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Resumen 

Se ha evidenciado recientemente las implicaciones de la microbiota intestinal (MI) en múltiples 

procesos fisiológicos del hospedero (ej.: función gastrointestinal, ritmo circadiano, señalización 

inmune, entre otros).1 La heterogeneidad y susceptibilidad a factores ambientales de la MI en 

cada individuo, genera discrepancia sobre la magnitud en la que la MI contribuye a la fisiología 

del hospedero.1,2 Persiste una serie de aspectos sobre la MI que no son del todo esclarecidos: 

p.ej.: Etapas específicas en la vida de un individuo donde se establece la MI, y cómo este factor 

posteriormente altera el desarrollo y/o fisiología cerebral del hospedero.1,2,3 Actualmente se 

conocen 4 vías principales de comunicación entre la MI y el cerebro:  (1) vías neurales, (2) vías 

endocrinas, (3) vías inmunológicas, (4) metabolitos bacterianos.2 Entre los metabolitos 

bacterianos se encuentran los ácidos grasos de cadena corta (AGCC)1,3, siendo 3 los más 

producidos por la MI: (1) acetato, (2) propionato, (3) butirato (en un ratio de 60:20:20 

respectivamente).1,4 Se conoce además, las relaciones de los AGCC con ocurrencias 

fisiopatológicas como la enfermedad de Parkinson, los trastornos de humor, los trastornos del 

espectro autista, y otros, que sugieren en paralelo, que existiría una relación entre los AGCC y 

el neurodesarrollo.1,3 No obstante, sus efectos en procesos del neurodesarrollo como la 

eliminación de sinapsis excesivas por células microgliales y en qué medida estos pueden ser o 

no beneficiosos, no son comprendidos en su totalidad.1,4 La presente investigación enfatizará 

en uno de los AGCC producidos por MI (butirato) y explorará el rol que este presenta en el 

neurodesarrollo perinatal. Sobre butirato se conoce, en paralelo a sus vías de señalización, su 

capacidad de inhibir histona deacetilasas (HDACs) y su participación indirecta en la 

modulación epigenética en la transcripción y expresión proteica (ej.: citoquinas, factores 

neurotróficos), importantes durante el neurodesarrollo.4 Se hipotetiza que la presencia de 

AGCC (principalmente butirato) sería responsable de los cambios fisiológicos encontrados en 

el neurodesarrollo perinatal. Se evaluará el efecto del butirato en un modelo de ratonas gestantes 

a través del silenciamiento de los genes HDAC1/HDAC2, para posteriormente cuantificar 

niveles de muerte celular y activación de microglía en los neonatos (P3) en condiciones 

estándar (CC) vs condiciones estériles (GF). 

Palabras clave: AGCC, butirato, neurodesarrollo, microbiota, histona deacetilasa, modelo 

ratón
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Abstract 

The implications of the gut microbiota (GM) on multiple host physiological processes (e.g., 

gastrointestinal function, circadian rhythm, immune signaling, among others) have recently 

been highlighted.1 The heterogeneity and susceptibility to environmental factors of GM in each 

individual generates discrepancy about the extent to which GM contributes to host 

physiology.1,2 There remain a number of aspects of GM that are not fully elucidated: e.g., 

specific stages in an individual's life where GM is established, and how this factor subsequently 

alters host brain development and/or physiology.1,2,3 Currently, 4 main pathways of 

communication between GM and the brain are known: (1) neural pathways, (2) endocrine 

pathways, (3) immunological pathways, (4) bacterial metabolites.2 Among the bacterial 

metabolites are short-chain fatty acids (SCFA)1,3, with 3 being the most produced by GM: (1) 

acetate, (2) propionate, (3) butyrate (in a ratio of 60:20:20 respectively).1,4 Furthermore, the 

relationships of SCFA with pathophysiological occurrences such as Parkinson's disease, mood 

disorders, autism spectrum disorders, and others are known, suggesting in parallel, that there 

would be a relationship between SCFA and neurodevelopment.1,3 However, their effects on 

neurodevelopmental processes such as the elimination of excessive synapses by microglial cells 

and the extent to which they may or may not be beneficial to neurodevelopment are not clear.4 

The present investigation will emphasize one of the SCFA produced by GM (butyrate) and will 

explore its role in perinatal neurodevelopment. In parallel to its signaling pathways, butyrate is 

known to inhibit histone deacetylases (HDACs) and to indirectly participate in epigenetic 

modulation of transcription and protein expression (e.g., cytokines, neurotrophic factors), 

important during neurodevelopment.4 It is hypothesized that the presence of SCFA (mainly 

butyrate) would be responsible for the physiological changes found in perinatal 

neurodevelopment. The effect of butyrate will be evaluated in a pregnant mouse model through 

the silencing of HDAC1/HDAC2 genes, to subsequently quantify levels of cell death and 

microglia activation in neonates (P3) under standard conditions (CC) vs. germ-free conditions 

(GC). 

