una modulacion de la respuesta
proliferativa que es dependiente de la dosis (Figura 30 A). Concentraciones bajas de
corticosterona indujeron un efecto estimulatorio y altas concentraciones tuvieron un
efecto inhibitorio sobre la respuesta proliferativa de animales control. Sin embargo el
efecto estimulatorio no se observd en la respuesta proliferativo de linfocitos
provenientes de hembras EP. Ademas altas concentraciones de corticosterona
mostraron una mayor inhibicidbn en la respuesta proliferativa de animales EP en
comparacion con animales controles (figura 29 A) [ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, interaccion droga x estrés: F(3,14)=1,15 NS; droga: F (3,14) = 19,51, p<
0,001; estrés: F(1,14)=14,3 p<0,01].

La adicion de epinefrina, en hembras, modula significativamente la proliferacién de
células T dependiendo de la concentracion, pero no se observaron cambios entre
hembras EP y controles (Figura 30 B) [ANOVA de dos vias con medidas repetidas:
Interaccién: concentracion x droga: F(3,14)=2,23 NS; droga: F (14,3)= 63,34, p< 0,001
estrés: F(3,14)=0,02 NS].

En los machos, también se observd una modulacién de la respuesta proliferativa
dependiente de la dosis de corticosterona. En la cual bajas dosis producen un efecto
estimulatorio y altas dosis un efecto inhibitorio. Si bien tanto en animales EP como
controles se observo esto. El efecto estimulatorio fue menor en animales EP que en
animales control, pero el efecto inhibitorio fue igual para ambos grupos [ANOVA de
dos vias con medidas repetidas: interaccién droga x estrés: F(2,14)= 1,44 NS, droga:
F(2,14)= 15,34 p< 0,001; estrés F(1,14)= 13,1p<0,001] (Figura 30 C).

En los machos la adicion de epinefrina produjo una estimulaciéon a dosis bajas y una

inhibicién a dosis altas. No se encontraron diferencias entre animales EP y controles
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[ANOVA de dos vias con medidas repetidas: Interaccion droga x estrés: F(2,14)=1,1
NS; droga: F(3,14)= 43,34, p< 0,001; estrés: F(1,14)=0,12] (Figura 30 D).
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Figura 30: Efecto de corticosterona y epinefrina sobre la respuesta
proliferativa de linfocitos T inducida por Con A.

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos estimuladas con Con A (1ug/ml)
fueron co-incubadas con concentraciones crecientes de corticosterona (A 'y C) o
epinefrina (B y D). Se determiné la proliferacién celular por incorporacion de *H-
timidina. Los resultados se expresan como porcentaje de proliferacién en ausencia
de droga (proliferacion basal). Los datos representan la media + ES, n= 8 por
grupo. ** p< 0,01; *** p<0,001.

4-3-5. Niveles del receptor para glucocorticoides (GR) y del receptor B2 -

adrenérgico

Los efectos encontrados a nivel linfocitos podrian deberse a un desbalance en el
numero de receptores para glucocorticoides y del receptor B2 —adrenérgico, para ello

se determinaron los niveles tanto de ARNm como de proteina.
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En las hembras, la expresién del ARNm y el nivel de proteinas para GR fue mayor en
linfocitos provenientes de hembras EP con respecto a los controles [Prueba t de
Student: t(10) = 3.860, p<0.01 y t(8) = 3.565, p<0.01, respectivamente] (Figura 31 Ay
B).

Por otro lado la expresion de ARNm y los niveles de proteinas del receptor p2-
adrenérgico fueron similares en ambos grupos. [Prueba t de Student: {(10)= 0.360, NS
y 1(8)= 0.317, NS, respectivamente] (Figura 31 C y D).
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Figura 31: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y
del receptor B2-adrenérgico en ganglios de hembras.
Western blot (A y C) y PCR (B y D) de homogenatos de ganglios linfaticos
provenientes de hembras EP y controles. Los resultados se expresan como la
media + SEM de la Intensidad relativa de cada receptor con respecto a la
intensidad de B- actina, n= 8 para PCR vy n=6 para WB. ** p<0.01.
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En los los machos no se observaron diferencias significativas en los niveles de ARNm
del GR entre animales EP y controles [Prueba t de Student: {(10)=-1,21 NS]J; pero si
observamos un aumento en el nivel proteico del mismo [Prueba t de Student: t(10): -
3,02 ; p<0,05] (Figura 32 A y B respectivamente).

Ademas no vimos diferencias en los niveles del ARNm del receptor 3,- AR [Prueba t
de Student: {(10)= 0,78, NS] ni de los niveles proteicos del mismo [Prueba t de
Student: 1(10)=-1,54, NS] (Figura 32 C y D).
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Figura 32: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y
del receptor B2-adrenérgico en ganglios machos.

PCR (A 'y C) y Western blot (B y D) y de homogenatos de ganglios linfaticos
provenientes de machos EP y controles. El grafico muestra la media + SEM de la
Intensidad relativa de cada receptor con respecto a la intensidad de - actina. n=6
por grupo. * p< 0.05.
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4-4. Niveles de neurotrofinas en linfocitos

Se sabe que las células inmunes pueden expresar neurotrofinas. En los ultimos afios
se ha demostrado que las neurotrofinas pueden producir cambios en la proliferacion
de linfocitos por eso fue de interés estudiar si el estrés prenatal afectaba los niveles de
neurotrofinas en linfocitos. Se determind la expresion del ARNm de BDNF, NGF vy
NT3 mediante RT-PCR y los niveles de proteinas por western blot en ganglios
linfaticos.

En las hembras se observé una disminucion en niveles de ARNm y de los niveles
proteicos de BDNF en los animales estresados prenatalmente [Prueba t de Student:
t(6)= 8,33, p<0,001; t(10)= 5,05, p<0,001, respectivamente]. También observamos una
disminucion en los niveles de NT3 [Prueba t de Student: NT3-PCR: 1(6)=4,23, p<0,01;
NT3-WB: t(10)= 4,43, p<0,05]. No hubo variaciones en los niveles de NGF [PCR: t(6)=
1,73, NS; WB: t(10)= 0,64, NS] (Figura 33).
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Figura 33: Expresion de neurotrofinas en ganglios de hembras.

Se realiz6 RT-PCR y western blot para BDNF (Ay B), NT3 (Cy D)y NGF (Ey
F). Los datos se expresan en relacion a los niveles de ARNm de actina. Los
resultados expresan la media + ES. PCR n=4; WB n=6. ** p<0,01; *** p<0,005.
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En los machos no se observaron diferencias en los niveles de neurotrofinas entre
animales control y EP ni a nivel de ARNm, ni a nivel proteico [Prueba t de Student:
BDNF-PCR: t(10)= 0,93, NS; BDNF-WB: t(6)= 1,49, NS; NT3-PCR: t(10)= -1,58, NS;
NT3-WB: t(6)= 1,66, NS; NGF-PCR: t(10)= -0,91, NS; NGF-WB: t(6)= 1,56, NS]
(Figura 34).
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Figura 34: Expresion de neurotrofinas en ganglios de machos.

Se realizd RT-PCR y western blot para BDNF (Ay B), NT3 (Cy D)y NGF (Ey
F). Los datos se expresan en relacion a los niveles de ARNm de actina. Los
resultados expresan la media £ ES de 8 muestras cada uno. PCR n= 6, WB n= 4.
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4-5. Efectos del EP sobre el comportamiento. Analisis de genes relacionados

La exposicion a estrés durante la prefiez puede inducir alteraciones en el sistema
neuroendocrino, y en el comportamiento de la descendencia, por lo que fue de interés
evaluar la conducta de los animales expuestos a estrés prenatal, asi como la
expresion de neurotrofinas, citoquinas y receptores para glucocorticoides en

hipocampo, que podrian estar involucrados en los cambios conductuales.
4-5-1. Evaluacioén de la conducta

4-5-1-1. Prueba de alternancia

Se colocd al animal en el centro de un laberinto en Y y se determiné el porcentaje de
alternancia como se describe en materiales y métodos. Esta prueba permite evaluar la
memoria espacial.

Como puede verse en la figura 35, no se observaron diferencias en el porcentaje de
alternancia en los animales EP en comparacién con los animales control, tanto en

hembras como en machos [Prueba t de Student: Hembras: t(14)= -0,87, NS; Machos:

t(14)= -0,14, NS].
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Figura 35: Prueba de alternancia
Se colocaron los animales de a uno por vez en el centro del laberinto en Y. Se

registraron las entradas a los distintos brazos por 6 minutos y se determino el
porcentaje de alternancia para hembras (A) y machos (B). Los resultados expresan

la media + ES, n= 8 por grupo.
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4-5-1-2. Actividad locomotora en campo abierto

Se colocaron los animales a un campo abierto por 5 minutos y se los dejé explorar
libremente. Se registré el numero de lineas cruzadas, el numero de exploraciones

verticales (rearing) y el tiempo que el animal se quedé quieto.

En las hembras EP se observdé una disminucion en las lineas cruzadas en
comparacion con los animales control [Prueba t de Student: t(14)= 3,23, p<0,05]. No
se observaron diferencias en los otros parametros estudiados [Prueba t de Student:
rearing: t(14)=-1,74, NS. Tiempo: t(14)= 0,88, NS] (Figura 36).
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Figura 36: Actividad locomotora.

Se coloco el animal en un campo abierto y se lo dejoé explorar libremente durante 5
minutos. Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el nUmero de rearings (B) y el

tiempo que permanece quieto (C). Los resultados expresan la media * ES;
* p<0,05 respecto al animal control,

En los machos no se observaron diferencias entre controles y EP en los parametros
estudiados [Prueba t de Student: lineas: t(14)= 0,73, NS; rearing: t(14)= -0,35, NS;
tiempo: t(14)= -1,55, NS] (Figura 37).
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Figura 37: actividad locomotora.

Se coloco el animal en un campo abierto y se lo dejo explorar libremente durante 5
minutos. Se grafica el niumero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y el
tiempo que permanece quieto (C) Los resultados expresan la media + ES, n=8.

4-5-1-3. Prueba de habituacion

Si un animal es expuesto en forma repetida al mismo estimulo, y este no representa
un elemento aversivo, se espera que la respuesta (gj: la actividad exploratoria) a este
estimulo disminuya. Este proceso se denomina habituacion a la exposicion repetida.
La prueba de habituacion permite evaluar la memoria no asociativa.

Se sometieron a la prueba de campo abierto animales control y EP, durante 5 minutos
(fase de entrenamiento) y fueron nuevamente al ambiente novedoso a las 24 horas.
Se registr6 el numero de lineas cruzadas, el numero de exploraciones verticales
(rearing) y el tiempo que el animal se quedé quieto.

En las hembras se observé que tanto las hembras control como las EP mostraron una
disminucion significativa en el numero de lineas cruzadas en la fase de testeo en
comparacion con el entrenamiento [ANOVA con medidas repetidas: interaccion tiempo
x estrés: F(1,14)= 0,45, NS; tiempo: F(1,14)= 24,42, p<0,001; estrés F(1,14)= 0,61,
NS] (Figura 38 A).

El numero de exploraciones verticales (rearings) fue menor en la fase de testeo en
comparacion con el entrenamiento para animales control. Sin embargo no se
observaron diferencias significativas en hembras EP [ANOVA con medidas repetidas:
interaccion tiempo x estrés: F(1,14)= 0,04, NS, droga: F(14,1)= 35,43, p<0,001; estrés:
F(1,14)= 3,82 p<0,05] (Figura 38 B).

Tanto las hembras control como las EP mostraron un aumento significativo del tiempo

que permanecieron quietos respecto al entrenamiento [ANOVA con medidas repetidas:
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interaccion tiempo x estrés: F(1,14)= 0,05, NS, tiempo: F(1,14)= 65,46, p<0,001;
estrés: F(1,14)= 1,18, NS] (Figura 38 C).
Estos resultados indicarian que el EP no produce alteraciones significativas en el

desempenio en la prueba de habituacién en un campo abierto en hembras.
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Figura 38: Prueba de habituacion.

Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y el tiempo
que permanece quieto (C) para el entrenamiento (barras lisas) y para el testeo a las
24 horas (barras rayadas) Los resultados expresan la media + ES, n=8 por grupo. *
p<0,05 respecto a la fase de entrenamiento.

En los machos se observé que en la fase de testeo los animales EP mostraron una
disminuciéon en el numero de lineas cruzadas (Figura 39 A) y en el numero de
exploraciones verticales (Figura 39 B), no asi los animales control [ANOVA con
medidas repetidas: Lineas: Interaccion droga x estrés: F(1,14)= 2,36, NS; tiempo:
F(1,14)=9,65 p<0,05, estrés F(1,14)=9,60 p<0,05. Rearings: interaccion tiempo x
estrés: F(1,14)= 1,34, NS; tiempo: F(1,14)= 25,45, p<0,01; estrés F(1,14)=4,69 p<0,05]
Tanto para animales control como en EP no hubo cambios en el tiempo que
permanecieron quietos entre la fase de entrenamiento y la fase de testeo [ANOVA con
medidas repetidas: interaccion tiempo x estrés: F(1,14)= 0,64 NS, tiempo: F(1,14)
F(1,14)= 3,33, NS; estrés: F(1,14)= 2,24 NS] (Figura 39 C). Estos resultados indican
que los machos EP mostraron un mejor desempeno en la prueba de habituacién que

los animales control.
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Figura 39: Prueba de habituacion.

Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y el tiempo
que permanece quieto (C) para el entrenamiento (barras lisas) y para el testeo a las
24 horas (barras rayadas) Los resultados expresan la media + ES *p<0,05 respecto
a la fase de entrenamiento, n= 8 por grupo.

4-5-1-4. Prueba de ansiedad. Laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz se utiiza como parametro de ansiedad. El
comportamiento que demuestra ansiedad es evitar los brazos abiertos y pasar la
mayoria del tiempo en los brazos cerrados.

Las hembras estresadas prenatalmente pasaron menos tiempo en los brazos abiertos
que las hembras control, mostrando un comportamiento de tipo ansioso [Prueba t de
Student: t(18)= 3,21, p<0,01] (Figura 40 A).

En cambio en machos no se observaron cambios en el tiempo que pasaron en cada
brazo [Prueba t de Student: t(18)=-1,37, NS] (Figura 40 B).
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Figura 40: Laberinto elevado en cruz.

Se colocé al animal en el centro de un laberinto elevado en cruz y se lo deja
explorar por 5 minutos. Se grafica el porcentaje de tiempo en brazo abierto con
respecto al tiempo total de actividad para hembras (A) y machos (B), n= 10
animales por grupo, ** p< 0,01.

4-5-1-5. Test de evitacion pasiva

Como se ve en figura 41, tanto en machos como en hembras, se observé un aumento
en la latencia a entrar al compartimento oscuro en la fase de testeo en comparacion
con el entrenamiento, sin observarse cambios entre controles y EP [Prueba de Kruskal
Wallis: Hembras H(8)= 24,91, p<0,001; Macho H(8)= 23,98, p<0,001].
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Figura 41: Prueba de evitacion pasiva.

Los animales fueron puestos en una camara iluminada y se registré el tiempo de
entrada a la camara oscura para hembras (A) y machos (B). En todos los casos el
maximo registrado fue de 10 minutos. Se grafica la media + SEM de la latencia a
entrar al compartimiento oscuro en el entrenamiento (antes del shock) y en el testeo a
las 24 hs .de hembras y machos, n= 8 por grupo. AS: antes del shock; PS: post shock
(testeo). * p<0,05 con respecto al entrenamiento.

4-5-1-1. Reconocimiento de objetos

El comportamiento normal de un ratén es explorar. En condiciones normales un raton
va a pasar mas tiempo explorando un objeto novedoso que un objeto ya conocido.
Esta prueba evalua la memoria de reconocimiento.

Se observd que tanto los controles como los ratones EP pasaron mas tiempo
explorando el objeto novedoso. No hubo diferencias entre ambos grupos en el indice
de discriminacién [Prueba t de Student: Hembras: t(14)= -0,40, NS. Machos: t(14)= -
0,22, NS]. Cabe aclarar que en la primera exposicién a los objetos los animales

pasaron el mismo tiempo explorando cada uno (Figura 42).
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Figura 42: Prueba de reconocimiento de objetos.

Se evaluo la capacidad de reconocer objetos novedosos en un campo abierto. Se
calculé el indice de discriminacion teniendo en cuenta el tiempo que pasa explorando
el objeto novedoso y el ya conocido para hembras (A) y machos (B). Se muestra el

promedio + ES del indice de discriminacién para 8 animales de cada grupo.

4-5-1-7. Reconocimiento espacial de objetos

Este tipo de prueba permite evaluar la memoria espacial a corto plazo. Como ya se
menciond un animal en condiciones normales tiende a pasar mas tiempo explorando
aquello que le resulta novedoso, en este caso la nueva posicibn de objetos ya
conocidos. Se espera que si el animal tiene trastornos conductuales a nivel espacial
no reconozca el cambio de posicidon y pasa el mismo tiempo en todos los objetos.

Las hembras control pasaron mas tiempo en los objetos cambiados, en cambio las
hembras EP pasaron igual cantidad de tiempo en ambos, evidenciado por una
disminucion en el indice de discriminacion [Prueba t de Student: t(8)= 4,44, p<0,01]
(Figura 43 A).

Tanto los machos control como los EP pasaron mas tiempo en los objetos en posicion
novedosa, no se encontraron cambios en el indice de discriminacién [Prueba t de
Student: t(8)= -1,29, NS] (Figura 43 B).
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Figura 43: Prueba de reconocimiento espacial de objetos.

Se colocd al animal en un campo abierto con 4 objetos y se lo dejé explorar
libremente por 10 min. Luego de una hora se lo expuso nuevamente al campo
abierto intercambiando de lugar dos de los objetos. El grafico muestra la capacidad
de discriminacién de los objetos cambiados de posicidn respecto a los no
cambiados para hembras (A) y machos (B). Se grafica el promedio + ES del indice
de discriminacién para un n=5 por grupo. ** p<0,01 con respecto al control.

4-5-2. Niveles de neurotrofinas en hipocampo

Se determind la expresién de ARNm y proteinas de BDNF, NGF y NT3 en hipocampo.

Como se observa en la figura 21 las hembras EP mostraron una disminucion
significativa en los niveles de ARNm vy de proteinas de BDNF [Prueba t de Student:
RT-PCR: t(6)= 4,72, p<0,05 ; WB: t(6)= 3,46, p<0,05] (Figura 44 A).

