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RESUMEN

La depresidn es un trastorno psiquiatrico que afecta profundamente la calidad de
vida de las personas. A nivel mundial, 4,4% de la poblacién padece esta afeccion,
con mayor prevalencia entre las mujeres. Los conocimientos sobre las vias
moleculares precisas que subyacen a la depresion aun no se han dilucidado por
completo. Sin embargo, la evidencia acumulada a partir de estudios en roedores,
donde se induce un comportamiento depresivo mediante estrés psicosocial,
sugiere la participacion de multiples sistemas bioldgicos, incluidos el sistema
neuroendocrino, el sistema inmunitario y los circuitos neurales. Evidencia
reciente indica que la alteracion en las respuestas inmunes periféricas y la
neuroinflamacién orquestada por la microglia estan involucradas en la
patogénesis de la depresion y podrian explicar la ineficacia del tratamiento
convencional en un tercio de los pacientes. Lamentablemente, la mayoria de las
observaciones provienen de modelos murinos de estrés en machos, aunque se
sabe que existe dimorfismo sexual en la respuesta al estrés y la sintomatologia
depresiva. Por ello, el objetivo de este proyecto es evaluar el efecto del estrés
por aislamiento social (AS) en la inflamacién periférica y la neuroinflamacién en
ratones hembra. Se caracterizaron patrones conductuales asociados a
comportamiento depresivo en ratones hembra sometidas a AS durante 7
semanas. Ademas, se evaluo la inflamacién sistémica y la neuroinflamacion a
nivel del hipocampo, analizando distintas poblaciones celulares y la expresion de

citoquinas pro y antiinflamatorias.



ABSTRACT

Depression is a psychiatric disorder that profoundly affects the quality of life of
individuals. Globally, 4.4% of the population suffers from this condition, with a
higher prevalence among women. The precise molecular pathways underlying
depression have not yet been fully elucidated. However, evidence accumulated
from rodent studies, where depressive-like behavior is induced through
psychosocial stress, suggests the involvement of multiple biological systems,
including the neuroendocrine system, the immune system, and neural circuits.
Recent evidence indicates that alterations in peripheral immune responses and
neuroinflammation orchestrated by microglia are involved in the pathogenesis of
depression and may explain the ineffectiveness of conventional treatment in one-
third of patients. Unfortunately, most observations come from male rodent stress
models, although it is known that there is sexual dimorphism in the stress
response and depressive symptoms. Therefore, the aim of this project is to
evaluate the effect of social isolation stress (Sl) on peripheral inflammation and
neuroinflammation in female mice. Behavioral patterns associated with
depressive-like behavior were characterized in female mice subjected to SI for 7
weeks. Additionally, systemic inflammation and stress-induced
neuroinflammation were evaluated at the hippocampal level by analyzing different

cell populations and the expression of pro- and anti-inflammatory cytokines.



INTRODUCCION

1.1. Generalidades sobre el trastorno depresivo.

La organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la depresion como un
trastorno mental comun, caracterizado por la presencia de tristeza, pérdida del
interés o placer, sentimientos de culpa, falta de autoestima, trastornos del suefio
y del apetito, sensacion de cansancio y falta de concentracion (OMS, 2023). La
depresion es una patologia que interfiere con el diario vivir del paciente,
impidiendo que realice su vida de manera normal, siendo por lo tanto necesario,
poder diagnosticar tempranamente la enfermedad para correcto tratamiento.
Para que una persona sea diagnosticada con depresion, ésta debe cumplir con
al menos cinco de los nueve criterios descritos en el Manual diagndstico y
estadistico de los trastornos mentales, quinta edicién (DSM-5), los cuales hacen
referencia a los sintomas antes mencionados, incluyendo el criterio de

temporalidad de la sintomatologia.

El dltimo informe de la OMS sobre depresion a nivel global consideré a la
depresion como una de las condiciones médicas que provoca mayor agobio en
el mundo, situdndola en primer lugar de acuerdo con los afios de vida perdidos o

vividos con una discapacidad severa y de larga duracién (OMS, 2017). Este

10



mismo informe indica que a nivel mundial la depresion afecta alrededor de 280
millones de personas, siendo una de las principales causas de consulta
psiquiatrica (OMS, 2017). En Chile, se observa una prevalencia del 5% (OMS,
2017), siendo mas prevalente en mujeres que en hombres (Nazar et al., 2021),
mientras que en el afio 2010 la prevalencia anual global fue del 5,5% en mujeres
y 3,2% para hombres, representando una incidencia 1,7 veces mayor en mujeres
(Albert, 2015). A pesar de las claras diferencias asociadas al género, los estudios
clinicos y preclinicos de la patologia histéricamente han subestimado la variable
género, extrapolando los resultados de los experimentos realizados en poblacion

masculina a ambos sexos (Mir & Rivarola, 2022).

A la fecha, no se han descrito biomarcadores que permitan confirmar
clinicamente el diagndstico de depresién (C. Li et al., 2023), lo que representa un
gran obstaculo no solo para el diagnéstico certero de los pacientes, sino también
para la investigacion clinica y preclinica destinada a identificar las alteraciones
neurobiologicas especificas de la depresion (Krishnan & Nestler, 2008). A pesar
de los esfuerzos por dilucidar la base biologica de estos trastornos, la evidencia
clinica sigue siendo escasa. Por este motivo, los modelos animales son
herramientas poderosas para comprender la etiologia de la depresion, sobre todo
considerando las dificultades y lo invasivo que resulta estudiar el cerebro

humano.
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1.1.1. Modelos preclinicos de estrés asociados a comportamiento

depresivo en murinos.

Entre los modelos mas utilizados para estudiar la depresion, encontramos
diversos protocolos de estrés cronico en roedores (ratas y ratones), a los que se
les aplica una amplia gama de factores estresantes de manera sostenida en el
tiempo. Entre ellos se incluyen estimulos fisicos, como descargas eléctricas en
las patas, natacion forzada, privacion de alimento y agua, y/o factores
estresantes psicoldgicos, que no producen dolor fisico como tal, sino que
implican la anticipacién del dolor fisico, la incomodidad o el miedo (Atrooz et al.,
2021). Ejemplos de factores estresantes psicolégicos incluyen la separacion
materna, los ruidos fuertes, la inmovilizacién, la amenaza por depredacién vy el
aislamiento (Atrooz et al., 2021). Entre los paradigmas de estrés que utilizan
factores estresantes psicoldgicos destaca el de derrota social (DS), el cual utiliza
el conflicto social entre miembros de la misma especie, donde un macho
dominante ataca y fuerza a la sumision a otro animal introducido para generar
estrés psicoldgico (Hollis & Kabbaj, 2014). Otro paradigma utiliza la privacién o
aislamiento social (AS) como estresor, ya sea en las primeras etapas de la vida,
en la adolescencia o la adultez del roedor. EI AS consiste en separar a los
roedores de su camada y mantenerlos en jaulas individuales, sin contacto con
otros roedores y con minimo contacto humano. Estos protocolos, con diferencias
en su temporalidad (periodo de aislamiento y edad del animal al inicio del

protocolo), han sido ampliamente relacionadas con ansiedad severa y depresion
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(leraci et al., 2016; Marco et al., 2015). Estudios han determinado que el AS, ya
sea durante la adolescencia como en la adultez, escapaz de alterar la conducta
social de los animales e inducir comportamiento similar al ansioso y depresivo,
ademas de afectar la memoria espacial (Hu et al., 2023). Un modelo animal que
simula comportamiento y procesos emocionales complejos humanos representa
un desafio para la investigacion, no solo para inducir dicho comportamiento, sino
gue también para evaluar la aparicion del mismo (Belovicova et al., 2017). Por
esta razon, se han desarrollado pruebas conductuales para verificar y respaldar
una teoria de cognicién o emocion (Belovicova et al., 2017). La gran mayoria de
estas pruebas se basan en respuestas innatas de los animales, como, por
ejemplo, la exploracién de un espacio nuevo a través de la prueba de campo
abierto (OFT) (Tucker & McCabe, 2021), o el acicalamiento a través de la prueba
del “splash” (Bouguiyoud et al., 2021). Otras pruebas utilizan fuentes de
motivacion inherentes, como el miedo a ahogarse en la prueba de nado forzado
(FST) o la preferencia a consumir alimento palatable en la prueba de preferencia
ala sacarosa (SPT) (Belovicova et al., 2017). De este modo, podemos interpretar,
por ejemplo, que un animal que demuestre menos miedo por ahogarse en la
prueba FST o no prefiera consumir alimentos atractivos en SPT, presenta
comportamiento similar al depresivo, por otro lado, menos tiempo explorando un
area nueva durante la prueba OFT, puede indicar comportamiento similar al
ansioso (Acikgoz et al., 2022; Belovicova et al., 2017). En ese sentido, estudios

donde se utiliza el AS como modelo de estrés, han observado que luego de 4
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semanas de aislamiento, ratones macho, presentan un comportamiento similar
al ansioso en la prueba de OFT (Al Omran et al., 2022). Mientras que, cuando
se aislan ratones macho y hembra en la etapa de adolescencia durante 3 meses,
estos presentaron comportamiento similar al depresivo en la prueba FST y
demostraron ser menos sociables al presentarles a otro animal (Medendorp et

al., 2018).

De este modo, el AS se considera una forma de estrés psicosocial crénico, capaz
de inducir diversas alteraciones conductuales, pero también neuroldgicas,
endocrinolégicas e inmunoldgicas tanto en animales como en humanos
(Farbstein et al., 2021). Por ejemplo, el AS suprime la actividad neuronal en
algunas zonas de la corteza prefrontal, evidenciado mediante
inmunohistoquimica para el marcador de actividad neuronal c-Fos, observandose
una menor densidad de neuronas positivas para este marcador. Ademas, el AS
induce hipomielinizacion en varias regiones cerebrales (Hu et al., 2023), lo que
se ha asociado a déficit cognitivo(Hu et al., 2023). Un reciente estudio en
hombres y mujeres adultos mayores observé asociacién entre una disminucién
de la interaccion social con la pérdida de volumen cerebral, lo cual ademas se
asocié con la aparicibn de demencia (Walter & Sandsmark, 2023). Otros
hallazgos interesantes en poblacion humana (hombres y mujeres) determinaron
gue, tanto vivir en soledad como el sentimiento de soledad, se correlacionan con

un aumento de los niveles plasméticos del cortisol diurno y con la presencia de
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interleuquina (IL) -6, una citoquina proinflamatoria (Zilioli & Jiang, 2021). De la
mano con este Ultimo hallazgo, el AS en roedores también se ha observado que
favorece la secrecion de citoquinas proinflamatorias, como IL-6, IL-4 e IL-1,
observandose un incremento en sus hiveles plasmaticos en ratones macho

aislados durante 12 semanas, (Ding et al., 2024)

1.1.2. Etiopatogenia de la Depresion.

La depresion como enfermedad es considerada un desorden de origen
multifactorial y de sintomatologia heterogénea, lo que explica la gran dificultad
gue ha significado para la investigacibn en areas como la neurofisiologia y
neuropsiquiatria entender su fisiopatologia (Jesulola et al., 2018). El principal
desafio para comprender los mecanismos fisiopatoldégicos que subyacen a la
depresion, es que no existe una hipoétesis Unica que explique todos los aspectos
de los signos y sintomas de la depresion, siendo lo mas probable que la
depresion involucre multiples mecanismos interrelacionados que se manifiestan
como un conjunto. Entre los diversos factores que influyen en el desarrollo de la
depresion, se han descrito causas provenientes del entorno del paciente, factores
genéticos, asi como también hormonales e inflamatorias (Dudek et al., 2021;
Jesulola et al., 2018; Krishnan & Nestler, 2010). Multiples antecedentes muestran
gue eventos adversos de la vida son factores altamente precipitantes en el

desarrollo de la depresion. Muchos de ellos ocurren durante la infancia, como
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crecer en una familia de bajo nivel socioecondmico, experimentar maltrato infantil
y ausencia de los padres. Ademas, diferentes eventos adversos en la edad
adulta, como la humillacién o la pérdida de un familiar por muerte o separacion,
y la percepcion de soledad pueden aumentar considerablemente el riesgo de

depresion (Cordova-Palomera et al., 2016).

Los mecanismos bioldgicos que intentan explicar la fisiopatologia de la depresion
incluyen: i) la hipotesis de las aminas biogénicas; ii) la desregulacion del eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA); iii) la pérdida de la neuroplasticidad y iv) el
aumento de la secrecion de citoquinas inflamatorias (factores inmunol6gicos),

entre otros (Dudek et al., 2021; Jesulola et al., 2018).

1.1.2.1 Hipétesis de las monoaminas.

La primera gran hipotesis de la depresion se formulo el afio 1950 y proponia que
los principales sintomas de la depresion se deben a una deficiencia funcional de
los transmisores monoaminérgicos (monoaminas) cerebrales norepinhefrina
(NE), serotonina (5-HT) y/o dopamina (DA) (Brigitta, 2002; Schildkraut, 1974). Se
reconoce gque los sistemas monoaminérgicos son responsables de muchos
sintomas conductuales, como el estado de animo, la vigilancia, la motivacion, la

fatiga y agitacion o retardo. Estudios actuales reconocen que una reduccion en
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estos neurotransmisores, como consecuencia de defectos en la sintesis, el
almacenamiento o su liberacion, asi como una sensibilidad alterada de sus
receptores, da como resultado una disminucidon de la neurotransmisién y un
deterioro del rendimiento cognitivo que puede conducir a la depresion (Brigitta,
2002; Fang et al., 2023). La deficiencia funcional de estos neurotransmisores
puede deberse a la degradacién enzimatica de los neurotransmisores en la
hendidura sinaptica por parte de monoaminoxidasas (MAO), asi como también a
una disminucién de las funciones de los transportadores (Bowman et al., 2020;
Suchting et al.,, 2021). La hipoétesis serotoninérgica de la depresion se ve
respaldada por datos que muestran que el metabolismo de la serotonina se
reduce en pacientes deprimidos (Colle et al., 2020; Hirschfeld, 2000),
observandose una disminucion de serotonina y su precursor 5-hidroxitriptofano
en plasma, sin una disminucion del aminoécido precursor de ambas moléculas,
el triptéfano (Trp) (Colle et al., 2020). De este modo, se plantea que la
transformacion del Trp en quinurenina (KYN) a través de la enzima indolamin —
2,3 dioxigenasa (IDO), podria explicar la menor disponibilidad de Trp para la

sintesis de serotonina (A. K. Walker et al., 2019).

De este modo, los farmacos més utilizados como tratamiento para la depresion
son los antidepresivos que inhiben la recaptacion de serotonina (ISRS),
inhibidores de las enzimas MAO (MAOI) (Buch & Liston, 2021; Drysdale et al.,

2017) y antidepresivos triciclicos (ATC), que actian como antagonistas
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competitivos de las monoaminas en los receptores post-sinapticos (Kim et al.,
2023). Estos agentes son eficaces para aliviar los sintomas en un porcentaje
significativo de pacientes, sin embargo, se estima que entre el 10% y el 30% de
los pacientes con depresion no responden a los antidepresivos tipicos y que, por
ende, se requieren diferentes estrategias de tratamiento (Al-Harbi, 2012;

Voineskos et al., 2020).

1.1.2.2. Hipétesis del eje hipotadlamo pituitario adrenal.

Otros antecedentes han sugerido que la depresion puede estar relacionada con
una respuesta desadaptativa frente al estrés, que resulta en la activacion cronica
de las vias de respuesta al estrés del eje hipotdlamo- pituitario- adrenal (HPA)
(Hersey et al., 2022) y el sistema simpéatico-adrenal-medular (SAM) (O'Connor et
al., 2021). La activacion de la via SAM tienen como objetivo la supervivencia, sin
embargo, cuando se mantiene en el tiempo tiene repercusiones negativas para
el organismo (Miller & Raison, 2016; O'Connor et al., 2021; Russell & Lightman,
2019). Cuando un individuo siente una amenaza, el hipotdlamo activa al sistema
nervioso autbnomo (SNA), el cual desencadena la liberacion de las hormonas
noradrenalina y adrenalina, también conocidas como catecolaminas, a nivel de
la glandula suprarrenal. Estas se transportan rapidamente a través del torrente
sanguineo para poner al organismo en alerta, para que este pueda responder

mediante mecanismos de “lucha o huida” (Herman et al., 2016; McEwen, 2007)
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La via de respuesta al estrés a través del eje HPA tarda mas tiempo en activarse,
pero su duracidon es mas prolongada (Sapolsky et al., 2000). La activacion de
este eje producira la liberacion de vasopresina y del factor liberador de
corticotropina (CRF), desde el hipotadlamo, el que a nivel de la glandula pituitaria
estimulara la liberacion de la hormona adrenocorticotréfica (ACTH), la que a su
vez estimulara la produccion de glucocorticoides (GC): cortisol y corticosterona
en la glandula suprarrenal (Stephens & Wand, 2012). Los GC son liberados a la
circulacién sistémica, lo que les permite viajar a sus tejidos diana y producir sus
efectos metabdlicos, cardiovasculares, inmunologicos y  cognitivos

caracteristicos (Ramamoorthy & Cidlowski, 2016).

El eje HPA se autorregula mediante retroalimentacién negativa, de forma que
niveles elevados de GC inhiben la secrecion de CRH y ACTH (Ramamoorthy &
Cidlowski, 2016). El cortisol secretado por la glandula adrenal se une con gran
afinidad a los receptores de mineralocorticoides (MR) y con menor afinidad a los
receptores glucocorticoides (GR). Los GR estan distribuidos ampliamente en el
cerebro, mientras que los MR estan localizados principalmente en el hipocampo
(Meijer et al., 2019). Los pacientes que sufren de depresién exhiben una
resistencia a la retroalimentacién de GC que conduce a una mayor actividad del
eje HPA (Pariante & Lightman, 2008; Wang et al., 2023), caracterizandose por

una liberacién exagerada de GC (Perrin et al., 2019). De este modo, el desarrollo
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de depresion ha sido relacionada con una desregulacion del eje HPA y sus
receptores MR y GR (Keller et al., 2017). Estudios clinicos han observado que
pacientes expuestos a estrés sostenido en el tiempo, pueden presentar deterioro
a nivel cerebral y otros érganos debido a las elevadas concentraciones de GC, lo
gue se ha asociado al desarrollo de patologias neuropsiquiatricas, asi como
también autoinmunes, cardiometabdlicas, entre otras (Glaser & Kiecolt-Glaser,
2005; Ortega-Montiel et al., 2015; Powell et al., 2013; Smith & Vale, 2006; Tyagi

et al., 2022).