Keywords: SCFA, butyrate, neurodevelopment, microbiota, histone deacetylase, mouse model 
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Estado del Arte 

 

 

1. Generalidades: El eje microbiota-intestino-cerebro  

 

1.1. Microbiota intestinal y sistema nervioso central (SNC) 

 

El término microbiota hace referencia a la colectividad de microorganismos que 

residen externa e internamente en un hospedero.1 Se conocen distintos tipos de 

microbiota, que poseen características y nichos diferentes dependiendo de la zona del 

organismo. Se encuentra microbiota en piel, tracto respiratorio, ojos, tracto urogenital 

y en el tracto gastrointestinal.1 Este último es conocido como microbiota intestinal 

(MI), siendo de todas las anteriormente mencionadas, la más abundante en el 

organismo.1 Actualmente, se tiene conocimiento parcial de los roles que la MI toma 

sobre diversos procesos fisiológicos en el hospedero.1,2 

 

Se conoce que la MI genera cambios fluctuantes en el sistema nervioso. Participa en 

la síntesis de determinados neurotransmisores y metabolitos (ej.: GABA y AGCC 

respectivamente). Los compuestos de la MI están asociados a cambios conductuales 

como niveles de ansiedad y depresión, conductas sociales y aptitudes comunicativas. 

Además, también están a cambios morfológicos como la actividad del eje hipotálamo-

hipofisario-adrenal, la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, distribución de 

comunicación nerviosa, neuroinflamación, entre otros. Tomando en cuenta lo descrito 

anteriormente, son diversos los factores que indican una comunicación constante entre 

la microbiota intestinal y el sistema nervioso central (SNC).2,3   

 

 

1.2. Mecanismos de comunicación 

 

El eje microbiota-intestino-cerebro (MIC) es un término relativamente nuevo en el 

campo de la neurociencia. Es atribuido a los mecanismos de señalización bidireccional 

entre el tracto gastrointestinal y el SNC.1,2,3 La comunicación del eje MIC representa 

una simbiosis entre la microbiota y el hospedero. Se ha mostrado que la condición de 

este eje está relacionada a modulaciones en la función sistémica, tales como: 
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Alteraciones en la señalización de neurotransmisores, hormonas, y/o agentes inmunes; 

cambios en los procesos metabólicos: glucosa, índice de masa corporal, entre otros1; 

cambios estructurales en regiones del encéfalo: hipotálamo, cuerpo calloso, barrera 

hematoencefálica (BHE), microglía, entre otros.2,3,4 

 

La funcionalidad del eje MIC ha sido estudiada desde diversas perspectivas. Por 

ejemplo, se ha analizado el uso de agentes probióticos (ej.: Lactobacillus sp), la 

aplicación de dietas especializadas, el efecto de intervenciones quirúrgicas (ej.: 

vagotomía), y el impacto sobre el neurodesarrollo en modelos de ratones nacidos en 

medios estériles (germ free models, GF) vs. ratones nacidos en condiciones estándar 

(CC).2,4 La MI tiene una alta susceptibilidad al ambiente y condición de vida del 

hospedero. La comunicación del eje MIC es fundamental para la condición fisiológica 

del hospedero. Sin embargo, pese a la reciente relevancia en la investigación de la MI 

y su función en el sistema nervioso, existen mecanismos y rutas que no son del todo 

comprendidos.1,2 Actualmente, se conocen por lo menos 4 vías de comunicación del 

eje MIC.2 (1) Vías neuronales (ej.: sistema nervioso entérico, nervio vago), (2) Vías 

endocrinas (ej.: células enteroendocrinas, hormonas peptídicas), (3) Vías 

inmunológicas (ej.: sistema inmune innato, expresión de citoquinas) y (4) Moléculas 

de origen bacteriano (ej.: neurotransmisores, lipopolisacáridos, ácidos grasos de 

cadena corta). 