No se observaron diferencias en los niveles de ARNm y proteinas de NT3 [Prueba t de
Student: RT-PCR: t(6)= -0,24, NS; WB: t(6)= 1,11, NS]. Tampoco encontramos
diferencias en los niveles de NGF [Prueba t de Student: RT-PCR: t(6)=-0,34, NS ; WB:
t(6)= 0,30, NS] (Figura 44 B y C).
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Figura 44: Niveles de neurotrofinas en el hipocampo de hembras

Se realiz6 RT-PCR y WB para BDNF(A y D), NT3 (By E) y NGF(C y F). Los
datos se expresan en relacion a los niveles de de B-actina. Los resultados
expresan la media + ES, n=4 por grupo. *p<0,05 con respecto al control.
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En los machos no se observaron diferencias en los niveles de ARNm o de proteinas

de las neurotrofinas en estudio entre controles y EP [Prueba t de Student: BDNF-PCR:
t(10)= -0,75, NS; BDBF-WB: t(10)= 0,67, NS; NT3-PCR: t(10)= -0,04, NS; NT3-WB:
t(10)= 0,47, NS, NGF-PCR: t(10)= 0,04, NS; NGF-WB: t(10)= 0,19, NS] (Figura 45).
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Figura 45: Niveles de neurotrofinas en el hipocampo de machos.

Se realizé6 RT-PCR y WB para BDNF(Ay B), NT3 (Cy D)y NGF (Ey F). Los
datos se expresan en relacion a los niveles de de actina. Los resultados
expresan la media + ES, n=4 por grupo.
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4-5-3. Niveles de citoquinas en hipocampo

Se determind la expresion del ARNm de las citoquinas en hipocampos de animales

control y animales EP por medio de RT-PCR como se describe en materiales y

métodos.

En las hembras se encontré un aumento en los niveles de IL-4 en animales EP en

comparacion con los controles [Prueba t de Student: t(10)= -2,91, p<0,05]. No se

encontraron diferencias en las otras citoquinas estudiadas [Prueba t de Student: IL-2:
t(10)= 1,16, NS ; IL-6: t(10)= -0,61, NS; IL-10: t(10)= 0,30, NS e IFN-y: t(10)= 1,43,

NS] (Figura 46).
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Figura 46: Niveles de citoquinas en hipocampo de hembras

Se determinaron los niveles ARNm de citoquinas IL-4 (A) INFy (B) IL-6
(C), IL-2 (D) y IL-10 (E) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en
relaciéon a los niveles de ARNm de actina. Los resultados representan la
media = ES, n=6 por grupo,* p<0,05
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En los machos no se observaron diferencias significativas en ninguna de las citoquinas
estudiadas [Prueba t de Student: IL-2: t(8)= 1,90, NS; IL-4: t(8)=-0,22, NS; IL-6 t(8)=
-0,54, NS ; IL-10: t(8)= -1,90, NS] (Figura 47).

No se pudieron determinar los niveles de IFN-y debido posiblemente a condiciones

experimentales y de expresion de esta citoquina en los hipocampos de los machos.
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Figura 47: Niveles de citoquinas en hipocampo de machos. Se
determinaron los niveles ARNm de citoquinas IL-2 (A) IL-4 (B), IL-6 (C)
y IL-10 (D) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en relacion a
los niveles de ARNm de actina. Los resultados representan la media +
ES, n=4 por grupo.
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4-5-4. Niveles del receptor para glucocorticoides (GR) y del receptor .-

adrenérgico en Hipocampo

Se determinaron los niveles de ARNm por RT-PCR y de proteinas por western blot en
hipocampo, del receptor para glucocorticoides y para el receptor B,—adrenérgico como
se describié en materiales y métodos.

En las hembras se observo un aumento en los niveles de ARNm y de proteinas de GR
en animales EP en comparacién con los controles [Prueba t de Student: PCR: {(6)=
-2,95, p<0,05; WB: 1(6)=3,91, p<0,05] ( Figura 48 Ay B).

Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles de ARNm y proteinas del
receptor B,—adrenérgico [Prueba t de Student: PCR: {(6)= -0,97, NS; WB: (6)= -2,42,
NS] (Figura 48 C y D).
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Figura 48: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y
del receptor B2-adrenérgico en hipocampo de hembras.

PCR (Ay C) y Western blot (B y D) de homogenatos de hipocampo provenientes
de hembras EP y controles. El grafico muestra la media + SEM de la Intensidad
relativa de cada receptor con respecto a la intensidad de - actina. N= 4 por
grupo. * p< 0,05 respecto al control.
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En los machos se observé un aumento en los niveles del ARNm y proteinas del
receptor para glucocorticoides en animales EP comparados con los controles [Prueba t
de Student: t(8)=-11,75, p<0,001; t(10)= 2,51, p<0,05; respectivamente] (figura 49 A
y B respectivamente), No se observaron cambios en los niveles del receptor 32—
adrenérgico [Prueba t de Student: t(8)= 0,97, NS; t(10)= 0,96, NS respectivamente]
(figura49 Cy D).
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Figura 49: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y del
receptor B2-adrenérgico en hipocampo de machos.

PCR (Ay C)y Western blot (B y D) de homogenatos de hipocampo provenientes
de machos EP y controles. El grafico muestra la media + SEM de la Intensidad
relativa de cada receptor con respecto a la intensidad de - actina, n=6 por grupo. *
p< 0,05, *** p < 0,01 respecto al control.

105



Resultados

4-6. Resumen de resultados primera parte

En la tabla 6 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en esta primera

parte, se muestran los resultados como cambio respecto del grupo control.
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Parametro

Sistema Inmune

Hembras

Actividad de NK

Machos

Fagositosis M@

Proliferacion T

CD4+/CD8+

Proliferacion B

Titulo IgM

Titulo IgG
Hormonas

Corticosterona

l

Peso adrenal

Catecolaminas

Sensibilidad a GCs

1 efecto inhibitorio

1 efecto inhibitorio

Sensibilidad a Epi

-
GR 1 1
B,-AR = =
NTs INT3; | BDNF =
Alternancia = =
Act. Locomotora ! =
Habituacion = 1
Ansiedad 0 =
Evitacion Pasiva = =
RO = =
REO ! =
NTs |BDNF =
CQs TIL-4 =
GR 1 1
B,-AR = =

Tabla 6: Resumen de resultados primera parte,= sin cambios; 1=
RO: reconocimiento de objetos, REO:
reconocimiento espacial de objetos

aumento; |: disminucion.
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Segunda Parte

Efectos del EP sobre parametros neuroimunes y conductuales

en animales a una situacion de estrés en la vida adulta

Se ha postulado que si bien los animales EP y controles mostrarian ciertas diferencias
en condiciones normales las mayores diferencias se pondrian en evidencia cuando los
individuos se exponen a nuevas situaciones de estrés. Por lo que fue de interés
estudiar la respuesta inmune y conductual en individuos EP expuestos a situaciones

tanto de estrés agudo como croénico en la adultez.

A - Efectos del EP en animales expuestos a estrés agudo

4-7. Evaluacién de la respuesta inmune

4-7-1. Inmunidad Innata

4-7-1-1. Actividad citotoxica de células NK

Se determind la actividad litica de las células NK mediante un ensayo de citotoxicidad
empleando como blanco células YAC-1, previamente marcadas con [3H]-Timidina, que
fueron enfrentadas con diferentes cantidades de esplenocitos de los distintos grupos.
En las hembras se observé un aumento en el porcentaje de lisis dependiente de la
concentracién para todos los grupos experimentales, sin embargo no hubo diferencias
entre los grupos estudiados. [ANOVA de tres vias; interaccion: F(2,36)= 1,68, NS;
Efectos principales: prenatal: F(1,36)= 0,43, NS; postnatal F(1,36)= 0,86, NS;
concentracién: F(2,36)=244 p<0,001] (Figura 50).
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Hembras
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Figura 50. Ensayo de citotoxicidad por liberaciéon de [3H]-Timidina. Los valores
expresan la media + ES del porcentaje de lisis para diferentes relaciones de célula
blanco: efectora, luego de ser cultivadas durante 3,5 horas en Hembras (A) vy

Machos (B), n=4 por grupo.

Parra los machos también se observé un aumento en el porcentaje de lisis
dependiente de la concentracion. Ademas se encontré un aumento del porcentaje de
lisis tanto para animales control como EP cuando fueron expuestos a estrés agudo en
comparacion con los no expuestos [ANOVA de tres vias; interaccién F(2,36)= 0,85,
NS; prenatal F(1,36)= 0,13, NS; postnatal F(1,36)= 25, p<0,001; concentracion
F(2,36)= 198, p<0,001] (Figura 51).
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Figura 51: Ensayo de citotoxicidad por liberacion de [3H]-Timidina. Los valores
expresan la media + ES del porcentaje de lisis para diferentes relaciones de célula
blanco: efectora, luego de ser cultivadas durante 3,5 horas en Hembras (A) y Machos
(B), n=4 por grupo. * p<0,05 con respecto al correspondiente grupo sin estrés en la

adultez.
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4-7-1-2. Actividad Fagocitica de macréfagos

Se determind la capacidad de fagocitosis de los macréfagos por medio del ensayo de
fagocitosis de eritrocitos opsonizados.

En las hembras no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
estudiados [ANOVA de dos vias; interaccién prenatal x postnatal: F(1,20)=0,79 NS;
efectos principales: prenatal: F(1,20)= 0,15, NS; postnatal: F(1,20)= 0,79, NS] (Figura
52 A). En cambio, en los machos se observé un aumento tanto en animales control
como EP cuando fueron expuestos a estrés agudo en comparacién con los no
expuesto. Sin embargo no se observaron diferencias entre controles y EP [ANOVA de
dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,01, NS; efectos principales:
prenatal: F(1,20)= 5,12, NS; postnatal: F(1,20)= 86,9, p<0,05] (Figura 52 B).
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Figura 52: Capacidad fagocitica de macréfagos. Se cultivaron macréfagos
peritoneales con eritrocitos opsonizados y se determiné la capacidad fagocitica en
Hembras (A) y Machos (B). Se tomé como positivo el macréfago con mas de tres
eritrocitos fagocitados, n= 6 por grupo. * p<0,05 con respecto al correspondiente
grupo sin estrés en la adultez.

4-7-2. Respuesta inmune adaptativa
4-7-2-1. Respuesta proliferativa en linfocitos T estimulados con Con A

Como ya se menciond el analisis de la proliferacion es una prueba de la reactividad
linfocitaria. Se determiné la proliferacion de linfocitos de ganglios estimulados Con A (1
ug/ml), mitégeno T.

Cuando fueron expuestas a estrés agudo, las hembras control respondieron con un
aumento significativo en la proliferacion T, no siendo asi en las hembras EP [ANOVA

de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1;37)= 8,65 p<0,01; efectos simples
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(exposicion a estrés agudo): control, F(1,37)= 17,68, p<0,001; EP, F(1;37)= 0,002, NS]
(Figura 53 A).

Los machos control cuando fueron expuestos a estrés agudo mostraron un aumento
significativo de la proliferacion T. En cambio, los machos EP a estrés agudo no
mostraron cambios con respecto a los no expuestos [ANOVA de dos vias; interaccion
prenatal x postnatal: F(1;37)= 8,45, p<0,01; efectos simples (exposicion a estrés
agudo): control, F(1;37)= 10,07, p<0,01; EP, F(1;37)= 0,85, NS] (Figura 53 B).

Cabe destacar que no se observan diferencias en la proliferacion basal (sin estimular)

entre los distintos grupos experimentales (leyenda Figura 53)
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Figura 53: Respuesta proliferativa inducida por mitégenos

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos fueron cultivados en presencia Con
A (1ug/ml). Se determiné la proliferacion celular por incorporacién de *H-timidina
en Hembras (A) y Machos (B). Los resultados expresan la media + ES. Basales
(dpm); Hembras, control= 921+ 143; EP= 899+ 212; EA= 902+123; EPA=
865+192; n entre 10 y 11 por grupo Machos, control= 854+143; EA= 8911201,
EP= 802+132; EPA= 823+212; n ente 12 y 13 por grupo. ** p<0,01; *** p<0,001
con respecto al correspondiente grupo sin estrés en la adultez.

4-7-2-2. Distribucion de subpoblaciones linfocitarias

Se determino el porcentaje de linfocitos CD4" y CD8" mediante citometria de flujo. No
se encontraron diferencias en ninguno de los grupos estudiados tanto en machos
como en hembras [ANOVA de dos vias; Hembras, CD4+, interaccion F(1,12)= 0,68,
NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 2,88, NS; postnatal: F(1;12)= 1,86, NS;
CD8+, interaccion F(1,12)= 0,25, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 2,82, NS;
postnatal: F(1;12)= 0,16, NS; Machos; CD4+, Interaccién F(1,12)= 0,45, NS; efectos
principales: prenatal: F(1,12)= 0,32, NS; postnatal: F(1,12)= 1,09, NS; CD8+,
interaccion F(1,12)=0,01, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 3,26, NS;

postnatal: F(1,12)= 0,25, NS] (Tabla 7)
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Subpoblaciones linfocitarias

Machos

Subpoblaciones linfocitarias

Grupo (% de linfocitos totales) (% de linfocitos totales)
CD4+ CD8+ CD4+ CD8+
control 60,10+ 2,50 20,00+0,80 55,2+1,30 21,3+1,01
EA 59,35+1,60 19,05+1,25 52,05+2,35 19,15+2,85
EP 58,95+1,04 19,95+1,65 53,7+1,40 19,05+1,02
EPA 58,15+1,05 19,75+1,35 51,1£2,6 18,95+1,55

Tabla 7: Distribucion de las subpoblaciones linfocitarias.

4-7-2-3. Respuesta inmune mediada por linfocitos B in vitro

Se realizaron cultivos in vitro con linfocitos provenientes de bazo, estimulados con LPS
(30 pg/ml), mitégeno selectivo de linfocitos B.

No se encontraron diferencias significativas de la proliferacion B en ninguno de los
grupos estudiados tanto para machos como para hembras [ANOVA de dos vias:
Hembras; interaccion prenatal x postnatal: F(1,25)= 0,30, NS; efectos principales:
prenatal F(1,25)= 0,76, NS; postnatal: F(1,25)= 0,11, NS. Machos; interaccion prenatal
x postnatal: F(1,25)= 0,26, NS; efectos principales prenatal F(1,25)= 1,68, NS;
postnatal: F(1,25)= 0,60, NS] (Figura 54).
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Figura 54: Proliferacion de linfocitos B inducida por LPS.

Linfocitos provenientes de bazo fueron cultivados en presencia LPS (30ug/ml). Se
determind la proliferacion celular por incorporacién de *H-timidina en Hembras (A) y
Machos (B). Los resultados expresan la media + ES, n entre 8 y 9 por grupo.
Proliferacion basal (dpm); Hembras; control= 2290 + 230; EP= 2049 + 246; EA=
1975 + 235; EPA= 2100+£245. Machos; control= 2032+241; EP= 2102+231; EA=
2043+215; EPA= 2053+231.

4-7-2-4. Evaluacion de la respuesta inmune in vivo

Como se menciond anteriormente se evallo la respuesta humoral en los distintos
grupos experimentales. Para ello se inmunizaron los animales con GRC y se
determind la produccién de anticuerpos, como se detalla en materiales y métodos.

En las hembras se observd que la respuesta primaria de IgM anti-GRC no fue
significativamente diferente entre grupos [Prueba de Kruskal Wallis: H(8)= 0,89, NS]
(figura 55 A). En contrate el titulo de IgG anti-GRC fue significativamente diferente
entre los grupos en estudio [Prueba de Kruskal Wallis: H(8) = 8,40, p< 0,05]. El test
post-hoc indicé un aumento significativo en el titulo de anticuerpos en animales control
que recibieron estrés agudo en comparacion con los controles sin estrés agudo en la
adultez [p<0,05]. Por el contrario los animales EP expuestos a estrés agudo mostraron
una disminucion en el titulo de IgG en comparacién con los EP no expuestos a estrés
agudo [p<0,01] (figura 55 B).

En los machos se encontraron resultados similares, el titulo de IgM no fue
significativamente diferente [Prueba de Kruskal Wallis: H(8)= 6,46, NS], mientras que
el titulo de IgG anti-GRc fue significativamente diferente entre los grupos en estudio
[Prueba de kruskal Wallis: H(8)= 10,40, p<0,05]. Los animales EP expuestos a estrés
agudo mostraron una disminucion en el titulo de IgG [p<0,05]. No se observaron

cambios en los animales control expuestos a estrés agudo (Figura 55 C y D).
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Figura 55: produccion de Ac, frente a un desafié antigénico T-dependiente Se
determinaron los titulos de Ac en suero de animales control o EP expuestos o no a
EA en la adultez, inmunizados con GRC. Titulo de IgM anti-GRC (A y B). Titulo de
IgG anti-GRC (C y D). En hembras (Ay C) y machos (B y D). Se grafica el titulo de
anticuerpos de 8 animales por grupo. La barra horizontal representa la media de

cada grupo. *p<0,05; ** p<0,01 con respecto al correspondiente grupo sin estrés en
la adultez.

En cuanto al titulo de IgM anti- LPS, no observamos diferencias entre los grupos

experimentales ni en machos ni en hembras [Prueba de Kruskal Wallis; Hembras,
H(8)= 0,14, NS. Machos, H(8)= 0,69, NS ] (Figura 56).
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Figura 56: produccion de Ac, frente a un desafié antigénico T-independiente
Se determinaron los titulos de Ac en suero de animales control o EP expuestos o
no a EA en la adultez, inmunizados con LPS para Hembras (A) y Machos (B). Se
grafica el titulo de IgM anti-LPS de 8 animales por grupo. La barra horizontal
representa la media de cada grupo.

4-7-2. Efecto del estrés sobre la produccién de citoquinas

Se determind la liberacion de citoquinas en sobrenadante de linfocitos de ganglio
estimulados con Con A (1 pg/ml) por medio de un ELISA.

Como puede verse en la figura 57, en las hembras se observd un aumento en los
niveles de IL-4 en animales control expuestos a estrés agudo, sin observarse un
aumento adicional en los EP expuestos a estrés agudo [ANOVA de dos vias;
interaccion prenatal x postnatal: F(1,17)= 5,92, p<0,05; efectos simples (exposiciéon a
estrés agudo), control: F(1,17)= 20,68, p<0,001; EP: F(1,17)= 0,58, NS].

Por otro lado se observé una disminucion en los niveles de IFN-y en animales control
expuestos a estrés agudo, sin embargo no se observé una disminuciéon adicional en
animales EP expuestos a estrés agudo [ANOVA de dos vias; interaccidén prenatal x
postnatal: F(1,11)= 5,73, p<0,05; efectos simples, exposicion a estrés agudo: control:
F(1,17)= 28,15, p<0,001; EP: F(1,17)= 4,53, NS].

No se observaron diferencias en los niveles de IL-2 [ANOVA de dos vias; interaccion
prenatal x postnatal: F(1,16)= 0,03, NS; efectos principales, prenatal: F(1,16)= 0,35,
NS; EP: F(1,16)= 0,46, NS]. Asi tampoco en los niveles de IL-10. [ANOVA de dos
vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,10)= 0,05, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,10)= 1,05, NS; postnatal: F(1,10)= 0,14, NS].
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Figura 57: Liberacion de citoquinas en sobrenadante de ganglio de
hembras.