Diversos modelos animales evidencian la participacion del eje HPA y de las
hormonas GC en la patogenia de la depresion, demostrdndose que la
administracion exdgena de corticosterona en modelos murinos machos es capaz
de inducir un comportamiento similar al depresivo (David et al., 2009; Sturm et
al., 2015; Zalewska et al., 2018; Zhang et al., 2015). Por otro lado, la induccion
de estrés en animales de manera cronica, por ejemplo, a través de DS en
machos, activa el eje HPA, evidenciado como un aumento de la secrecion de
corticosterona acompafado de comportamiento depresivo (Emudainohwo et al.,
2023). Finalmente, y de manera interesante, se reconoce que los GC tienen
propiedades antinflamatorias a corto plazo, sin embargo, la elevacién crénica de
GC puede desregular la respuesta inmunolégica, produciendo un aumento de la
expresion de biomarcadores inflamatorios tales como IL-6, IL-1, factor de

necrosis tumoral alfa (TNF- a), entre otras (Frank et al., 2013).
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1.2. Alteraciones del sistema inmune en la depresion.

Como se menciono anteriormente, la respuesta al estrés contempla la activacion
e interaccién de los ejes SAM y HPA para restaurar el proceso homeostatico. Sin
embargo, esta activacion tiene repercusiones en un tercer sistema; el sistema
inmune (Elenkov & Chrousos, 2006). Se ha postulado que el estrés prepararia al
organismo para enfrentar potenciales amenazas del ambiente y asi anticipar la
defensa frente a dafios fisicos y patdgenos, involucrando la produccion de
citoquinas-proinflamatorias como la IL-6 (Miller & Raison, 2016). Esto permite
explicar por qué el estrés promueve una respuesta inflamatoria incluso en
ausencia de agentes infecciosos. De esta forma, se ha observado en pacientes
con depresién un aumento en los niveles de la proteina C reactiva (PCR) y
lascitoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a en plasma (Godoy et al., 2018).
Ademas, estudios en humanos sugieren que la exposicién crénica a GC tendria
un efecto proinflamatorio, modificando la distribucién y funcién de las células
inmunes (Dhabhar, 2014; Morey et al., 2015), pudiendo incrementar el trafico
sistémico de linfocitos y monocitos (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015) y la
secrecion de citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a (Haapakoski et
al.,, 2015). Estas citoquinas, en conjunto con elevados niveles de cortisol,
favorecerian la produccién de proteinas de fase aguda como la PCR (Schreier &

Chen, 2017).
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Un estudio en roedores utilizando DS en machos, observéo mediante citometria
de flujo un aumento de la poblacion de linfocitos proinflamatorios T helper 17
(Th17), asi como una disminucion de la poblacién de linfocitos anti-inflamatorios
T reguladores (Treg) en bazo, sugiriendo que el estrés por DS promueve
inflamacion sistémica (Ambree et al., 2019). De manera similar, se ha reportado,
también mediante citometria de flujo, que el estrés por restriccion crénica (CRS)
en ratones macho, produce una disminucion de la poblacién de linfocitos CD4+y
un aumento de la relacién Th1/Th2 en bazo (Zhao et al., 2015), sugiriendo que
modelos crénicos de estrés pueden inducir incrementos de poblaciones celulares
proinflamatorias. Estudios en pacientes con depresion, por otro lado, han
observado que el incremento de marcadores inflamatorios no se limita
Unicamente a la periferia, sino también en sistema nervioso central (SNC).
Diversos estudios han reportado un incremento en la expresion de varios genes
y proteinas del sistema inmune, tales como el receptor tipo Toll (TLR) 3, TLR4,
IL-18, IL-6 y TNF-a en muestras de cerebro post mortem de pacientes con
depresion (Dowlati et al., 2010; Harsanyi et al., 2022; Miller et al., 2019; Shelton

et al., 2011), indicando que en estos pacientes también existe neuroinflamacion.

1.2.1. Neuroinflamaciéon y depresion

Una perspectiva psiconeuroinmunologica, sugiere que la depresion esta mediada

en parte, por respuestas inflamatorias a nivel periférico y central
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(neuroinflamacién) (Jeon & Kim, 2016), donde las citoquinas proinflamatorias
juegan un papel fundamental. La neuroinflamaciéon se puede definir como la
respuesta inflamatoria que tiene lugar ya sea en el cerebro o en la medula
espinal, y estd mediada por citoquinas, quimioquinas y especies reactivas del
oxigeno (ROS), entre otros, los que son producidos por las células de la
microglia, astrocitos células endoteliales y células inmunes de la periferia

(DiSabato et al., 2016).

Anteriormente se creia que el cerebro estaba “inmunoprivilegiado” debido a la
barrera hematoencefalica (BHE), sin embargo, estudios mas recientes respaldan
el concepto de que el aumento de la actividad inmunitaria y la liberacién de
citoquinas proinflamatorias en la periferia influye directamente en un aumento de
la permeabilidad de la BHE producto del estrés (Menard et al., 2017), alterando
la quimica cerebral que subyace a los trastornos psiquiatricos (Chang et al., 2024;
Dantzer et al., 2008; Hoprekstad et al., 2024; Maes et al., 2009; Miller et al., 2009).
La evidencia indica que la presencia de citoquinas proinflamatorias en el cerebro,
como las que se han observado producto del estrés (Song et al., 2020), puede
afectar las vias metabdlicas y moleculares involucradas en la produccion,
liberacion y recaptacion de neurotransmisores que afectan los circuitos
neuronales que regulan el comportamiento y que se encuentran alterados en
varios trastornos neuropsiquiatricos, incluida la depresion (Dudek et al., 2020;

Miller & Raison, 2016; Raison et al., 2010). Por ejemplo, IL-1B y TNF-a pueden
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reducir la disponibilidad de monoaminas al aumentar la expresion y funcién de
los transportadores de serotonina mediante la activacion de las vias de la
proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK) (Miller & Raison, 2016; Zhu et
al., 2010). Ademas, pueden disminuir los precursores de monoamina al activar la
enzima IDO, que descompone el Trp, el principal precursor de la serotonina, en

KYN (Miller & Raison, 2016). Estos mecanismos se resumen en la Figura 1.
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Figura 1. Representacién esquematica de mecanismos Yy vias
neuroinflamatorias mediante las cuales la inflamacién se relaciona con la
depresion. En el contexto de la depresion, citoquinas provenientes de circulacion
como IFNy, IL-18 y TNF ingresan al cerebro y son capaces de activar a las células
astrogliales y microgliales. Estas ultimas, frente al estrés, pueden secretar
citoquinas inflamatorias. Este ambiente inflamatorio favorece la disminucion de
los precursores de neurotransmisores de serotonina (5HT) (triptéfano (trp)), y
dopamina (DA), norepinefrina (NE) y adrenalina (E) (tirosina (tyr)), a través de su
conversion a quinurenina (KYN) y posteriormente a acido quinolinico (QUIN), un
agonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR), por la enzima IDO presente
en microglia reactiva. La microglia reactiva aumenta la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS). En
astrocitos, existe una mayor liberacion de glutamato (Glu, con menor capacidad
de recaptacion). El exceso de Glu, especialmente cuando se une a NMDAR,
puede provocar excitotoxicidad glutamatérgica y una disminucion del factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF). Modificado de (Miller & Raison,
2016)
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Se ha propuesto que las citoquinas generadas en la periferia atraviesan la BHE
y llegan al cerebro, promoviendo neuroinflamacion mediante la activacion de las
células gliales: astrocitos y microglia. El astrocito corresponde a la célula glial
mas abundante en el cerebro, participando de la regulacion de distintos procesos
cerebrales como la sinaptogénesis, neurotransmision, soporte metabdlico y
trofico, ademas de neurogénesis, control de la permeabilidad de la BHE, entre
otras funciones (Siracusa et al., 2019; Yao et al., 2023). Interesantemente,
estudios tanto en humanos como en modelos animales han encontrado cambios
en la densidad, la morfologia y la funcion de astrocitos asociados a la depresion
(Torres-Platas et al., 2016; Zhou et al., 2019). Por ejemplo, estudios en post
mortem de pacientes con depresion han demostrado reduccion en el niumero de
astrocitos por area en ciertas zonas del hipocampo (Cobb et al., 2016; Torres-
Platas et al., 2016), mientras que modelos de depresion en murinos demuestran

atrofia de las células astrogliales también en hipocampo (Zhao et al., 2018).

Sin embargo, la célula més estudiada en el contexto de la depresion es la
microglia, la cual corresponde a la principal célula inmunitaria que protege el
parénquima cerebral, siendo capaz de responder a cambios en el microambiente
cerebral y adoptar varios fenotipos estructurales y funcionales de manera
dependiente del contexto (Dermitzakis et al., 2023; Frost & Schafer, 2016). Son
células de origen mieloide derivadas del saco vitelino y constituyen alrededor del

10% de las células cerebrales (Dermitzakis et al., 2023; Frost & Schafer, 2016)
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Aun cuando son la poblacion menos abundante de células no neuronales, tienen
una inmensa variedad de funciones biol6gicas en el cerebro maduro y en
desarrollo (Dermitzakis et al., 2023). La microglia sensa contantemente el medio,
de modo que es capaz de proporcionar una defensa de primera linea contra
infecciones y dafios de los tejidos. Ademas, ayuda a formar circuitos neuronales
en el cerebro en desarrollo, a través de la secrecidn de factores neurotréficos y
la fagocitosis de las neuronas dafiadas (Schlegelmilch et al.,, 2011),
interaccionando constantemente con otras células cerebrales, como las neuronas
y los astrocitos, para mantener la homeostasis cerebral (Afridi & Suk, 2023;

Wohleb, 2016).

En condiciones homeostaticas, la microglia presenta un fenotipo quiescente, el
cual se caracteriza por presentar una morfologia ramificada con un soma
pequeiio y con numerosos Yy finos procesos celulares (Fig. 2A) (Kreutzberg,
1996). A este estado se le llama en literatura clasica “reposo” sin embargo, la
microglia en estado homeostético esta inspeccionando el espacio extracelular,
por lo que en realidad no se encuentra en completo reposo (Paolicelli et al., 2022).
En condiciones inflamatorias, la microglia sufre extensos cambios morfolégicos y
funcionales principalmente para neutralizar los procesos inflamatorios en curso.
La morfologia de una microglia reactiva presenta una variabilidad enorme y

depende del estado de activacion y de la localizacion de la célula (Jurga et al.,

2020). Una morfologia hiperramificada (Fig. 2B), presenta mayor niumero de
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ramificaciones o0 procesos y soma mas grande, mientras que, la morfologia
hipertréfica (Fig. 2C) describe aumento del tamafio celular, de modo que, ademas
de un soma mas grande, se observan ramificaciones mas gruesas, pero mas
cortas. Finalmente, una morfologia completamente ameboide (Fig. 2D), se
describe como una microglia con mayor poder fagocitico, que pierde sus
ramificaciones y presenta un soma de gran tamafo (Beynon & Walker, 2012). La
microglia quiescente u homeostatica y la microglia reactiva corresponden a dos
tipos de morfologia opuestas, que delimitan el amplio espectro de fenotipos
intermedios, los cuales dependen del tipo de activacion y de la temporalidad del
proceso inflamatorio (Jurga et al., 2020). Se ha demostrado que las funciones
inmunitarias de la microglia son beneficiosas en entornos neuroinflamatorios
agudos, asi como en enfermedades neurodegenerativas (Frost & Schafer, 2016).
Sin embargo, el aumento de la activacion de la microglia inflamatoria durante
periodos cronicos da como resultado una exacerbacion de la neuropatologia en

curso (Afridi & Suk, 2023; Wohleb, 2016).

De manera interesante, en cerebros post mortem de pacientes deprimidos, hay
un aumento en la proporcién de células microgliales con morfologia reactiva en
comparacibn con los cerebros control (Torres-Platas et al.,, 2014).
Interesantemente, estos aspectos son replicado en modelos murinos de estrés
cronico, donde ratones macho sometidos a un modelo de estrés crénico no

predecible (CUS), el cual consiste en someter a los roedores a una serie de
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estimulos estresantes aleatorios que no le dan la oportunidad de acostumbrarse,
presentan un comportamiento tipo depresivo, acompafiado de cambios en la
morfologia de células microgliales, las cuales presentaron un soma de mayor
tamafio con ramificaciones mas complejas, y astrogliales, que presentaron un
aumento de un 25% de su tamafio comparadas con los controles no estresados
(Du Preez et al.,, 2021). Interesantemente, las células microgliales expresan
diversos receptores que se han asociado al desarrollo de depresion, tales como
el receptor de quimioquinas 1 CX3C (CX3CR1) (Y. Liu et al.,, 2020) y TLR4
(Zhang et al., 2020) (Afridi & Suk, 2023; Liu et al.,, 2014). En el contexto
inflamatorio, estos receptores pueden ser activados por patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPSs), los que pueden activar diversas vias de sefializacion,
gue incluyen la glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK3), el factor nuclear kappa
potenciado por la cadena ligera de las células B activadas (NF-kB) y el dominio
de unidn a nucledtidos, la repeticidn rica en leucina y el dominio pirina de la familia
NLR 3 (NLRP3), los cuales inducen el incremento en la expresion y liberacion de
IL-1B, IL-6, TNF-a, por parte de la microglia. La activacion de la via NLRP3
conduce al ensamblaje de un complejo multiproteico llamado inflamasoma
NLRP3, que activa la caspasa-1 y, posteriormente, promueve la maduracion y
liberacion de citoquinas proinflamatorias, como la IL-1B y la IL-18 (Smith et al.,
2012) La activacion de estas vias se ha informado en varios modelos animales
de depresion inducida por estrés, incluido el estrés cronico por DS, CUS y CRS

(Afridi & Suk, 2023; Cheng et al., 2016; Jiang et al., 2022; Liu et al., 2014).
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Figura 2: Principales fenotipos microgliales descritos en cerebro humano.
A. Quiesciente; se relaciona con condiciones no patologicas. En este estado las
microglias se caracterizan por sus procesos ramificados y soma pequefo. En
respuesta a dafo la microglia se activa, de modo que presentara cambios
morfolégicos que responderan a la intensidad y naturaleza de la injuria. Esto es:
B. Hiper ramificada, donde aumentara el tamafio del soma y ganara mayor
numero de ramificaciones; C. Hipertréfica, corresponde a un estado reactivo
donde la microglia engrosa sus ramificaciones y se retrae; D. Ameboide, o
fenotipo fagocitico donde el soma celular aumenta de tamafio y los procesos

desaparecen.
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1.3. Dimorfismo sexual en depresion

Es esencial destacar la abundante evidencia experimental que documenta las
diferencias asociadas al género en el funcionamiento cerebral (Cahill, 2006), asi
como en la respuesta al estrés y los farmacos (Labonte et al., 2017). Estas
diferencias no solo se reflejan en distintas respuestas frente al mismo agente
estresante, sino a diferencias fisioldgicas en la regulacién de los mediadores del
estrés (Franceschelli et al., 2014). Por ejemplo, se ha observado una mayor
prevalencia de trastornos conductuales como el autismo en hombres (Loomes et
al., 2017), mientras que la ansiedad (McLean et al., 2011) y la depresion (S. Li et
al.,, 2023) son mas comunes en mujeres. Por otro lado, en ratas hembra
sometidas a CUS, se observan niveles mas bajos de neurotransmisores clave
en la patologia de la depresion; como serotonina y norepinefrina en el hipocampo
y niveles elevados de glucocorticoides en plasma en comparacién con machos
(Xia et al., 2022). De los diferentes modelos de estrés cronico, el modelo de
estrés CUS es uno de los modelos de estrés mas utilizados. No obstante, solo
algunos estudios han evaluado el comportamiento ansioso-depresivo en
roedores hembra (Franceschelli et al., 2014), dificultando la extrapolacién e

interpretacion de resultados.

El modelo de estrés por AS afecta el comportamiento de los animales de manera
diferencial entre machos y hembras. Sin embargo, no existe evidencia respecto

a los efectos del AS sobre la fisiologia en hembras (Guo et al., 2004; Sullens et
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al., 2021). De esta forma, encontramos que el estudio del estrés en hembras ha
sido largamente descuidado en la literatura cientifica, afectando la capacidad de
extrapolar algunos de estos resultados a poblacion humana femenina

(McCullough et al., 2014).

A pesar de los antecedentes presentados, se evidencia una notable carencia de
estudios exhaustivos que caractericen las complejas alteraciones en las
respuestas inmunolégicas en modelos de hembras, especialmente en el contexto
de la depresién inducida por estrés y el paradigma del AS. Esta laguna en el
conocimiento cientifico es especialmente relevante dado que las investigaciones
predominantemente se han centrado en modelos de machos, que, al extrapolarlo
a humanos, son menos prevalentes a padecer la patologia. Esto limita nuestra
comprension de cémo los factores de estrés afectan diferencialmente a los
sistemas inmunoldgicos de ambos sexos. Por lo tanto, resulta crucial abordar
esta brecha para obtener una visibn mas precisa de los mecanismos subyacentes
a la interaccion entre estrés, depresion e inmunidad en las hembras, asi como
para desarrollar enfoques terapéuticos mas efectivos y personalizados para esta

poblacién particularmente vulnerable.
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2. PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Existe un gran volumen de evidencia experimental que documenta diferencias
ligadas al sexo en cuanto a la estructura y funcionalidad de ciertas regiones
cerebrales y a las respuestas fisiolégicas en la depresion y el estrés. A pesar de
todos estos interesantes resultados, el mayor porcentaje de estos estudios sélo
se harealizado en ratones macho, por lo que la evidencia sobre si estos aspectos
aplican también en hembras es escasa. Esto indica que los resultados obtenidos
a la fecha en machos no necesariamente modelaran de manera correcta lo que
sucede en hembras. En concreto, para el estrés por AS, hay estudios que
evidencian diferencias en el comportamiento entre machos y hembras, pero no
hay evidencia sobre los efectos que puede tener el AS sobre la respuesta

inmunitaria en hembras.

De este modo surge la siguiente pregunta de investigacion:
¢, Cual es el efecto del estrés por aislamiento social sobre la conductay la

respuesta inflamatoria en ratones hembra?
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lIl. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:
El estrés por aislamiento social promueve sintomatologia depresiva asociada a

una respuesta inflamatoria periférica y central en ratones hembra.

Objetivo General:
Evaluar el efecto del estrés por aislamiento social sobre la respuesta inflamatoria

periférica y central en hembras.

Objetivos especificos:
1. Caracterizar patrones conductuales asociados a
comportamiento depresivo en ratones hembra sometidas a

estrés cronico por aislamiento social.

2. Analizar la respuesta inflamatoria celular a nivel periférico en

ratones hembra sometidas a estrés por aislamiento social.

3. Evaluar parametros inflamatorios a nivel cerebral en ratones

hembra sometidas a estrés por aislamiento social
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IV. METODOLOGIA

4.1. Modelo animal de estrés:

En el contexto de esta tesis, se trabajé con ratones hembra de la cepa C57BL/6
wild type. A partir de las 12 semanas de edad, los animales se hospedaron
durante 8 semanas en jaulas individuales (AS) o compartiendo jaula con otros 4
o 5 individuos (controles). Para comparar los efectos del estrés por AS sobre el
comportamiento, se utilizé animales machos de la misma edad y en las mismas
condiciones de vivienda. Todos los animales fueron mantenidos en el bioterio de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcién (CREAV),
en condiciones de luz/oscuridad de 12h/12h, con agua y comida chow estandar
ad libitum. Se registr6 dos veces por semana el peso de los animales en balanza
digital, mientras que la ingesta de alimento por jaula se midi6 desde las 4

semanas de aislamiento (Figura 3).