 

 

1.3. Antecedentes: AGCC, butirato, fisiología cerebral y neurodesarrollo 

 

Uno de los mecanismos de comunicación del eje MIC está mediado por los 

metabolitos que producen los microorganismos de la microbiota, que tienen la 

capacidad de metabolizar componentes en la dieta del hospedero.2,3,5 Metabolitos 

bacterianos como la serotonina, la trimetilamina y ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC) son capaces de mantener la integridad de la BHE.2 Los AGCC son ácidos 

monocarboxílicos pequeños (<6 carbonos), producidos por la fermentación de fibras 

alimentarias por la microbiota en el tracto gastrointestinal.5,6 Entre los AGCC más 

abundantes en el organismo se registran los siguientes: acetato (C2), propionato (C3), 

butirato (C4). Están presentes en el colon en una relación molar de 60:20:20 

respectivamente. No obstante, las proporciones de estos ácidos en el sistema son 
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dependientes del sustrato, la composición de la microbiota, y el tiempo de transición 

en el intestino.3,5  

 

Se sabe que los AGCC pueden interactuar de manera específica con determinados 

receptores, transportadores y enzimas. Cada uno de estos poseen mayores afinidades 

a AGCC específicos. Estos complejos proteicos están distribuidos de manera desigual 

en distintos órganos y tejidos.5 En el caso de receptores de AGCC, en su mayoría son 

receptores acoplados a proteína G. Entre ellos, GPR43, GPR41, y GPR109a 

(renombrados FFAR2, FFAR3 y HCAR2 respectivamente), son los receptores más 

revisados en el campo de investigación en microbiota.1 Además de ellos, existen 

receptores como OR51E1, OR51E2, GPR42, entre otros.4 Los receptores de AGCC 

suelen asociarse más al sistema nervioso entérico y sistema inmune. Los 

transportadores de monocarboxilato acoplados a H+ o Na+, pertenecientes a la familia 

proteica de MCTs/SMCTs, están relacionados al transporte de ácidos 

monocarboxílicos a tejidos cerebrales. Los MCTs/SMCTs están estrechamente 

asociados a múltiples tejidos en el SNC, principalmente expresados en células 

endoteliales de la BHE, neuronas, astrocitos y glías.5,6 

 

Investigaciones recientes contrastan la idea de que el desarrollo embrionario ocurre en 

un espacio intrauterino estéril y sugieren que existe una translocación de la MI de la 

madre al hijo, que indican a su vez, la participación de la MI en el desarrollo 

embrionario.2,7 El neurodesarrollo perinatal es una de las etapas claves en el desarrollo 

embrionario. Este es modulado por un complejo equilibrio entre factores ambientales 

y expresión de genes determinados.7 Entre algunos de estos genes se encuentran: 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF), nerve growth factor (NGF) y glial cell 

line-derived factor (GDNF).8 Estos genes son capaces de modular la activación del 

sistema inmune innato del cerebro (microglía), las sinapsis en las redes neuronales 

(synapse pruning), la diferenciación y supervivencia de neuronas (apoptosis), y la 

neurogénesis.3,4,8 

 

Uno de los AGCC más encontrados en el sistema viene a ser el butirato.6 Como todos 

los AGCC, el butirato es producido vía glucólisis. Este mismo es generado por la 

combinación de 2 moléculas de acetil-CoA (acetoacetil-CoA), que es reducida a 

butiril-CoA, desde el cual se conocen 2 rutas para la formación de butirato (por acetato 
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CoA-transferasa o por butirato kinasa).9 Pese a que los AGCC pueden también ser 

sintetizados por el hospedero, estos mecanismos son realizados en mayor medida por 

determinados grupos de bacterias dentro de la MI. La síntesis de AGCC por MI se 

asocia frecuentemente a bacterias del phylum Firmicutes, de las familias 

Ruminococcaceae y Lachnospiraceae principalmente. En sentido estricto, tomando de 

partida la síntesis de butirato, se ha visto a las especies Faecalibacterium prausnitzii, 

Eubacterium rectale, Eubacterium hallii y Ruminococcus bromii como las principales 

responsables de la producción de butirato en la microbiota.10 

 

Se ha demostrado la interacción del butirato con estructuras del cerebro. Por ejemplo, 

se observa una particular afinidad de butirato como inhibidor de histonas deacetilasas 

(HDACs), especialmente HDAC1 y HDAC2. Las cuales están asociadas a la 

regulación epigenética de la transcripción de proteínas expresadas en células gliales y 

neuronas.2,8 La administración de butirato, está asociada a la maduración de microglía, 

los niveles de K+ intracelular  implicado en sistemas de señalización en neuronas, la 

neurogénesis mediante acción de factores neurotróficos, entre otros.6,8 El hecho que 

exista información que la presencia de butirato se asocia a una gran cantidad de 

factores en el SNC, es la razón por la que se sugiere también una significativa 

contribución del butirato al proceso del neurodesarrollo. 