Se determinaron los niveles de citoquinas IL-4 (A), IFN-y (B) IL-10 (C) 3 IL-2
(D) por medio de un ELISA en sobrenadante de linfocitos estimulados con con
A. Los resultados representan la media £ ES, n entre 4 y 7 por grupo. ***
p<0,001 con respecto al correspondiente grupo sin estrés en la adultez; ++
p<0,01 comparado con el grupo control.

Por otra parte, en los machos se observé que la exposicidn a estrés agudo produjo un
aumento en la liberacion de IFN-y tanto en machos control como en EP [ANOVA de
dos vias; interaccién prenatal x posnatal: F(1,21)= 0,07, NS; efectos principales,
postnatal: F(1,21)=21.18, p<0,001; prenatal: F(1,21)= 0,05, NS] (Figura 58 B).

No se observaron diferencias en los niveles de las otras citoquinas estudiadas.
[ANOVA de dos vias; IL-4, interaccion prenatal x posnatal: F(1,16)= 0,004, NS; efectos
principales, prenatal: F(1,16)= 0,24, NS; postnatal: F(1,16)= 1,81, NS. IL-2, interaccion
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prenatal x postnatal: F(1,16)= 0,13, NS; Efectos principales: prenatal F(1,16)= 0,46,
NS; postnatal: F(1,16)= 4,72, NS. IL-10, interaccién prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,12,
NS; efectos principales, prenatal: F(1,12)= 0,04 NS; postnatal: F(1,12)= 0,02, NS]
(Figura 58 A, C y D).
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Figura 58: Liberacion de citoquinas

Se determinaron los niveles de las citoquinas IL-4 (A) INF-y (B), IL-10 (C) e IL-2
(D) por medio de un ELISA en sobrenadante de linfocitos estimulados con Con A.
Los resultados representan la media + ES, n entre 4 y 6 por grupo. * p <0,05 con
respecto al correspondiente grupo sin estrés en la adultez.

4-8. Efectos de las hormonas del estrés

4-8-1. Determinacion de los niveles de corticosterona

Se determinaron los niveles de corticosterona como se describié previamente.
Tanto las hembras control como EP respondieron al estrés agudo con un aumento en
los niveles de corticosterona, siendo este aumento mayor en hembras control [ANOVA

de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,24)= 4,38, p<0,05; efectos simples
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exposicion a estrés agudo, control: F(1,24)= 20,4, p<0,001; EP: F(1,24)= 8,33, p<0,01]
(Figura 59 A).

En los machos se observaron resultados similares [ANOVA de dos vias; interaccion
prenatal x postnatal: F(1,24)= 15,63, p<0,01; efectos simples, exposicion a estrés
agudo, control: F(1,24)= 72,9, p<0,001; EP: F(1,24)= 8,69, p<0,01]. (Figura 59 B).
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Figura 59: Niveles de corticosterona

Se determinaron los niveles de corticosterona en plasma de hembra (A) y machos
(B) Los resultados expresan la media + ES de las determinaciones realizadas con 6
a 8 animales de cada grupo. ** p<0,01, *** p<0,001 con respecto al correspondiente
grupo sin estrés en la adultez.

4-8-2. Determinacion de los niveles de catecolaminas

En cuanto a los niveles de catecolaminas en las hembras, se observé un aumento
tanto para animales control como para EP cuando fueron expuestos a estrés agudo
[ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x posnatal: F(1,28)= 0,12, NS; efectos
principales, postnatal F(1,28)= 23,74, p<0,001; prenatal F(1,28)= 0,53, NS] (Figura 60
A).

De igual modo, tanto los machos control como los EP respondieron con un aumento
en los niveles de catecolaminas cuando fueron expuestos a estrés agudo [ANOVA de
dos vias; interaccion prenatal x posnatal: F(1,26)= 0,004, NS; efectos principales,
postnatal F(1,36)= 37,12, p<0,001; prenatal F(2,36)=0,26, NS ] (Figura 60 B).
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Figura 60: Niveles de catecolaminas

Se determinaron los niveles de catecolaminas en bazo de hembra (A) y machos
(B) Los resultados expresan la media £ ES, Hembras n=8 Macho n=10; ** p<0,01
con respecto al correspondiente grupo sin estrés en la adultez,

4-8-3. Efecto de las hormonas del estrés sobre la proliferaciéon

A fin de evaluar si el estrés agudo afecté diferencialmente la sensibilidad de animales
EP y controles, se realizaron curvas dosis respuesta en cultivos de linfocitos
estimulados con Con A y concentraciones crecientes de corticosterona y epinefrina,
como se describid previamente.

En hembras se observé un aumento del efecto estimulatorio de corticosterona ante el
estrés agudo en animales control (Figura 61 A). Sin embargo no se encontraron
diferencias en el efecto de corticosterona sobre linfocitos de animales EP expuestos a
estrés agudo en la adultez (EPA) en comparaciéon con los no expuestos (EP) (Figura
61 B) [ANOVA con medidas repetidas: Interaccion F(3,28)= 1,23, NS; droga: F (3,28)=
36,32, p<0,001; estrés: F(3,28)=12,2 p<0,05].

Ademas se observaron un aumento en el efecto estimulatorio de epinefrina en
animales control expuestos a estrés agudo (EA) (Figura 61 C), sin embargo este
efecto no fue observado en animales EP expuestos a estrés agudo en la adultez (EPA)
(Figura 61 D) [ANOVA con medidas repetidas: interaccion F(3,28)= 1,12, NS; droga:
F(3,28)= 54,32, p<0,001; estrés: F(3,28)= 14,1 p<0,05].
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Figura 61: Efecto de corticosterona y epinefrina sobre la respuesta
proliferativa de linfocitos T proveniente de hembras inducida por
Concanavalina A

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos estimuladas con Con A (1ug/ml)
fueron co-incubadas con concentraciones crecientes de corticosterona (A Y B) o
epinefrina (C y D). Se determiné la proliferacién celular por incorporacién de °H-
timidina. Los resultados se expresan como porcentaje de proliferacion en ausencia
de corticosterona (proliferacion basal). Los datos representan la media + ES, n=8

En los machos se observé un aumento en el efecto estimulatorio de corticosterona
(bajas dosis) en linfocitos provenientes de animales control expuestos a estrés agudo
en la adultez (EA) en comparacion con los no expuestos (control) (figura 62 A). Sin
embargo en linfocitos de machos EP expuestos a estrés agudo (EPA) no se
observaron diferencias con respecto a los no expuestos (figura 62 B) [ANOVA con
medidas repetidas: Interaccion: F(3,28)= 0,98 NS; droga: F(3,28)= 45,22, p<0,001;
estrés: F(3,28)=15,3 p<0,05].

En cuanto al efecto de epinefrina, se observé un aumento del efecto estimulatorio en

animales control y EP expuestos a estrés agudo con respecto a los no expuestos
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[ANOVA con medidas repetidas: Interaccion: F(3,28)= 1,93, NS; droga: F(3,28)= 45,23,
p<0,001; estrés: F(3,28)= 17,3 p<0,05] (Figura 62).
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Figura 62: Efecto de corticosterona y epinefrina sobre la respuesta proliferativa de
linfocitos T proveniente de machos inducida por Concanavalina A

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos estimuladas con Con A (1ug/ml) fueron co-
incubadas con concentraciones crecientes de corticosterona (A Y B) o epinefrina (C y
D). Se determiné la proliferacion celular por incorporacion de *H-timidina. Los resultados
se expresan como porcentaje de proliferacion en ausencia de corticosterona
(proliferacién basal). Los datos representan la media £ ES, n=8 por grupo; * p< 0,05, **
p<0,01.
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4-9. Efectos del EP sobre el comportamiento en animales expuestos a estrés

agudo

4-9-1. Pruebas conductuales
4-9-1-1. Prueba de alternancia

Se determiné el porcentaje de alternancia para los distintos grupos experimentales. No
se observaron diferencias en la alternancia en ninguno de los grupos experimentales,
ni en machos ni en hembras [ANOVA de dos vias; Hembras, interaccion prenatal x
postnatal, F(1,23)= 0,02, NS; efectos principales, prenatal: F(1,12)= 0,89, NS;
postnatal: F(1,23)=0,11, NS. Machos, interaccién prenatal x postnatal, F(1,23)= 0,01
NS; efectos principales, prenatal: F(1,23)= 0,01, NS; postnatal: F(1,23)= 3,38, NS]

(Figura 63).
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Figura 63: Prueba de alternancia
Se colocaron los animales de a uno por vez en el centro del laberinto en Y. Se

registraron las entradas a los distintos brazos por 6 minutos y se determiné el
porcentaje de alternancia en Hembras (A) y Machos (B). Los resultados expresan la

media £ ES; n entre 6 y 8 por grupo.

4-9-1-2. Actividad locomotora en campo abierto

Se expuso al animal a un campo abierto durante 5 minutos como se mencioné
previamente.
Al ser expuestas a un estrés agudo durante la adultez, tanto las hembras control como

EP mostraron un aumento en las lineas cruzadas, siendo este aumento mayor en
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animales EP [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,24)= 5,61,
p<0,05; efectos simples, exposicion a estrés agudo, Control F(1,24)= 7, p<0,05; EP
F(1,24)= 35,94, p<0,001] ( Figura 64 A). Se vié también que tanto las hembras control
como EP mostraron un aumento en el numero de rearing [ANOVA de dos vias:
interaccion prenatal x postnatal; F(1,24)= 0,03, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,24)= 1,65, NS; postnatal: F(1,24)= 87,43, p<0,01]. Asi como también mostraron
una disminucidon en el tiempo que permanecieron quietas [ANOVA de dos vias,
interaccion prenatal x postnatal: F(1,24)= 0,15, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,24)=1,17, NS; postnatal: F(1,24)= 91,69, p<0,001] (Figura 64 By C)
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Figura 64: Actividad locomotora.

Se coloco el animal en un campo abierto y se lo dejo explorar libremente durante 5
minutos. Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y el
tiempo que permanece quieto (C). Los resultados expresan la media + ES. *p<0,05,
n 6 u 8 por grupo. .***p<0,001 con respecto a su correspondiente control sin EA.
+p< 0,05 con respecto al animal control.

Para los machos no se observo diferencias en ninguno de los parametros estudiados
entre los grupos en estudio [ANOVA de dos vias: Lineas; Interaccién prenatal x
postnatal: F(1,24)= 0,05, NS; efectos principales, prenatal F(1,24)= 1,25, NS;
postnatal: F(1,24)= 1,23, NS. Rearings: Interaccion prenatal x postnatal: F(1,24)= 0,01,
NS; efectos principales; prenatal F(1,24)= 0,01, NS; postnatal: F(1,24)= 3,66, NS.
Tiempo: Interaccion prenatal x postnatal: F(1,24)= 0,03, NS; efectos principales:
prenatal F(1,24)= 3,67, NS; postnatal: F(1,24)= 2,45, NS ] (Figura 65).
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Figura 65: Actividad locomotora.

Se coloco el animal en un campo abierto y se lo dejo explorar libremente durante
5 minutos. Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el nimero de rearings (B)
y el tiempo que permanece quieto (C) Los resultados expresan la media £ ES, n
6 u 8 por grupo.

4-9-1-3. Prueba de habituacion

Como se observa en la Figura 66, tanto las hembras control como las hembras EP al
ser expuestas a estrés agudo no mostraron diferencias significativas en los parametros
evaluados en la fase de testeo en comparacién con el entrenamiento a diferencia de
los no expuestas [ANOVA con medidas repetidas: Lineas: interaccion F(3,28)= 2,23,
NS; efectos principales: tiempo: F(1,28)= 4,47, p<0,05; estrés: F(3,28)= 5,45 p<0,05.
Rearings: interaccion: F(3,28)= 0,22, NS; efectos principales: tiempo: F(1,28)= 6,81,
p<0,05; estrés: F(3,28)= 3,24 p<0,05; Tiempo quieto: Interaccion F(3,28)= 1,24, NS;
efectos principales: tiempo: F(1,28)= 67,20, p<0,01, estrés: F(3,28)= 15,43, p<0,01].

Estos resultados indican que la exposicion a estrés agudo induce un peor desempefio

en la prueba de habituacion tanto para hembras control como estresadas

prenatalmente.
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Figura 66: Prueba de Habituacion.

Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el nUmero de rearings (B) y el tiempo
que permanece quieto (C) para el entrenamiento y para el testeo a las 24 horas.
Los resultados expresan la media + ES, n= 6 u 8 por grupo. *p<0,05 respecto a la
fase de entrenamiento.

En los machos no se encontraron diferencias en el nimero de lineas cruzadas, o en el
numero de exploraciones verticales, entre la fase de testeo y el entrenamiento ni en
machos control expuestos a estrés agudo ni en machos estresados prenatalmente
expuestos a estrés agudo. Como se mostré previamente, los machos EP no expuestos
a estrés agudo mostraron una disminucioén en estos parametros (Figura 67 Ay B) a
diferencia de los controles. [ANOVA con medidas repetidas: Lineas: interaccion:
F(3,28)= 2,4, NS; Efectos principales: tiempo: F(1,28)= 3,45, p<0,05; estrés: F(3,28)=
9,96 p<0,05. Rearings: interaccion: F(1,28)= 1,19, NS; efectos principales: tiempo:
F(1,28)= 16,7, p<0,001; estrés: F(3,28)= 4,87, p<0,01].

En ninguno de los grupos estudiados se encontraron diferencias en el tiempo que
permanecen quietos entre la fase de entrenamiento y la fase de testeo [ANOVA con
medidas repetidas: interaccion F(3,28)= 2,84, NS; efectos principales: tiempo: F(1,28)=
2,12, NS; estrés: F(3,28)= 1,14, NS] (Figura 67 C).
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Figura 67: Prueba de Habituacion.

Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y el tiempo
que permanece quieto (C) para el entrenamiento y para el testeo a las 24 horas.
Los resultados expresan la media £ ES, n= 6 u 8 por grupo. *p<0,05 respecto a la
fase de entrenamiento.

4-9-1-4. Prueba de ansiedad. Laberinto elevado en cruz

Se realiz6 la prueba de ansiedad como se describié previamente.

En las hembras se observd una disminucion en el tiempo en los brazos abiertos en
animales controles expuestos a estrés agudo en la adultez en comparacion con los no
expuestos, que se relaciona con un aumento del comportamiento de tipo ansioso. No
se encontraron cambios en animales EP expuestos a estrés agudo en comparacion
con los no expuestos [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,36)=
9,29, p<0,05; efectos simples, exposicién a estrés agudo, control: F(1,36)= 12,84,
p<0,001, EP: F(1,36)= 0,53, NS] (Figura 68 A).

En los machos no se encontraron cambios en ninguno de los grupos estudiados
[ANOVA de dos vias: interaccion prenatal x postnatal F(1,36)= 0,9, NS; efectos
principales: prenatal: F(1,36)= 2,23, NS; postnatal: F(1,36)= 0,28, NS] (Figura 68 B).
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Figura 68: Laberinto elevado en cruz.

Se colocé al animal en el centro de un laberinto elevado en cruz y se lo deja
explorar por 5 minutos. Se grafica el porcentaje de tiempo en brazo abierto con
respecto al tiempo total de actividad para Hembras (A) y Machos (B), n=10
animales por grupo; *** p<0,01 con respecto a su correspondiente control sin
estrés en la adultez. ++ p<0,01 con respecto al animal control.

127



Resultados

B- Efectos del EP en animales expuestos a estrés cronico

4-10. Evaluacion de la respuesta inmune

Se evaluaron los efectos del estrés prenatal sobre el sistema inmune de ratones

expuestos o no a estrés cronico en la adultez.
4-10-1. Inmunidad innata
4-10-1-1. Actividad citotéxica de células NK

Se evaluo la actividad litica de NK como se describié previamente.

En las hembras se observd un aumento en el porcentaje de lisis en funcion de la
relacion célula blanco: efectora para todos los grupos experimentales, sin embargo no
se observaron diferencias entre de los grupos estudiados [ANOVA de tres vias,
interaccion: F(2,36)= 1,46, NS; efectos principales: prenatal: F(2,36)=0,05, NS;
postnatal: F(2,36)= 3,26, NS; concentracion: F(2,36)= 234 p<0,001] (Figura 69).

Hembras
A B
100- 100-
80+ T 80
)
8 o0 % 8 -
P 2 P
: 40 % 3 40
20+ g 20+
LT || 7 o
1:1 1:25 1:50 1:1 1:25 1:50
células YAC-1: esplenocitos células YAC-1: esplenocitos

3 control EZa EC @l control EC

Figura 69: Ensayo de citotoxicidad por liberacion de [3H]-Timidina. Los valores
expresan la media + ES del porcentaje de lisis para diferentes relaciones de célula
blanco: efectora, luego de ser cultivadas durante 3,5 horas; n=4 por grupo.

En machos se observd un aumento de la actividad citotoxica de NK en funcion de la

concentracion para todos los grupos experimentales. Los animales EP expuestos a
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estrés cronico mostraron un aumento de porcentaje de lisis en comparacion con los no
expuestos, no siendo asi en los animales control [interaccion: F (1,36)= 1,56, NS;
efectos principales: prenatal F (1,36)= 2,39, NS; postnatal F(1,36)= 11,12, p<0,05 ;
concentracion F(1,36)= 160, p<0,001] (Figura 70).
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Figura 70: Ensayo de citotoxicidad por liberacién de [3H]-Timidina. Los valores
expresan la media £+ ES del porcentaje de lisis para diferentes relaciones de célula
blanco: efectora, luego de ser cultivadas durante 3,5 horas, n= 4 por grupo.. * p<0,05.

4-10-1-2. Actividad fagocitica de macréfagos

Se determiné la capacidad de los macréfagos peritoneales de fagocitar eritrocitos
opsonizados como se describié previamente.

En las hembras no se observo diferencias en la capacidad fagocitica entre los grupos
experimentales [ANOVA de dos vias; interaccién prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,79,
NS; efectos principales: prenatal F(1,20)= 0,15, NS; postnatal F(1,20)= 0,79, NS]
(Figura 71 A)

En cambio en los machos el analisis de efectos simples revelé6 un aumento en la
capacidad fagocitica en machos EP expuestos a estrés cronico (EPC) no siendo asi
en los machos control expuestos a estrés crénico (EC) [ANOVA de dos vias;
interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 19,92, p<0,001; efectos simple, exposicion a
estrés cronico, control: F(1,20)= 0,08, NS; EP: F(1,20)= 43,49 p<0,001] (Figura 71 B)
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Figura 71: Capacidad fagocitica de macréfagos.

Se cultivaron macréfagos peritoneales con eritrocitos opsonizados y se determiné
la capacidad fagocitica para Hembras (A) y Machos (B). Se tomé como positivo el
macréfago con mas de tres eritrocitos fagocitados. Se grafica el % de macréfagos
positivos como la media £ ES, n=6 por grupo. *** p<0,001.