Todos los protocolos de manipulacibn animal y eutanasia a término de
experimento se realizaron acorde al comité de ética de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Concepcion (codigo interno: CEBB 1685-2024
del proyecto VRID:2023000819) y al comité de ética cientifico de la Universidad

San Sebastian (codigo interno: 03-2019-20) .
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Figura 3: Linea de tiempo experimental y grupos experimentales Hasta el
inicio del aislamiento los animales vivieron en camadas, al dia postnatal 84 (P84)
los animales fueron asignados en dos grupos: una camada continué viviendo en
grupo, mientras que la otra camada fue separada en jaulas individuales y llevadas
a la sala de aislamiento dispuesta en las instalaciones de CREAV UdeC. El
registro del peso corporal se realiz6 desde el dia 1 de aislamiento dos veces por
semana, mientras que el registro de la ingesta se inici6é luego de 4 semanas de
aislamiento, dos veces por semana. Durante la semana 7 de aislamiento, el
comportamiento de los animales control y aisladas fue evaluado mediante una
bateria de pruebas de comportamiento que incluye OFT, LDBT, ST y FST (en
ese orden). A punto final, P140, se diseccionaran los bazos y los cerebros y se

recolectara sangre de la cavidad toracica de los animales.
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4.2. Analisis conductual

4.2.1 Prueba de campo abierto:

La prueba de campo abierto (OFT, por sus siglas en inglés) se basa en el conflicto
entre la tendencia del animal a explorar un area nueva y la evitacion de la
naturaleza aversiva del entorno nuevo expuesto. Los roedores tienden a evitar la
zona central de la arena, manteniéndose en estrecho contacto con las paredes
de la arena y como tal, la evitacidén de la zona central se ha utilizado como una
medida de la ansiedad inducida por la exposicién a un entorno nuevo (Tucker &

McCabe, 2021).

Para llevar a cabo esta prueba, los animales se posicionaron en una esquina del
campo de prueba delimitado por 45 cm x 45 cm y se filmo la actividad de los
animales durante 10 minutos. Después se analizé el tiempo en el centro de la
caja o en los bordes, para ello se delimit6 un margen virtual de 9 cm, que
representa el limite del centro de la caja. El analisis del tiempo en el centro y
periferia se realiz6 con el programa Kinoscope, mientras que el analisis de la
distancia recorrida y velocidad promedio del animal fueron obtenidas mediante el

programa Toxtrack (Umea University).
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4.2.2. Prueba Light/Dark box:

la prueba de transicién entre luz y oscuridad o “light/dark box” (LDBT) es una de
las pruebas mas utilizadas para medir el comportamiento similar a la ansiedad en
ratones. La prueba se basa en la aversion natural de los ratones a las zonas muy
iluminadas y en su comportamiento exploratorio espontaneo en entornos nuevos.

(Erk et al., 2023; Takao & Miyakawa, 2006)

Para realizar esta prueba, los animales se colocaron en la esquina de la caja de
42 cm x 42 cm, la cual estaba dividida en un compartimento o camara iluminada
y otro oscuro unido por un agujero de 10 cm x 10 cm. Se film¢ la actividad de los
animales durante 5 minutos y fueron evaluados los parametros de latencia hasta
la primera entrada a la camara iluminada y el tiempo que pasaron en la camara

iluminada como medida de ansiedad.

4.2.3. Prueba de nado forzado:

Esta prueba consiste en forzar a los animales a nadar en un cilindro lleno de agua
del que no pueden escapar, después de un cierto tiempo, los animales quedan
inméviles en lo que se interpreta como un estado de desesperanza ante la
imposibilidad de escapar. Un aumento en la duracion de la inmovilidad de los

sujetos durante FST representa una mayor fatiga y/o desesperacion conductual,
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lo cual es relacionado en literatura como comportamiento depresivo

(Yankelevitch-Yahav et al., 2015).

Para llevar a cabo esta prueba, los animales se introdujeron en un cilindro plastico
transparente con agua hasta tres cuartos de su capacidad, a una temperatura de
22°C. La prueba tiene una duracién de 6 min, de los cuales los 2 primeros minutos
no son considerados para la evaluacion del comportamiento del animal sino se
utilizan como periodo de ambientacion, durante la prueba, los animales son
observados por el investigador para asegurar el bienestar de estos. Se evalué el
tiempo de natacion o lucha e inmovilidad, registrando la duracion utilizando el

programa Kinoscope.

4.2.3 Prueba Splash:

Para determinar comportamiento depresivo en los animales se evaluo a través
de la prueba “splash” la disminucion del autocuidado. La prueba consiste en
registrar el tiempo que los animales pasan haciéndose aseo luego de ser rociados
con una solucion viscosa (Bouguiyoud et al., 2021). El protocolo consistié en
rociar una solucion de sacarosa al 10% sobre el pelaje dorsal del animal. Se

registro la frecuencia, latencia y duracion del acicalamiento durante 5 minutos.
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4.3 Obtencion de sangre y tejidos.

Al finalizar el periodo de aislamiento, se obtuvo sangre mediante puncion en la
vena facial y se recolecté en un tubo con 20 pL de heparina (5000UI/mL,
Laboratorio Sanderson, Chile). Se utilizaron 50 pL de la sangre recolectada para
analisis por citometria, mientras que el resto fue centrifugado a 3000 rpm durante
15 minutos para recolectar plasma, el cual se almacen6 a -80°C hasta su uso.
Los animales fueron eutanasiados por dislocacion cervical, posterior a una
inyeccion i.p. de una mezcla del anestésico ketamina con el sedante xilazina en

una proporciéon 1:1 (v/v).

4.4. Obtencion de esplenocitos.

A través de una incision en el costado izquierdo del animal, se extrajo el bazo, el
cual se mantuvo en PBS (Tampon fosfato salino; NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM),
Na2HPO4 - 7H20 (8,0 mM), KH2PO4 (1,5 mM)) 1X + 5% suero bovino fetal
(SBF). Los bazos fueron colocados en un cell strainer de 70 um (Corning) y
utilizando el émbolo de una jeringa fueron disgregados en 5 mL de PBS 1X +
SBF 5%, luego se centrifugaron a 2000 rpm. Para eliminar los globulos rojos del
precipitado se realizé una lisis con buffer ACK (amoniaco-cloruro-potasio) (Gibco)
durante 2 minutos, posteriormente se recuperaron los esplenocitos por

centrifugacion. Los esplenocitos fueron resuspendidos en PBS 1X + SBF 5% y
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se ajustdé el nimero de células por animal a 2 x10 ¢ células para su posterior

tincion para citometria.

4.5. Tincion para citometria de Flujo.

Para determinar la frecuencia de linfocitos Treg en sangre, se realiz6 una
citometria de flujo utilizando 50 L de sangre obtenidos al punto final. Tras una
incubacion con 100 uL de buffer de lisis ACK (Gibco) durante 10 minutos a 37°C
para lisar eritrocitos, se hizo dos tinciones: primero para identificar neutréfilos, se
utilizo los anticuerpos anti-CD45-FITC y anti-Ly6G-APC. A una concentracion de
1:100 y 1:200 respectivamente. Para identificar células Treg, se marco con los
anticuerpos anti-CD4-APC (Biolegend), anti-CD25-PECy7 (BDBiosciences) y
anti-Foxp3-PE (Invitrogen) a una concentracion de 1:100, 1:200 y 1:100,
respectivamente. Para la tincidn intracelular con el anticuerpo anti-Foxp3-PE, se
realiz6 una permeabilizacion y fijacion de las células utilizando el kit eBioscience

FOXP3/transcription factor staining Buffer set (Invitrogen, USA).

Para determinar la frecuencia de Treg en el bazo, se tifieron 3 x 1076 esplenocitos
con los anticuerpos unidos a fluoréforos anti-CD4-APC (Biolegend), anti-CD25-
PECy7 (BDBioscience), anti-Foxp3-PE (Invitrogen) y anti-CD44-PerCP-Cy5.5
(BDBioscience) a concentraciones de 1:100, 1:200, 1:100 y 1:200,

respectivamente. Para la tincién intracelular con el anticuerpo anti-Foxp3-PE, se
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realiz6 una permeabilizacién y luego una fijacion de las células con el kit
eBioscience FOXP3/transcription factor staining Buffer set (Invitrogen, USA) para

permitir su analisis posterior.

Para el andlisis de los linfocitos Thl y Th17, las células aisladas del bazo y los
linfonodos fueron estimuladas con 50 ng/mL de acetato de forbolmiristato (PMA)
(Merck, Alemania) y 1 pg/mL de ionomicina (Merck, Alemania), en presencia de
10 pg/mL de brefeldina A (Sigma, USA) durante 4 horas en una estufa a 37°C
con un 5% de CO2. Posteriormente, las células fueron incubadas durante 30
minutos a 4°C con el anticuerpo anti-CD4-APC (BD Pharmingen). Finalmente, las
células fueron permeabilizadas durante 45 minutos a 4°C con el kit FOXP3
Cytofix/Cytoperm buffer (eBioscience, USA), e incubadas durante 16 horas a 4°C
con los anticuerpos conjugados a fluoroforos contra IFN-y-PerCP-Cy5.5 (BD
Pharmingen) e IL-17A-AF488 (BD Pharmingen) para la identificacion de los

linfocitos Thly Th17, respectivamente.

4.6. Citometria de flujo.

Después del marcaje, las células fueron centrifugadas y resuspendidas en 100
uL de PBS 1X. El andlisis de las subpoblaciones se llevo a cabo en el equipo
FACS Canto Il (BD BioScience) junto con su software FACSDiva (BD

Bioscience), utilizando 50.000 eventos por muestra. Se registraron tanto los
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porcentajes como la intensidad media de fluorescencia (MFI) de cada marcador.

Para el andlisis de los datos obtenidos, se utiliz6 el software FlowJo (Tree Star).

Tabla 1: Anticuerpos utilizados para citometria de flujo.

Anticuerpo Clon Compaifiia Caddigo Dilucién
CD4 - APC RMA-5 Biolegend 100516 1:100
CD25 - PE-Cy7 PC661 BD 561780 1:200
CD44— PerCP-Cy5.5 | IM7 BD 560570 1:200
CD45 - FITC 30-F11 BD 553080 1:200
Foxp3 - PE FJIK-16S Invitrogen 12577382 1:100
IL17A—PerCP-Cy5.5 | TC1118H110 | BD 560666 1:100
IFNy — AF488 XMG1.2 BD 557724 1:100
Ly6G - APC 1A8 Biolegend 127613 1:200

4.7. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

Los niveles de cortisol, TGF-f e IL-6 en plasma se determinaron utilizando un kit
de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de cortisol (Cortisol
Parameter Assay Kit, R&D Systems, cat. KGEO008B), TGF-f (TGF beta-1
Human/Mouse Uncoated ELISA Kit, Invitrogen. cat. 88-8350-88), IL-6 (IL-6
Mouse ELISA Kit, Invitrogen. cat. BMS603-2) siguiendo el protocolo del

fabricante. El plasma obtenido por centrifugacién a 3000 rpm durante 15 minutos
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de las muestras sanguineas fue almacenado a -80°C. Segun el protocolo para la
determinacién de cortisol, se afiadieron 10 pL de la muestra de plasma y se
realiz6 un pretratamiento incluido en el kit, que permite eliminar posibles
interferentes y las proteinas unidas a cortisol. El procedimiento general para este
ELISA de tipo competitivo consistié en agregar a cada pocillo de la placa de 96
pocillos incluida en el kit 100 pL de la muestra tratada, 50 L de cortisol conjugado
seguido de 50 pL del anticuerpo primario. La placa se dejo incubar durante 2
horas a temperatura ambiente en agitacion a 500 rpm, luego se lavé la placa tres
veces con buffer de lavado incluido en el kit. Finalmente, se agregaron 200 pL de
la solucién sustrato de la reaccion colorimétrica a cada pocillo y se incubé durante

30 minutos a temperatura ambiente, protegiendo la placa de la luz.

Para la determinacion de IL-6 el procedimiento general para el ELISA de tipo
sandwich consistié en agregar a cada pocillo de la placa de 96 pocillos incluida
en el kit 50 pL de la muestra, 50 pL del diluyente para muestras incluido en el kit
y 50 uL del anticuerpo anti IL-6 conjugado a biotina y se dejo incubando 2 h a
temperatura ambiente. Se afiadié estreptavidina-peroxidasa de rabanito picante
(HRP) incubando 1h en agitacion a temperatura ambiente y posterior a esto se
afiadio la solucién sustrato de tetrametilbenzidina (TMB), se esperd 30 min y se

detuvo la reaccién enzimatica con 100 pL de la solucién Stop.
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Para TGF- el procedimiento general para este ELISA de tipo sandwich consistio
pretratar una placa de 96 pocillos con 50 uL del anticuerpo de captura durante 16
h a 4°C. Luego de 3 lavados con el buffer de lavado incluido en el kit, se bloque6
con 200 pL solucién de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente. Las
muestras fueron activadas a su forma inmunoreactiva acidificandolas, agregando
10 pL de HCI 1IN a las muestras diluidas 1:5 en PBS 1X incubando por 10 min a
temperatura ambiente. Luego de la incubacién las muestras fueron neutralizadas
con 10 pL de NaOH 1N. Se afiadi6 50 pL de las muestras tratadas a cada pocillo
y se dejo incubando 16 h a 4°C. Luego de lavar los pocillos, se afiadid el
anticuerpo de deteccion conjugado a biotina y se incubd durante 1 h a
temperatura ambiente. Se afiadié estreptavidina-HRP incubando 30 min en
oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadio la solucidn sustrato
TMB, se espero 15 min y se detuvo la reaccidn enzimética con 50 pyL de la

solucion Stop.

La densidad optica de cada pocillo se determind a 450 nm utilizando el lector de
microplacas Smart Reader (Accuris Instruments). Las concentraciones se
calcularon comparando las muestras con las curvas estadndar generadas con los

kits.

4.8 Obtencion de hipocampo de hembras aisladas
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Inmediatamente después de la eutanasia, se procedi®6 a remover
cuidadosamente el cerebro de los animales. Para la obtencién de proteinas, se
disecd la zona del hipocampo y se tritur6 mecanicamente con la ayuda de un
bisturi, luego se almacené en 500 pL de solucién inhibidora de proteasas
(Roche). Por otro lado, los cerebros destinados al procesamiento histolégico
también se les diseco la zona del hipocampo y se depositaron en tubos con 10
mL de solucion PFA al 4%, los cuales fueron almacenados a 4°C hasta su

inclusion.

4.9. Obtencion de proteinas hipocampales.

Los extractos de proteinas totales se obtuvieron de los hipocampos de las
hembras eutanasiadas. Las muestras fueron lisadas en una solucion cocktail de
inhibidores de proteasas (Roche) y fueron sonicadas 3 veces en hielo a 300W.
La cuantificacion de las proteinas se realizd mediante el método de Bradford,

obteniendo la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro.

4.10. Western Blot.

Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en un gel de SDS-

poliacrilamida al 12% (w/v) (100 pg/carril), para luego ser transferidas a una
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membrana de PDVF (poro de 0,45 pm, Amersham Pharmacia Biotech.,
Piscataway, NJ, USA) e incubadas durante 16 horas a 4°C con los anticuerpos
primarios anti Iba-1 (Wako), anti-GFAP (Clon G-A-5, BioSB) y anti- actina (Santa
Cruz biotecnology) (Diluciéon 1:2000, 1:5000 y 1:10000 respectivamente).
Después de realizar lavados con solucién TBS 1X-Tween 0.05%, las membranas
de PVDF fueron incubadas durante 2 horas con anticuerpos conjugados a
peroxidasa (HRP) (1:5000; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., PA,
USA). La reaccibn fue revelada utilizando el sistema de andlisis
guimioluminiscente aumentado (ECL) (Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA,
USA). Se utiliz6 como control de expresién y carga B-actina para los analisis

densitométricos.

4.11. Tratamiento histoldgico.

Las muestras fueron procesadas en la bateria de inclusion la que consisti6 en: 2
alcoholes de 70° por 60 min cada uno, 3 alcoholes de 96° por 60 min cada uno,
3 alcoholes 100° de 60 min cada uno, 2 xilol por 60 min cada uno finalmente 2
parafinas por 60 minutos cada una en estufa a 60°C. Posteriormente, se
confeccion6 el cassette histolégico. Los cortes del tejido se realizaron en un

micrétomo a un grosor de 7um y se monto la zona de interés.
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4.12. Inmunohistoquimica.

Para identificar a las células microgliales, los cortes fueron desparafinados y
pasados por la bateria de tincion, la cual consistio en: tres xiloles por 5 min cada
uno, dos alcoholes de 100° por 3 min cada uno, dos alcoholes de 95° por 3 min
cada uno, un alcohol de 70° por 3 min y finalmente agua corriente. Para la
recuperacion antigénica, se utilizé buffer citrato pH 6,0 por 30 min. Se Bloqueé la
peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno 30% durante 15 min en
oscuridad. Para el bloqueo de las proteinas inespecificas se utilizd 2,5% normal
horse serum por 20 min. La incubacion con el anticuerpo anti-lba-1 se realizé
durante toda la noche a 4°C en camara humeda y en oscuridad a una
concentracion de 1:200 del anticuerpo diluido en PBS 1X. Después de la
incubacion con el anticuerpo, se incub6é durante 30 minutos con anticuerpo
secundario biotinilado, para luego incubar durante 30 minutos con el complejo
avidin-biotina para amplificar la sefial. Finalmente, las muestras fueron marcadas
con diaminobecidina (DAB) y luego se realizé una contra tincidbn con Hematoxilina
de Harris. Después de la tincion, las muestras fueron deshidratadas y aclaradas
en la bateria histologica que incluyd: un alcohol de 70° por 30 minutos, 2
alcoholes de 95° por 3 minutos cada uno, 2 alcoholes de 100° de 3 minutos cada

uno, y tres xiloles de 5 minutos cada uno.
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4.13. Analisis morfométrico.

El analisis morfolégico de microglias fue realizado mediante el software ImageJ -
FIJI. En él, se evalud el nUmero y area ocupada por las células junto con un
analisis mas acabado de la morfologia de las células a través de los plugin
“analyze skeleton” y “Neuroanatomy — Sholl analysis”. El analisis del esqueleto
de las células se realizé con el plug in “Analyze skeleten” posterior a la
deconvolucion por color de la imagen (DAB — hematoxilina), la seleccion del
umbral desde la imagen que solo incluye la marca de DAB y la esqueletizacion
de la imagen obtenida. El analisis de la complejidad de las ramificaciones se
realizo utilizando el plug in “Neuroanatomy — Sholl analysis” para esto se
determind el centro del soma de cada microglia a través del método de Sholl el
cual consiste en el trazado de circulos concéntricos desde el centro del soma de
cada célula y la cuantificacion del nUmero de intersecciones de las ramificaciones
con cada una de las circunferencias. Para el analisis se determin6 un radio de

inicio de 10um, seguido de circunferencias de radio 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,

55, 65, 70, 75y 80 pm.

