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RESUMEN

El término anorexia describe la pérdida de apetito y la reduccion concomitante en la
ingesta de alimentos. La corteza prefrontal (PFC) integra entradas sensoriales y
participa en el aprendizaje asociativo para promover (hambre) o inhibir (saciedad)
el comportamiento de busqueda de alimentos. El objetivo de este trabajo fue
investigar si la anorexia esta asociada a un ambiente proinflamatorio y
neurodegeneracion en la corteza prefrontal medial (mPFC) y la corteza orbitofrontal
(OFC), regiones especificas de la PFC involucradas en la recompensa a la ingesta
de alimentos. Nuestros resultados mostraron que la anorexia inducida por
deshidratacion (DIA) incrementd la expresion de IBA-1 (+82%), vimentina (+88%) y
nestina (+84%), sin embargo, redujo la expresién de GFAP (-48%). Asi mismo, DIA
promovié la morfologia de-ramificada de la microglia y los astrocitos, aumentando
con ello la relacion microglia de-ramificada/ramificada (mPFC +2515% y OFC
+2540%) y de astrocitos de-ramificados/ramificados (mMPFC +1003% y OFC 661%).
Ademas, se observo el incremento en la expresion de las citocinas proinflamatorias
TNF-a (+98%), IL-6 (+85%) e IL-1B8 (+70%). Finalmente, los estudios de doble
inmunofluorescencia (Fluorojade-NeuN) mostraron neurodegeneracion en mPFC
(+21%) y en OFC (+30%). Conclusion: DIA promovi6 un ambiente neuroinflamatorio
y neurodegeneraciéon en mPFC y OFC.

Palabras clave: anorexia, corteza prefrontal, microglia, astrocitos, citocinas
proinflamatorias
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ABSTRACT

The term anorexia describes any loss of appetite and concomitant reduction in food
intake. The prefrontal cortex (PFC) integrates sensory input and participates in
associative learning to promote (hunger) or inhibit (satiety) food-seeking behavior.
The aim of this work was to test if anorexia is associated with a proinflammatory
environment and neurodegeneration in the medial prefrontal cortex (mPFC) and the
orbitofrontal cortex (OFC), specific regions of the PFC involved in reward food intake.
Our results showed that dehydration-induced anorexia (DIA) increased |IBA-1
expression (+82%), vimentin (+88%) and nestin (+84%), however, they reduced
GFAP expression (-48%). Likewise, DIA promoted the de-ramified morphology of
microglia and astrocytes, thereby increasing the de-ramified/ramified microglia ratio
(mPFC +2515% and OFC +2540%) and de-ramified/ramified astrocytes (mPFC
+1003% and OFC +661%). Furthermore, an increase in the expression of the pro-
inflammatory cytokines TNF-a (+98%), IL-6 (+85%) and IL-1B (+70%) was induced.
Finally, double immunofluorescence studies (Fluorojade-NeuN) showed
neurodegeneration in mPFC (+ 21%) and in OFC (+ 30%) in DIA and FRR.
Conclusion: DIA  promoted a neuroinflammatory  environment and
neurodegeneration in mPFC and OFC.

Key words: anorexia, prefrontal cortex, microglia, astrocytes, pro-inflammatory
cytokines
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1. INTRODUCCION

1.1 REGULACION DE LA INGESTA DE ALIMENTO

La ingesta de alimentos se ha dividido en 4 fases: La primera es la iniciacion:
comienza con el hambre, que se define como un fuerte deseo o necesidad de
alimento (Smith & Ferguson, 2008). La segunda fase de la ingesta de alimentos es
la adquisicion que implica la busqueda de los alimentos, la ingesta de alimentos esta
influenciada por la recompensa o refuerzo positivo que causan los alimentos, por lo
que son considerados reforzadores primarios capaces de dirigir comportamientos
que conducen a su adquisicion (Reichelt et al., 2015). La tercera fase es la
consumacién, donde los alimentos son ingeridos y detectados a nivel cefalico y
gastrointestinal y finalmente la terminacién, en donde los mecanismos de saciedad
entran en accién. La sensacion de saciedad suprime potencialmente la ingesta de
energia hasta que vuelva el hambre y esto conduce a la finalizacién de la ingesta
de alimentos (Watts, 2000).