4-10-2. Inmunidad Adaptativa
4-10-2-1. Respuesta proliferativa en linfocitos T estimulados con Con A

Se determind la proliferacién de linfocitos de ganglios estimulados con Con A,
mitdgeno T, y de linfocitos provenientes de bazo con LPS, mitégeno B.

Las hembras EP respondieron con una disminucion significativa en la proliferacion T
en comparacion con las hembras control cuando fueron expuestas a estrés crénico
[ANOVA de dos vias: interaccion prenatal x postnatal: F(1,37)= 2,60, NS; efectos
principales: prenatal: F(1,37)= 6,14, p<0,05; postnatal: F(1,37)= 5,84, p<0,05] (Figura
72 A). Cabe aclarar que no se observan diferencias en la proliferacién basal (sin
estimular) entre los distintos grupos experimentales.

Los machos control expuestos a estrés crénico mostraron un disminucién de la
proliferacion inducida con concanavalina A en comparacion con los no expuestos, en
cambio los machos EP expuestos a estrés cronico (EPC) no mostraron diferencias con
respecto a los no expuestos a estrés cronico [ANOVA de dos vias: interaccion prenatal
x postnatal: F(1,52)= 2,97, NS; efectos principales: prenatal: F(1,52)= 0,94, NS;
postnatal: F(1,52)= 4,51, p<0,05] (Figura 72 B).
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Figura 72: Respuesta proliferativa inducida por mitégenos

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos fueron cultivados en presencia de Con A
(1 pg/ml); Se determiné la proliferacién celular por incorporacién de *H-timidina en
Hembras (A) y Machos (B). Los resultados expresan la media £ ES, n entre 10y 15
por grupo..Proliferacion basal (dpm), Hembras: control= 854+134; EP= 895+201; EC=
902+178; EPC= 820+210; Machos: control= 897+124; EP= 910+£139; EC= 912+153;
EPC= 864+193. * p<0,05 con respecto a su correspondiente grupo sin estrés en la

adultez.

4-10-2-2. Distribucion de subpoblaciones linfocitarias

Se determind el porcentaje de linfocitos CD4" y CD8" mediante citometria de flujo. No
se encontraron diferencias en ninguno de los grupos estudiados tanto en machos
como en hembras [ANOVA de dos vias; Hembras: CD4+, interaccién F(1,12)= 0,3,
NS; efectos principales, prenatal: F(1,12)= 0,69, NS; postnatal: F8(1,12)= 0,25, NS.
CD8+, interaccion F(1,12)=0,02, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 1,34, NS;
postnatal: F8(1,12)=0,5, NS; Machos: CD4+, interaccién F(1,12)= 0,39, NS; efectos
principales: prenatal: F(1,12)= 0,20, NS; postnatal: F8(1,12)= 1,08, NS; CD8+:
interaccion F(1,12)= 0,87, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 1,07, NS;
postnatal: F8(1,12)= 0,86, NS] (Tabla 8).
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Grupo

control
EC
EP

EPC

4-10-2-3. Respuesta mediada por linfocitos B

Hembras

Subpoblaciones linfocitarias (% de

linfocitos totales)

CD4+
60,10+ 2,50
59,4+ 1,17
58,95+1,04

58,95+0,25

Tabla 8: Distribucion de las poblaciones linfocitarias

CD8+
20,00+0,80
19,95+0,65
19,95+1,65

18,80+1,20

Machos

Subpoblaciones linfocitarias (% de

linfocitos totales)

CD4+
55,2+1,30
51,17+1,35
53,7+1,40

51,17+1,65

CD8+
21,3+1,01
22,9+2,85

19,05+1,02

18,5+1,87

Se realizaron cultivos in vitro con linfocitos provenientes de bazo, estimulados con

LPS, mitégeno selectivo de linfocitos B.

No se encontraron diferencias significativas de la proliferacion B en ninguno de los

grupos estudiados tanto para machos como para hembras [ANOVA de dos vias:
Hembras, interaccion prenatal x postnatal: F(1,46)= 0,18, NS; efectos principales:
prenatal F(1,46)= 0,004, NS; postnatal: F(1,46)=0,84, NS. Machos, interaccion prenatal
x postnatal: F(1,28)= 0,17, NS; efector principales: prenatal F(1,28)= 2,25, NS;
postnatal: F(1,28)= 0,16, NS] (Figura 73).
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Figura 73: Proliferacion de linfocitos B inducida por LPS.

Linfocitos provenientes de bazo fueron cultivados en presencia LPS (30ug/ml). Se
determind la proliferacion celular por incorporacién de *H-timidina para Hembras (A)
y Machos (B). Los resultados expresan la media £ ES. n entre 8 y 12 por grupo.
Basales (dpm), Hembras: control= 2290+230; EP= 20491+246; EC= 2101+245; EPC=
20204278, Machos: control= 2032+241; EP= 2102+231; EC= 2113+243; EPC=
2003+ 201.

4-10-2-4. Produccioén de anticuerpos frente a un desafio antigénico

Para las hembras no se observaron cambios en el titulo de IgM anti-GRC en ninguno
de los grupos estudiados [Prueba de Kruskal Wallis: H(8)= 1,03, NS] (figura 74 A). El
titulo de 1gG anti-GRC fue menor en animales control expuestos a estrés croénico en
comparacion de los no expuestos, en cambio las hembras EP expuestas a estrés
croénico (EPC) no mostraron cambios con respecto a las no expuestos. [Prueba de
Kruskal wallis H(8)= 13,88, p<0,00]. (Figura 74 C).

En machos se obtuvieron resultados similares [Prueba de Kruskal Wallis: IgM: H(8)=
6,03, NS; IgG: H(8)= 12,93, p<0,01] (figura 74 B y D).
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Figura 74: produccién de Ac, frente a un desafié antigénico T-dependiente

Se determinaron los titulos de Ac en suero de animales control o EP expuestos o
no a EC en la adultez, inmunizados son GRC. Titulo de IgM anti-SRBC (A y B).
Titulo de IgG anti-SRBC (C y D). En Hembras (A y C) y Machos (B y D). Se grafica
el titulo de anticuerpos de 8 animales por grupo. La barra horizontal representa la

media de cada grupo. *p<0,05, ** p<0,01 con respecto a su correspondiente grupo
sin estrés en la adultez.

En cuanto al titulo de IgM anti-LPS, no observamos diferencias entre los grupos
experimentales ni en machos ni en hembras [Prueba de Kruskal Wallis: Hembras:
H(8)= 0,41 NS. Machos H(8)=1,28 NS ] (Figura 75).
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Figura 75: produccion de Ac, frente a un desafié antigénico T-independiente
Se determinaron los titulos de Ac en suero de animales control o EP expuestos o
no a EA en la adultez, inmunizados con LPS para Hembras (A) y Machos (B). Se
grafica el titulo de IgM anti-LPS de 8 animales por grupo. La barra horizontal
representa la media de cada grupo.

4-10-3. Expresion de citoquinas en ganglios

Se determind la expresion de ARNm de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y como se
describié previamente.
Como puede verse en la figura 76 A, tanto las hembras control como las EP
respondieron al estrés cronico con un aumento en los niveles de ARNm de IL-4
[ANOVA de dos vias: interaccion prenatal x posnatal: F(1,20)= 0,08, NS; efectos
principales, prenatal F(1,20)= 18,03, p<0,001; postnatal F(1,20)= 26,39 p<0,001].
Las hembras control expuestas a estrés créonico mostraron una disminucion de los
niveles de ARNm de IFN-y. En los animales EP expuestos a estrés crénico si bien no
fue significativa se observé una disminucion adicional de los niveles de ARNm de IFNy
[ANOVA de dos vias: interaccion prenatal x posnatal: F(1,20)= 4,05, NS; efectos
simples, prenatal F(1,20)= 18,92, p<0,001; postnatal F(1,20)= 29,08, p<0,001] (figura
76 D).
No se encontraron diferencias en los niveles de ARNm de IL-6, IL-10 e IL-2 en ninguno
de los grupos experimentales en hembras [ANOVA de dos vias; IL-6: interacciéon
prenatal x posnatal: F(1,20)= 3,05, NS; efectos principales: prenatal F(1,20)= 0,34, NS;
postnatal F(1,20)= 5,03, NS; IL-10: interaccién prenatal x posnatal: F(1,20)= 0,51, NS;
efectos principales: prenatal F(1,20)= 0,003, NS; postnatal F(1,20)= 0,54, NS; IL-2:
interaccion prenatal x posnatal: F(1,20)= 1,63, NS; efectos principales: prenatal
F(1,20)= 1,62, NS; postnatal F(1,20)= 0,18, NS] (figura 76 B,C y E).
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Figura 76: Expresion de citoquinas en ganglios de hembras.

Se determinaron los niveles de ARNm de IL-4 (A), IFN-y (B), IL-6 (C), IL-2 (D) e IL-
10 (E) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en relacion a los niveles de
ARNmM de actina. Los resultados expresan la media + ES, n= 6 por grupo. ** p<0,01

con respecto al correspondiente arupo sin estrés en la adultez. + p< 0.05 ++
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Se determiné ademas la liberacion de citoquinas en sobrenadante de ganglio como se
describié previamente.

En las hembras se observé un aumento en los niveles de IL-4 tanto en animales
control como en EP expuestos a estrés cronico [ANOVA de dos vias; interaccion
prenatal x posnatal: F(1,18)= 1,86, NS; efectos principales, prenatal F(1,18)= 7,24,
p<0,05; postnatal F(1,18)= 21,75, p<0,001] (Figura 77 A).

Se observd, ademas, una disminucion significativa de los niveles de IFN-y tanto en
animales control como EP expuestos a estrés crénico [ANOVA de dos vias; interaccion
prenatal x posnatal: F(1,16)= 4,48, NS; efectos principales, prenatal F(1,16)= 9,54,
p<0,01; postnatal F(1,16)= 54,09, p<0,001] (Figura 77 B).

No se observaron cambios en los niveles de IL-10 e IL-2 [ANOVA de dos vias; IL-10:
interaccion prenatal x posnatal: F(1,12)= 0,37, NS; efectos principales, prenatal
F(1,12)= 0,59, NS; postnatal F(1,12)= 0,53, NS. IL-2: interaccién prenatal x posnatal:
F(1,16)= 1,1 NS; efectos principales, prenatal F(1,16)= 1,44, NS; postnatal F(1,16)=
3,54, NS].( Figura 77 C y D).
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Figura 77: Liberacion de citoquinas en hembras.

Se determinaron los niveles de IL-4 (A), IFN-y (B), IL-10 (C) e IL-2 (D) por medio de
un ELISA en sobrenadante de linfocitos estimulados con Con A. Los resultados
representan la media = ES, n entre 4 y 6 por grupo. * p<0,05 ** p<0,01. *** p
<0,001 respecto al correspondiente grupo sin estrés en la adultez; + p<0,05, ++
p<0,01 con respecto al grupo control,.
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Se determind la expresion de ARNm de citoquinas en ganglios de machos de los
diferentes grupos experimentales como se describié previamente.

En los machos no se observo diferencias en los niveles de ARNm de ninguna de las
citoquinas estudiadas [ANOVA de dos vias; IL-4: Interaccién prenatal x posnatal:
F(1,27)=2,84, NS; efectos principales, prenatal F(1,27)=1,98 NS; postnatal F(1,27)=
0,38, NS. IFN-y Interaccion prenatal x posnatal: F(1,25)= 0,96, NS; efectos principales,
prenatal: F(1,25)= 0,004, NS, postnatal F(1,25)=0,47, NS. IL-6: interaccion prenatal x
postnatal: F(1,18)= 0,02, NS; efectos principales, prenatal: F(1,18)=0,02, NS,
postnatal: F(1,18)=0,17, NS. IL-2: interaccién prenatal x posnatal: F(1,19)= 0,04, NS;
efectos principales, prenatal: F(1,16)=0,01, NS; postnatal: F(1,19)=0,39 NS. IL-10:
interaccion prenatal x posnatal: F(1,24)=0,67, NS; efectos principales, prenatal
:F(1,24)=2,42, NS, postnatal. F(1,24)=0,96, NS] (Figura 78).
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Figura 78 Expresion de citoquinas en ganglios de machos.

Se determinaron los niveles de ARNm de IL-4 (A) IFN-y (B), IL-6 (C), IL-2 (D) e IL-10
(E) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en relacion a los niveles de ARNm
de actina. Los resultados expresan la media + ES, n entre 5y 8 por grupo. *
p<0,05, ** p<0,01 con respecto al correspondiente grupo sin estrés en la adultez, +
p< 0,05 con respecto al grupo control.
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Se determiné ademas la liberacién de citoquinas en sobrenadante de ganglio

estimulados con Con A como se describié previamente.

En machos se observé un aumento significativo en los niveles de IFN-y en animales

EP expuestos a estrés crénico, en cambio no se observaron cambios en animales

control expuestos a estrés cronico [ANOVA de dos vias: interaccion prenatal x

postnatal: F(1,14)=16,11 p<0,01; efectos simples ( exposicion a estrés cronico): control
: F(1,14)= 0,31 NS; EP: F(1,14)=35,31 p<0,001] (Figura 79 B).

No se encontraron diferencias en las otras citoquinas estudiadas [IL-4: interaccion

prenatal x posnatal: F(1,12)=1,20 NS; efectos principales, prenatal F(1,12)=0,21 NS;
postnatal F(1,12)= 1,22 NS. IL-10: Interaccién prenatal x posnatal: F(1,12)=0,37 NS;
efectos principales: prenatal F(1,12)=0,59 NS; postnatal F(1,12)=0,53 NS. IL-2:
interaccion prenatal x posnatal: F(1,12)=1,11 NS; efectos principales, prenatal:
F(1,12)=1,44 NS; postnatal: F(1,12)=3,54 NS] (Figura 79 A, Cy D)
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Figura 79: Liberacién de citoquinas en macho.
Se determinaron los niveles de [L-4 (A), IFN-y (B), IL-10 (C) e IL-2 (D) por medio
de un ELISA en sobrenadante de linfocitos estimulados con Con A. Los resultados

representan la media

+

correspondiente grupo sin estrés en la adultez.

EC EP EPC

ES, n= 4 por grupo. *** p <0,001 con respecto al
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4-11. Influencia de corticosterona y catecolaminas sobre la respuesta inmune

4-11-1. Determinacion de los niveles de corticosterona y catecolaminas

Se determinaron los niveles de corticosterona y catecolaminas como se describi
previamente.

El estrés cronico no produjo cambios significativos en los niveles de corticosterona o
en los niveles de catecolaminas ni en animales control ni en animales EP tanto para
machos como para hembras [ANOVA de dos vias: Hembras, Corticosterona:
interaccion prenatal x posnatal: F(1,28)= 0,52, NS; efectos principales, prenatal
F(1,28)=1,48; NS postnatal F(1,28)=0,19, NS. Catecolaminas: interaccion prenatal x
posnatal: F(1,20)=0,60 NS; efectos principales, prenatal F(1,20)= 0,001, NS; postnatal
F(1,20)=0,52, NS. Machos, Corticosterona: interaccién prenatal x posnatal:
F(1,20)=0,65, NS; efectos principales, prenatal: F(1,20)= 0,02, NS; postnatal F(1,20)=
0,33, NS. Catecolaminas: interaccién prenatal x posnatal: F(1,32)= 1,17, NS, efectos
principales, prenatal F(1,32)= 0,67, NS; postnatal F(1,32)= 0,001, NS] (Figura 80).
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Figura 80: Niveles de corticosterona y catecolaminas

Se determinaron los niveles de corticosterona en plasma (A y B) y catecolaminas en
bazo (C y D) provenientes de los distintos grupos experimentales de Hembras (Ay C) y
Machos (B y D) Los resultados expresan la media £+ ES de las determinaciones

realizadas con 8 animales de cada grupo.
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4-11-2. Peso de las glandulas adrenales

En hembras se observé un aumento en el tamafo de las glandulas adrenales tanto en
animales control como EP expuestos a estrés crénico en comparaciéon con los no
expuestos, siendo mayor el aumento en animales EPC [ANOVA de dos vias;
interaccion prenatal x posnatal: F(1,28)= 4,20, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,28)= 5,42, p<0,05, postnatal: F(1,28)= 62,31, p<0,001] (Figura 81 A),

En los machos no se observaron cambios en el peso de las glandulas adrenales en los
grupos estudiados [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x posnatal: F(1,28)= 0,81,
NS; efectos principales, prenatal: F(1,28)= 1,50, NS; postnatal: F(1,28)=0,72, NS]
(Figura 81 B).
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Figura 81: Peso de la glandula adrenal. Se grafica el peso de la glandula adrenal
sobre el peso corpora de Hembras (A) y Machos (B). El grafico muestra el promedio
+ ES. Hembras n=10, Machos n=8. ** p<0,01; *** p<0,001 con respecto al su
correspondiente grupo sin estrés en la adultez.

4-11-3. Efecto de las hormonas del estrés sobre proliferacion

Se determind la proliferacion de linfocitos provenientes de ganglios linfaticos en co-
cultivos con Con A y distintas concentraciones de corticosterona o epinefrina como se
describe en materiales y métodos.

Se observé una modulacién de la proliferacion dependiente de la concentracién tanto
para corticosterona como para epinefrina.

Se encontré una disminucion de la proliferacién con corticosterona en los animales

control expuestos a estrés crénico en comparacion con los no expuestos, no siendo
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asi en los animales EP [ANOVA con medidas repetidas: Interaccion F(23,26)= 0,9 NS;
efectos principales: droga: F(3,28)= 54,32, p<0,01, estrés: F(3,28)= 5,2 p<0,05 ]

(Figura 82 Ay B).

Resultados similares se encontraron para epinefrina [ANOVA con medidas repetidas;:
interaccion: F(3,28)= 0,76 NS; estrés: F(28,3)= 24,32 p<0,01] (Figura 82 C y D).
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Figura 82: Efecto de corticosterona y epinefrina sobre
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la respuesta

proliferativa de linfocitos T inducida por Concanavalina A en hembras

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos estimuladas con Con A (1ug/ml)
fueron co-incubadas con concentraciones crecientes de corticosterona (A 'y B) o
epinefrina (C y D). Se determiné la proliferacién celular por incorporacion de *H-
timidina. Los resultados se expresan como porcentaje de proliferacién en ausencia
de corticosterona (proliferacion basal). Los datos representan la media £+ ES, n=8

por grupo. * p<0,05 ** p<0,01.