4.14. Obtencion de ARN y RT-qPCR.

4.14.1. Obtencién de ARN.
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Para determinar los niveles de ARN mensajero de diversas citoquinas, se aislo
el ARN total del bazo e hipocampo. Para ello, las muestras fueron transferidas a
un microtubo de 1.5 mL libre de ARNasa, donde se trataron con 500 pl del Trizol
Reagent (Invitrogen). Las muestras se mantuvieron congeladas a -80°C hasta su
procesamiento. Para la extraccion de ARN, se afiadieron 100 pl de cloroformo y
se agitaron enérgicamente, luego se dejaron reposar por 3 minutos a temperatura
ambiente. Los tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. A
continuacion, se recogio la fase acuosa y se transfirié a un nuevo microtubo libre
de ARNasa, afiadiendo el mismo volumen de isopropanol para que precipitara
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez precipitado el ARN, las
muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El precipitado
de ARN se lavo con 100 pl de etanol al 70% (v/v) libre de nucleasas, luego los
tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se retir6 el

sobrenadante y se resuspendi6 el pellet de ARN en agua libre de nucleasas.

4.14.2. Cuantificacion de ARN total.

La cuantificacion de ARN se realiz6 en el lector de microplacas EPOCH (Biotek).
Para ello, se diluyo la muestra en una razén de 1:10 en agua libre de nucleasas,
y se utilizd un volumen de 4 puL de muestra por duplicado para que el equipo

midiera la absorbancia a 260 nm, que es la longitud de onda de maxima absorcién
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de los acidos nucleicos. El equipo proporcioné como resultado la concentracion

de la muestra en pg/mL.

4.14.3. Eliminacion ADN Genémico Contaminante.

Con el propdsito de eliminar el posible ADN genémico remanente de la extraccién
de ARN, las muestras fueron tratadas con ADNasa | libore de ARNasa. Estas
fueron procesadas agregando 1 puL de tampodn de reaccion 10x de ADNasa |l a un
volumen de muestra que contenia 2 ug de ARN total, luego se afiadio 1 pL de
ADNasa | a una concentracion de 1 U/pL y finalmente se agregaron 8 UL de agua
grado biologia molecular hasta completar un volumen final de 10 pL. Las
muestras se incubaron en el termociclador convencional durante 30 minutos a
37°C, luego se afiadio 1 pL de EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y se

incubaron durante 10 minutos a 65°C para inactivar la enzima remanente.

4.14.4. Transcripcion Reversa (RT-PCR).

Para la obtencién del ADN complementario (ADNc), se utilizd el kit iScript
Reverse Transcription Supermix para RT-qPCR (Bio-Rad, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se emplearon 2 pg de ARN total de las muestras,

gue previamente fueron tratadas con ADNasa, y se afiadieron 4 pL de iScript RT
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Supermix a cada muestra y 5 pL de agua grado biologia molecular. Luego se
incubd a 25°C durante 5 minutos, seguido de una incubacion a 46°C durante 20
minutos (temperatura 6ptima de actividad de la enzima transcriptasa reversa),
para finalmente inactivar la enzima incubando a 95°C durante 1 minuto. Estos
procesos se hicieron en un termociclador convencional (LifeECO TC-96/G/H(b)B,
BIOER Technology, China). El ADNc generado se almacend a -20°C para su

posterior utilizacion.

4.14.5. PCR en tiempo real (QRT-PCR)

El ADNCc obtenido por transcripcion reversa se utilizo para realizar los analisis de
expresion génica. Para ello, se llevo a cabo la amplificacion del gen a analizar
utilizando partidores disefiados especificamente para la especie, verificando su
especificidad mediante alineacién de blast nucleétido (www.pubmed.com/blast) y
analizando su calidad en el programa IDT (www.idt.com), como se muestra en la
Tabla 3.1. Ademés, para medir la expresion relativa, se empleé el gen

housekeeping 18S.

La amplificacion del cDNA por PCR en tiempo real (QRT-PCR) se realiz6 en el
equipo Real-Time PCR Detection System (QuantStudio 3 system, Applied
Biosystems, Thermo Fisher) con SYBR Green SsoAdvanced Universal Supermix

(Bio-Rad, USA), siguiendo las siguientes condiciones: activacion inicial a 95°C,

52



seguida de 40 ciclos de amplificacion: 95°C durante 30 s, 55°C durante 30 s, y

72°C durante 30 s. El fold change se calcul6 utilizando el método 2-ddCt

(Ecuacion 1), normalizado al control interno 18S. Las secuencias de los genes a

determinar y de 18S se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2: Secuencia de partidores utilizados para la determinar la expresion de

genes de interés.

Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse
IL-6 GTTGCCTTCTTGGGACTGAT GCCATTGCACAACTCTTTTC
IL-10 GACAATAACTGCACCCACTTC | ACCCAAGTAACCCTTAAAGTCC
IL-18 GATGAGAGCATCCAGCTT GTCACAGAGGATGGGCTCTT
TGF-B | TTTTGCTCCTGCATCTGGT CCTGGTACTGTTGTAGATGGAA
18S GCCCGAAGCGTTTACTTTGA TTGCGCCGGTCCAAGAATTT
Ecuacion 1:
Z—AACt
con AACt = ACtigs — ACtgen interes
A Ctgen interés = Cleontrol — Ctgen interés ¥ ACt 185 = Ctoontror — Cligs
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4.15. Analisis Estadisticos:
Los resultados estan expresados como la media + la desviacion estandar. Para
el andlisis estadistico de los datos, se empleé el software GraphPad Prism 9.0
(San Diego, CA, USA). Se utilizé la prueba t de Student para los datos con
distribucién normal y la prueba de Mann-Whitney para los datos que no presenten
distribucidon normal. Se consideraran significativos los valores de p inferiores a

0.05.
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V. RESULTADOS

Objetivo 1. Caracterizar patrones conductuales en ratones hembra

sometidas a protocolo de estrés por aislamiento social.

Con la finalidad de establecer la existencia de dimorfismo sexual en el modelo de
estrés por AS, se realizaron analisis del comportamiento en cohortes de machos

y hembras.

5. 1. Cambios en el peso corporal inducidos por AS.

Como parte del protocolo de supervision animal, que busca monitorear su
bienestar, se registr6 el peso de los animales desde el inicio del experimento para
observar cambios debido al estrés. Existe evidencia de que el estrés cronico es
capaz de inducir cambios en el peso corporal de los animales, observandose, por
ejemplo, que ratones macho sometidos a los protocolos CRS y CUS, disminuyen
su peso (Kuti et al., 2022), mientras que otros modelos de estrés psicosocial
como el modelo de derrota social producen un aumento de este (Goto et al.,

2014). Especificamente en hembras, el estrés por hacinamiento, por ejemplo, ha
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demostrado disminuir el peso de hembras estresadas luego de 15 dias (Furman

et al., 2022).

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que las hembras control
experimentaron una ganancia de peso (expresado como la diferencia del peso
final respecto al dia 0), de 2,58 + 0,94 g, mientras que para las hembras aisladas
por 7 semanas se obtuvo una ganancia de peso de 3,39 + 1,02 g, lo que
corresponde a una diferencia del 31,4%. Estos resultados muestran una
ganancia de peso significativamente mayor en las hembras aisladas (p <0.0225).
En los machos, en cambio, los animales control ganaron en promedio 3,00 £ 0,77
g, mientras que los machos aislados al término del experimento ganaron en
promedio 1,01g + 0,53 g, lo que corresponde a una diferencia del 66%. Esto
muestra que los machos aislados ganaron significativamente menos peso

(p<0,0001) (Fig 4.A).

Por otro lado, apoyando la observacion anterior, el andlisis del area bajo la curva
de la ganancia de peso para las hembras control es de 71.3 £ 6.06, para las
hembras aisladas es de 82,23 + 10,06, para los machos control 21,71 + 10,06 y
para los machos aislados 72,27 + 5,75 (Fig 4.B y C). Asi, observamos que 7
semanas de AS pueden inducir cambios opuestos respecto a la ganancia de peso
segun el sexo del animal, sugiriendo que el estrés por aislamiento social modifica

el comportamiento alimenticio y/o el gasto energético.
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Para determinar si la ganancia de peso fue producto de cambios en el consumo
de alimento, evaluamos la cantidad de alimento ingerido durante las ultimas
cuatro semanas del protocolo de estrés. En la figura 4.D es posible observar que
las hembras control consumieron en promedio 2,99 + 0,41 g/dia, de alimento
mientras que las hembras aisladas consumieron en promedio 4,88 *+ 0,78 g/dia
de alimento, lo que corresponde a un aumento significativo en casi el doble del
alimento consumido por las hembras aisladas (p= 0,0004). Este resultado es
consistente con el aumento de peso observado en la figura 4.A 'y 4.B, de modo
gue podemos inferir que el aumento de peso esta dado por un aumento en el

consumo de alimento.

Cuando observamos el alimento consumido por los animales macho (Fig 4.E),
los controles consumieron en promedio 3,52 + 0,30 g/dia de alimento, mientras
gue los machos aislados consumieron en promedio 4,33 + 0,64 g/dia de alimento.
Esta diferencia no es significativa (p = 0,0707), a pesar de mostrar una tendencia
al aumento de la ingesta de alimento en los animales aislados. Contrario a lo
observado en hembras, esta misma observacion no explica la disminucion de

peso de los machos.

Se ha descrito que elevados niveles de cortisol se encuentran relacionados a un

incremento de la ingesta en modelos de estrés (Furman et al., 2022; Yoshimura
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et al., 2023), constituyendo ademas una medida de la activacion del eje HPA
producto del estrés (Gong et al., 2015). Por ello, decidimos analizar si la
concentracion de cortisol en plasma de las hembras aisladas estaba alterada. Al
comparar la concentracion de cortisol entre los grupos de estudio fue posible
observar en las hembras control valores promedio de 514,2 + 134,4 ng/mL,
mientras que en ratonas aisladas se observaron valores promedio de 659,8 *
136,8 ng/mL, mostrando un incremento estadisticamente significativo del 28.3%

(p=0.0238) (Figura 4.F). Esta medicion no pudo ser realizada en machos.
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*: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0,001, ****: p<0.0001)
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5.2. Analisis de comportamiento tipo ansioso-depresivo luego del AS.

El ASes un protocolo ampliamente descrito en machos, quienes se sabe
presentan comportamiento tipo-ansioso (Al Omran et al., 2022) y -depresivo
(Magalhaes et al., 2024) luego de varias semanas de AS. Sin embargo, en
literatura, diversos autores ya han evidenciado la falta de estudios que utilicen

este modelo en hembras (Tan et al., 2021; D. M. Walker et al., 2019).

Para validar el modelo en nuestro laboratorio, se realizaron las pruebas de
comportamiento OFT y LDBT para evaluar comportamiento similar al ansioso y
FST y ST para comportamiento similar al depresivo. La figura 5 muestra los
resultados obtenidos en la prueba OFT, para los parametros tiempo en el centro
(Fig 5.Ay B), numero de entradas en el centro (Fig 5.C y D), distancia recorrida
(Fig 5.E y F), velocidad promedio (Fig 5.G y H) y porcentaje del campo explorado

(exploration index) (Fig 5.1y J).

Luego de 7 semanas de aislamiento, no se observaron diferencias significativas
entre las hembras control y las aisladas en los pardmetros de tiempo en el centro
de la caja (p = 0,2960) y frecuencia de entradas en el centro (p= 0,3761),
ampliamente asociadas en literatura a comportamiento ansioso. Por el contrario,
en los machos se observdO que los animales control promediaron una
permanencia de 53,6 + 20,07 s en el centro de la caja, mientras que los aislados

promediaron 98,71,9 + 42,10 s en el centro. Esta diferencia, que corresponde a
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casi el doble del tiempo en el centro de la caja, fue estadisticamente significativa

(p = 0,0160).

Al evaluar el nimero de entradas en el centro de la caja, se observo que las
hembras control entraron en promedio 41 veces al centro de la caja, mientras que
las hembras aisladas 45 veces, sin existir una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de estudio (p=0,3761). Los machos control, por otro
lado, promediaron 23 entradas al centro, mientras que los aislados 47, Este
incremento del doble en el nidmero de entradas a la zona central fue

estadisticamente significativa (p= 0,0017).

No se observaron diferencias en los parametros de actividad locomotora, como
velocidad promedio (p = 0,1026) y la distancia recorrida en hembras (p = 0,3201),
mientras que en machos no hay diferencias significativas en la velocidad
promedio (p= 0,200), pero se observa una tendencia a la disminucién en los
machos control en la distancia total recorrida en la caja (p=0,0675). El pardmetro
de actividad exploratoria, “exploration index” que evalla el porcentaje del area
total explorada por el animal, resulté estar significativamente aumentado en los
machos aislados (p = 0,0164), pero no demostrd diferencias significativas en

hembras (p = 0,8654).
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De este modo observamos que luego de 7 semanas de aislamiento social, las
hembras estresadas no presentan comportamiento ansioso en la prueba OFT,
mientras que, contrario a lo que esperabamos, los machos estresados presentan
un comportamiento menos ansioso que los controles al recorrer mas distancia y

pasar mas tiempo al centro de la caja.

Para corroborar los datos obtenidos sobre sintomatologia ansiosa, se realizo la
prueba de caja Luz/Oscuridad (LDBT), donde se compara el tiempo que los
animales pasan en la zona iluminada de la caja en lugar de permanecer en el
area oscura que consideran mas segura (Erk et al., 2023; Takao & Miyakawa,
2006). Los resultados muestran que, en promedio, las hembras control pasaron
118,5 + 16,8 s en la zona iluminada, mientras que las aisladas pasaron 88,16 +
18,4 s, es decir, pasan 25,6% menos tiempo en la zona iluminada que las control.
Esta disminucion es estadisticamente significativa (p = 0,01) (Fig 5.K y L). Esto
indica que las hembras aisladas exhiben comportamiento tipo-ansioso en esta
prueba. No se pudo evidenciar una diferencia significativa en el tiempo que los
animales machos sometidos a AS preferian la zona iluminada en comparaciéon
con los controles (p= 0,8687), asi que no se evidencia comportamiento ansioso

mediante la prueba LDBT en machos tras 7 semanas de AS.

Posteriormente, se analiz6 el comportamiento depresivo a través de la prueba

FST, ampliamente utilizada en literatura y que permite interpretar una a
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diminucion del tiempo de nado o lucha durate la prueba como desesperanza del
animal y, por tanto, comportamiento similar al ansioso (Yankelevitch-Yahav et al.,
2015). Al analizar el comportamiento depresivo a través de la prueba de nado
forzado o FST (Fig 6.A y B), fue posible observar que las hembras control
presentaron en promedio 87,52 + 37,67 s de inmovilidad, mientras que las
aisladas estuvieron en promedio 130,1 + 20,66 s, mostrando un incremento
estadisticamente significativo (p <0.0001) del 48.84% en el tiempo inmovil. En
los machos, los animales control pasaron 100,2 = 27,24 s, mientras que los
animales machos aislados pasaron 139,6 + 27,43 s, a pesar de no observar una
diferencia estadisticamente significativa (p= 0,052), los animales aislados
muestran una tendencia a estar mas tiempo inmavil que los animales control. De
este modo, 7 semanas de AS, inducen comportamiento similar al depresivo

evidenciado como una mayor desesperanza en la prueba FST.

Los resultados de la prueba de splash, por otra parte, mostraron en las hembras
gue los animales control pasan en promedio 50,64 + 36,85 s realizando grooming
0 acicalamiento, mientras que las aisladas, realizan esta conducta por 21,69 +
20,41 s, mostrando una disminucién estadisticamente significativa (p = 0,0033),
del 57,2% en el tiempo del acicalamiento (Fig 6.C). Cuando observamos lo que
ocurre con los machos (Fig 6.D), al igual que las hembras, existe una diminucién
del tiempo que los animales aislados pasaron realizando grooming, con un

promedio de 7,117 + 3,17 s en comparacion al grupo control que promedi6 26,37
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+ 13,19 s. Asi, en ambos sexos, los resultados muestran que 7 semanas de AS

inducen comportamiento depresivo, dado por un incremento en la apatia.

Para entender la progresion temporal de la manifestacion de sintomas similares
a depresivos en las pruebas de comportamiento, una Unica cohorte de animales
fue evaluada a las 4 semanas de aislamiento. Los resultados muestran para la
prueba de FST que no existen diferencias significativas en el tiempo que las
hembras control y aisladas pasan inmoviles durante la prueba (p = 0,744). Por el
contrario, los machos control promediaron 117,1 + 15,98 s. inmdviles, mientras
gue los aislados pasaron en promedio 152,6 £+ 20,18 s inmdviles, observandose
un aumento significativo del tiempo de inmovilidad en la prueba (p = 0,0328). En
la prueba de splash los machos mostraron una disminucién significativa (p =
0,0402) del grooming promediando 10,69 *+ 8,92 s en comparacion con los
controles que promediaron 51,32 = 29,85 s, lo que corresponde a una
disminucion del 79,35% de este comportamiento. Sin embargo, cuando se evalu6
a las hembras no se observo diferencias significativas entre los grupos de estudio

(p = 0,1791).

Asi, el AS puede inducir comportamiento similar al depresivo, pero la aparicion
de la sintomatologia es mas temprana en machos, que manifiestan apatia y
desesperanza ya a las 4 semanas, en cambio las hembras exhiben este

comportamiento tras 7 semanas de aislamiento.
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Figura 5: Andlisis de comportamiento del tipo ansioso: Ay B. Tiempo en el
centro del campo. C y D. Numero de entradas en el centro del campo OFT. E y
F. Distancia recorrida en el campo. G y H. Velocidad promedio en el campo OFT.
|y J. indice de exploracién del campo OFT. (Para hembras n CTL: 20; n AIS: 24,
los datos representan el promedio de 5 experimentos independientes. Para
machos n = 5 correspondiente a 1 experimento y n=4 para parametros de
actividad locomotora en C, D, E y F). La comparacién de los grupos de estudio
se realizé mediante la prueba estadistica t Student no pareado). Ky L. Tiempo
de permanencia en la caja con luz en la prueba LDBT. (n machos =5, n hembras=
6. Correspondiente a un experimento. La comparacion de los grupos de estudio
se realiz6 mediante la prueba estadistica t Student no pareado) (ns: no
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correspondiente a un experimento) Analizados estadisticamente con la prueba
estadistica t- Student a excepcion de 6.H, para la cual se utiliz6 Man-Whitney. E
y F. Tiempo de acicalamiento “Grooming” a las 7 semanas, luego de rociar al
animal con solucion viscosa durante la prueba splash. Gy H. Tiempo de grooming
para 4 semanas (N para 7 semanas: n machos: 5, CTL: 14; n AIS: 19, de 3
experimentos independientes. N para 4 semans n machos= 4, n hembras= 5
correspondiente a un experimento). La comparacién de los grupos de estudio se
realiz6 mediante la prueba estadistica t-Student) (ns: no significativo, *: p <0.05,
**: p <0.01, ***: p <0,001, ****: p<0.0001).
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Objetivo 2: Analizar la respuesta inflamatoria celular a nivel periférico en

ratones hembra sometidas a estrés por aislamiento social.