La ingesta de alimento es regulada por un sistema homeostatico, en dénde
el hipotadlamo recibe informacion del estado energético del organismo y en
consecuencia envia sefiales a los 6rganos y sistemas periféricos para lograr un
balance energético (Morton et al., 2014). Con base en su accion, estas sefiales se
clasifican en orexigenas (hambre) y anorexigenas (saciedad) (Morton et al., 2014).
Entre los principales neuropéptidos orexigeénicos se encuentra el neuropéptido Y
(NPY), la proteina Agouti (AGRP) y la ghrelina, mientras que entre los anorexigenos
se encuentra la leptina, la insulina, el péptido PYY, la colecistocinina (CCK) y el
péptido similar al glucagon 1 (GLP1) (Amin & Mercer, 2016; Tremblay & Bellisle,
2015).



1.2 CIRCUITO DE HAMBRE Y SACIEDAD

1.2.1. HAMBRE

El hambre esta influenciada por una disminucion de la insulina y la leptina;
asi como un incremento en los niveles de grelina y GLP1 (Amin & Mercer, 2016;
Tremblay & Bellisle, 2015), cuyas sefales son recibidas por el nucleo arqueado
(ARC) del hipotalamo por medio de los receptores a grelina (GHS-R) (Perello et al.,
2018), a insulina (InsRs) (Cassaglia et al., 2011) y a leptina (LepR) (Gamber et al.,
2012). Al disminuir la insulina y la leptina, e incrementar la grelina, las neuronas
AgRP/NPY del ARC se activan y liberan a la proteina r-agouti (AgRP) y al NPY, lo
que por un lado, inactiva a las neuronas de propiomelanocortina (POMC) vy las
neuronas del nucleo paraventricular (PVN) y por otro lado activa al nucleo lateral del
hipotalamo (LH), aqui las neuronas producen la hormona concentradora de
melanina (MCH) y la orexina, que son dos péptidos orexigénicos que estimulan la
ingesta de alimentos (Lebrun et al., 2006) (Figura 1), la activacién de LH a su vez
promueve la activacion de los sistemas de recompensa y motivacion por la

busqueda de alimentos, lo cual se detalla mas adelante (Kenny, 2019).
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Figura 1. Regulacion del Hambre. Una disminucién de insulina y leptina, ademas de un incremento en los
niveles de grelina, promueven el inicio de la ingesta de alimentos, lo cual es censado por ARC, esto promueve

que las neuronas AgRP/NPY del ARC se activen y liberen AgGRP y NPY, lo que, por un lado, inactiva a las



neuronas POMC y las neuronas del PVN y por otro lado activa a LH en donde las neuronas producen MCH un

péptido orexigénico que promueve la ingesta de alimentos (modificado de Morton, Meek, y Schwartz 2014).

1.2.2 SACIEDAD

La saciedad esta influenciada por una disminucion de los niveles de grelina
y GLP1, asi como un incremento de los niveles de leptina e insulina, se perciben
estos cambios por medio de receptores (Roh etal., 2016) y se inactivan las
neuronas AGRP/NPY (Roh et al., 2016). A su vez, esto provoca que las neuronas
POMC se activen y comiencen a secretar la hormona estimulante de melanocitos-
a (a-MSH) (producida por el proceso post-transcripcional de POMC) (Roh et al.,
2016). Existen 5 tipos de receptores a melanocortinas (MC1R a MC5R). MC3R y
MC4R se expresan en el SNC, principalmente en el hipotalamo. a-MSH es un
agonista de los receptores MC3R y MC4R, mientras que AGRP es su antagonista.
(Granell et al., 2013) Una vez que las neuronas POMC liberan a-MSH esta se une
y activa MC4R en el PVN promoviendo la disminucion de la ingesta de alimentos
(Adan et al., 2006).