En los machos se encontré una modulacién de la proliferacién dependiente de la

concentracién tanto para corticosterona como para epinefrina. Sin embargo, no se

observaron diferencias entre los grupos experimentales [ANOVA con medidas
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repetidas: Corticosterona: interaccion. F(3,28)= 1,1, NS; droga: F(28,3)= 23,41,
p<0,01; estrés: F(3,28)=0,4, NS; Epinefrina: interaccién: F(3,28)= 0,2, NS; droga:
F(28,3)= 13,41, p<0,01; estrés: F(3,28)=0,03 NS] (Figura 83).
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Figura 83: Efecto de corticosterona y epinefrina sobre la respuesta
proliferativa de linfocitos T inducida por Concanavalina A en machos

Linfocitos provenientes de ganglios linfaticos estimuladas con Con A (1ug/ml)
fueron co-incubadas con concentraciones crecientes de corticosterona (A 'y B) o
epinefrina (C y D). Se determiné la proliferacién celular por incorporacién de *H-
timidina. Los resultados se expresan como porcentaje de proliferacion en ausencia
de corticosterona (proliferacion basal). Los datos representan la media + ES de 5
experimentos independientes realizados con dos animales de cada grupo.

4-11-4. Niveles del receptor para glucocorticoides (GR) y del receptor

adrenérgico

B2 -

En las hembras se observé un aumento de los niveles de ARNm del receptor de

glucocorticoides en animales control expuestos a estrés créonico (EC) no se observo un
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aumento adicional en los animales EP expuestos a estrés cronico (EPC) [ANOVA de
dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 5,88, p<0,05; efectos simples,
exposicion a estrés crénico: Control: F(1,20)= 10,20, p<0,05; EP: F(1,20)= 0,02, NS]
(Figura 84 A).

Se observd ademas un aumento en los niveles proteicos del receptor de
glucocorticoides tanto en hembras control como EP expuestos a estrés cronico en
adultez, siendo este aumento mayor en animales control [ANOVA de dos vias;
interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 3,74, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,20)= 0,92, NS, postnatal F(1,20)= 34.98, p<0,001] (Figura 84 B).

No se encontraron diferencias en los niveles de ARNm [ANOVA de dos vias;
Interaccién prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,46, NS; efectos principales: prenatal
F(1,20;)= 0,06, NS; postnatal F(1,20)= 0.01, NS] ni de proteinas del receptor B-
adrenérgico en los grupos estudiados [ANOVA de dos vias: interaccion prenatal x
postnatal: F(1,20)=0,23, NS; efectos principales, prenatal F(1,20)=0,01, NS, postnatal:
F(1,20)= 0,14 NS] (Figura 84 C y D).
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Figura 84: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y
del receptor B2-adrenergico en ganglio de hembras.

PCR (A y C) y Western blot (B y D) de homogenatos de ganglios linfaticos
provenientes de los distintos grupos experimentales. El grafico muestra la media +
SEM de la Intensidad relativa de cada receptor con respecto a la intensidad de -
actina, n=6 por grupo. * p<0,05; ** p<0,01 con relacién al correspondiente grupo sin
estrés cronico, + p<0,05 en relacion al grupo control.

En los machos, no se encontraron diferencias en los niveles de ARNm del receptor de
glucocorticoides en ninguno de los grupos experimentales. [ANOVA de dos vias;
interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,533, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,20)= 0,343 ,NS, postnatal: F(1,20)=0,514, NS] (Figura 85 A).

Pero si se observd un aumento en los niveles proteicos de GR en animales control
expuestos a estrés cronico, no observandose un aumento adicional en animales EP
expuestos a estrés cronico (EPC) [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x
postnatal: F(1,20)= 6,31, p<0,05; efectos simples, exposicion a estrés cronico: Control:
F(1,20)= 22,69, p<0,001; EP: F(1,20)= 1,50, NS] (Figura 85 B).

No se encontraron diferencias en los niveles de ARNm [ANOVA de dos vias:
interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,07, NS; efectos principales; prenatal
F(1,20)= 1,38, NS; postnatal F(1,20)= 0,56, NS] ni de proteinas del receptor B-
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adrenérgico en los grupos estudiados [interacciéon prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,16,
NS; prenatal: F(1,20)= 4,58, NS; postnatal F(1,20)= 1,64, NS] (Figura 85 C y D).
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Figura 85: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y
del receptor B2-adrenergico en ganglios de Machos.

PCR (AyB)yWB (C y D) de homogenatos de ganglios linfaticos provenientes de
machos de los distintos grupos experimentales. El grafico muestra la media + SEM
de la intensidad relativa de cada receptor con respecto a la intensidad de (3- actina.
n=5. ++ p<0,01 con respecto a control; *** p<0,001 con respecto al grupo sin
estrés cronico.

4-12. Expresion de neurotrofinas en ganglios linfaticos

En cuanto a la expresion de las NTs en ganglio en las hembras, puede verse en la
figura 86 A que las hembras control expuestas a estrés cronico mostraron una
disminucién de los niveles de ARNm de BDNF en comparacién con las no expuestas.
Sin embargo, las hembras EP no mostraron una disminucion adicional al exponerlas a
estrés cronico [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 93,23,

p<0,001; efectos simples, exposicidbn a estrés cronico: control: F(1,20)= 224,00,
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p<0,001; EP: F(1,20)=1,00, NS]. Resultados similares se encontraron en los niveles de
proteinas [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 21,12,
p<0,001; efectos simples (exposicion a estrés cronico): control: F(1,20)= 42,29,
p<0,001; EP: F(1,20)= 0,02, NS] (Figura 86 B).

En las hembras control expuestas a estrés cronico se observd, ademas, una
disminucion de los niveles de ARNm de NT3 en comparacion con las hembras no
expuestas. Sin embargo no se observo una disminucion adicional de los niveles de
este ARNm en animales EP estresados cronicamente en comparacién con los no
estresados [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 11,61,
p<0,01; efectos simples, exposicion a estrés cronico, control: F(1,20)= 30,60, p<0,001;
EP: F(1,20)= 0,6, NS] (Figura 86 C). Resultados similares se encontraron en los
niveles proteicos de NT3 [ANOVA de dos vias; interaccién prenatal x postnatal:
F(1,20)= 43,95, p<0,001; efectos simples, exposicion a estrés cronico: control:
F(1,20)= 83,25 p<0,001; EP: F(1,20)= 0,13, NS] (Figura 86 D).

Tanto para animales control como para animales EP expuestos a estrés crénico no se
observaron diferencias en los niveles de ARNm y de proteina de NGF en comparacion
con sus controles no estresados [ANOVA de dos vias; PCR: interaccion prenatal x
postnatal: F(1,20)=1,73, NS; efectos principales, prenatal: F(1,20)=2,02, NS; postnatal
F(1,20)=1,13, NS. WB: interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,01, NS; efectos
principales, prenatal: F(1,20)= 0,87, NS; postnatal: F(20,1)= 0,23, NS] (Figura 86 E y
F).
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Figura 86: Expresion de neurotrofinas en ganglios de Hembras.

Se realizé6 RT-PCR y WB para BDNF(A y B), NT3 (Cy D) y NGF (E y F). Los
datos se expresan en relacién a los niveles de actina. Los resultados expresan la
media + ES, n=6 por grupo; *** p<0,001 con respecto al grupo sin estresar. +++
p<0,001 con respecto al animal control.
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En los machos no se encontraron diferencias en los niveles de ARNm de BDNF, NT3 y
NGF en ninguno de los grupos estudiados [ANOVA de dos vias; BDNF-PCR:
interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 2,18, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,20)= 0,25, NS; postnatal F(1,20)= 0,91, NS. NT3- PCR: interaccién prenatal x
postnatal: F(1,20)= 2,53, NS; efectos principales: prenatal: F(1,20)= 0,3, NS, postnatal:
F(1,20)= 1,37, NS. NGF-PCR: interaccién prenatal x postnatal: F(1,20)= 3,54, NS;
efectos principales: prenatal: F(1,20)= 0,24, NS; postnatal F(1,20)= 1,57, NS] (Figura
87A,CyE).

Tampoco se observaron diferencias en los niveles proteicos de las neurotrofinas
estudiadas [ANOVA de dos vias; BDNF-WB: interaccion prenatal x postnatal:
F(1,12)=1,99, NS; efectos principales, prenatal: F(1,12)= 0,17, NS; postnatal: F(1,12)=
0,16, NS. NT3-WB: interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,002, NS; efectos
principales, prenatal: F(1,12)= 0,02, NS; postnatal F(1,12)=0,54, NS. NGF-WB:
interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 2,22, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,12)= 0,08, NS; postnatal F(1,12)= 0,45, NS] (Figura 87 B, Dy F ).
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Figura 87: Expresion de neurotrofinas en ganglios de Machos.

Se realiz6 RT-PCR y WB para BDNF(Ay B), NT3 (C y D) y NGF (E y F). Los datos
se expresan en relacion a los niveles de actina. Los resultados expresan la media +
ES, n entre 4 y 6 por grupo; * p<0,05; con respecto a su control sin estresar.

151



Resultados

4-13. Efectos del EP sobre el comportamiento en animales expuestos a estrés

croénico. Analisis de genes relacionados

4-13-1. Pruebas conductuales

4-13-1-1. Prueba de alternancia

Se realizd la prueba de alternancia como se describidé previamente. Las hembras EP
expuestas a estrés crénico mostraron una disminucién en el porcentaje de alternancia
en comparacion con las no expuestas, mientras que en las hembras controles
expuestas a estrés cronico en la adultez no se observaron cambios en la alternancia
en comparacion con las no expuestas a estrés créonico [ANOVA de dos vias;
interaccion prenatal x postnatal: F(1,28)= 8,07, p<0,01; efectos simples, exposicién a
estrés crénico: control: F(1,28)= 2,40, NS; EP: F(1,28)= 31, p<0,001] (figura 86 A).

En machos no se encontraron diferencias en el porcentaje de alternancias en ninguno
de los grupos experimentales [ANOVA de dos vias; interaccidon prenatal x postnatal=
F(1,28)= 0,02, NS; efectos principales, prenatal: F(1,28)= 0,08, NS; postnatal: F(1,28)=
1,12, NS] (Figura 88 B).

A Hembras B Machos
80- 80~

© o

(3] 3]

c 604 —— c 60

© 74 *%k % © T

£ % £ — P

D 401 9 401

© / ©

S 2- / S 20 /

°\° 7 *
ol % ol A

control EC EP EPC control EC EP EPC

Figura 88: Prueba de alternancia

Se colocaron los animales de a uno por vez en el centro del laberinto en Y. Se
registraron las entradas a los distintos brazos por 6 minutos y se determiné el
porcentaje de alternancia. Los resultados expresan la media + ES, n=8. * p<0,05 con
respecto a su control sin EC.
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4-13-1-2. Actividad locomotora en campo abierto

En las hembras se observo que los animales EP expuestos a estrés crénico (EPC)
mostraron un aumento en el numero de lineas cruzadas en comparacién con animales
EP no expuestos a estrés crénico (EP), lo que no se observo para animales control
(EC) [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,28)= 8,67, p<0,01;
efectos simples (exposicion a estrés crénico): control: F(1,28)= 0,50, NS; EP: F(1,28)=
23,72, p<0,001] (Figura 89 A).

Las exploraciones verticales fueron mayores tanto en animales control expuestos a
estrés cronico (EC) como en animales EP expuestos a estrés crénico (EPC) en
comparacion con animales no estresados. Siendo este aumento mayor en animales
EP [ANOVA de dos vias; interacciéon prenatal x postnatal: F(1,28)= 0,08, NS; efectos
principales, prenatal: F(1,28)= 1,81, NS; postnatal: F(1,28)= 21,14, p<0,001] (Figura 89
B)

Ademas se observo una disminucion en el tiempo que permanecen quietos tanto en
animales control expuestos a estrés crénico como en animales EP expuestos a estrés
cronico. [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,28)= 0,51, NS;
efectos principales, prenatal: F(1,28)= 0,66, NS; postnatal: F(1,28)= 37,52, p<0,001]
(Figura 89 C).

Estos resultados indican que la exposicion a estrés crénico produce en los animales

EP aumento en la actividad locomotora tanto horizontal como vertical.
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Figura 89: actividad locomotora en Hembras.

Se coloco el animal en un campo abierto y se lo dejo explorar libremente durante 5
minutos. Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y
el tiempo que permanece quieto (C) Los resultados expresan la media + ES, n=8
por grupo. * p<0,05, *** p<0,001 con respecto a su correspondiente control sin EC
+ p< 0,05 con respecto al animal control.
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Para los machos no se observaron diferencias en ninguno de los parametros
estudiados entre los grupos en estudio [ANOVA de dos vias; lineas: interaccion
prenatal x postnatal: F(1,28)= 1,52, NS; efectos principales, prenatal F(1,28)= 0,01,
NS; postnatal: F(1,28)= 1,42, NS. Rearings: interaccion prenatal x postnatal: F(1,28)=
0,83, NS; efectos principales, prenatal F(1,28)=1,84, NS; postnatal: F(1,28)= 2,27, NS.
Tiempo: interaccion prenatal x postnatal: F(1,28)= 1,18, NS; efectos principales:
prenatal F(1,28)= 2,95, NS; postnatal: F(1,28)= 3,01, NS] ( Figura 90)
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Figura 90: actividad locomotora en Machos.

Se coloco el animal en un campo abierto y se lo dejo explorar libremente durante
5 minutos. Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B)
y el tiempo que permanece quieto (C) Los resultados expresan la media + ES,
n=8 por grupo. * p<0,05, *** p<0,001 con respecto a su correspondiente control
sin EC. + p< 0,05 con respecto al animal control.

4-13-1-3. Prueba de habituacion

Como se describié previamente la prueba de habituacién permite evaluar la memoria
no asociativa. Se sometieron a la prueba de campo abierto animales control y EP,
expuestos o0 no a estrés cronico.

Se observd que, tanto las hembras control expuestos a estrés créonico como las
hembras EP expuestas a estrés cronico, no mostraron diferencias significativas en el
numero de lineas cruzadas entre la fase de entrenamiento y la fase de testeo, como si
se observo para los animales no expuestos a estrés créonico [ANOVA con medidas
repetidas: interaccion F(3,28)=2,21, NS; efectos principales: tiempo: F(1,28)= 6,32,
p<0,05; estrés: F(3,28)= 5,45, p<0,05] (Figura 91A).

Ademas tanto los animales control estresados crénicamente como los EP estresados
prenatalmente no mostraron una disminucién en las exploraciones verticales en la fase

de testeo en comparacion con el entrenamiento, como sucedié en animales no
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estresados cronicamente. En cambio los animales EP expuestos a estrés crénico
mostraron una disminucién significativa de las exploraciones verticales, no asi los
animales EP no estresados [ANOVA con medidas repetidas: interaccion: F(3,28)=
0,55, NS; Efectos principales: tiempo: F(1,28)= 5,32 p<0,05; estrés F(3,28)= 5,32
p<0,05] (Figura 91 B).

Tanto los animales control como los EP expuestos a estrés crénico mostraron un
aumento en el tiempo que permanecen quietos al igual que los animales no expuestos
a estrés cronico. [ANOVA con medidas repetidas: interaccion: F(3,28)=0,04 NS;
Efectos principales: tiempo: F(28,1)= 20,32, p<0,001; estrés: F(3,28)= 1,02 NS] (Figura
91 C).

Por la tanto tanto las hembras control como EP mostraron un peor desempefio en la

prueba de habituacién cuando fueron expuestas a estrés crénico en la adultez.
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Figura 91: Prueba de Habituaciéon en Hembras.

Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y el tiempo
que permanece quieto (C) para el entrenamiento y para el testeo a las 24 horas.
Los resultados expresan la media + ES, n=8 por grupo. * p<0,05 respecto a la fase
de entrenamiento.

Por otra parte, no se encontraron diferencias ni en el nimero de lineas cruzadas ni en
las exploraciones verticales en la fase de testeo en comparacion con la fase de
entrenamiento ni en machos control expuestos a estrés cronico ni en machos EP
expuestos a estrés cronico. Como se mostré previamente los machos EP no
expuestos a estrés cronico mostraron una disminucién en estos parametros, no asi los
animales control [ANOVA con medidas repetidas; Lineas: interaccién F(3,28)= 2,23
NS; efectos principales: tiempo: F(1,28)= 5,15, p<0,05; estrés: F(3,28)= 5,23 p<0,05.
Rearings: Interaccion F(3,28)=1,56, NS; efectos principales: tiempo: F(1,28)=17,7
p<0,001;estrés: F(3,28)= 7,5 p<0,01] (Figura 92 A y B). En ninguno de los grupos

estudiados se encontraron diferencias en el tiempo que permanecen quietos [ANOVA
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de medidas repetidas: Interaccion: F(3,28)= 0,87, NS; efectos principales: tiempo
F(1,28)= 1,83, NS; estrés: F(3,28)=2,12 NS] (Figura 92 C).
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Figura 92: Prueba de Habituaciéon en Machos.

Se grafica el numero de lineas cruzadas (A), el numero de rearings (B) y el tiempo que
permanece quieto (C) para el entrenamiento y para el testeo a las 24 horas. Los
resultados expresan la media £ ES, n= 8 por grupo. * p<0,05 respecto a la fase de
entrenamiento.

4-13-1-4. Prueba de ansiedad. Laberinto elevado en cruz

En las hembras control expuestas a estrés crénico se observdé una disminucion del
tiempo que permanecen en los brazos abiertos en comparacion con los controles no
expuestos, lo que evidenciaria un comportamiento de tipo ansioso. En cambio en
animales EP expuestos a estrés cronico se observé un aumento en el tiempo que
permanece en los brazos abiertos en comparacion con los no expuestos a estrés
cronico, lo que evidenciaria una disminucion en la ansiedad en estos animales
[ANOVA de dos vias; interaccién prenatal x postnatal: F(1,36)= 21,39, p<0,001;
efectos simples, exposicidon a estrés cronico: controles F(1,36)= 5,34, p<0,05; EP:
F(1,36)= 17,9, p<0,01] (Figura 93 A).

Los machos controles expuestos a estrés cronico mostraron un aumento en el tiempo
que permanecen en los brazos abiertos en comparacion con los controles no
expuestos. En cambio los machos EP expuestos a estrés cronico no mostraron
cambios [ANOVA de dos vias: interaccion prenatal x postnatal; F(1,36)= 11,16 p<0,01;
efectos simples, exposicion a estrés cronico: controles F(1,36): 14,92, p<0,01; EP:
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F(1,36): 0,74, NS] (Figura 93 B). Por lo tanto los machos EC mostrarian una

disminucion en la ansiedad, que no se evidencia en los machos EPC.
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Figura 93: Laberinto elevado en cruz.
Se coloco al animal en el centro de un laberinto elevado en cruz y se lo deja explorar

por 5 minutos. Se grafica porcentaje de tiempo en brazo abierto con respecto al
tiempo total de actividad expresado como la media £ ES para Hembras (A) y Machos
(B), n=10 animales por grupo. *p<0,05; **p<0,01 con respecto a su correspondiente

control sin estrés en la adultez.