5.3. Andlisis de la respuesta inmune periférica de ratones hembra

producto del estrés por AS.

En literatura se ha sugerido que el estrés psicosocial crénico puede inducir una
respuesta inmune disfuncional. Diversos articulos resumen y discuten los efectos
del estrés en el sistema inmune, sus posibles consecuencias en la aparicion de
patologias, ademas de buscar los mecanismos que subyacen esta relacién
(Dhabhar, 2014; Liu et al., 2017; Morey et al., 2015; Zefferino et al., 2021). Entre
ellas destacan: aumento de la concentracion de citoquinas proinflamatorias en
plasma, aumento de algunas poblaciones celulares como neutréfilos y monocitos

y disminucién de otras como linfocitos Th2 y Treg.

Como ya se discutio, el estrés puede inducir la activacion de una respuesta
inflamatoria y existe evidencia de que el estrés psicosocial produce un
incremento en los niveles de citoquinas en plasma y a nivel cerebral, siendo una
de las mas reportadas IL-6, cuyos niveles se observan aumentados producto del

estrés (Niraula et al., 2019; Qing et al., 2020). Por esta razén, como primera
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aproximacion, se evalu6 la presencia de IL-6 en el plasma de los animales
sometidos a AS como indicador de un ambiente proinflamatorio periférico.
Contrario a lo que esperabamos, no se encontrd una diferencia significativa en la
concentracion de IL-6 en plasma entre los grupos control y aislado (p = 0,5926)
(Fig 7.A). Cuando evaluamos TGF- en plasma, como ejemplo de citoquina
antiinflamatoria, tampoco fue posible observar diferencias significativas entre las

hembras control y aisladas (p = 0,5163) (Fig 7.B).

5.3.1. Cambios en larespuestainmune innata en sangre periférica de

ratones hembra producto del estrés por AS.

Para evaluar si existe un efecto del estrés por AS en el sistema inmune innato
evaluamos a la poblacién de neutréfilos circulantes en sangre identificados por
citometria de flujo como la poblacién CD45*Ly6G* (Fig 8.A, By C). Al comparar
los grupos de estudio, no se encontro diferencias significativas en la frecuencia

de neutrofilos entre hembras control y aisladas (p = 0,3939) (Fig 8.C).

68



" 60+ e " 2500- ns [Jct
[ AISL
putyt __ 2000 .
—_ 5 3
T 40- E
EY S 15004 o T
g g™ +
1000 o
& 20 i KA
" 500
0 0

Figura 7: Evaluacion de citoquinas en sangre asociada a estrés por AS. A.
Concentracion de IL-6 (pg/mL) determinada por ELISA (n: 12, los datos
representan el promedio de 3 experimentos independientes). B. Concentracion
de TGF-B (pg/mL) determinado por ELISA (n CTL: 7; n AIS: 9, los datos
representan el promedio de 2 experimentos independientes). La comparacion de
los grupos de estudio se realizé mediante la prueba estadistica t Student no
pareado para 7.A y prueba estadistica de Mann-Whitney para 7.B) (ns: no
significativo, *: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0,001, ****: p<0.0001).
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5.3.2. Cambios en la respuesta inmune adaptativa en sangre

periférica de ratones hembra producto del estrés por AS.

Una arista estudiada por algunos autores en el contexto de estrés corresponde a
la pérdida de la regulacion del sistema inmune en modelos de estrés psicosocial
murino asociado a un ambiente proinflamatorio sostenido en el tiempo y a la
disminucion de la poblacion celular encargada de recuperar la homedstasis
inmune: Los linfocitos T reguladores (Treg) (Harpaz et al., 2013; Schmidt et al.,
2010). Con el objetivo de determinar cambios en la frecuencia de Treg en sangre
periférica entre hembras socialmente aisladas y el grupo control, nuevamente
utilizamos la técnica de citometria de flujo. Para ello desde sangre periférica, se
evaluaron los marcadores de superficie CD4 y CD25, asi como el marcador

intracelular Foxps3.

Los resultados de citometria muestran que hembras control presentan en
promedio un 15,17 + 5,47% de células positivas para CD4 y las hembras aisladas
un 13,18 + 2,76%, sin observarse diferencias estadisticamente significativas (p=
0.2484). Al observar lo que ocurre con la poblacién de linfocitos Treg, (Fig 8.G),
las hembras control tienen en promedio un 2,755 * 1,4% de células Treg,
mientras que las hembras aisladas tienen un 2,062 + 1,1%, sin encontrarse
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p= 0.4701) (Fig

8.H).
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En conjunto, nuestros resultados indican que el estrés por AS no produce
alteraciones significativas en las frecuencias neutrdéfilos, células T CD4+, ni Tregs

en circulacion.

71



®
OctL
I AaisL

2
N SN _ _
. L) L )
| 1 1 ol
e e @ o 2 e
. (%).9941,5va0 ot S oo o oo fooeele?
C Ll .
1 1 1
o © < ~ =)
(%) ,edxod ,52a2 ¥AD

72

A

1 =
I
F.
30
20
£
2
10 -
H.

< B
nm.
- — T =
3y b VoRl o34 - 5200
4] [ a .
£ L o
“Au
S x
£ 0§ 8 8§ & ° H
o m ¥
]
83

00

o {5
0 0 w0 o0 80

o 0 w0 e
FSOM

[




Figura 8: Evaluacion de poblaciones celulares en sangre asociada a estrés
por AS. A. Estrategia de gate y plots de citometria para identificacion de
poblacién de Neutréfilos por citometria de flujo. B. Plots representativos para la
poblacion CD45*Ly6G™* en sangre periférica para grupos controles y aisladas. C.
Frecuencia de neutrofilos (%) en sangre periférica (n= 10, los datos representan
el promedio de 3 experimentos independientes. La comparacién de los grupos de
estudio se realiz6 mediante la prueba estadistica de Mann-Whitney). D.
Estrategia de gate y plots de citometria para identificacion de poblacion de
Linfocitos T CD4 por citometria de flujo. E. Plots representativos para la poblacion
CD4* en sangre periférica para grupos controles y aisladas. F. Graficos de
frecuencia (%) de Linfocitos T helper, correspondientes a la poblacion total de
linfocitos T CD4* en sangre periférica evaluado por citometria de flujo y de la cual
se evallo a la poblacion Treg CD25+Foxp3+. G. Plots representativos para la
poblacibn CD4* CD25* Foxp3* en sangre periférica para grupos controles y
aisladas. H. Grafico de frecuencia (%) linfocitos T reguladores en sangre
periférica evaluado por citometria de flujo. (n CTL: 14; n AIS: 15, los datos
representan el promedio de 4 experimentos independientes. La comparacion de
los grupos de estudio se realizé mediante la prueba estadistica t Student no

pareado para fig 8.F. y test de Mann-Whitney para fig 8.H).
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5.3.4. Andlisis de las poblaciones de Linfocitos T provenientes de

bazo de ratones sometidos a estrés por AS.

El bazo, como ¢érgano linfoide secundario de mayor tamafio, concentra un
namero importante de células inmunes que permite el analisis de diversas
poblaciones de linfocitos T producto del proceso de “homing” inmunolégico y
corresponde a uno de los érganos donde ocurre la activacion de los linfocitos y
su diferenciacion a linfocitos efectores (Sackstein et al., 2017). Debido a que se
han encontrado diferencias en el porcentaje de algunas poblaciones celulares
entre sangre periférica y el bazo, principalmente en la poblacion CD4 (Pinchuk &
Filipov, 2008), fuimos a evaluar distintas poblaciones de células T CD4+
presentes en el bazo por citometria de flujo y ademas determinamos si existian
cambios expresion relativa de ARN mensajero de distintas citoquinas pro y

antiinflamatorias.

El andlisis de la poblacion de linfocitos T CD4 provenientes de bazo muestra que
los controles tienen en promedio 18,42 + 2,045 %, mientras que las hembras
aisladas promedian 17,76 + 1,673 %, y, por tanto, no existe una diferencia
significativa entre el porcentaje de células T CD4* entre los grupos control y

aislado (p = 0,2076) (Fig 9.C).

74



Aun cuando la frecuencia de células T CD4* no se ve alterado producto del estrés
por aislamiento social, nos preguntamos si existian diferencias en en las distintas
subpoblaciones de células T CD4", por esta razdn se evalué T efectoras totales

(Teff), Treg, Thly Thl7.

5.3.4.1. Frecuencia de células Teff en bazo de animales

sometidos a estrés por AS.

Los linfocitos Teff, corresponden a células que estan activadas, caracterizadas
como CD4* CD44*. La molécula CD44 participa en la adhesion y migraciéon
celular, la localizacién, activacion y proliferacion de linfocitos (Guan et al., 2009)
y aumenta su expresion luego de la activacion de células en estado naive (Guan

et al., 2009).

Los andlisis por citometria muestran que un 24,97 + 5,14% de las células T CD4
son doble positivas para CD44 en las hembras control, y el 25,92 £ 5,7% lo son
en hembras aisladas (Fig 9.E) sin observarse diferencias significativas entre ellas

(p = 0,644).

5.3.4.2. Frecuencia de células Treg en bazo de animales

sometidos a estrés por AS.
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Cuando se observa lo que ocurre con la poblacién de linfocitos Treg, se tiene que
las hembras control tienen en promedio un 3,199 + 0,81% de las células Treg en
bazo, mientras que las hembras aisladas tienen un 3,072 = 0,57%, no
encontrando diferencias significativas entre los grupos de estudio (p= 0.9891)

(Fig 9.G)

5.3.4.3. Frecuencia de células T helper 1y T helper 17 en bazo

de animales sometidos a estrés por AS.

Modelos murinos de estrés han demostrado una estrecha relacion entre las
poblaciones T helper y la produccién de determinadas citoquinas con la aparicion
de sintomatologia depresiva (Palumbo et al., 2010). Aun cuando esta relacién no
resulta ser muy clara, se acepta que existe un aumento de INF-y producido por
células Thly IL-17 producida por linfocitos Th17, asi como un aumento de estas
poblaciones producto del estrés (Palumbo et al., 2010; Russo et al., 2023). Estas
observaciones no solo vienen de estudios en modelos animales (Nadeem et al.,
2017; Russo et al., 2023), sino que también de estudios prospectivos en humanos

(Huang & Lee, 2007; Kim et al., 2011; Palumbo et al., 2010).

Para evaluar lo que ocurre con la poblacion de linfocitos Th1l7 se identifico

mediante citometria de flujo, la expresion intracelular de IL-17 en células CD4".
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Los plots representativos para ambos grupos de estudio se presentan en la Fig
9.H. En el grafico de la Fig 9.1, es posible observar que las hembras control tienen
en promedio un 0,686 + 0,21% de las células Th1l7 en bazo, mientras que las
hembras aisladas tienen un 0,607 + 0,29%. No se observé diferencias

significativas entre los grupos de estudio (p= 0.4911).

Al observar lo que ocurre con la poblacion de linfocitos Thl CD4*IFNy*, se
determind que las hembras control tienen en promedio un 2,654 + 0,88% de las
células Thl en bazo, mientras que las hembras aisladas tienen un 2,617 + 0,89%.
No observandose diferencias significativas entre los grupos de estudio (p=

0.9891) (Fig 9.J y 9.K)

5.3.5. Determinacion  de  citoquinas proinflamatorias 'y

antiinflamatorias en bazo de ratones hembra expuestas a AS.

Para complementar los resultados anteriores, se evalu6 si en nuestro modelo de
aislamiento social era posible identificar alteraciones en la expresién a nivel de
ARNmM de citoquinas proinflamatorias como IL-18 e IL-6 y las citoquinas anti-
inflamatorias: IL-10 y TGF-, comunmente asociada a las Treg por su capacidad
de disminuir la produccion de citoquinas proinflamatorias, y promover la

conversion de células T naive en células Treg. En las figuras 9 L, M, Ny O se
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presentan los resultados de la expresion relativa al gen house-keeping rRNA 18s
de ARNm de las citoquinas IL-6 (Fig 9.L), IL-13 (Fig 9.M), IL-10 (Fig 9.N) y TGF-
B (Fig 9.0), obtenidos mediante RT-gPCR. No fue posible determinar diferencias
significativas entre la expresion relativa para ninguna de las citoquinas evaluadas
en los grupos de hembras aisladas y control. (Para IL-6 p= 0.9634, IL-1B p=

0.376, IL-10 p= 0.4889 y TGF-B p= 0.5867).

En resumen, los andlisis realizados para abordar este objetivo sugieren que el

estrés producto de AS no parece tener un impacto en la respuesta inmune

periférica.
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Figura 9: Andlisis mediante citometria de flujo del grado de inflamacién
periférica en animales sometidos a AS. A. Estrategia de gate y plots de
citometria para identificacion de poblacion de linfocitos por citometria de flujo. B.
Plots de citometria representativos para la poblacion de linfocitos T CD4*. C.
Frecuencia en % de la poblacién CD4* en bazo para grupos controles y aisladas.
(n CTL: 23; n AIS: 28, los datos representan el promedio de 6 experimentos
independientes). D. Plots representativos para la poblacion de células T eff CD4*
CD44* en bazo para grupos controles y aisladas. E. Frecuencia (%) linfocitos T
eff (CD4* CD44") en bazo evaluado por citometria de flujo (n CTL: 12; n AIS: 18,
los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes). F. Dot plot
representativos poblacion T reg (CD4*CD25*Foxp3*) para control y aisladas G.
Grafico de frecuencia (%) linfocitos T reg en bazo evaluado por citometria de flujo
(n CTL: 24; n AIS: 27, los datos representan el promedio de 6 experimentos
independientes). H. Dot plot representativos poblacion Thl (CD4*IFNy*) para
control y aisladas I. Grafico de frecuencia (%) linfocitos Th1 en bazo evaluado por
citometria de flujo (n CTL: 9; n AIS: 11, los datos representan el promedio de 2
experimentos independientes). J. Dot plot representativos poblacion Thl7
(CD4*IL17") para control y aisladas K. Gréfico de frecuencia (%) linfocitos Th17
en bazo evaluado por citometria de flujo (n CTL: 9; n AIS: 11, los datos
representan el promedio de 2 experimentos independientes). L - O. Expresién de
citoquinas (IL-6, IL-1B, TGF-B y IL-10) relativo a 18s. (n CTL: 7; n AIS: 10, de 2
experimentos independientes) Todos los datos fueron analizados con la prueba
estadistica t Student no pareado; ns: no significativo, *: p <0.05, **: p <0.01, ***:
p <0,001, ****: p<0.0001)
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Objetivo 3: Evaluar parametros de inflamacion a nivel cerebral en ratones

hembra sometidas a estrés por aislamiento social.

A pesar de no observar alteraciones en el sistema inmune periférico producto del
estrés, se evalud la neuroinflamacion como indicador de inflamacidbn mas
localizada producto del estrés por AS en una de las regiones cerebrales que se

ven mas afectadas por el estrés y la depresion, el hipocampo.

El hipocampo es una estructura cerebral que se encuentra en el I6bulo prefrontal
y forma parte del sistema limbico (Anand & Dhikav, 2012). Consta de los
subcampos alocorticales cornu ammonis 1 a 4 (CA1-CA4) y el giro dentado (DG)
(Roddy et al., 2019). Se conoce la importancia del hipocampo en procesos
neuronales relacionados con el aprendizaje y la memoria, pero también esta
involucrado en la navegacién espacial, el comportamiento emocional y la

regulacion de algunas funciones hipotaldmicas (Anand & Dhikav, 2012).

Se han encontrado hipocampos de menor tamafio en pacientes deprimidos, lo
cual se ha asociado a un mal pronéstico clinico (Frodl et al., 2004), a la
neurotoxicidad inducida por glucocorticoides (Sheline et al., 1996), a la reduccién
de la neurogénesis hipocampal y al aumento de la apoptosis neuronal (Lucassen
et al., 2010), apoyando la hipoétesis de que el hipocampo cumple un rol crucial en

el desarrollo de la depresion (Wise et al., 2017). En modelos murinos se han
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descrito procesos similares y se ha evidenciado un aumento de la actividad de
neuronas del hipocampo en contextos ansiogénicos (Jimenez et al., 2018). Estos
ejemplos permiten ilustrar la relevancia del hipocampo en el estudio de la

patologia depresiva y el estrés.

Es importante destacar que la respuesta neuroinflamatoria es un proceso
progresivo y complejo, que se manifiesta principalmente por la activacion y
proliferaciéon de células microgliales y astrocitos, la infiltracion de células
inflamatorias periféricas y la expresion de citoquinas inflamatorias, algunos de los

cuales abordamos en este objetivo.

5.4. Analisis de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en

hipocampo de ratones hembra expuestas a AS

Como primera aproximacion, se determind la expresion relativa de distintas
citoquinas en el hipocampo, a nivel de ARNm. Asi se encontré que los animales
aislados presentan una expresion relativa 2,36 + 1,43 veces mayor de la
citoquina proinflamatoria IL-13 que las hembras controles (p= 0,0125) (Fig. 10.A).
Sin embargo, para IL-6, , no se observa una diferenciaestadisticamente
significativa entre ambos grupos (p= 0,3371) (Fig. 10.B). Al observar los

resultados de la expresion relativa de las citoquinas antiinflamatorias TGF-$ e IL-
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10, no se observaron diferencias significativas entre controles y aisladas para
TGF-B (p= 0,2459) (Fig. 10.C), sin embargo, en el grupo de hembras bajo AS se
observo un aumento significativo de la expresion relativa de IL-10, siendo 2,21 +

1,31 veces mayor que los controles (p= 0,0478) (Fig. 10.D).
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citoquinas en hipocampo de ratones estresados por AS: A, B, Cy D
Expresion de citoquinas (IL-1p3, IL-6, TGF-B e IL-10, respectivamente) relativo a
18s. (n CTL: 6; n AISL: 8, de 2 experimentos independientes) Todos los datos
fueron analizados con la prueba estadistica t Student no pareado; ns: no
significativo, *: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0,001, ****: p<0.0001)
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5.5. Efecto del estrés por AS sobre el numero de astrocitos

hipocampales en ratones hembra.