Las neuronas POMC proyectan al nucleo ventromedial (VMH) en donde
también hay receptores a melanocortinas (Saito et al., 2001) lo que promueve la
produccion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), estas neuronas
proyectan al nucleo paraventricular, en donde hay receptores de tropomisina cinasa
B (TrkB) receptores de BDNF lo cual contribuye también a la supresién de la ingesta
de alimentos (Saito et al., 2001) . El a-MSH y el BDNF promueven la activacion de
las neuronas de oxitocina en el PVN. La oxitocina podria afectar el apetito
indirectamente por la alteracion de los niveles de otras hormonas reguladoras del
apetito como por ejemplo CCK y GLP1 (Lawson, 2017; Zhang et al., 2018). Las
neuronas del PVN proyectan al nucleo del tracto solitario (NTS) y en respuesta a la
oxitocina liberada por este, se activa la produccion de colecistoquinina (D’Agostino
et al., 2016). La colecistoquinina es un péptido secretado por las células enddcrinas
en el yeyuno en respuesta a los nutrientes lo que promueve la producciéon de los
neuropéptidos anorexigénicos, desencadenando la inhibicion de la ingesta de
alimentos (Figura 2) (Aponte et al., 2011; Atasoy et al., 2012).
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Figura 2. Regulaciéon de saciedad. Cuando los niveles de grelina se reducen y los de leptina e insulina
incrementan, las neuronas AGRP/NPY se inactivan, mientras que las neuronas POMC se activan y secretan a-
MSH. a-MSH inhibe la ingesta de alimentos a través su unioén a los receptores a melanocortinas del PVN. Las
neuronas POMC proyectan al VMH, lo que promueve la produccion de BDNF, que contribuye también a la
supresion de la alimentacion. En el PVN a-MSH y BDNF promueven la activacion de las neuronas de oxitocina.
La oxitocina a su vez podria afectar el apetito indirectamente por la alteracion de los niveles de otras hormonas

reguladoras del apetito como por ejemplo CCK y GLP1 (modificado de Morton, Meek, y Schwartz 2014).

1.2.3. RECOMPENSA A LOS ALIMENTOS

Los alimentos, son considerados reforzadores primarios capaces de dirigir
comportamientos que conducen a su adquisicion. Estos reforzadores ejercen
muchos de sus efectos sobre el comportamiento a través de la activacion del circuito
mesocorticolimbico que implica proyecciones desde el LH, el area ventral tegmental
(VTA), el nucleo accumbens (Nac), el hipocampo, la amigdala y la PFC (Reichelt
et al., 2015).
El hambre se asocia con el incremento de los sistemas de recompensa (Kenny,
2019). Como se mencion6 anteriormente, el incremento de grelina y GLP1
promueve la activacion del LH a través de NPY, esto conduce a la activacién de las
neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas del LH que se proyectan al VTA
(Coccurello & Maccarrone, 2018). Las neuronas GABAérgicas del LH inhiben a las

neuronas GABAérgicas del VTA que normalmente se encuentran suprimiendo a las

4



neuronas dopaminérgicas de esta region, mientras que las glutamatérgicas
estimulan la produccion de dopamina en el VTA, la dopamina es enviada a la
amigdala (AMY) al nucleo accumbens (NAc) y la corteza prefrontal (PFC), lo que
conduce al incremento de la busqueda y motivacion por el consumo de alimentos
con la finalidad de promover la ingesta y recibir una recompensa calorica (Anderberg
et al., 2014; Coccurello, 2019; Land et al., 2014; Ns et al., 2009). En conjunto con
esto, en el LH también hay neuronas que liberan orexina (Barson et al., 2013), las
cuales promueven la activacion de las neuronas dopaminérgicas del VTA (Figura 3)
(Coccurello, 2019; Saito et al., 2001).
Posterior a la ingesta de alimento, la accion anorexigénica de la leptina y la insulina
también tiene una accidn supresora sobre el sistema de recompensa a los alimentos
al inhibir al LH (Cassidy & Tong, 2017; Coccurello & Maccarrone, 2018).
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Figura 3. Sistema de recompensa a los alimentos. El hambre induce la produccion de péptidos orexigénicos
que promueven a su vez la activacion de las neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y orexinérgicas del LH.
Las neuronas GABAérgicas inhiben a las neuronas GABAérgicas del VTA que normalmente se encuentran
suprimiendo a las neuronas dopaminérgicas de esta region. Mientras que las glutamatérgicas y oxitocinérgicas

estimulan la produccion de dopamina en el VTA, lo que conduce a la ingesta y la recompensa a los alimentos
(Modificado de Coccurello 2019).