4-13-1-5. Prueba de evitacién pasiva

Como se ve en figura 94, tanto en machos como en hembras, se observé un aumento
en la latencia a entrar al compartimento oscuro en la fase de testeo en comparacion
con el entrenamiento, sin observarse cambios entre los grupos experimentales

[Prueba de Kruskal Wallis: Hembras H(8)= 50,77, p<0,001; Macho H(8)= 49,35,
p<0,001].
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Figura 94: Prueba de evitacién pasiva.

Los animales fueron puestos en una camara iluminada y se registré el tiempo de
entrada a la camara oscura. En todos los casos el maximo registrado fue de 10
minutos. Se grafica la media + SEM de la latencia a entrar al compartimiento oscuro
en el entrenamiento (antes del shock) y en el testeo a las 24 hs de hembras (A) y

machos (B), n= 8 por grupo. AS: antes del shock; PS: post shock (testeo). * p<0,05
con respecto al entrenamiento.

4-13-1-6. Reconocimiento de objetos

Como ya se menciond, esta prueba evalia la memoria de reconocimiento. En
condiciones normales un raton va a pasar mas tiempo explorando un objeto novedoso
que un objeto ya conocido.

En todos los grupos estudiados se observd un aumento en el tiempo de exploracién
del objeto novedoso, no se encontraron diferencias en el indice de discriminacion entre
los grupos en estudios tanto en machos como en hembras [ANOVA de dos vias;
interaccion prenatal x postnatal: F(1,28)= 0,02, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,28)= 0,10, NS; postnatal: F(1,28)= 0,05, NS] como para machos [ANOVA de dos
vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,28)= 0,02, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,28)= 0,22, NS; postnatal: F(1,28)= 0,04, NS] (Figura 95).
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Figura 95: Prueba de reconocimiento de objetos.

Se colocd al animal en un campo abierto con dos objetos iguales y se los dejo
explorar libremente por 5 min. Luego de una hora se los expuso nuevamente al campo
abierto cambiando uno de los objetos por otro de igual indice de preferencia
(previamente testeado). Se grafica la media + ES del indice de discriminacion para

Hembras (A) y Machos (B), n=8 por grupo.

4-13-1-7. Reconocimiento espacial de objetos

Como ya se menciond, este tipo de prueba permite evaluar la memoria espacial a
corto plazo.

En las hembras control expuestas a estrés crénico se observé una disminucion en el
indice de discriminacién con respecto a las no expuestas. Las hembras EP expuestas
a estrés cronico no pudieron discriminar entre los objetos fijos y los que se movieron,
al igual que las no expuestas a estrés cronico [ANOVA de dos vias; interaccion
prenatal x postnatal: F(1,16)= 2,38, NS; efectos principales, prenatal: F(1,16)= 36,60,
p<0,001; postnatal: F(1,16)= 5,31, p<0,05] (figura 96 A).

En los machos todos los grupos pasaron mas tiempo explorando la posicidon novedosa,
no se encontraron diferencias en el indice de discriminacién entre los grupos
estudiados [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,14)= 0,60, NS;
efectos principales, prenatal: F(1,14)= 0,40, NS; postnatal: F(1,14)= 0,41, NS] (figura
96 B)
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Figura 96: Prueba de reconocimiento espacial de objetos.

Se colocé al animal en un campo abierto con 4 objetos y se lo dejé explorar libremente
por 10 min. Luego de una hora se lo expuso nuevamente al campo abierto
intercambiando de lugar dos de los objetos. El grafico muestra la capacidad de
discriminacion de los objetos cambiados de posicion respecto a los no cambiados. Se
graficale el promedio + ES del indice de discriminacion, para hembras (A) y machos
(B), n=5 por grupo. * p<0,05 con respecto al animal sin EC. ++ p<0,01 con respecto al
control.

4-13-2. Expresion de neurotrofinas en hipocampo

Se determind la expresidn de BDNF, NGF y NT3 en hipocampo de machos y hembras
mediante RT-PCR y western blot.

En las hembras se observd una disminucién significativa en los niveles de ARNm de
BDNF en animales control expuestos a estrés cronico no observandose una
disminucion adicional el animales EP expuestos a estrés cronico (EPC) en
comparacion con los no estresados [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x
postnatal: F(1,12)= 10,31, p<0,01; efectos simples, exposicion a estrés cronico:
control: F(1,12)= 13, p<0,01; EP: F(1,12)= 0,02, NS]. Un resultado similar se encontr6
en los niveles proteicos de BDNF [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x
postnatal: F(1,12)= 11,51, p<0,01; efectos simples, exposicion a estrés crénico:
control: F(1,12)= 30, p<0,001, EP: F(1,12)= 0,08, NS] (Figura 97 Ay B)

Tanto para animales control como para animales EP expuestos a estrés cronico no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de ARNm y proteinas de NT3
(Figura 97 C y D) y NGF (Figura 97 E y F) en el hipocampo, en comparacién con
animales no expuestos a estrés cronico. [ANOVA de dos vias: NT3- PCR: interaccién
prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,73, NS; efectos principales, prenatal: F(1,12)= 0,31,
NS; postnatal F(1,12)= 0,04, NS. NT3-WB: interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)=
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2,03, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)=,0,01, NS; postnatal F(1,12)=,1,01, NS.
NGF-PCR: interaccién prenatal x postnatal: F(1,12)= 1,03, NS; efectos principales:
prenatal: F(1,12)= 0,35, NS; postnatal F(1,12)= 0,76, NS. NGF-WB: interaccién
prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,11, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 0,01,
NS, postnatal F(1,12)= 0,02, NS ].

En los machos no se obtuvieron diferencias en los niveles de ARNm de BDNF, NT3 y
NGF en ninguno de los grupos estudiados [ANOVA de dos vias: BDNF-PCR:
interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,81, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,20)= 0,10, NS; postnatal F(1,20)= 0,03, NS. NT3- PCR: interaccién prenatal x
postnatal: F(1,20)= 0,09, NS; efectos principales: prenatal: F(1,20)= 0,06, NS,
postnatal: F(1,20)= 0,01, NS. NGF-PCR: interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)=
0,003, NS; efectos principales: prenatal: F(1,20)= 0,01, NS; postnatal F(1,20)= 0,001
NS] ( Figura98 A, Cy E).

Tampoco se vieron diferencias en los niveles proteicos de las neurotrofinas estudiadas
[ANOVA de dos vias; BDNF-WB: interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,2, NS;
efectos principales, prenatal: F(1,12)= 0,24, NS; postnatal F(1,12)= 0,33, NS. NT3-WB:
interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,12, NS; efectos principales: prenatal:
F(1,12)= 0,10, NS; postnatal F(1,12)= 0,31, NS. NGF-WB: interaccion prenatal x
postnatal: F(1,12)= 0,001, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 0,06, NS;
postnatal F(1,12)= 0,27, NS] (Figura 98 B, Dy F).
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Figura 97: Expresion de neurotrofinas en Hipocampo de hembras.

Se realizé6 RT-PCR y WB para BDNF (A'y B), NT3 (Cy D) y NGF (E y F). Los datos
se expresan en relacion a los niveles de de actina. Los resultados expresan la
media + ES de 4 muestras cada uno. ** p<0,01, ** p<0,001 en relacién al
correspondiente grupo sin estrés cronico; ++ p<0,01, +++ p<0,001 con respecto al
animal control.
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Figura 98: Expresion de neurotrofinas en hipocampo de machos.

Se realizé6 RT-PCR y WB para BDNF (Ay B) NT3 (C y D) y NGF (E y F). Los datos
se expresan en relacion a los niveles de actina. Los resultados expresan la media
+ ES. PCR n=6; WB n=4.
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4-13-3. Niveles del receptor para glucocorticoides (GR) y del receptor f, -

adrenérgico

Se analizaron los niveles de ARNm y proteinas de los receptores para glucocorticoides

(GR) y del receptor B,—adrenérgico como se describié previamente.

En las hembras se observé un aumento en los niveles de ARNm y de proteinas de GR
en animales control expuestos a estrés crénico sin observarse una variacion adicional
en animales EP expuestos a estrés crénico (EPC) [ANOVA de dos vias; PCR:
interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,95, NS, efectos principales, prenatal:
F(1,12)= 6,43, p<0,05, postnatal F(1,12)= 5,87, p<0,05. WB: interaccion prenatal x
postnatal: F(1,12)= 1,97, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 14,62, p<0,01;
postnatal F(1,12)= 6,91, p<0,05.] (Figura 99 Ay B).

No se obtuvieron diferencias significativas en los niveles de ARNm y proteinas del
receptor B—adrenérgico [ANOVA de dos vias; PCR: interaccion prenatal x postnatal:
F(1,12)= 0,17, NS; efectos principales: prenatal: F(1,12)= 3,43, NS; postnatal F(1,12)=
1,52, NS. WB: interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,005, NS; efectos
principales: prenatal: F(1,12)= 3,99, NS; postnatal F(1,12)= 0,69, NS] (Figura 99 C y
D).
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Figura 99: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y del
receptor B2-adrenergico en hipocampos de hembras.

PCR (Ay C) y WB (B y D) de homogenatos de hipocampos provenientes de hembras
EP y controles expuestos a no a EC en la adultez. El grafico muestra la media + ES de
la intensidad relativa de cada receptor con respecto a la intensidad de - actina, n=4
por grupo. * p < 0.05 en relacién al correspondiente animal sin estrés en la adultez, +
p<0,05 respecto al control.

En los machos se observd un aumento en los niveles del ARNm de GR en animales
control expuestos a EC en comparacién con los no expuestos a EC, no se observé un
cambio adicional en los animales EP expuestos a estrés cronico en la adultez [ANOVA
de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 22,39, p<0,001; efectos simples,
exposicion a estrés croénico: control, F(1,20)= 35,00, p<0,001; EP, F(1,20)= 3, NS]
(Figura 100 A).

En cuanto a los niveles proteicos, en machos se vio un aumento en los niveles de GR
en animales control expuestos a estrés cronico pero no se observaron variaciones
adicionales en los niveles proteicos de GR en animales EP expuestos a estrés cronico

(EPC) [ANOVA de dos vias; interaccién prenatal x postnatal: F(1,12)= 1,74, NS;
165



Resultados

efectos principales, prenatal: F(1,12)= 19,82, p<0,001, postnatal F(1,12)= 9,17,
p<0,01] (Figura 100 B).

Los niveles del receptor B2-adrenérgico no se vieron modificados en ninguno de los
grupos experimentales en estudio (figura 53 C y D) [ANOVA de dos vias; PCR:
interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,16, NS, efectos principales, prenatal:
F(1,12)= 4,21, NS, postnatal F(1,12)= 0,35, NS. WB: interaccion prenatal x postnatal:
F(1,12)= 0,001, NS; efectos principales, prenatal: F(1,12)= 0,96, NS , postnatal
F(1,12)= 0,01, NS] (Figura 100 C y D).

RT-PCR Machos WB
A
1.5 2.5-
- +++ —~
o & 20 +
2 ., *kk S
.04 == = ] *
: >
3 — g
F os § 1.0
5 505
% 5o IJ'_l
0.0 T ¢ 0.0 T f
control EC EP EPC control EC EP
[ ~w ™ ’ !
——— | —
s S s S R ——
c D
1.54 157
4 o
g 1.04 .g 1.04
g 8
Q.05 Q. (.54
2 [
< <
~N o~
a Q00
0.0 T : .0 T T
control EC EP EPC control EC EP EPC

_ PIPL - S s
[ e e o pactna [

Figura 100: Niveles de ARNm y proteinas del receptor de glucocorticoides y del
receptor B2-adrenergico en hipocampos de machos.

PCR (Ay C)y WB (B y D) de homogenatos de hipocampos provenientes de machos
EP y controles expuestos a no a EC en la adultez. El grafico muestra la media + ES de
la ilntensidad relativa de cada receptor con respecto a la intensidad de - actina, n=4
por grupo. * p < 0,05, *** p<0,001 en relacién al correspondiente animal sin estrés en la
adultez, + p<0,05 +++, p<0,001 respecto al control.
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4-13-4. Niveles de citoquinas en hipocampo

Se analizd la expresion de ARNm de IFN-y, IL-2, 1I-4 IL-6 e IL-10 en hipocampo
provenientes de hembras (figura 99) y machos (figura 100) de las distintas condiciones
experimentales, como se describié previamente.

En las hembras el estrés crénico no modificd los valores de IL-4 en animales control ni
EP [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(20,1)= 0,002, NS; efectos
principales: prenatal: F(1,20)=15,16, p<0,001; postnatal F(1,20)= 4,80, p<0,05] (Figura
101 A).

Se observd ademas una disminucion de los niveles de ARNm de IFN-y en los
animales controles expuestos a estrés crénico no siendo asi en los animales EP
expuestos a estrés crénico [ANOVA de dos vias: Interaccién prenatal x postnatal:
F(1,20)= 7,83, p<0,05; efectos simples, exposicion a estrés crénico, control: F(1,20)=
18,86, p<0,01; EP: F(1,20)= 0,14, NS] (Figura 101 B).

También se vio una disminucion del ARNm de IL-2 en los animales controles
expuestos a estrés crénico no siendo asi en los animales EP expuestos a estrés
cronico [ANOVA de dos vias; interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 5,25, p<0,05;
efectos simples, exposicion a estrés cronico: control: F(1,20)= 8,82, p<0,01; EP:
F(1,20)= 0,07, NS] (Figura 101 D).

No se encontraron cambios en las otras citoquinas estudiadas [ANOVA de dos vias;
IL-6: interaccion prenatal x postnatal: F(1,20)= 0,61, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,20)= 0,01, NS; postnatal F(1,20)= 0,08, NS. IL-10: interaccién prenatal x postnatal:
F(1,20)= 0,43, NS; efectos principales, prenatal: F(1,20)= 0,01, NS; postnatal F(1,20)=
0,08, NS] (Figura 101 B,C y E).
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Figura 101: Niveles de citoquinas en hipocampo de hembras.

Se determinaron los niveles de ARNm para las citoquinas IL-4 (A), INF-y (B), IL-6
(C), IL-2 (D) e IL-10 (D) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en relacion a
los niveles de ARNm de actina. Los resultados expresan la media £ ES, n=6. * p <
0,05, ** p<0,01
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En los machos no se encontraron diferencias en los niveles de las citoquinas
estudiadas. [ANOVA de dos vias; IL-4, interaccion prenatal x postnatal: F(1,16)= 0,67,
NS; efectos principales, prenatal: F(1,16)= 1,20, NS; postnatal: F(1,16)= 5,61, NS . IL-
2, interaccion prenatal x postnatal: F(1,16)= 0,3, NS; efectos principales, prenatal:
F(1,16)= 2,64, NS; postnatal F(1,16)= 2,37, NS. IL-6, interaccion prenatal x postnatal:
F(1,16)= 0,7, NS; efectos principales: prenatal: F(1,16)= 0,06, NS; postnatal: F(1,16)=
0,67, NS. IL-10, interaccion prenatal x postnatal: F(1,12)= 0,36, NS; efectos
principales, prenatal: F(1,12)= 2,56, NS; postnatal: F(1,12)= 2,54, NS] (Figura 102)

No se pudieron determinar los niveles de IFN-y debido posiblemente a condiciones

experimentales y/o de expresién de esta citoquina en los hipocampos de los machos.
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Figura 102: Expresion de citoquinas en hipocampo de machos.

Se determinaron los niveles de ARNm para las citoquinas IL-4 (A), IL-2 (B), IL-6
(C) e IL-10 (D) por medio de RT-PCR. Los datos se expresan en relacion a los
niveles de ARNm de actina. Los resultados expresan la media + ES, n=4 0 5.
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4-14. Resumen de resultados

En la tabla 9 y 10 se muestra un resumen de los resultados obtenidos para hembras y
machos respectivamente. El esquema representa los resultados obtenidos como
aumento o disminucion respecto del grupo control. (ND: no determinado; SCA: sin
cambio adicional. EE: efecto estimulatorio; El: efecto inhibitorio, 1 aumento; |

Disminucién; = sin cambio; Mg: Macréfagos).
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Parametro

Sistema Inmune
Actividad de NK

Fagocitosis M@ = = =

Proliferacion T 1 = = l
CD4+/CD8+ = = = =
Proliferacion B = = = =
Titulo IgM = = = =
Titulo IgG 1 ! ! =
Hormonas

- -
Peso adrenal ND 0 ND "
Catecolaminas 1 = 0 =
Sensibilidad a GCs 1T EE 1 El SCA SCA
Sensibilidad a Epi 1 EE 1El = =
Linfocitos

1IL-4; | INF-y tIL-4; | INF-y
GR ND 0 ND 0
B:-AR ND = ND =
NTs ND INT3;/BDNF ND SCA

Comportamiento ‘ ‘

Alternancia = = = !
Act. Locomotora 1 = 1 ™
Habituaciéon NO NO NO NO
Ansiedad 1 0 SCA l
Evitacion Pasiva ND = ND —
RO ND = ND =
REO ND | ND 1l
Hipocampo ‘ ‘

NTs ND |BDNF ND SCA
CQs ND LINF-y;IL-2 ND SCA
GR ND 0 ND SCA
B,-AR ND = ND =

Tabla 9. Resumen de resultados Hembras.
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Parametro

Sistema Inmune

‘EA

‘EC

EPC

Actividad de NK

Fagocitosis M

Proliferacion T

CD4+/CD8+

Proliferacion B

Titulo IgM

Titulo 1gG

Cortlcosterona

Hormonas

Peso adrenal

Catecolaminas 1 = 0 =
Sensibilidad a GCs 1EE = SCA SCA
Sensibilidad a Ep| T EE

ﬂFNw  1IFN-y ﬂFNw
GR ND 1 ND SCA
B,-AR ND = ND =

Alternancia

Comportamiento

Actividad Locomotora

Habituaciéon NO NO NO NO
Ansiedad = ! = =
Evitacion Pasiva ND = ND =
RO ND = ND =

REO ND = ND =
L S S
NTs ND = ND =

cQs ND = ND =
GR ND 1 ND SCA
B,-AR ND = ND =

Tabla 10: Resumen de resultados Machos.
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Discusiéon

En las ultimas décadas se han realizado numerosos estudios que investigan la
relacion entre el sistema inmune y el sistema neuroendocrino. Ambos sistemas estan
interconectados y se regulan mutuamente. ElI SN puede regular la funcién inmune por
inervacion directa de los tejidos del sistema inmune o mediante el eje HPA por la via
hormonal. A su vez el S| secreta citoquinas y otras moléculas que pueden regular la
funcién del SN. Esta interaccién en muy importante para mantener la homeostasis del
organismo. Entre los factores que pueden alterar esta interaccion se encuentra el
estrés. El estrés se define como la respuesta desencadenada por un estimulo
(estresor) que es percibido por el cerebro y desencadena una respuesta fisiolégica. La
respuesta al estrés es adaptativa a corto plazo y preserva la homeostasis, sin embargo
si el estresor persiste en el tiempo puede traer consecuencias deletéreas para el

organismo.