De la mano con la evidencia de cambios en la densidad de células astrogliales
en hipocampo de pacientes deprimidos (Cobb et al., 2016), se ha observado que
los astrocitos activados, o Al son células clave en condiciones inflamatorias
asociadas a patologias como el Alzheimer, el Parkinson y la esclerosis multiple
(Gao et al., 2024). Interesantemente esta activacion también se ha observado en
modelos de depresién, donde han evidenciado cambios morfologicos,
moleculares y funcionales (Fang et al., 2022). Ademas, se ha observado que
antidepresivos como la fluoxetina, son capaces de inhibir la activacion de estas
células (Fang et al., 2022). Debido al interesante rol de los astrocitos en la
patologia, decidimos estudiar el nimero de astrocitos mediante la deteccién de
la proteina fibrilar glial acida (GFAP). En primera instancia se evalué cambios en
la expresion de GFAP entre los grupos de estudio mediante western blot (Fig.
11.A), no encontrandose diferencias significativas (p= 0,867) (Fig. 11.B).
Posteriormente, se cuantificé mediante inmunohistoquimica el niumero de células
GFAP positivas por area en el DG del hipocampo (Fig. 11.C-D), no encontrando
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y estresadas

por AS (p= 0,1543) (Fig. 11.E).
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Figura 11: Efecto del estrés por AS en células GFAP+ en hipocampo: A.
Western blot representativo de la inmunodeteccion de la proteina GFAP (50KDa)
en animales control y aislados respecto al control de carga p-actina (42KDa). B.
Cuantificacion de la expresion relativa de GFAP a B-actina. C y D. Micrografias
representativas de la inmunohistoquimica contra GFAP en el hipocampo de
animales control (C) y aislados (D). E. Cuantificacion de numero de células
GFAP+ por area en hipocampo. (Para el analisis por western blot n CTL: 7; n
AISL: 9, de 2 experimentos independientes, mientras que para el andlisis
histologico n CTL: 5; n AISL: 7, de 1 experimento). El analisis estadistico de B se
realiz6 mediante la prueba Mann-Whitney, mientras que los datos en E fueron
analizados con la prueba estadistica t Student no pareado; ns: no significativo, *:
p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0,001, ****: p<0.0001). Barra de tamafio = 100um.
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5.6. Efecto del estrés por AS en el nUmero de células microgliales en

el hipocampo de ratones hembra.

La contribucion fisiopatolégica de la microglia a los trastornos depresivos es un
tema de creciente interés en literatura. Por ejemplo, cambios en el nUmero y la
morfologia microglial se han relacionado con un comportamiento similar a la
depresion en ratones (Du Preez et al., 2021). Dado que la microglia es una fuente
importante de mediadores proinflamatorios en el SNC, estas células son
fundamentales para la teoria de que la depresion es una manifestacion de un
sistema inmunolégico disfuncional (Hellwig et al., 2016). Por esta razon se
determind estudiar los cambios que el estrés por AS puede inducir en la microglia,
y que puedan estar relacionados con la aparicion de la sintomatologia ansioso-

depresiva observada en el modelo.

Para determinar diferencias en la expresion de la proteina microglial Iba-1,
decidimos evaluar mediante western blot los niveles de expresion de Iba-1 en
extractos proteinas de hipocampos de hembras sometidos a estrés por
asilamiento social (Fig. 12.A). Se encontr6 un aumento significativo de la
expresion de Iba-1 en el hipocampo de animales aisladas en comparacion con
los animales control (p= 0,0199) (Fig. 12.B). Posteriormente se cuantificd
mediante inmunohistoquimica el nimero de células Iba-1 positivas por area en el
hipocampo de animales control (Fig. 12.C) y estresadas por AS (Fig. 12.D). Los

animales aislados socialmente presentaron en promedio una densidad de 235,9
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células por pm?, mientras que los animales control 180,9 células por pum?,
encontrdndose un aumento significativo del nimero de células Iba-1+ por area
en el DG del hipocampo de los animales aislados en comparacion con los
animales control (p= 0,0099). Por tanto, el aislamiento social favorece la
expresion de la proteina microglial Iba-1, producto de un aumento del nimero de

células microgliales en el hipocampo.
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Figura 12: Efecto del estrés por AS en células Iba-1+ en hipocampo: A.
Western blot representativo de la inmunodeteccion de la proteina Iba-1 (17KDa)
en animales control y aislados con respecto al control de carga B-actina (42KDa).
B. Cuantificacion de la expresion relativa de Iba-1 a B-actina. C y D. Micrografias
representativas de la inmunohistoquimica contra Iba-1 en el hipocampo de
animales control (C) y aislados (D). E. Cuantificacion de numero de células Iba-1
positivas por area en hipocampo. Para el analisis por western blot n CTL: 3; n
AISL: 4, mientras que para el analisis histologico n: 7, de 2 experimentos. Todos
los datos fueron analizados con la prueba estadistica t Student no pareado; ns:
no significativo, *: p <0.05, **: p <0.01, **: p <0,001, ****: p<0.0001). Barra de
tamafio = 100um.
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5.6.1. Cambios morfométricos en células Iba-1 positivas

producto del estrés.

Luego de evidenciar el efecto del estrés por aislamiento social en la densidad de
microglias en el hipocampo, se determiné evaluar si existe un cambio en el
estado de activacion de estas células. Para determinar morfologia activada de la
microglia, se realizaron diversos analisis morfométricos a las células. Como ya
se comento, la microglia sufre importantes cambios morfolégicos y funcionales
en respuesta al estrés cronico, las cuales se resumen en la figura 2 de esta tesis.
Esta respuesta es conocida como “reactividad” y consiste principalmente en
somas hipertréficos y sus procesos, que normalmente son muy ramificados y
delgados, se retraen y se engrosan. Por otro lado, adquieren capacidad
fagocitica, y/o secretan moléculas potencialmente dafiinas tales como citoquinas

proinflamatorias y ROS.

La morfologia de las células microgliales fue analizada mediante una
inmunohistoquimica para Iba-1, cuantificando un total de microglias por animal,
de modo que los datos presentados corresponden al promedio de estas (Fig. 13.
A-F). Se determind el area del soma de cada microglia para evidenciar la
presencia de hipertrofia respecto al area del soma de los animales control. De
este modo, el andlisis de los somas permitié observar un area promedio de 111,6

+ 6,62 um? para los animales control y 134,0 = 16,79 pm? para los animales

90



aislados, observandose un aumento significativo del area del soma en los
animales aislados (p= 0,0191) (Fig. 13.G). De esta forma, nuestros resultados
sugieren gue el estrés por AS induce una hipertrofia de los somas de las células

microgliales.

Las imagenes binarias representativas para lba-1 se presentan en las Fig. 13. B
y E, mientras que las microglias esqueletizadas se presentan en Fig. 13 Cy F.
Para cada microglia esqueletizada se cuantificé el nimero de las ramificaciones
(Fig. 13.H), el largo de la ramificacibn mas larga (Fig. 13.1) y el nimero de
ramificaciones terminales (Fig. 13.J). De este analisis se determiné que los
animales control tienen 30,36 + 5,4 ramificaciones en promedio y los aislados
33,53 + 8,107. De estas ramificaciones, la méas larga mide 70,10 + 4,99 um en
los controles, mientras que en los animales aislados mide 68,52 + 3,75 um. El
numero de ramificaciones terminales para los animales control corresponde a
15,08 + 1,97 ramificaciones y para los animales aislados 16,23 = 3,53
ramificaciones. Ninguna de estas observaciones representa diferencias
significativas entre los grupos de estudio (p= 0,5264, p= 0,4676 y p= 0,5287
respectivamente). De este modo observamos que el estrés por AS no induce
cambios en las ramificaciones en términos de hiper o hipo ramificacion de las

células.
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Lo siguiente fue evaluar si existia hipertrofia en las ramificaciones de las
microglias producto del estrés por AS. Para esto, se determind el ancho de la
ramificacion en el punto en que la ramificacion intersecta la circunferencia
imaginaria de radio 10, 15, 20 y 25 um desde el centro del soma de la célula. De
las mediciones se obtuvo que: para las ramificaciones que intersectan a una
distancia de 10 um desde el centro miden un ancho promedio de 3,364 um en los
animales control y 4,850 um en las hembras aisladas, siendo significativamente
mas anchas en estas ultimas (p= 0,0082). Cuando se midi6é el ancho a una
distancia de 15 um desde el centro, las hembras control presentaron un ancho
promedio de las ramificaciones de 3,118 umy las estresadas 3,996 um. A 20 um
del centro el ancho de las ramificaciones de los animales control era en promedio
2,724 umy las de los animales estresados 3,554 um. Finalmente a una distancia
de 25 um del centro del soma, las ramificaciones presentaron un ancho de 2,697
um en las hembras control y de 3,478 um en las aisladas. El analisis estadistico
permitié determinar que las ramificaciones de las hembras aisladas socialmente
seguian siendo significativamente mas anchas que en las animales control a una
distancia de 15 um (p= 0,0441), 20 um (p=0,0073) y 25um (p= 0,0320) desde el
centro del soma de la microglia (Fig. 13.K). Estos resultados sugieren que el
estrés por aislamiento social induce una hipertrofia de las ramificaciones de la

microglia localizada en el hipocampo.
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Mediante el método de Sholl se analiz6 la complejidad de las ramificaciones de
las microglias. El nUmero de interacciones por cada circunferencia del método de
Sholl fue graficado en la Fig. 13. L, donde es posible observar que para ambos
grupos el radio de la circunferencia con mas intersecciones es de 25 um, por
tanto, es el punto de mayor complejidad para ambas condiciones. No se observan
diferencias significativas para ningin punto de la curva de complejidad mediante
el método de Sholl. EI nimero total de intersecciones de las ramificaciones con
las circunferencias delimitadas por el método de Sholl para los animales control
es de 47,20 + 5,194, mientras que para los aislados es de 46,89 + 5,057
interacciones, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos (p=
0,9203) (Fig. 13.M). Al evaluar el area bajo la curva de la grafica del método de
Sholl de la Fig. 13. L se obtiene un area promedio de 222,8 + 31,16 u.a. para los
animales control y 228,3 + 25,17 u.a. para los animales aislados, por tanto, no se
observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0,7411)
(Fig. 13.N). De este modo, no es posible observar diferencias en la complejidad
de las ramificaciones de las microglias producto del estrés por aislamiento social

mediante el método de Sholl.

Los datos recopilados de los analisis morfométricos permiten determinar que las

microglias provenientes de animales aislados socialmente se encuentran en un

estado reactivo, debido a un incremento de su morfologia del tipo hipertrofica.

93



ns

T T T T 1
Q [=] [=] o o
© =] -+ ]

100 4

(wii) ugjoeoyiwes obie

L] *‘
@
[ =4
.
e
T T T 1
o ) ) o
@ = ~

T T 1
o
o w
-

(zwn) ewos easy

200+
150

o o

Oct
[0 AaisL

(wni) ugioeoyIWel oYIUY

=

I 1 T 1 1 1
wn (=] w o w o
o~ ] - -

sajeujwa}
SaUoIoEIYjWEl 3P OJAWNN

25

20
Distancia desde el soma (um)

15

10

CTL
& AISL

M.

ns

T 1
=] =]
=]

300+
200+

('e'n) joys ep
siSi|eUE ap eAind e] ofeq ealy

ns

60

40
0
0

se|ej0)
$3U0|299S19)U| B OJOWNN

ST
e
H—H L
s
st i
ol
e
nae -
“/.—._/
T rer—

S3U0|029SIA)U] AP 0JAWNN

60 80
Distancia desde el soma (um)

40

20

94



Figura 13: Analisis morfométrico de células microgliales (Iba-1+): A. y D.
Fotomicrografias representativas de microglias marcadas mediante
inmunohistoquimica contra la proteina Iba-1. B. y E. Imagenes binarizadas
respecto al umbral del area Iba-1+ C. y F. Imagenes representativas de la
esqueletizacion de las microglias analizadas. G. Area promedio del soma de las
microglias analizadas para controles y animales aislados, H. Promedio de
ramificaciones de las microglias analizadas, I. Largo promedio de la ramificacion
mas larga, J. Promedio del numero de ramificaciones terminales. K. Promedio del
ancho de 4 ramificaciones por microglia en el punto de interseccion con el circulo
de radio 10, 15, 20 y 25 um respectivamente desde el soma de la célula. L.
Analisis de Sholl de la complejidad de las ramificaciones con circunferencias con
radio de inicio 10 um hasta 80 um, con paso de 5 um. M. Numero de interacciones
totales del andlisis de Sholl. N. Area bajo la curva del analisis de Sholl. Todos los
analisis morfoldgicos se realizaron con un n de 5 microglias por animal, siendo
analizados 5 animales control y 7 aislados. Todos los datos fueron analizados
con la prueba estadistica t Student no pareado; ns: no significativo, *: p <0.05, **:
p <0.01, ***: p <0,001, ****: p<0.0001) Barra de tamafio = 20um
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VI. DISCUSION.

Los resultados mas importantes de este trabajo de tesis demostraron que el
protocolo de aislamiento social (AS) de 7 semanas es capaz de inducir
comportamiento similar al depresivo-ansioso en machos y hembras adultos. En
hembras, el AS produce un aumento significativo de la hormona cortisol en
plasma, mientras que a nivel central, especificamente en el hipocampo, es
posible observar aumento de la expresion a nivel de ARNm de las citoquinas IL-
1B e IL-10, junto con esto, un aumento del numero de microglias en el DG del
hipocampo, las cuales adquieren una morfologia reactiva producto del estrés por
AS. En esta misma zona, no se observaron diferencias en el numero de
astrocitos. Finalmente, a pesar de observar cambios en la respuesta inmune a
nivel central, no se observan diferencias significativas a nivel periférico en la

respuesta inmune innata y adaptativa producto del AS.

6.1. Caracterizacion del modelo de estrés por AS como modelo de

depresion.

El AS cronico es una forma profunda de estrés psicolégico que afecta la salud
mental de una gran proporcién de la sociedad, y en humanos, la pérdida del

soporte social se reconoce como un factor de riesgo importante para el desarrollo
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de depresion (Ge et al.,, 2017; Luo, 2023). EI AS ha sido caracterizado con
anterioridad como un modelo de estrés capaz de inducir comportamiento ansioso
y depresivo en animales de experimentacion, pero es importante destacar que
existe heterogeneidad en el tiempo de aislamiento utilizado en la literatura,
variando desde 2 hasta 12 semanas y utilizando animales que ya han alcanzado
la edad adulta o comenzando el aislamiento desde la adolescencia. Asi por
ejemplo, se ha descrito que 4 semanas de AS en machos adultos induce
comportamiento ansioso en la prueba OFT, sin reportar sobre el comportamiento
depresivo (Al Omran et al., 2021). Del mismo modo, leraci y cols., también con 4
semanas de AS en machos adultos encuentran comportamiento ansioso en la
prueba OFT y ademas, encuentran comportamiento similar al depresivo en la
prueba de suspension de la cola (TST), que evalla desesperanza como un
aumento del tiempo de inmovilidad versus el tiempo que lucha por escapar
mientras se le tiene colgado desde la cola (leraci et al., 2016). Por otro lado, 8
semanas de AS en machos adolescentes se observd que inducen
comportamiento depresivo en la prueba FST y ansioso en OFT (Li et al., 2021).
Resultados similares se observan en uno de los pocos estudios que compara el
comportamiento de machos y hembras adultos luego de 8 semanas de AS,
quienes a través de la prueba TST encuentran que los machos y las hembras
presentan sintomatologia similar a la depresiva, sin encontrar diferencias
significativas en el tiempo de inmovilidad entre sexos, sin embargo, al evaluar el

comportamiento depresivo mediante la prueba FST, solo encuentran diferencias
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significativas en el tiempo de inmovilidad en machos (N. Liu et al., 2020). En este
trabajo de tesis, se determind utilizar 8 semanas de AS con la finalidad de no solo
evidenciar cambios en el comportamiento, sino también evaluar posibles

alteraciones en el eje HPA y el sistema inmune periférico y a nivel central.

Si bien el enfoque de este trabajo de tesis fue evaluar los efectos del estrés en
hembras, se determind utilizar una cohorte de animales macho que permitid
demostrar diferencias asociadas al género en la aparicién de la sintomatologia
depresiva y ansiosa. En ese sentido y similar a lo observado en literatura, 4
semanas de aislamiento social fueron suficientes para inducir comportamiento
depresivo en las pruebas FST y ST en los animales macho, comportamiento que
se mantuvo luego de 7 semanas de aislamiento. Por el contrario, las hembras
aisladas no presentaron comportamiento depresivo a las 4 semanas, pero si a
luego de 7 semanas de AS, similar a lo observado por Liu y cols (N. Liu et al.,
2020). Este resultado es interesante, porque nos permite evidenciar la existencia
de dimorfismo sexual (DS) en la patologia de la depresién y en la respuesta al
estrés. Otros modelos de estrés ya han demostrado la existencia de DS en la
aparicion de la depresion. Por ejemplo, en el modelo de derrota social, se ha
observado que sélo los animales macho fueron susceptibles a este estrés y
demostraron mayor inmovilidad en la prueba de suspension desde la cola (que
evalla desesperanza al igual que la prueba FST) y disminucién de la preferencia

a consumir sacarosa (La Porta et al., 2024). En el modelo de AS, ademas se han
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reportado diferencias ligadas al sexo en el comportamiento, demostrando que los
machos son mas agresivos, mientras que las hembras evitan contacto con otros

animales posterior al aislamiento (Tan et al., 2021).

Aun cuando no observamos un comportamiento ansioso en la prueba de OFT, la
cual es la méas utilizada en literatura para determinar la presencia de dicho
comportamiento (Tucker & McCabe, 2021), éste si fue observado durante la
prueba LDB. Interesantemente Tucker y Mc Cabe, discuten la importancia de
utilizar mas de una prueba de comportamiento para evidenciar la presencia de
ansiedad, debido a que los parametros evaluados en la prueba OFT responden
a mas de un comportamiento, viéndose influenciados no solo por el estado
ansioso del animal sino también por su actividad locomotora y su interés por
explorar (File, 2001). Ademads, resultados contradictorios encontrados en
animales de experimentacién expuestos a drogas ansioliticas en esta prueba
respaldan esta sugerencia, al no encontrar una disminucion significativas del
tiempo en el centro y por tanto no extinguir el comportamiento ansioso, luego de
administrar benzodiacepinas a los animales como farmacos ansioliticos

(Thompson et al., 2015).

El estrés psicolégico producto del aislar socialmente a los animales, ademas de
inducir comportamiento ansioso, provoca desesperanza y pérdida de la

motivacion por el autocuidado (apatia), ambos considerados signos de depresién
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en roedores (Becker et al., 2021). Esta observacion respalda nuestra hipotesis y
corresponde a un resultado esperado; los ratones son animales sociales (Netser
et al., 2020) y por lo mismo, eliminar esta organizacion social interfiere en el

desarrollo ontogénico del animal (Grigoryan et al., 2022).