Cuando hay alteraciones fisiolégicas en los mecanismos que regulan la ingesta de
alimentos y se pierde el equilibrio de este sistema, pueden generarse problemas

como la anorexia (Cano & Marin, 2015; Klastrup et al., 2019).

1.3 ANOREXIA

El término anorexia describe cualquier pérdida de apetito y reduccion
concomitante en la ingesta de alimentos. Se ha dividido en dos categorias
dependiendo si se trata de una respuesta adaptativa o patoldgica (Watts & Boyle,
2010).
La anorexia adaptativa es resultado de algun desafio biolégico, por ejemplo, la
respuesta que se da ante un proceso de deshidratacion, En estas circunstancias,
se produce una marcada supresion de la ingesta de alimentos que tiene dos
propésitos: 1) Reducir la cantidad de agua requerida para la digestiéon, lo que
permite disminuir los efectos de la hiperosmolemia. 2) Reducir la ingesta de
osmolitos incorporados a través de los alimentos (Watts & Boyle, 2010).
La anorexia patologica es aquella que acompana a varios estados de enfermedad
y puede subdividirse en dos grupos: 1) Donde la anorexia esta asociada con estados
de enfermedad como lo es la caquexia y 2) Donde la anorexia es una indicacién

primaria, como es el caso de la anorexia nervosa (Watts & Boyle, 2010).

1.3.1 ANOREXIA NERVOSA

El Manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales, 52 edicion (DSMV)
describe que la anorexia nervosa se caracteriza por una restriccion de la ingesta de
alimento que conduce a un peso corporal significativamente bajo (IMC < 17.5
Kg/m?), miedo intenso a aumentar de peso o engordar y distorsion de la imagen
corporal (Manual de diagnéstico y estadistica, 2014). El inicio de esta enfermedad
ocurre principalmente durante la pubertad y la adolescencia. El 90% de los casos
son corresponde a mujeres y el 10% a hombres (Galmiche et al., 2019; Yager et al.,
2002). Existen distintos modelos experimentales para estudiar la anorexia, los

cuales replican algunos rasgos caracteristicos de la enfermedad psiquiatrica



humana (S. F. Kim, 2012). Uno de ellos es el modelo de anorexia adaptativa
denominado modelo de anorexia inducida por deshidratacion (DIA) (Alan G Watts,

1998), el cual fue utilizado para desarrollar este proyecto

1.4 MODELO DE ANOREXIA INDUCIDA POR DESHIDRATACION

Existen distintos modelos experimentales para estudiar la anorexia, los
cuales replican algunos rasgos caracteristicos de la enfermedad psiquiatrica
humana (Kim, 2012). Uno de ellos es el modelo de anorexia adaptativa denominado
modelo de anorexia inducida por deshidratacion (DIA) (Watts, 1998), el cual fue
utilizado para desarrollar este proyecto.
El modelo DIA fue desarrollado por Watts y colaboradores (Watts, 1998), el cual
consiste en sustituir el agua por una solucion salina (2.5%) que las ratas ingieren,
lo que reduce significativamente el consumo de alimentos, de manera voluntaria, y
su peso corporal (Méquinion et al., 2015). La anorexia que acompana al consumo
de solucion salina es un mecanismo conductual adaptativo critico que ayuda a
proteger la integridad de los compartimientos de liquidos durante periodos
prolongados de deshidratacion celular (Watts & Boyle, 2010). Esta anorexia se
revierte rapidamente una vez que los animales recuperan el acceso al agua potable
(Watts, 1998). Su relativa simplicidad y reproducibilidad hace que este modelo sea

util para investigar sobre la neurobiologia de la anorexia (Watts & Boyle, 2010).

El modelo de DIA incluye un grupo de restriccion alimentaria forzada (FFR), el cual
ayuda a distinguir los efectos de la deshidratacion. El grupo FFR solamente recibe
la cantidad de alimento que el grupo DIA consume, de modo que se induce un
equilibrio negativo de energia en ambos, difiriendo basicamente en la motivacion
para ingerir alimento. Es decir, los animales deshidratados disminuyen su ingesta
de alimentos mientras que FFR comeria cantidades semejantes al grupo control si

se les ofreciera el alimento (Gortari, 2009).