 

 

2. Efectos en la función cerebral mediados por butirato   

 

Con respecto al caso de señalización de butirato se conocen 2 tipos de proteínas: (1) 

Receptores acoplados a proteína G, (2) Transportadores de monocarboxilato acoplados a 

H+ o Na+.6,8,13 

 

2.1. Receptores acoplados a proteína G: FFAR2, FFAR3, HCAR2 

 

Entre los receptores más citados se describen a GPR43 y GPR41, renombrados como 

FFAR2 y FFAR3 (free fatty acids receptors 2/3), y GPR109a, denominado HCAR2 

(hydrocarboxylic acid receptor 2).14 La distribución de FFAR2 y FFAR3 en regiones 

del SNC genera discrepancia. Existen reportes sobre estos receptores, que son 

generalmente expresados en el sistema nervioso entérico (SNE) (ej.: ganglios, 
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neuronas entéricas y células enteroendocrinas).11,12 No obstante, FFARs y HCARs 

también se encuentran estrechamente asociados a la señalización inmune. Se registran 

expresiones de estos receptores en células inmunes de forma diferencial (ej.: linfocitos 

T, leucocitos, macrófagos, entre otros).6,13,14,15 Existe información sobre presencia de 

FFAR2/FFAR3 en el cerebro (neuronas y glías).14,15 Sin embargo, estudios como Nøhr 

et al. (2015) reportan no haber encontrado FFAR3 en tejidos del cerebro.12 Otro 

estudio menciona que pese a la ausencia de expresión de FFAR2 en todo tipo de célula 

en el SNC, el silenciamiento de este receptor (ratones FFAR2-/-) genera cambios en la 

microglía.13 Este contraste entre publicaciones sugiere que la expresión o no expresión 

de receptores FFARs no es un factor determinante en cuanto a efectos de AGCC 

(indirectos o directos) vistos en el cerebro respecta. Sin embargo, esto último tampoco 

puede descartar el rol de FFARs en la modulación de la microglía.12,13,14 

 

Se tiene información más concisa sobre la expresión de GPR109a/HCAR2 en el SNC. 

Se conocen relaciones entre HCAR2, la activación de microglía y su capacidad de 

neuroprotección y neuroinflamación.16,17 FFARs y HCAR2 presentan afinidad a 

butirato, la interacción de ambos receptores está relacionada a la modulación de la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias por la microglía, que como ya se 

mencionó, conforma el sistema inmune innato en el SNC. Entre estas citoquinas se 

pueden registrar interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis 

tumoral-α (TNF-α).13,15 La modulación de estas citoquinas en el cerebro indican las 

actividades pro y anti-inflamatoria que son generalmente mediadas por la microglía, 

que pueden ser derivadas a la señalización de muerte celular de neuronas para una 

formación eficiente de redes neuronales y la supervivencia de estas durante las 

primeras etapas del neurodesarrollo (synapse pruning).6,14,17 

 

 

2.2. Transportadores de monocarboxilato acoplados a H+ o Na+: MCTs/SMCTs 

 

Los MCTs/SMCTs son una familia de proteínas, especializada en el transporte de 

monocarboxilatos cortos como lactato, piruvato y butirato. La funcionalidad de estas 

estructuras depende de la gradiente de protones (MCTs) o de sodio (SMCTs), 

generando un transporte unidireccional a través de la membrana plasmática.17,18 Pese 

a que existen por lo menos 10 tipos de MCTs, la isoforma MCT1 es la más 
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predominante y la que mayor afinidad posee hacia monocarboxilatos (entre ellos 

butirato). Se ha reportado la presencia de MCT1 en muchos tejidos diferentes, tales 

como hígado, riñones, corazón, músculo esquelético, intestino y cerebro.17 

MCTs/SMCTs son encontrados en células epiteliales del intestino, y en células 

endoteliales de la BHE, astrocitos y neuronas.19,20 Estas expresiones son un fuerte 

indicador que esta familia proteica está encargada en gran proporción del transporte 

de metabolitos bacterianos por la vía circulatoria, incluyendo vías directas de 

comunicación intestino-cerebro.20 Debido a la naturaleza de MCTs/SMCTs, 

monocarboxilatos como butirato son capaces de ingresar a distintos tipos de tejidos. 