La mayoria de los modelos de estrés crénico en ratones produce una disminucion
del peso corporal, producto de los estresores (Furman et al., 2022; Harpaz et al.,
2013). Por ejemplo, en el estudio de Furman y cols, se evalu6 la ganancia de
peso durante un protocolo de estrés psicosocial en hembras por sobrepoblacion,
observando que las hembras estresadas ganaban menos peso corporal que las
hembras control, mientras que Harpaz y cols, observaron resultados similares en
hembras y machos expuestos a un protocolo de estrés CUS, que incluia como

parte de los estimulos el aislamiento social de los individuos.

De manera interesante y contrario a lo que se ha encontrado en literatura, las
hembras sometidas a AS en nuestro estudio aumentaron significativamente su
peso durante el protocolo de estrés, lo que puede ser explicado por el aumento
en la ingesta de alimento durante el protocolo de estrés, el cual corresponde a
1.89 veces mas que el promedio de alimento consumido por los controles. Sin
embargo, esta misma observacion no permite explicar la disminucién del peso en
los machos, quienes al igual que las hembras, producto del estrés consumen mas

alimento.
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Se sabe que la conducta alimentaria esta relacionada con el estado emocional
del individuo (Konttinen, 2020). En ese sentido, existe evidencia recopilada por
Lam y cols donde se ha relacionado una disminucién de las concentraciones de
serotonina cerebral con un aumento en el peso y la ingesta de alimento (Lam et
al., 2010). La mayoria de los estudios en humanos se centran en un aumento del
consumo de alimento producto del estrés, pero el estrés también puede disminuir

la ingesta calérica en algunas personas (Francois et al., 2022; Wallis &
Hetherington, 2009). Aun cuando se observa esta heterogeneidad en la

poblacién, se ha encontrado que las caracteristicas del estrés pueden influir en
la direccién de la respuesta (Francois et al., 2022). Por ejemplo, el estrés fisico
€S mas propenso a suprimir la ingesta que los estresores psicologicos (O'Connor
et al., 2008). Lo anterior va de la mano con lo observado en el contexto del AS
como estresor psicoldgico, el cual induce un aumento de la ingesta de alimento
en machos y hembras. Palanza y cols., llevaron a cabo una prueba de
comportamiento para conocer la actividad de animales aislados en su jaula y su
respuesta a areas nuevas, para esto disefiaron un aparato que permitié abrir una
de las paredes de la jaula y situarla dentro de una jaula mucho mas grande y
nueva para el animal. Los resultados encontrados por este grupo demostraron
gue las hembras exploraron menos y permanecieron mas tiempo en su jaula que
los machos (Palanza et al.,, 2001). Esta mayor actividad exploratoria de los

machos, puede conducir a un incremento del gasto energético debido a un
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aumento de la actividad fisica de los animales, de modo que este gasto
energético pueda ser responsable de la pérdida de peso en los animales macho.
Una mayor actividad locomotora en los machos podria explicar nuestros
resultados. En esta tesis no evaluamos gasto energético durante o al finalizar el
protocolo de estrés, nuestro Unico indicador de actividad locomotora
corresponden a las mediciones realizadas durante la prueba OFT, donde
observamos que los animales macho aislados exploran mas la caja y tienden a
recorrer una mayor distancia en comparacion con los macho control, lo que
podriamos interpretar como un mayor gasto energético asociado a mayor
actividad fisica, sin embargo, metodologias mas precisas como grabar a los
animales en su jaula habitual durante dias o la utilizacién de cajas metabdlicas
durante el protocolo de estrés, permitirian una interpretacion mas correcta de

esta observacion.

6.2. Caracterizacion de inflamacion sistémica.

Los mamiferos cuentan con un sistema inmunolégico que los protege de agentes
infecciosos y diversas agresiones que pueden causar dafo. El estrés fisico y
psicologico es capaz de favorecer la liberacion de factores endégenos asociados
a dafio (DAMPSs) y promover el desarrollo de una inflamacion estéril, que se

define como la activacién de procesos inflamatorios en ausencia de factores
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exdgenos como patdgenos. Estos factores enddégenos son reconocidos por los
PRRs (receptores de reconocimiento de patrones), promoviendo la produccion
de mediadores inflamatorios, como las citoquinas (Franklin et al., 2018). De este
modo la exposicion a eventos estresantes puede alterar la homeostasis del
sistema inmune, contribuyendo al desarrollo de trastornos como la depresion
(Beurel et al., 2020; Hang & Huh, 2019). En las ultimas décadas, la evidencia
recopilada sobre la depresion y su asociacion con la activacion inmune sistémica
ha crecido considerablemente. El origen de esta asociacion surge debido a las
similitudes fenomenoldgicas entre la depresion clinica y el patron conductual
caracteristico del paciente enfermo que consiste en malestar, apatia, desinterés
en las interacciones sociales con el entorno, letargo, inhibicion conductual,
reduccion de la actividad locomotora, la disminucién de la actividad exploratoria,
reduccioén del acicalamiento, reduccion del rendimiento reproductivo, anhedonia,
somnolencia, anorexia, falta de concentracion y ansiedad (Dantzer et al., 2008;
Maes et al., 2012). Esta idea gané mayor relevancia al observar que pacientes
con depresion, al igual que pacientes con enfermedades infecciosas,
presentaban aumento de citoquinas circulantes (Haapakoski et al.,, 2015).
Ademas, el uso de IFNy como farmaco en patologias como la osteoporosis,
resultan en efectos adversos relacionados con la depresion (Pinto & Andrade,
2016). El aumento de la produccion de citoquinas observado llevo a proponer la
existencia de una hiperactivacion del sistema inmune y desde los afios 2000, la

investigacion se ha centrado en el estudio de esta hiperactivacién, con especial
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interés en el estudio de las poblaciones celulares propias del sistema inmune
innato y adaptativo (Beurel et al., 2020). Sin embargo, a pesar de la evidencia,
los mecanismos por los cuales el sistema inmunitario se activa antes o durante

la enfermedad no se comprenden completamente.

Tomando en consideracion lo anterior, determinamos evaluar en nuestro modelo
de estudio si existian diferencias en los niveles de citoquinas pro y
antiinflamatorias y el porcentaje de células pertenecientes a la respuesta inmune
innata y a la adaptativa. Asi encontramos que, contrario a lo observado en
literatura respecto a alteraciones en el sistema inmune en pacientes deprimidos,
en el modelo de AS, no observamos diferencias en la concentracion de citoquinas
IL-6 y TGF-B. Ademas, también mediante ELISA, decidimos determinar la
concentracion de TNF-a plasmatico. Sin embargo, la sensibilidad del kit
comercial adquirido y la metodologia empleada, no permitieron obtener
resultados. De forma similar, no observamos diferencias en la expresion de
ARNmM de las citoquinas IL-1, IL-6, IL-10 ni TGF-B en el bazo de los animales.
La poblacion de neutrofilos como parte del sistema inmune innato o las
poblaciones de células T CD4 como parte del sistema inmune adaptativo
tampoco se observaron alteradas producto del estrés por AS. Esto puede apuntar
a que la inflamacion reportada en literatura corresponde a una inflamacion de
bajo grado, que, mediante las técnicas utilizadas en este trabajo, no pudo ser

determinada. Técnicas mas sensibles o analisis de la capacidad funcional de
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estas células podrian alinear la data con lo encontrado en literatura. Adicional a
esto, es importante notar que no todos los pacientes con depresion presentan
inflamacion asociado a la patologia, por lo que esto puede ser una de las razones
por las que no podemos observar diferencias en las citoquinas ni en poblaciones

evaluadas (Lamers et al., 2018).

Los modelos animales de depresion corresponden a un desafio para la
investigacion y la validez de estos radica no solo en la observacion de cambios
en el comportamiento, sino también en la capacidad de reproducir alteraciones
biolégicas observadas en pacientes con depresion. Diferentes facetas de la
conducta similar a la depresion y los aspectos fisiol6gicos relacionadas a ella
puedan ser inducidas por medios genéticos, ambientales, quirdrgicos o
farmacoldgicos, siendo los modelos basados en estrés los que mejor modelan la
patologia (Planchez et al., 2019). En ese sentido, la gran variedad de métodos
gue se tiene para inducir depresion en animales también habla de la complejidad
de la patologia (Becker et al., 2021) y lo dificil que resulta encontrar modelos que
sean capaces de abarcar la gran cantidad de efectos fisiopatoldgicos que se
conocen ala fecha, por ejemplo alteraciones en el eje HPA, en neurotransmisores
e inflamacion. Por esa razon es importante conocer el modelo que, segun lo
reportado en literatura, imite de mejor manera lo observado en humanos en
ambos sexos. En ese sentido, los resultados obtenidos en esta tesis presentan

aspectos del modelo de AS que no han sido explorados en literatura como lo es

105



el andlisis detallado de poblaciones inmunes en periferia y la neuroinflamacién
especialmente en hembras, quienes muchas veces son pasadas por alto en

investigacion cientifica.

Un aspecto importante a considerar es que el modelo desarrollado en esta tesis
permite imitar un determinado comportamiento observado en humanos que no
necesariamente logra replicar en su totalidad los procesos fisiologicos
observados en pacientes deprimidos. Mas aun, el sistema inmune es un sistema
altamente complejo, que aun cuando los animales de experimentacion comparten
cierta homologia con los humanos, se reconocen, por ejemplo, diferencias en las
proporciones de ciertas poblaciones inmunes como neutréfilos y linfocitos entre
especies (Mestas & Hughes, 2004). Estas diferencias pueden influir en la

interpretacion y aplicacion de los resultados de los estudios.

Finalmente, un aspecto a considerar es la temporalidad en el proceso
inflamatorio. Las mediciones realizas en el contexto de este trabajo corresponden
a determinaciones a punto final, por lo que se debe considerar que al evaluar de
este modo perdemos la cinética del proceso inflamatorio, en el contexto de otros
procesos que cursan con inflamacion de bajo grado como lo observado en la
obesidad inducida por dieta alta en grasa, las vias relacionadas con la inflamacién
presentan fluctuaciones respecto a su expresion génica durante un periodo de

24 semanas (Bae et al., 2023). Los efectos inmunoldgicos observados en
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literatura en el contexto del estrés psicologico y la depresion pueden estar
relacionados con etapas mas tempranas de la enfermedad, como lo que ocurre
con el proceso inflamatorio de bajo grado observado en otras patologias como

los eventos cardiovasculares (Sharif et al., 2021).

6.3. Caracterizacion de parametros indicativos de neuroinflamacién.

Se ha propuesto que, en un contexto inflamatorio, las citoquinas generadas en la
periferia atraviesan la BHE y llegan al cerebro, promoviendo neuroinflamacion
mediante la activacién de las células gliales: astrocitos y microglia (Miller &
Raison, 2016). Sin embargo, en nuestro modelo de hembras sometidas a AS, no
observamos inflamacion periférica y, por el contrario, si encontramos un aumento
en la expresion de la citoquina proinflamatorias IL-1 en el hipocampo, el cual se
reconoce como un signo de neuroinflamacion producto del estrés (Song et al.,
2020). La produccién de IL-1B en el hipocampo esta dada principalmente por la
microglia y los macréfagos infiltrantes, sin embargo, otras células como astrocitos
y neuronas también pueden producirla (Boraschi et al., 2023). Ademas esta
citoquina ya se ha relacionado en literatura con estrés cronico (Johnson et al.,
2019; Song et al., 2020) y especificamente en AS, se ha demostrado mediante
western blot, un aumento de la expresion de IL-1 en el hipocampo de ratones

macho luego de 8 semanas de aislamiento (Li et al., 2021).
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Como ya se comentd, las células microgliales influenciadas por el entorno
asumen una diversidad de fenotipos las cuales resultan en cambios morfoldgicos
(resumidos en Fig. 2) y funcionales. Estos fenotipos en literatura clasica se
denominan activacion clasica M1 y activacion alternativa M2, similar a la
caracterizacion de los macréofagos. Actualmente, en el caso de la microglia , los
avances en tecnologias single-cell han entregado mayor evidencia que respalda
la existencia de un espectro de activacién y no una dicotomia estricta M1/M2
(Paolicelli et al., 2022). Por esta razdn se sugiere utilizar los términos entregando
un contexto funcional (Paolicelli et al., 2022). Este paradigma mas flexible permite

describir con mayor precision el estado de activacion de las células.

En la activacion M1 clasica, que suele ser inducida por interferon-y (IFN-y) y
lipopolisacarido (LPS) (Colonna & Butovsky, 2017), las microglias producen
citocinas y quimiocinas inflamatorias, como TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-12. Expresan
la enzima nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa que
produce superoxido y ROS y la enzima éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), que
produce o6xido nitrico (NO), el complejo mayor de histocompatibilidad-1l (MHC-I1),
integrinas CD11b y CD11c, y moléculas co-estimuladoras CD36, CD45 y CD47
(Colonna & Butovsky, 2017), contribuyendo al dafio neuroldgico (Nguyen et al.,
2017). En la activacion M2 alternativa, en cambio, inducida por citocinas

antiinfamatorias como IL-4 e |IL-13, la microglia produce citocinas
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antiinflamatorias IL-10 y TGF-B, el factor de crecimiento neurotrofico BDNF,
neurotrofinas y el factor neurotrofico derivado de células gliales (GDNF) (Colonna
& Butovsky, 2017). También libera el factor de supervivencia progranulina e
inducen la expresion del receptor de manosa (CD206), la quitinasa-3-like-3
(Chil3, Ym1 en roedores) y la enzima arginasa 1 (Argl) (Colonna & Butovsky,
2017). Las microglias M2 promueven la fagocitosis de restos celulares y
proteinas mal plegadas, promueven la reconstruccion de la matriz extracelular y
la reparacion de tejidos, y apoyan la supervivencia neuronal mediante factores

neurotroéficos (Tang & Le, 2016).

Nuestros resultados en hembras sometidas a AS muestran que ademas del
aumento de la citoquina proinflamatoria IL-1p, la citoquina antiinflamatoria IL-10
también se encuentra elevada. La microglia sintetiza y secreta IL-10 en respuesta
a citoquinas inflamatorias y dafio, cuando se encuentra en fenotipo “M2” esto, al
igual que lo que ocurre en macréofagos, indica una activacion antiinflamatoria que
se relaciona con la resolucion de la inflamacion, fagocitosis y la reparacion de los
tejidos, y por tanto, en el contexto de la microglia, un fenotipo neuroprotector
(Lobo-Silva et al., 2016). Hipotetizamos que este fendbmeno esté respondiendo a
un intento de la microglia por recuperar la homeostasis y que por tanto el fenotipo
similar a M1 y M2 estén coexistiendo durante la depresion. Este fendmeno de
compensacion se ha observado en pacientes con esquizofrenia, otro trastorno

mental, quienes presentaron aumento de citoquinas TGF-f3 en plasma junto con
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un aumento de los monocitos circulantes con perfil proinflamatorio (Drexhage et

al., 2011).

La produccion de citoquinas a nivel cerebral es solo uno de los indicadores de
activacion de células gliales, y por ende indicador de neuroinflamacién (DiSabato
et al., 2016). De este modo, nuestra segunda aproximacion fue evaluar cambios
en el numero y morfologia de la microglia y el astrocito, mediante

inmunocitoquimica con cortes finos de cerebro, obtenidos mediante microtomo.

Respecto a la microglia y su activacion en el contexto del AS, encontramos que
existe un aumento de la densidad de células Iba-1+ en el DG del hipocampo y
ademas estas células presentan morfologia reactiva, evidenciada como
hipertrofia de somas y ramificaciones que corresponden a manifestaciones de
activacion (Al Omran et al., 2022; Stein et al., 2017). No observamos diferencias
en la complejidad de estas células mediante el método de Sholl, asi como
tampoco diferencias en el numero de ramificaciones. Un fenotipo similar al
observado por nosotros encuentra Al orman y cols en el modelo de AS de 4
semanas en machos, donde evalian las microglias en el CA1 y CA2 del
hipocampo, sin embargo, los autores encuentran una disminucion de la densidad
de microglias (Al Omran et al.,, 2022). Mientras que, en otro estudio, tras 8
semanas de AS en machos, muestran un aumento de la densidad de microglias

en el hipocampo y una disminucion de las intersecciones de las ramificaciones
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mediante el método de Sholl (Shi et al., 2023). El Unico estudio encontrado que
compara las microglias de machos y hembras en el hipocampo, pero en el
contexto de un protocolo de AS mucho mas corto (14 dias) muestra, mediante
inmunofluorescencias en cortes de 50 pm, morfologia hipertrofica de las
microglias en el CA2 del hipocampo solo de animales macho, mientras que esta
morfologia estaba presente para ambos sexos en el hipotalamo (Vu et al., 2023).
De este modo, este trabajo permite demostrar que esta morfologia esta presente
en el hipocampo en periodos mas extensos de aislamiento, sin embargo, el
estudio de otras zonas relacionadas con la depresion como el hipotalamo, la
corteza prefrontal, la amigdala, entre otras, corresponden a una limitante de

nuestro estudio.

Los cambios morfolégicos de la microglia en respuesta a agentes no deben
interpretarse en términos funcionales, sino mas bien tomarse como una
sugerencia a profundizar en la relacion entre estructura y funcion de la microglia
(Paolicelli et al., 2022). Como se comentd anteriormente, la categorizacion de la
microglia como M1/M2, no es una caracterizacion actualizada, pero corresponde
a la mas ampliamente utilizada en literatura tanto en modelos animales como
humanos post mortem (Paolicelli et al.,, 2022). Tomando en cuenta las
consideraciones anteriores, la interpretacion de nuestros resultados se veria
beneficiada del estudio de marcadores M1 y M2 mediante inmunofluorescencia,

de modo de correlacionar estructura con funcion. Algunos marcadores
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interesantes para evaluar fenotipo M1 corresponden a la secrecién de las
citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-13 e INF-y y la expresion de las proteinas
CD32, CD16, MHCII, ademas de los marcadores de actividad fagocitica CD86 y
CD68. Mientras que para M2, encontramos la expresion de citoquinas
antinflamatorias 1L-10, TGF-B, IL-4, las enzimas Argl, Ym1 y las proteinas de

membrana CD206 y Trem2 (Kobayashi et al., 2013).

Por otra parte, el papel de los astrocitos en la depresion se ha relacionado con
una reduccién de la densidad y actividad de estas células en pacientes
deprimidos (Yao et al., 2023) y modelos animales de depresion (Guo et al., 2024).
Por ejemplo, producto del estrés CUS un estudio sefala observar disminucion
del numero de astrocitos en el hipocampo (Fang et al., 2022), mientras otro
estudio con modelo CUS, no encuentra alteraciones en el nimero de astrocitos
del hipocampo producto del estrés, pero si una disminucion de la funcionalidad
de las células en su capacidad de formar redes astrociticas (Aten et al., 2023).
Por el contrario, otro estudio utilizando machos estresados por el modelo de AS
durante 4 semanas encontré un aumento en la densidad de astrocitos en el DG

(Watanabe et al., 2022).