Se han estudiado algunas vias neuronales hipotalamicas en este modelo.

Observando que tanto el grupo de DIA como el de FFR presentan las mismas



caracteristicas endocrinas y neuropeptidérgicas que normalmente se observan en
la restriccion calorica: como el aumento de la concentracion sérica de
corticosterona, la disminucion en la concentraciéon de leptina e insulina, en ARC hay
un aumento en la expresion de NPY y una disminucion en la expresiéon de POMC y
neurotensina (Watts et al., 1999). A pesar de estos cambios neuroenddcrinos, la
motivacion por la ingesta de alimento esta inhibida aun en condiciones de equilibrio
negativo de energia en DIA, lo que sugiere la existencia de otros mecanismos
neuronales que se activan durante la anorexia para inhibir el consumo de alimento
(Gortari, 2009). Hasta ahora, se han encontrado algunas diferencias entre DIA y
FFR que podrian ayudar a explicar la inhibicion de la ingesta de alimento en DIA: 1)
Incremento en la expresion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el
LH en DIA que ademas correlaciona positivamente con el grado de anorexia que
presentan los animales (Watts et al, 1999). 2) DIA muestra incremento de la
hormona liberadora de tirotropina TRH en PVN, mientras que en FFR esta se

encuentra disminuida (Gortari et al., 2009).

1.5 ALTERACIONES EN EL CIRCUITO HAMBRE-SACIEDAD EN LA ANOREXIA

Estudios previos mostraron que los circuitos de recompensa estan alterados en
pacientes con anorexia nervosa (Klastrup et al., 2019; Wierenga et al., 2015).
Estudios de resonancia magnética reportaron que la activacion de las regiones del
cerebro relacionadas con la recompensa asociada a la ingesta de alimento estan
hipoactivadas en los pacientes con anorexia nervosa cuando tienen hambre, es
decir, la actividad de estos es similar cuando tienen hambre a cuando estan
saciados (Wierenga et al., 2015). Ademas hay estudios que sugieren alteraciones
en los sistemas de dopamina, acetilcolina y opioides en areas cerebrales
relacionadas con la recompensa a alimentos en pacientes con anorexia (Avena &
Bocarsly, 2012). Una de las regiones implicadas con la recompensa a los alimentos
qgue se encuentra alterada en pacientes con anorexia nervosa es la PFC, ya que se
han observado por medio de estudios con resonancia magnética funcional
alteraciones estructurales: como la reduccion del volumen de mPFC (Brooks et al.,
2011; Mdhlau et al., 2007; Uher et al., 2004) y OFC (Lavagnino et al., 2018) y
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funcionales como: la hipoactividad de la corteza prefrontal en respuesta a la
recompensa a los alimentos el incremento en la actividad de la mPFC y la OFC en
estos pacientes (Wierenga et al., 2015)

Por lo anterior se ha propuesto que las alteraciones en la PFC podrian estar
involucradas y promover aun mas el comportamiento de anorexia dificultando su
recuperacion y contribuyendo a la recaida de esta enfermedad (Frank, 2013). Por
lo que fue de interés en este proyecto, estudiar la mPFC y la OFC utilizando el

modelo de anorexia DIA.

1.6 ORGANIZACION CELULAR DE LA CORTEZA PREFRONTAL

La corteza prefrontal forma parte de los I6bulos frontales del cerebro. Esta
implicada en gran cantidad de procesos cognitivos como la memoria operativa o de
trabajo, funciones ejecutivas, toma de decisiones, planificacion de comportamiento

y el procesamiento de sefiales emocionales (Nestler, 2004).

La corteza prefrontal se divide en tres regiones: lateral (LPFC), medial (mPFC) y
orbital (OFC). La LPFC incluye el area insular agranular dorsal y el area insular
ventral (Dalley et al., 2004), desempefia papeles importantes en el control cognitivo
de orden superior, como la planificacién, la inhibicién del comportamiento y la toma
de decisiones (Watanabe, 2009). La mPFC se subdivide en cingulada (CG),
prelimbica (PRL) e infralimbica (IL) (Dalley et al., 2004) y esta implicada en la toma
de decisiones, deteccion de errores, control ejecutivo, aprendizaje guiado por
recompensas (Euston etal., 2012) y memoria de trabajo (Smith et al., 2018).
Finalmente, OFC se divide en orbital lateral (LO), orbital ventral (VO), orbital medial
(MO), orbital ventrolateral (VLO), orbital dorsolateral (DLO) y agranular insular (Al)
(Dalley et al., 2004) y se relaciona con comportamientos emocionales y sociales,

aprendizaje y toma de decisiones (Izquierdo, 2017).