Esto permite una interacción directa con histonas deacetilasas, contribuyendo con la 

modulación de la expresión genética.21 

 

 

3. Neurodesarrollo perinatal en modelo ratón mediado por interacciones de butirato 

 

3.1. Neurodesarrollo en ratones en etapa perinatal en medio estéril (GF) 

 

La actividad de la microglía y el proceso de muerte celular son sucesos vistos en el 

neurodesarrollo perinatal. Un neonato pierde alrededor del 50% de neuronas en sus 

etapas iniciales a través de apoptosis, la principal razón de este mecanismo es reducir 

el exceso de interconexiones neuronales para formar redes neuronales más 

eficientes.22,23 Se ha visto que condiciones ambientales en las que una cría se 

desarrolla, medio estándar (CC) vs medio estéril (GF), puede relacionarse de manera 

significativa a variaciones en valores de citoquinas asociadas a muerte celular 

(aumento en núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV), CA1 del hipocampo; 

disminución en núcleo arcuato del hipocampo).22 También existe evidencia de 

variaciones en muerte celular en determinadas regiones cerebrales en crías de ratón 

relacionados a la condición de su nacimiento (vía vaginal o cesárea).23 Esto último 

sugiere que esta etapa en el neurodesarrollo perinatal puede verse afectada no solo por 

las condiciones ambientales en la que se desarrolla la cría, sino también por la forma 

de nacimiento de las crías, denotándose mayor actividad apoptótica en crías de 

nacimiento vaginal.22,23 
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3.2. Inhibición de HDACs. Tratamientos de butirato. Modulación de microglía 

 

Las histonas deacetilasas (HDACs) son un tipo de enzimas capaces de remover el 

grupo acetil en histonas, inhibiendo la transcripción y expresión de genes. Existen 

AGCC capaces de inhibir HDACs, siendo butirato el de mayor capacidad inhibitoria 

en modelos in vivo e in vitro.24 Se conocen 4 familias de HDACs (clases I-IV), 

distribuidas en 2 grupos: (a) Dependientes de zinc, denominadas homónimamente 

HDACs (1-11), distribuidas en las siguientes clases: I (1, 2, 3 y 8), II (4, 5, 6, 7, 9 y 

10) y IV (11); (b) Dependientes de nicotinamida-adenina-dinucleótido (NAD), 

denominados SIRT (1-7), todos en la clase III.25 Existe expresión del HDAC1 al 

HDAC11 en el cerebro, siendo las clases I y II las que presentan mayor afinidad a 

butirato.5 Se sugiere que la actividad de butirato en el cerebro puede darse a través de 

la regulación de expresión genética por medio de la inhibición de HDACs. Para 

corroborar esta información, se ha mostrado efectos antiinflamatorios en el cerebro 

frente a administración de butirato, regulación de expresión de factores neurotróficos 

en células nerviosas, neuroprotección y neurogénesis.26,27,28,29 En adición, estudios 

recientes mencionan que HDAC1 y HDAC2 pueden relacionarse a alteraciones 

fisiológicas significativas durante etapas tempranas del neurodesarrollo prenatal en 

ratones. Los HDACs estarían implicadas además, directa y/o indirectamente, en 

codificación de interleucinas y TNF-α, modulación de muerte celular, supervivencia 

de neuronas y consecuente optimización de sinapsis.30,31 
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Problema de investigación 

 

La producción de AGCC por la microbiota intestinal conforma uno de los principales 

mecanismos de comunicación del eje microbiota-intestinal-cerebro.5 El butirato es uno de 

los metabolitos bacterianos más investigados, debido a su afinidad inhibitoria de histonas 

deacetilasas (HDACs) a comparación de otros AGCC. La inhibición de HDACs trae en 

consecuencia, la modulación epigenética y por ende a la expresión proteica de estructuras 

importantes durante el neurodesarrollo perinatal de ratones (ej.: citoquinas, interleucinas, 

factores neurotróficos, entre otros).6,30 

 