En esta tesis, no encontramos alteraciones en el nimero de los astrocitos en el
giro dentado del hipocampo, pero cabe destacar que los datos obtenidos

respecto a la densidad de células GFAP+ en el DG de las hembras estresadas
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por AS presentd gran dispersion lo que podria hablar de distintas respuestas en
los animales frente al estrés. Ademas, la evidencia expuesta en literatura
corresponde a modelos desarrollados en machos, por lo que nuestros resultados

pueden responder a diferencias asociadas al sexo.

Por otra parte, se ha observado que el estrés agudo y cronico alteran la expresiéon
de genes asociados con la funcionalidad de los astrocitos (Aten et al., 2023). En
ese sentido, se proponen los genes como C3, Ggtal, Ligpl, Gbp2, tkbp5, srgn,
entre otros ya que fueron encontrados regulados a la alza en cultivos de
astrocitos tratados con citoquinas proinflamatorios in-vitro, asi como en el
hipocampo de ratones sometidos a estrés CUS (Fang et al., 2022).Un andlisis
respecto a la funcionalidad de estas células podrian explicar mejor las diferencias
observadas entre los distintos estudios; por ejemplo, evaluar la morfologia de
estas células y/o genes asociados a la activacion hacia astrocito reactivo Al. Los
astrocitos reactivos Al son inducidos por la microglia activada a través de la
secrecion de citoquinas, y responden con efectos neurotéxicos producto de esta
activaciéon (Fang et al., 2022; Miller & Raison, 2016). Por estos motivos seria de
particular interés poder profundizar en estudios posteriores sobre las
perturbaciones que podrian observarse en las funciones de los astrocitos en el

modelo de AS.
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Nuestros resultados son de especial interés, ya que demuestran la necesidad de
realizar experimentacion considerando a la poblacion femenina y las diferencias
fisiolégica que existen asociadas al sexo. Ademas, destaca el rol de la
neuroinflamacion y de la microglia durante el desarrollo de la depresibn como

patologia.

6.4. Limitaciones y proyecciones para futuras investigaciones.

Como ya se discutid, ningin modelo animal de depresion hasta la fecha satisface
todos los conceptos de validez, debido a dos principales dificultades (Becker et
al., 2021; Planchez et al., 2019); primero, la etiologia neurobiologica de la
depresion no ha sido completamente descrita y, por lo tanto, no puede ser
completamente replicada en modelos animales, segundo, la depresién clinica se
diagnostica sobre la base de un conjunto de sintomas altamente variables
propios de humanos y, como tal, solo un subconjunto de sintomas puede medirse
objetivamente en roedores, incluso cuando existen comportamientos analogos
como por ejemplo, la interaccibn social anormal o comportamiento de
acicalamiento, la relacién establecida con los sintomas humanos puede no ser
correcta o puede estar sujeta a antropomorfismo. Ademas, dada la naturaleza
heterogénea de la depresién, tanto en términos de manifestacion de sintomas

como de su fisiopatologia, ningiin modelo animal establecido de depresion sera
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completamente traducible, lo cual es una consideracion importante al interpretar
los hallazgos del trabajo en esta tesis. Teniendo en consideracion esta limitacion,
plantamos el AS como un modelo mas cercano a la vivencia humana, puesto que
el AS es un proceso estresante que los humanos sufren a diario por diversas
razones. Explorar como el AS influye en el comportamiento y la fisiologia de los
roedores, permite identificar posibles correlatos biolégicos y conductuales que,
aunque no replican completamente lo observado en humanos, ofrecen una
perspectiva sobre los factores que contribuyen a los trastornos depresivos. De
esta manera, se puede avanzar en la comprension de la depresion y en el
desarrollo de intervenciones terapéuticas mas efectivas, a pesar de las

limitaciones inherentes de los modelos animales.

Una limitaciéon importante de este trabajo, y que se debe tener en consideracion
al trabajar con cohortes de hembras, es evaluar el ciclo estral del animal. El ciclo
estral puede dividirse en cuatro etapas, proestro, estro, metaestro y diestro (Zeng
et al., 2023) y similar al ciclo menstrual humano, las hormonas sexuales
femeninas (progesteronay estrogenos principalmente) fluctiian a lo largo del ciclo
y tienen efectos en distintos procesos fisioldgicos, como por ejemplo, la respuesta
del sistema inmune, donde se ha documentado que en presencia de
progesterona, la respuesta de los macrofagos frente a estimulos se ve
comprometida (Menzies et al., 2011). En lo que respecta a los efectos que tienen

las hormonas en el comportamiento durante pruebas como FST y OFT, no se
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observan diferencias significativas en las etapas estro y diestro del ciclo estral
luego de una semana de AS (Zeng et al., 2023), de modo que podemos suponer
gue el comportamiento no se ve mayormente afectado producto de las hormonas
en nuestro caso. Sin embargo, este trabajo se veria beneficiado al incluir el
estudio de la etapa del ciclo estral mediante citologia del descamado vaginal
(Byers et al., 2012) o la determinacién de la concentracibn de hormonas en

plasma mediante ELISA.

Respecto a la temporalidad de las pruebas de comportamiento, identificamos
como una limitante la determinacion del comportamiento en un unico punto final.
Esto que nos impedia conocer la cinética de la aparicion del comportamiento de
tipo ansioso-depresivo en un protocolo tan largo como lo es 7 semanas de AS.
Por esta razon, se realiz6 el analisis del comportamiento de los animales, tanto
machos como hembras, con la bateria de pruebas de comportamiento a las 4
semanas de AS. A esta misma cohorte de animales se le volvié a exponer a las
pruebas una vez finalizado el periodo de aislamiento (7 semanas), encontrandose
gue los animales presentaban un comportamiento alterado en las pruebas,
observandose inmovilidad casi total en la prueba FST y menor conducta
exploratoria en la prueba OFT. Hipotetizamos que esto puede deberse a que la
prueba FST es altamente estresante para los animales y volver a enfrentarse a
ella produjo que estos se paralizaran por el miedo. Por otro lado, la prueba OFT

utiliza la naturaleza exploratoria de un ambiente nuevo en contraposicion a la
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necesidad de refugiarse. Por tanto, volver a exponer al roedor a un area que ya
es conocida por él, desvia el objetivo de la misma prueba. Incluir mas cohortes
de animales para conocer los efectos que tiene el AS a lo largo de las semanas
del protocolo significa un aumento significativo en el nimero de animales, lo que
presenta consideraciones éticas al no poder asegurar que los resultados
proporcionaran informacién crucial y novedosa a la investigacion, ademas de no

responder a la hipoétesis de este trabajo.

Finalmente, las inmunohistoquimicas para Iba-1 realizadas en este trabajo
corresponden a cortes finos de 7 um, que permiten tener una idea en 2
dimensiones de la morfologia de la microglia. Considerando que la microglia es
una célula de aproximadamente 200 um, utilizar cortes tan finos nos llevan a la
perdida de informacion respecto a la complejidad de la célula y su estructura en
3 dimensiones. Ademas, tal como se sugiere en literatura (Paolicelli et al., 2022),
la caracterizacién de la activacion de la célula en respuesta a estimulos debe
incluir la mayor cantidad de informacion y complejidad posible, por esta razon lo
observado en este trabajo de tesis puede resultar favorecido al incorporar los
marcadores mencionados en el apartado anterior para la identificacién de

fenotipos de activacion.

Perspectivas futuras a analizar para este trabajo de tesis en particular deben

considerar la inclusién de animales machos, de modo de ademas de tener
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informacion sobre los efectos del AS en la conducta, conocer qué ocurre con el
sistema inmune en la periferia y a nivel central y de este modo establecer la
existencia de dimorfismo sexual frente a la respuesta al estrés por AS como

modelo de depresion.

Para finalizar, este trabajo permite evidenciar que el AS es un estresor importante
a considerar en la experimentacion con modelos murino, por lo tanto, seria
importante reconsiderar disefios experimentales que incluyan aislar animales, ya
gue como se discutio a lo largo de esta tesis, la fisiologia del animal puede verse
comprometida por los efectos del estrés cronico y por tanto los resultados
obtenidos de dicha investigacion verse opacados por los efectos que el AS tiene

por ejemplo en el eje HPA, el sistema inmune y a nivel cerebral.
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VIl. CONCLUSION.

En esta tesis fue posible estandarizar un protocolo de estrés crénico por
aislamiento social en un modelo murino de hembras con una duracién de 8
semanas que, en primer lugar, es capaz de inducir una respuesta exacerbada del
eje HPA, evidenciado como un aumento de los niveles plasmaticos de la hormona
GC cortisol, demostrando que las hembras aisladas estan estresadas. En
segundo lugar, nuestro protocolo de estrés demostré ser un modelo valido para
inducir comportamiento tipo depresivo y ansioso en hembras luego de 7 semanas
de aislamiento. Ademas, pudimos establecer la existencia de dimorfismo sexual
respecto a la temporalidad de la aparicion de la sintomatologia depresiva, siendo

mas temprana en machos.

Finalmente, se demostré que producto del estrés por aislamiento social no se
detectan alteraciones en el sistema inmune innato ni adaptativo, pero si se
observan signos de neuroinflamacién, evidenciado como un aumento de la
expresion de citoquinas proinflamatorias y del nimero de microglias en el
hipocampo. Ademds, pudimos demostrar que estas microglias presentan una

morfologia activada, evidenciado como hipertrofia de esta célula.

Los principales resultados de este trabajo se resumen en la figura 14.
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Figura 14: Resumen esquematico de los principales resultados: Cambios
conductuales y bioldgicos asociados con el estrés por aislamiento social (AS) de
7 semanas.

El recuadro superior izquierdo resume los cambios conductuales relacionados
con sintomatologia depresiva y ansiosa en machos y en hembras posterior a AS.
En el lado derecho se encuentran los cambios en la biologia de células
microgliales y astrocitos en el giro dentado (DG) del hipocampo. El cuadrante
inferior izquierdo muestra los cambios sistémicos asociados al AS,
especificamente en poblaciones celulares de neutréfilos y linfocitos T y de los
niveles de citoquinas en plasma y en bazo.
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IX. ANEXOS

Anexo 9.1. Informe comité de bioética y bioseguridad, Facultad de

Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion.
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T: (56-41) 2204508

a Facultad de Campus Concepcion

Universidad de Concepcion

Concepcion, 20 de noviembre de 2023

INFORME COMITE DE BIOETICA Y BIOSEGURIDAD

Comité de Bioética y PROYECTO VRID

Bioseguridad N°2023000819

Direccién de Investigacion

Facyltfid de Ciencias “EFECTO DEL ESTRES POR AISLAMIENTO
Biologicas TITULO SOCIAL SOBRE LA INFLAMACION EN
Universidad de Concepcion RATONES HEMBRA”

0 Dra. Carola Mufioz M.
0 Dra. Carla Estrada M.
0 Dr. Fabian Segovia M. INVESTIGADOR Dr. Roberto Elizondo Vega

0 Dr. italo Fernandez F.

A solicitud del Sr. Roberto Elizondo Vega, se recibe documento (adjunto) con precisiones a la metodologia
incluida en la postulacién al Proyecto VRID antes mencionado, solicitando que este Comité emita una carta de
aprobacion.

Estas precisiones, asi como la metodologia del Proyecto, han sido analizadas de acuerdo a las
recomendaciones de GUIDE for the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal
Resources Commission on Life Science National Research Council), los principios elaborados por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, Organizacién Mundial de la Salud (1985), el texto
"Aspectos Bioéticos de la Experimentacion Animal”, editado por CONICYT en 2009, y el “Manual de Normas
de Bioseguridad y Riesgos Asociados” editado por CONICYT en 2018.

De acuerdo con lo sefialado en el documento, las precisiones a la metodologia son consecuentes con el
principio de las “3 Rs” empleado para la investigacion con animales. En particular:

1. Dado que no existe un modelo alternativo para realizar el estudio, el Investigador necesita emplear
animales, Especie/cepa: Mus Musculus/C57BL6, correspondiendo a especies apropiadas para realizar la
investigacion, lo que representa una buena aproximacion al requisito de REEMPLAZAR.

2. Entérminos de REDUCIR, se utilizara un nimero de animales dentro de los rangos admisibles.

3. El uso de analgesia y eutanasia son apropiados para la especie en términos de REFINAR. Ademas, el
Proyecto incluye el uso de un protocolo de supervision de animales de experimentacion.

4. En consecuencia, los protocolos existentes son adecuados.

5.  El estudio propuesto permitira realizar avances en los conocimientos en beneficio humano y animal.

6. El personal involucrado es idéneo en el manejo y uso de las muestras animales.
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7. Los estudios seran desarrollados en el LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR de nuestra Facultad,
donde se encuentran disponibles tanto las facilidades como el equipamiento necesario para realizar los
estudios con animales incluidos en el Proyecto.

8.  Cabe mencionar que nuestra Facultad cuenta con los servicios de la Unidad de Seguridad MATPEL
(www?2.udec.cl/matpel), quienes colectan y procesan en forma rutinaria los residuos biolégicos y quimicos
generados por nuestros investigadores, de acuerdo con las indicaciones del “Manual de Bioseguridad” de
CONICYT.

En consecuencia, el comité de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad de Concepcién valida los estudios sefialados.

Sin otro particular, les saluda muy atentamente,

Dra. Carola Muioz Montesino
Presidenta
Comité de Bioética y Bioseguridad
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad de Concepcién
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Anexo 9.2. Certificado comité ético cientifico Universidad San

Sebastian

SAN SEBASTIAN

COMITE ETICO CIENTIFICO

Santiago, 14 de Octubre 2019

Cédigo interno CEC del Proyecto | 03-2019-20
Fecha de Resolucion 14/10/2019
Vencimiento de  Vigencia  de | 14/10/2020
Resolucion

Investigador/Responsable | Karina Alejandra Oyarce Merino

Unidad Académica Facultad de Medicina y Ciencia. Sede Concepcion.

Titulo del Proyecto “Immuno modulator y effect of vitamin D-treated Tregs on eripheral and

central inflammation, on murine models of depression”. Fondecyt de
Iniciacion N° 11190914
Patrocinador Universidad San Sebastian.

Lugar de Ejecucion Bioterio del Centro Regional de Estudios Avanzados para la vida (CREAV)
Facultad de Ciencias Biologicas.Universidad de Concepcion.

El Comité Etico Cientifico de la Universidad San Sebastiin ha basado la evaluacién del Proyecto en la

revision de los sigui d s p los por la investigadora responsable:
- Cartadelat igad P ble a la Presid: del Comité Etico Cientifico USS solicitando revision del
Pl’O"(.‘ClO.
- Proyecto

- Resumen del proyecto

- Referencias del proyecto

- Solicitud de autorizacién al proyecto por parte del Decano de la Facultad de Medicina y Ciencia, al Comité
Etico Cientifico Universidad San Sebastiin (CEC USS).

- Curriculo Vitae Investigadora

- Anexo de consideraciones éticas

- Certificado de capacitacién de la investigadora principal

les en ratones

- Carta que di periencia en proced I

- Autorizacién escrita de la autoridad correspondiente del sitio de investigacion donde se realizaran los
experimentos del estudio.

- Protocolo de manejo animal.

- Protocolo de supervision en animales.
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1.1

- Bioscguridad de Institucién Patrocinante.
- Bioseguridad otras instituciones donde se realice la experimentacion.

EVALUACION ASPECTOS GENERALES DEL PROYECTO:

La versién del proyecto presentado a la evaluacién por el Comité de Etico Cientifico USS presenta un

planteamiento claro, justificado, con una metodologia pertinente y con un alto valor social.

1.2 El protocolo de manejo animal hace referencia a:

21

- Lugar de obtencion de los animales y sus caracteristicas (especie, edad, peso, sexo)
- Lugar de mantencion de los animales

- N” de animales a utilizar

- Método de identificacién del animal

- Justificacién de uso de modelo animal seleccionado en lugar de usar modelos alternativos

- Justificacién de la especie a utilizar

- Justifica el tamafio muestral indicando la formula utilizada y los valores que se ingresan en la misma.
- Descripcion de los procedimientos

a el procedimiento

- Refiere idoneidad de las condiciones del lugar e instalaciones donde se 1

quirirgico y no quirdrgico.

- Identificacion de niveles de dolor y tratamientos. Describe métodos de control para uso de analgésicos
y sacrificio.

- Describe criterios de interrupcion en circunstancias claramente especificados

- Presenta anexo con la ficha de supervision de signos de estrés y dolor que se evaluarin, en los animales

que eventual experi an dolor.

- Describe formas en que se cumplira el principio de las tres “R” (Rusell y Buch) que se refieren a
Reemplazar (sustituir uso de animales), Refinar (disminuir incidencia y severidad de procedimiento) y

Reducir (minimizar el nimero de animales).

- Define los mecanismos de eutanasia.

EVALUACION DE ASPECTOS ESPECIFICOS

Incorpora en forma explicita que todos los procedimientos quiriirgicos y no quirdrgicos, asi como el
manejo de animales, se realizara acorde a las exigencias éticas, normativas y leyes para el correcto uso y

cuidado de los animales.
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2.2 Sobre idoneidad en el manejo animal:

La investigadora principal que trabajari directamente con los animales demuestra experiencia e

idoneidad, respaldada por certificados de capacitacion.

- Elmétodo de eutanasia que se utilizara es el recomendado para este procedimiento en ratones.

- Todos los procedimientos experimentales serin ejecutados por investigadores con experiencia en el
mancjo de animales, ademas de ser monitoreados por personal veterinario calificado, que forma
parte del bioterio del CREAV.

- Incorpora y justifica lo dispuesto en la Ley 20.380, sobre proteccion de Animales, especialmente lo
relativo a:

- La consideracién al tratamiento ético y humanitario que se expone para la investigacion con

animales.

3. DECISION DEL COMITE ETICO CIENTIFICO"

El Comité Etico Cientifico de la Universidad San Scbastidn considera que el proyecto cumple con las

exigencias ético cientificas en experimentacion con animales.

Resolucion: Proyecto Aprobado.

La Investigadora Responsable se compromete a informar cualquier evento no previsto en el
proyecto, a cumplir con las exigencias del proceso de seguimiento y a gar un informe final
cuando el proyecto esté terminado.

‘ AD
/ Lol £ EBAST
/ COMITE Frico o 1AN

ENTIFICO

Dra. Alejandrina Arratia Fi
Presidenta Comité Etico Cxenuﬁco
Universidad San Sebastiian

! El Comité Etico Cientifico de la Universidad San Scbntnn adhu:rc a las exig i idas en la Decl

de Helsinki y en las normas del Oomqo dc O i 1! dl: las Ciencias Médicas (CIOMS). A nivel nacional
cumple con la ley 20.120 sobre la i cientifi en el ser h y prohibe la clonacién humana, con la ley
19.628 sobre pmln:cnﬁn de la vida pnvada y sobre pmt:cclén de datos de mract:r personal y con la Ley 20.584 sobre derechos y
deberes que tienen las p cn con das a su i6n cn salud y con la Ley 20.380 sobre proteccién de
animales.
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