El estrés inducido en la vida intrauterina sin duda tiene un efecto en el desarrollo y ese
efecto podria determinar cambios permanentes en la adultez (Michelsen y col., 2007),
ya sean alteraciones basales o modificaciones evidenciadas frente a nuevos estimulos
en la vida adulta. Los estudios disponibles en la literatura analizan, en general, el
efecto del estrés prenatal sobre el sistema inmune y el neuroendocrino de manera
independiente. No se encuentran practicamente estudios que analicen de manera
integral la disrupcidon neuroinmune inducida por exposicion a estrés durante la etapa

prenatal y sus consequencias a nivel inmunoldgico y conductual en la vida adulta.

Dentro de este contexto, en el presente trabajo estudiamos el efecto del EP en la
respuesta neuroinmune en animales adultos. Para ello sometimos a estrés por
inmovilizacion a hembras prefiadas en la ultima semana de gestacion y evaluamos la
respuesta inmune, la respuesta neuroendocrina y el comportamiento, en las crias
adultas machos y hembras provenientes de madres estresadas y sin estresar. Ademas
estudiamos los efectos de la exposiciéon a una nueva situacién de estrés en la adultez.

El estrés fisico por inmovilizacion es ampliamente usado como un modelo de estrés
para estudiar las alteraciones inducidas por estrés en el estatus fisioldgico,
inmunoldgico y neurobiolégico en mamiferos (Glavin y col., 1994), por lo cual este fue
el modelo de estrés elegido tanto para estresar a las madres como para estresar a las

crias en la etapa adulta.

Se ha observado que eventos estresantes durante la prefiez temprana pueden
producir abortos y malformaciones en la cria (Parker y Douglas, 2010) debido
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posiblemente a altos niveles de GCs, baja de progesterona, bajos niveles del factor
bloqueador inducido por progesterona (PIBF), y/o baja produccién de citoquinas tipo
Th2. En nuestro modelo de estudio el estrés se aplica en la ultima semana de
gestacién correspondiente con el ultimo trimestre en humanos, por lo cual estariamos
fuera del periodo ventana en donde las consecuencias del estrés llevan a cambios
morfoldgicos importantes, y los efectos serian mas sutiles que si el estresor se aplicara
tempranamente en la prefez. Es importante sefalar que en nuestro modelo de estrés
no observamos diferencias en el niumero, el porcentaje de hembras y machos y en el
peso de las crias provenientes de madres estresadas en comparacién con las
controles, asi como tampoco observamos cambios en la ganancia de pesos de las
madres prefadas, o en el tiempo de gestacion. Si bien el periodo in utero fue
posiblemente mas relevante para nuestro modelo de estudio, no hay que descartar el
cuidado materno como uno de los factores que podria afectar los parametros en
estudio, debido a que las madres estresadas podrian tener un comportamiento
diferente y por tal razén descuidar a la cria, esta falta de cuidado materno podria influir
en el sistema inmune y endocrino de la cria. Cabe aclarar que no observamos cambios
en el cuidado materno durante el periodo de lactancia. Sin embargo, es necesario en

un futuro realizar estudios de intercambio de crias entre animales EP y controles.

En lo referente a la respuesta inmune, observamos que el estrés prenatal no modificé
la capacidad fagocitica de macréfagos. Asimismo, no modificé la respuesta
proliferativa in vitro de linfocitos T y B, ni la produccion de Ac tras la inoculacion de un
Ag T-dependiente (GRC) o un Ag T-independiente (LPS). Sin embargo en los machos
encontramos que el estrés prenatal produjo un aumento de la actividad citotoxica de
células NK, no siendo asi en las hembras. De manera similar, Klein y Rager (1995)
observaron un aumento en la actividad citotoxica de NK y no observaron diferencias
en la respuesta proliferativa T en ratas adultas estresadas prenatalmente tanto en
macho como en hembras. Sin embargo, en ratas juveniles machos encontraron una
disminucion de la actividad de NK. Asimismo Kay y col (1998) tampoco encontraron
diferencias en la proliferacion T, pero si un aumento en la proliferacion B y una
disminucion en la actividad citotéxica de NK tanto en machos como en hembras
adultas. Por otro lado se ha encontrado una disminucién en la proliferacion T y un
aumento en la proliferacion B en crias de 14 dias pero no en crias de 21 dias (Sobrian
y col., 1997). Interesamente, otros autores encuentran que las alteraciones inmunes

inducidas por EP se manifiesta en ratas de 6 meses pero no en ratas jovenes
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(Vanbesien-Mailliot y col., 2007) De manera similar, respecto a la respuesta inmune
humoral no encuentran efecto del EP en ratas jovenes (Bakker y col., 1998). Si bien no
se conocen los motivos por los cuales las alteraciones inmunolégicas se manifiestan a
diferentes edades, podria postularse que el EP constituye un factor de vulnerablidad
que se manifiesta cuando el sistema inmune no es totalmente eficiente como ocurriria
en los extremos de la vida (infancia y vejez). Ademas otros factores que influyen en el
tipo de efecto encontrado son: la especie animal, la naturaleza del estresor, su
duracion e intensidad. Asi, en nuestro modelo de estrés gestacional por inmovilizacion
no encontramos diferencias en los porcentajes de células CD4+ y CD8+. De igual
forma Kay y col (1998) tampoco observan una disminucion en el porcentaje de estas
poblaciones utilizando como estresor luz y sonido. En cambio Goétz y col (2007)
observan una disminucién en el porcentaje CD4+ sin cambios en el CD8+ utilizando un

modelo de estrés social.

Se describié que el estrés puede alterar el perfil de citoquinas. Por ello fue de interés
estudiar la expresién de citoquinas tipo Th1 y Th2. Encontramos en hembras EP en
condiciones basales una disminucién en IFN-y y un aumento el IL-4, por lo tanto el EP
produciria un desbalance hacia un perfil tipo Th2. Si bien en machos no encontramos
diferencias en los niveles de las citoquinas estudiadas se observaria un leve aumento
de IFN-y y una disminucion de IL-6 e IL-10 por lo tanto podrian llegar a tener un
desbalance hacia un perfil tipo Th1. También observamos un patron similar en la
liberacion de citoquinas en cultivos estimulados con Con A, es decir un aumento en la
secrecion de IL-4 y una disminucién en IFN-y en hembras, sin encontrarse cambios
significativos en machos. No obstante hay un aumento tanto en la expresion como en
la liberacién de IFN-y, aunque debido a la dispersion de los datos no resultd
significativa. Similarmente, Klein y Rager (1995) encontraron un aumento en la

actividad citotoxica de NK y un aumento en la secrecion de IFN-y.

Se describié que las hormonas del estrés pueden influenciar la respuesta inmune, por
lo que fue de interés determinar los niveles de las hormonas del estrés, GCs y
catecolaminas. No encontramos diferencias en los niveles basales de corticosterona
entre animales EP y controles tanto para machos como para hembras. Asi como
tampoco en el tamafio de las glandulas adrenales. Estos datos estan de acuerdo a los

encontrados por otros grupos (Chung y col., 2005; Kay y col., 1998).
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Los linfocitos pueden responder diferencialmente a una misma concentracién de GCs
dependiendo del numero de receptores que posean y de la intensidad de las
respuestas desencadenadas por estos. Por lo tanto, estudiamos la sensibilidad de LT
a corticosterona encontrando, tanto en machos como en hembras EP, un cambio en la
sensibilidad a esta hormona, disminuyendo significativamente el efecto estimulatorio
observado a bajas dosis para animales controles y en el caso de las hembras,
aumentando del efecto inhibitorio inducido a altas dosis. Por otro lado estudiamos la
expresion del receptor de glucocorticoides (GR) en linfocitos, se observd que las
hembras EP poseen mayores niveles de GR tanto a nivel ARNm como proteinas, en
los machos sélo encontramos un aumento a nivel proteico del GR. Ademas, nuestros
resultados muestran que la respuesta de los linfocitos a corticosterona en ratones EP
esta alterada ya que en linfocitos ratones EP la corticosterona induce una mayor
efecto inhibitorio y un menor efecto estimulatorio y las mismas estarian relacionadas

con un aumento en el numero de receptores de GCs.

El sistema inmune también es influido por el sistema nervioso simpatico por medio de
neurotransmisores como la NA, por ello evaluamos sus niveles en bazo (6rgano
ricamente inervado por el SNA). Observamos que el estrés prenatal no modificé los
niveles de catecolaminas basalmente ni para machos ni para hembras. Estudiamos,
ademas, la sensibilidad de los linfocitos a epinefrina, no encontramos diferencias
significativas en animales EP en comparacién con los controles. En cuanto a la
expresion del receptor 3,- adrenérgico, no encontramos diferencias en los niveles de
ARNm o proteicos de este receptor. Por lo tanto, podriamos decir que esta hormona
no estaria participando de forma directa en los cambios inducidos por EP observados

a nivel inmune.

Las neurotrofinas se descubrieron por su rol en el desarrollo neuronal, pertenecen a
una familla de factores de crecimiento que fueron extensamente estudiados por su rol
en la proliferacion, supervivencia y diferenciacion de células del sistema nervioso
central (Tessarollo, 1998) Sin embargo en los ultimos afios se han llevado a cabo
estudios para establecer su accion en otros sistemas. Se han detectado la expresion
de las NTs y sus receptores en varios tejidos incluyendo a las células del sistema
inmune (Labouyrie y col., 1997; Shibayama y Koizumi, 1996). Recientemente se ha
sugerido que las NTs juegan un papel como factores etioldgico o predisponentes en
trastornos relacionados al estrés (Monteggia, 2006; Gratacos y col., 2007). Por lo tanto

fue de interés analizar su expresion en linfocitos, encontramos disminucién de los

177



Discusiéon

niveles de BDNF y NT-3 en hembras EP en comparacion con las controles. En
machos no se encontraron diferencias en los niveles de NTs. Se describido que NGF
puede estimular la proliferacion de linfocitos .Respecto al NT-3, se ha descripto que
tanto los LT como los LB expresan el receptor de alta afinidad para NT-3 TrKC (Vega y
col., 2003). Sin embargo, no se han hecho estudios sobre la accion de NT-3 en la
proliferacion celular de linfocitos. Futuros estudios son necesarios para evaluar si los
cambios observados en la expresién de esta NT tienen alguna repercusién a nivel

inmune.

Se ha propuesto que eventos estresantes durante la prefiez pueden traer
consecuencias en el comportamiento de la descendencia, se ha encontrado que el EP
produce deficiencias cognitivas, asi como también un aumento en comportamientos
relacionados a la ansiedad (Maccari y Morley-Fletcher, 2007; Vallée y col., 1997). Por
lo tanto, fue de interés estudiar los efectos del estrés prenatal sobre trastornos
cognitivos en nuestro modelo. En hembras EP, no encontramos diferencias en el
comportamiento de alternancia, en la capacidad de habituacién, en la prueba de
evitacion inhibitoria ni en la prueba de reconocimiento de objetos respecto a los
controles. Sin embargo, observamos una disminucion en la actividad locomotora, un
aumento del comportamiento de tipo ansioso y una disminucion en el indice de
discriminacién en la prueba de reconocimiento espacial de objetos. Por otra parte, en
machos el EP no indujo cambios a excepcion de un mejor desempeno en la prueba de

habituaciéon en comparacion con los animales control.

Es importante sefialar que en la prueba de habituacion tendria un papel importante en
contexto o lugar, por lo que el hipocampo estaria participando en el aprendizaje de
dicho test (O’Keefe y Nadel, 1978). Cuando un animal explora un ambiente novedoso,
construye una representacion interna del ambiente en el hipocampo, como el mapa se
vuelve cada vez mas completo, la exploracién se reduce (Bolivar, 2009).

La prueba de reconocimiento de objetos es dependiente de la corteza perirhinal e
independiente del hipocampo (Kim y col., 2014), en cambio la prueba de
reconocimiento espacial de objetos seria independiente de la corteza y dependiente
del hipocampo (Barker y col., 2007). Asimismo, el hipocampo ventral tendria un papel
preferencial en los procesos cerebrales asociados con comportamientos relacionados

a la ansiedad (Bannerman y col., 2004).
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Teniendo en cuenta entonces que los trastornos conductuales observados en hembras
podrian tener relacion con alteraciones en el hipocampo fue de interés estudiar la

expresion de citoquinas, neurotrofinas y receptores de GCs en hipocampo.

En hembras, encontramos una disminucion en los niveles de ARNm de BDNF en
hipocampo de animales EP en comparacion con los controles, no hallamos diferencias
en los niveles de NGF y NT3. Fumagalli y Col. (Fumagalli y col., 2004) encontraron
una disminucion en los niveles de BDNF en la corteza prefrontal inducida por estrés
prenatal en animales adultos. En machos no encontramos cambios en los niveles de
neurotrofinas en hipocampo. Se sugiri6 que el estrés puede disminuir la sintesis de
BDNF en hipocampo (Smith y col., 1995). Ademas, bajos niveles de BDNF han sido
asociados con desérdenes psiquiatricos como la esquizofrenia (Takahashi y col.,
2000) y trastornos conductuales como la ansiedad (Hritcu y Gorgan, 2014). Como ya
mencionamos cambios en los niveles de BDNF podrian afectar el comportamiento, ya
que el BDNF modula la fuerza de las conexiones sinapticas existentes. En nuestro
caso, entonces, en las hembras podria existir una relacion entre la baja de los niveles
de BDNF en el hipocampo y la aparicion de trastornos comportamentales como la

disminucion en la memoria espacial de objetos y un aumento en la ansiedad.

Por otra parte, se postuld que las citoquinas también pueden producir cambios en el
desarrollo del sistema nervioso asi como cambios conductuales. En un estudio
reciente, se ha demostrado que la activacion de la microglia con IL-4 puede inducir
oligodendrogenesis y la activacion con IFN-y promueve la diferenciacion neuronal y el
crecimiento de neuritas (Johansson y col., 2008), ademas se observo que la expresion
de IFN-y en oligodendrocitos es suficiente para promover la neurogénisis adulta
(Baron y col., 2008). En este trabajo encontramos un aumento en los niveles de IL-4
en hipocampo de hembras, en cambio en machos no observamos diferencias en las
citoquinas estudiadas. Este aumento en IL-4 en el hipocampo de hembras podria

contribuir probablemente a los trastornos cognitivos observados en estas.

Respecto a la expresion del GR en el hipocampo, encontramos un aumento en tanto
en machos como en hembras EP. Durante el desarrollo intrauterino se observan
diferentes patrones de expresién del GR en distintas areas del cerebro. En el
hipocampo se observa presencia de GR a partir del dia 13 de gestacion en adelante,
ademas el MR se expresa desde el dia 16 en adelante, ambos receptores tiene una

expresion baja durante la gestacion y aumento en el parto y los primeros dias
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postnatales (Kapoor y col., 2006). El estrés prenatal, que produciria un aumento en los
GCs maternos podria llevar a desbalances en la expresion de los receptores con

cambios permanentes en la cria (Kapoor y col., 2006).

Por lo tanto, en conclusion de esta primera parte machos y hembras parecerian
responder diferente ante el estrés prenatal, tanto a nivel inmunolégico como
comportamental. Los machos presentan una mayor respuesta inmune innata
evidenciada por el aumento en la actividad NK, posiblemente debido a una
mayor secreciéon de IFN-y. Las hembras presentan trastornos conductuales
asociados posiblemente a una disminucion de BDNF asi como también a un
aumento central y periférico de IL-4 y a disminucién periférica de IFN-y. Ademas
tanto los machos como las hembras tienen una mayor sensibilidad de los
linfocitos a los glucocorticoides debido principalmente a un aumento en los
receptores de corticosterona en las células de los ganglios linfaticos. Este

aumento en los GR se evidenciaria también en el hipocampo.

Es importante resaltar que todos los cambios a nivel de citoquinas, neurotrofinas y
receptor para corticosterona se dan simultaneamente en hipocampo y linfocitos,
constituyéndose las células del sistema inmune en potenciales marcadores periféricos
de susceptibilidad al estrés. Por lo cual en una segunda parte, estudiamos las
alteraciones inducidas por exposicidon a una nueva situacién de estrés en la vida
adulta.

Se ha propuesto que a pesar de que crias provenientes de madres estresadas o no
estresadas poseen diferencias en algunos aspectos endocrinos y comportamentales,
las mayores diferencias se verian cuando los animales son expuestos a condiciones
estresantes (Gotz y Stefanski, 2007). Asi, algunos trabajos sostienen que el estrés
prenatal tiene efectos deletéreos (Chung y col., 2005) y otros sostienen que el estrés
prenatal prepara al individuo a responder mas adaptativamente en la adultez
(Darnaudéry y Maccari, 2008). Por esta razén fue de interés analizar si animales EP y

controles respondian diferencialmente a nuevas situaciones de estrés en la adultez.

Se describié que mientras el estrés cronico suprime o desregula las funciones del
sistema inmune, el estrés agudo a menudo tiene efectos estimuladores del mismo
(Dhabhar, 2009). En trabajos previos, realizados en nuestro laboratorio, observamos

que linfocitos T provenientes de hembras BALB/c adultas expuestas a estrés agudo
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tienen una mayor respuesta proliferativa. En cambio los provenientes de animales
expuestos a estrés cronico presentan una menor proliferacion respecto de los
controles (Silberman y col., 2003). Por lo cual fue de interés analizar la respuesta a

estos dos tipos diferentes de estrés.

En el presente trabajo observamos que las hembras EP expuestas tanto a estrés
agudo como cronico, no muestran cambios en la actividad citotoxica de NK, asi como
tampoco en la capacidad fagocitica de macroéfagos, por lo tanto la respuesta inmune
innata en nuestro modelo de estudio no pareceria estar afectada por el estrés en las
hembras. En cuanto a la respuesta inmune adaptativa observamos que las hembras
EP expuestas a estrés agudo no respondieron con un aumento en la proliferacion T in
vitro, inducida por mitégenos, como sucedio con los animales control. Ademas cuando
las hembras EP fueron expuestos a estrés crénico respondieron con una mayor
disminucion en la proliferaciéon que la observada en los animales controles. Gétz y col.
(2007) encontraron resultados similares en ratas provenientes de madres socialmente
estresadas, cuando fueron expuestas en la etapa adulta a estrés crdnico social. Por
otro lado, no observamos diferencias en la proliferacion de LB en los grupos en
estudio. En cuanto a la produccidn de anticuerpos observamos que las hembras
control expuestas a estrés agudo mostraron un aumento en el titulo de anticuerpos
mientras que las hembras EP mostraron una disminucién. Por lo tanto, si bien en
condiciones basales las hembras no parecen tener particularmente afectada la
respuesta inmune cuando son expuestas a estrés agudo en la adultez tendrian una
respuesta alterada en comparacion a las controles. Respecto a la produccion de
citoquinas tanto el estrés agudo como el cronico indujo en los controles un aumento de
IL-4 y una disminucién de IFN-y. Las hembras EP expuestas a estrés agudo
mantienen su perfil Th2 y tras exposicion a estrés crénico se observa un aumento aun
mayor del ARNm y de la liberacion de IL-4, asi como una disminucién aun mayor de la

liberacion de IFN-y, es decir, muestran un desbalance hacia Th2 aun mayor.