Las implicaciones indirectas de butirato a la expresión de diversos genes, como factores 

neurotróficos, o la modulación de la función proinflamatoria de la microglía (expresión de 

citoquinas), sugiere que butirato tiene una importante relación con propiedades 

neuroprotectoras que pueden dar lugar a un rol en el neurodesarrollo temprano.26,27,28,29 Al 

mismo tiempo, estudios recientes evidencian que crías de ratón nacidas en condiciones 

estándar (CC) vs. ambientes estériles (GF), poseen diferencias en marcadores de muerte 

celular y activación de microglía, así como cambios morfológicos en determinadas regiones 

en el SNC22,23 que indican la existencia de una transmisión entre la microbiota y el 

neurodesarrollo perinatal.  

 

Debido a la naturaleza de AGCC y su naturaleza de señalización a través del organismo, se 

puede considerar a los AGCC como una explicación a cambios encontrados en crías GF vs. 

CC.15,18,22 Tomando en cuenta las características de butirato, se busca explicar diferencias 

entre las crías de ratón en condiciones CC y GF. Este proyecto hipotetiza que los cambios 

en valores de AGCC (principalmente de butirato) influyen fuertemente en estadíos 

tempranos de neurodesarrollo perinatal en ratones.  Esta investigación respondería si la 

muerte celular vista en las etapas primarias del neurodesarrollo perinatal, puede verse 

afectada por la alteración de determinadas interacciones de butirato. Para demostrar ello, 

se observará al tercer día postnatal (P3), alteraciones en la activación de microglía y 

producción de citoquinas en ratones neonatos silenciados en HDAC1/HDAC2.  
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Estrategia de Abordaje   

 

El método experimental consistirá en 2 fases: (A) Fase I: Butirato en ratones germ free (GF) 

y (B) Fase II: Butirato en ratones HDAC1-/-/HDAC2-/- (KO). La Fase I buscará determinar 

si el tratamiento de AGCC (butirato) en las madres normaliza los valores de muerte celular 

y microglía en las crías. Para ello se usarán 3 grupos: CC (grupo control positivo), GF (grupo 

control negativo) y GF+But (administración de butirato, grupo experimental). El butirato se 

aplicará en su forma soluble, butirato de sodio,  en el agua de las madres una semana antes 

del nacimiento de las crías. Se espera de los resultados en esta primera fase, que los valores 

del grupo GF+But sean normalizados y por ende similares a los de CC. Debido a que las 

crías pueden ser indistintamente machos o hembras, se tomará en cuenta el posible efecto 

del sexo en los resultados obtenidos. 

 

La Fase II buscará determinar si el rol de HDAC1/HDAC2 está relacionado a los efectos de 

butirato. Esta fase constará de 4 grupos: CC WT (wild type), GF WT, GF+But WT y 

GF+But KO (knock-out). El knock-out en HDAC1-/-/HDAC2-/- será específico para 

microglía, y se realizará mediante un proceso denominado ablación inducida que consta de 

cruces previos de líneas genéticas (ratones HDAC1fl/fl y HDAC2fl/fl con líneas Cx3cr1Cre o 

Cx3cr1CreERT2). Este proceso es descrito a detalle en Datta et al. 2018.31 En esta segunda 

fase, se esperaría que los valores vistos en GF+But WT sean parecidos a los de CC WT, 

mientras que los valores vistos en GF+But KO guarden similitud con los de GF WT (valores 

no normalizados). 

 

En cuanto a las mediciones realizadas en ambas fases (Fase I y Fase II) estas seguirán el 

siguiente protocolo: Primero se sacrificará a las crías al tercer día postnatal (P3). Se extraerá 

sangre arterial del tronco pulmonar y leche materna del estómago de cada cría, los niveles 

de AGCC serán medidos por cromatografía de gases. También se extraerán cerebros, a los 

que posteriormente se les realizará cortes coronales, que serán congelados y fijados por 

secciones. Por último, se usará Caspasa 3 activa (AC3) como marcador de muerte celular, 

IBA1 (Ionized calcium binding adaptor molecule 1) como marcadores de valor referencial 

a microglía, y se cuantificará la expresión de las citoquinas IL1β y TNFα (referentes a 

activación de microglía) mediante q-PCR.22 
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