Si bien basalmente no encontramos diferencias en los niveles de corticosterona,
cuando fueron expuestas a estrés agudo las hembras EP respondieron con un menor
aumento en la produccion de corticosterona. Cuando fueron expuestas a estrés
crénico, aunque no hubo diferencias significativas, las hembras EP mostraron una
tendencia a tener menores niveles de corticosterona. Ademas encontramos un
aumento en el peso de las glandulas adrenales en hembras control y EP estresadas

crénicamente que fue mayor en hembras EP. Estos resultados concuerdan con los de
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Chung y col. (2005) que encuentran un aumento en el peso de la glandula adrenal y
un disminucion en la secrecion de corticosterona en ratones EP, por inmovilizacién, al
ser expuestos a estrés cronico en la adultez. Las diferencias encontradas entre este
trabajo y el presente en la secrecién de corticosterona podrian deberse a la diferencia
en el tiempo de exposicién al estrés, ya que el nuestro es de 2 horas y el tiempo del
otro trabajo es de 6 horas de exposicion. Chung y col (2005) atribuyen la baja en los
GCs a problemas en la sintesis de GCs o a un agotamiento de la glandula adrenal

como resultado de una secrecion prolongada durante la inmovilizacion repetida.

Como ya mencionamos los linfocitos de hembras EP poseen una sensibilidad mayor a
al efecto inhibitorio de la corticosterona sobre la proliferacion celular. Los linfocitos
provenientes de ratones EP al ser expuestos a estrés agudo o crénico no presentan
cambios adicionales en la sensibilidad a esta hormona. En cambio, en los linfocitos
provenientes de hembras control el estrés agudo induce una mejor respuesta al efecto
estimulatorio de la corticosterona y contrariamente, el estrés crénico un incremento del

efecto inhibitorio.

Si tomamos en consideracion el aumento en los niveles de GR, observado en los
individuos EP, es posible que al ser expuestos a estrés agudo lleve a una prevalencia
del efecto inhibitorio de la corticosterona y por ende la respuesta inmune sea menor.
Por otra parte, los linfocitos de hembras controles expuestas a estrés cronico
presentan un aumento del numero de GR, no existiendo un aumento adicional en las
EP. Esto justificaria que la disminucién en la respuesta inmune observada frente al
estrés cronico sea practicamente la misma para las hembras control y las expuestas a
EP.

Por otra lado, no se encontraron diferencias en los niveles de catecolaminas, ante una
situacion de estrés agudo tanto las hembras control como las EP respondieron con
aumento en los niveles de ésta, no existiendo diferencias entre ambos grupos. Cuando
fueron expuestas a EC tampoco encontramos diferencias entre grupos. Por lo cual el
estrés prenatal no afectaria los niveles de catecolaminas basalmente, asi como
tampoco la liberacién de ésta ante situaciones de estrés. Estudiamos, ademas, la
sensibilidad de los linfocitos a la epinefrina. Observamos en hembras control un
aumento del efecto estimulatorio a epinefrina cuando fueron expuestas a estrés agudo
y del efecto inhibitorio cuando fueron expuestas a estrés crénico, no siendo asi en

hembras EP. Esta diferencia en la sensibilidad no estaria dada por diferencias en los
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niveles de receptores p2-adrenergicos, seria de interés estudiar si el EP modifica la

afinidad o la actividad de estos receptores.

Tomados en su conjunto estos resultados indican que estrés prenatal en hembras
altera en linfocitos la respuesta a las hormonas del estrés (catecolaminas y
corticosterona) antes situaciones de estrés en la adultez, lo que llevaria a cambios en

la respuesta inmune especialmente bajo situaciones de estrés agudo.

Por otra parte, evidenciamos una disminucién en ganglios linfaticos de la expresion de
ARNmM de NT3 y BNDF en animales control estresados cronicamente. En animales EP

expuestos a estrés cronico no se encontré una disminucion adicional a la ya existente.

Estudiamos el efecto de nuevas situaciones de estrés en la adultez sobre el
comportamiento de las hembras. En general, la exposicién a estrés agudo no indujo
respuestas diferentes en EP respecto a los controles en las distintas pruebas
utilizadas. Asi, no se observaron cambios en el comportamiento de alternancia, se
evidencié para ambos grupos un aumento en la actividad locomotora y un peor
desempeno en la prueba de habituacion. Sin embargo, el comportamiento de tipo
ansioso fue similar para los controles expuestos a estrés agudo y los EP, no existiendo
un cambio en estos ultimos por exposicién a estrés agudo. De manera contraria, la
exposicion a estrés crénico afecté en mayor medida a las hembras EP en aquellas
pruebas que evaluan la memoria espacial. Asi, observamos que si bien el EP no
produjo modificaciones en la alternancia en condiciones basales, cuando fueron
expuestos a estrés crénico se observd una disminucion en el desempefio en la prueba
de alternancia, no asi en los controles. Por otro lado las hembras EP expuestas a
estrés crénico mostraron un menor indice de discriminacion en la prueba de
reconocimiento espacial de objetos. Sin embargo, en la prueba de habituacion tanto
controles como EP mostraron un peor desempefio. En la prueba de laberinto elevado
en cruz, el estrés crénico produciria un aumento en la ansiedad en animales control y

una disminucién de la ansiedad, aumentada basalmente, en animales EP.

Los resultados referentes a la expresion de neurotrofinas en el hipocampo, indicaron
una disminucién en los niveles de BDNF en animales control expuestos a estrés
cronico, pero no encontramos una disminucién adicional en animales EP expuestos a
estrés crénico. La disminucion de los niveles de BDNF esta de acuerdo con los

resultados encontrados por otros autores (Smith y col., 1995). EI mecanismo por el
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cual el estrés cronico regula los niveles de BDNF no se conoce, algunos autores
consideren el efecto de neurotransmisores y del sistema endocrino. No encontramos

diferencias en la expresion de las otras neurotrofinas analizadas.

Encontramos una disminucion en los niveles de IFN-y y de IL-2 en animales control
expuestos a estrés cronico, estos cambios no se observaron en animales EP como asi

tampoco un aumento adicional de IL-4 al ser expuestos a estrés cronico.

Finalmente, observamos un aumento en GR en hembras controles expuestos a estrés

cronico sin cambios adicionales en hembras EP.

En conclusion las hembras EP presentan una respuesta inmune desmejorada
ante situaciones de estrés agudo y un peor desempeiio en aquellas pruebas que
evaluan la memoria espacial al ser expuestas a estrés cronico. Las alteraciones
inmunolégicas podrian estar relacionadas con una disminuciéon del balance
Th1/Th2 y un aumento en los receptores de GR a nivel linfocitario inducidos por
el estrés prenatal. Sin embargo, bajo situaciones de estrés agudo lo que estaria
diferencialmente desbalanceado es la respuesta linfocitaria a los
glucocorticoides. Los trastornos conductuales podrian estar asociados a una
disminucion del BNDF y a un aumento de los receptores a GC en hipocampo
inducidos por estrés prenatal. Sin embargo, bajo situaciones de estrés cronico
lo unico que es diferencial el nivel aumentado de IL-4 en los controles presente
basalmente en los EP y la disminucion en IFN-y, e IL-4 presente en los controles

tras exposicion a estrés cronico ausente en los EP.

En este sentido, se ha demostrado que tanto el excesivo aumento como la disminucion
de los niveles fisiologicos de IFN-y, han sido asociados a una disminucion en la
capacidad de aprendizaje y memoria (Baron y col., 2008). Por otra parte se ha
demostrado que la normalizacién de niveles aumentados de IL-2 a nivel del SNC
conduciria a un mejoramiento de las funciones cognitivas en un modelo de adiccion a
metanfetamina (Loftis y col., 2013). Quizas lo mas relevante de nuestros resultados
sea el persistente aumento de IL-4, ya que ha sido reportado que un aumento
prologado de esta citoquina induce efectos pro-apotéticos en la microglia (Soria y col.,
2011). Ademas, hay un consenso actual en que la persistente elevacion de IL-4

impediria la funciéon de la inmunidad innata a nivel de SNC, necesaria para la

184



Discusiéon

eliminacion de restos celulares evitando la reparacion celular con el consecuente

deterioro de la capacidad cognitiva (Chakrabarty y col., 2012).

En lo referente a los machos, tanto los EP como los controles respondieron al estrés
agudo con un aumento en la actividad citotoxica de NK, asi como también con un
aumento en la capacidad fagocitica de macrofagos. Cuando fueron expuestos a estrés
crénico los animales EP mostraron un aumento en estos dos parametros no asi los
animales control. Probablemente en relacion al aumento en los niveles de IFN y en

estos grupos experimentales (Klein y Rager, 1995).

Respecto a la inmunidad adptativa, cuando los machos EP fueron expuestos a estrés
agudo presentaron una respuesta deficiente respecto a la observada para animales
controles, semejante a lo encontrado para las hembras. Sin embargo, tal como ocurrié

con las hembras, no se observaron diferencias en situacion de estrés cronico.

Cuando fueron expuestos a EA los machos EP respondieron con un menor aumento
en los niveles de corticosterona y cuando fueron expuestos a estrés crénico no hubo
diferencias significativas. El peso de las glandulas adrenales no fue diferente entre los
grupos. En cuanto a la sensibilidad de los linfocitos a corticosterona encontramos que
los machos control mostraron un aumento en el efecto estimulatorio a bajas dosis
cuando fueron expuestos a EA, en cambio en los machos EP el efecto estimulatorio
fue menor. Cuando fueron expuestos a EC, si bien no se encontraron diferencias
significativas podria verse una tendencia similar. En lo referente a las catecolaminas,
el EP no indujo diferencias en cuanto a los niveles bajo estrés agudo o cronico, ni
tampoco diferencias en la sensibilidad de los linfocitos a esta hormona. Es decir, que
en los machos, al igual que en las hembras, existiria una alteracion en la respuesta a

los glucocorticoides pero no a las catecolaminas.

Ademas no observamos cambios en la expresion de neurotrofinas en ganglio en

ninguno de los grupos experimentales utilizados.

En lineas generales los machos EP expuestos a estrés agudo o crénico en la adultez
no mostraron cambios en los parametros conductuales analizados con respecto a los
no expuestos. En los machos control tampoco se encontraron grandes diferencias
salvo una disminucion en el comportamiento tipo ansioso en los controles estresados

cronicamente. Ademas, no encontramos diferencias en las neurotrofinas, ni cambios
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en las citoquinas en los hipocampos de los grupos estudiados. Llamativamente,
observamos un aumento en el nivel de los GR en machos control estresados
cronicamente, sin encontrar un aumento adicional en los machos EP estresados

cronicamente.

En conclusién, los machos EP expuestos a estrés en la adultez tienen un
aumento en la respuesta inmune innata que estaria relacionado con un aumento
en los niveles de IFN-y. Sin embargo, presentan una disminucién en la
inmunidad adaptativa que fundamentalmente tendria relacién con el mayor
efecto inhibitorio ejercido por la corticosterona. Por otro lado, en los machos
tanto controles como EP, la exposicion a estrés agudo o crénico no indujo

alteraciones importantes en las pruebas comportamentales realizadas.

Se han realizado varios estudios para elucidar las diferencias en la respuesta al estrés
entre machos y hembras. Las hembras en condiciones basales poseen niveles
mayores de corticosterona que los machos, ademas tras la exposicion a estrés las
hembras producen mayores niveles de ACTH (Weinstock y col., 1998). Se ha visto que
la hembras en proestro, cuando los niveles de estrégeno y progesterona son altos,
tienen niveles de corticosterona mas altos que en diestro, cuando los niveles de
estrégeno y progesterona son bajos (Carey y col., 1995). Ademas se encontré que los
estrégenos aumentan la expresion de CRH mientras que los andrégenos la suprimen
(Iwasaki-Sekino y col., 2009). Las distintas regiones del eje HPA poseen receptores
para estrogenos y androgenos, por lo tanto, es de esperar diferente regulacion del eje
por estas hormonas en machos y hembras que podrian llevar a diferente respuesta
ante una situacién de estrés. Se observdé que las hembras poseerian menos
receptores de GR en hipotalamo e hipdfisis, ademas se encontré que el tratamiento
con estrégenos reduce la expresion de GR en hipocampo, hipotadlamo y la hipdfisis.
Esto llevaria a una retroalimentacion menor en las hembras que en los machos
(Bangasser y Valentino, 2014). En concordancia con estos hallazgos, en el presente
trabajo encontramos que las hembras tienen un nivel de corticosterona basal de tres a
cinco veces mayor que los machos y que el aumento inducido por estrés agudo es de
aproximadamente ocho veces en las hembras y de tres veces en los machos.
Ademas, los niveles de GR en hipocampo tienen un aumento mayor para los machos
que para las hembras bajo condiciones de EP respecto a sus correspondientes
controles, siendo su expresién practicamente el doble en los machos que en las
hembras EP.
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Ademas de los niveles del receptor, otro punto de regulacion seria la translocacion de
GR, el proceso por el cual el receptor se transloca al nucleo para inhibir la trascripcion
de ciertos genes como respuesta al estrés. Se ha observado que el estrés modula
diferentemente este mecanismo en machos y hembras (Bourke y col., 2012). Por lo
tanto con iguales niveles de GR la respuesta podria ser diferencial dependiendo de la

eficacia en la translocacion.

Recientemente, se ha visto que el estrés cronico induce un aumento de los niveles de
GR y una disminucion en de los niveles de MR, asociado con una disminucién del
volumen hipocampal, de las espinas dendriticas y de la neurogénesis (Orlovsky y col.,
2014), debido a las diferencias de afinidad de ambos receptores, el GR participa en los
procesos inducidos por estrés en cambio el MR actuaria en condiciones normales, se
ha visto que MR es necesario para mantener la estructura del hipocampo, mientras
que se vio que GR induciria la apoptosis de las células hipocampales (Almeida y col.,
2000). Seria de interés, determinar entonces en nuestro modelo los niveles de MR, en
especial si existen diferencias entre machos y hembras y si estos cambios se
correlacionan con trastornos conductuales. Ademas, también seria de interés evaluar

la actividad de estos receptores.

Por ultimo, cabe destacar que este primer estudio acerca del efecto del EP sobre el
comportamiento de las hembras no determinamos la fase del ciclo en las hembras. En
los ultimos afios se ha considerado que el hecho de no estar exactamente en la misma
fase del ciclo estral puede disminuir la homogeneidad de la poblacion en estudio y
llevar a efectos diferentes durante la manipulacion experimental. La mayoria de
estudios analizan el papel de las hormonas sexuales sobre diferentes parametros usan
el clasico paradigma de la ovariectomia y remplazo de estradiol y hembras prefiadas.
Pero, hay muy pocos estudios que analizan la influencia hormonal relacionada con la
fase del ciclo estral relativo al comportamiento y la respuesta inmune. Los hallazgos
mas solidos son que durante el proestro y el estro las ratas y ratones muestran menos
comportamiento de ansiedad que durante el diestro (Meziane y col., 2007). Sin
embargo en una reciente e interesante revision (Beery y Zucker, 2011) analizan el
sesgo del sexo en la investigacién biomédica y enfatizan que muchos de los estudios
que se han realizado en los ultimos 90 afios dan resultados replicables
independientemente de que se hayan realizado bajo control del ciclo estral. No

obstante, consideramos que seria interesante completar nuestros estudios realizando
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una correlacion entre la vulnerabilidad frente a situaciones de estrés y la fase del ciclo

estral.

Finalmente, nuestros resultados demuestran que la exposicion a estrés prenatal
produce una respuesta inmunoldgica deficiente tras exposicion a estrés agudo en la
vida adulta tanto para machos como para hembras. Este hallazgo de que la exposicion
a estrés prenatal induce una respuesta disminuida tras inoculacién de un antigeno T
dependiente es de crucial importancia. Ha sido propuesto (Dhabhar, 2009) que la
respuesta al estrés y sus efectos sobre la funcién immune puede ser vista dentro de
un espectro. Una region de ese espectro es caracterizada por condiciones de un
estrés de corta duracién (estrés agudo), que resultaria en una condicion fisiolégica que
llevaria a un aumento de la respuesta inmunoldgica. El otro lado del espectro estaria
caracterizado por repetida o prolongada exposicion a estrés (estrés crénico), que
puede resultar en la desregulacion o supresion de la respuesta inmune. En este
marco, ha sido sugerido que la exposicion a estrés agudo podria aumentar
selectivamente las condiciones del individuo para responder mas eficientemente a una
vacuna o a una infeccion, entre otros desafios. Sin embargo, nuestros resultados
mostrando que la exposicidn a estrés prenatal disminuye la respuesta humoral tras

exposicion a un estrés agudo seria un factor muy importante a tener en cuenta.

Por otra parte, como ya mencionamos, muchos de los cambios inducidos por
exposicion a estrés prenatal, se dan paralelamente en hipocampo vy linfocitos. El contar
con marcadores periféricos de susceptibilidad a estrés es importante para implementar
terapias tempranas, como una mayor estimulacion sensorial, motora y social
(denominada ambiente enriquecido) que puede contrarestar esa aumentada

susceptibilidad (Vazquez-Sanroman y col., 2013).
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Conclusion:

Los resultados encontrados nos permiten concluir que el estrés materno induce
cambios neuroinmunes en las crias. Estos cambios no producirian trastornos
importantes en la respuesta inmune en situaciones basales. A nivel conductual, las
hembras manifiestan algunas alteraciones, no asi los machos. Sin embargo, cuando
estos individuos deben enfrentarse a nuevas situaciones de estrés en la adultez,
presentarian una sensibilidad mayor a los efectos deletéreos del estrés tanto a nivel
inmunolégico como conductual. Observamos ademas un efecto diferencial del estrés
prenatal, en machos y hembras. Siendo las hembras mas sensibles a los efectos del
estrés cuando son expuestas a nuevas condiciones de estrés en la adultez.

Ademas, consideramos importante que los cambios producidos en el hipocampo se
reflejan en las células del sistema inmune y si bien falta muchisima experimentacién
es posible que cambios en la expresion de NT3, BNDF y aumento de IL-4 y
disminucion de INF-y puedan ser indicadores periféricos de una mayor susceptibilidad
a padecer trastornos en el aprendizaje y memoria tras situaciones de estrés crénico
como observamos en hembras expuestas a estrés prenatal. Por otra parte, el aumento
de receptores para GCs podria indicar una peor respuesta adaptativa especialmente
bajo un estrés agudo como encontramos para machos y hembras estresados

prenatalmente.

A continuacién se muestra un esquema de los resultados encontrados en esta tesis:
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