La corteza prefrontal de los roedores esta formada por cinco capas: la capa | esta

conformada principalmente de dendritas apicales de neuronas piramidales, de



axones, y de algunos somas de interneuronas (Leiser et al., 2015). Las capas Il y llI
contienen los somas de pequenas neuronas piramidales (van Aerde & Feldmeyer,
2015) y varios tipos de interneuronas: parvalbumina+ (morfologia tipo Basket
(canasta) y Chandelier (candelabro), somatostatina+ (morfologia Matinotti y non-
martinotti) y receptor de serotonina ionotrépico+ (5HT3aR+) (morfologia bipolar y
multipolar) (Tremblay et al., 2016). La capa IV no esta definida en la corteza
prefrontal de la rata (Leiser et al., 2015). Las capas V y VI contienen los somas de
neuronas piramidales grandes (que poseen dendritas apicales que se extienden
hasta la capa 1) y varios subtipos interneuronales: parvalbumina+ (morfologia tipo
Basket y Chandelier), y somatostatina+ (morfologia Matinotti y non-martinotti)
(Tremblay et al., 2016).

Ademas de las neuronas, la corteza prefrontal esta conformada por células gliales,
las cuales se encuentran distribuidas desde la capa | hasta la VI, en donde se
encuentran astrocitos protoplasmaticos (Oberheim et al., 2009), microglia (Kongsui
et al., 2014), y oligodendrocitos (Uranova et al., 2004) y glia NG2 (Birey et al., 2015).

1.7 CELULAS GLIALES

Las células gliales constituyen una gran fraccion del cerebro de mamiferos,
dependiendo la especie, las células gliales constituyen entre el 33 y el 66% de la
masa cerebral total. La poblacién de células gliales se puede subdividir en cuatro
grupos principales: 1) glia NG2, 2) oligodendrocitos, 3) astrocitos y 4) microglia
(Jakel & Dimou, 2017). En este trabajo, fue de particular interés el estudio de los
astrocitos y la microglia, debido a su importante papel como mediadores de la
respuesta inmunolégica en el SNC (Aschner, 1998) como se detallara mas

adelante.

1.7.1 MICROGLIA
Las células de la microglia pertenecen al sistema inmune innato y son los
macroéfagos tisulares residentes del sistema nervioso central (SNC), incluidos el

cerebro, la médula espinal, la retina y el bulbo olfatorio (Ginhoux et al., 2010).
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Comprenden el 10% de la poblacion del SNC. Las células microgliales se
desarrollan temprano durante la embriogénesis a partir de células precursoras
mieloides en el saco vitelino embrionario y migran al area del SNC alrededor del dia
embrionario 8.5 (Ginhoux et al., 2010). La microglia tiene una multitud de funciones,
incluido el apoyo al desarrollo del SNC vy la sinaptogénesis, el mantenimiento de la
homeostasis, la neurogénesis, asi como la contribucion a una respuesta
inmunoldgica contra agentes infecciosos, enfermedades degenerativas, derrames
cerebrales y traumatismos (Lannes etal., 2017). Son fagocitos importantes y
esenciales para el desarrollo del SNC, ya que eliminan las neuronas apoptaticas,
producen factores de crecimiento y contribuyen a la funcién y la organizacion
estructural del tejido nervioso. La microglia juega un papel importante en la
neurogénesis adulta y en la remodelacién del SNC, especialmente al contribuir a la
estructura y funcion de la sinapsis (Lannes et al., 2017).

La microglia adopta una morfologia ramificada caracterizada por un cuerpo
celular pequefio y multiples procesos ramificados largos y delgados que pueden
extenderse hasta 50 ym desde el soma, estas microglias se definieron clasicamente
como células en reposo (Smolders, 2019). Sin embargo, diversas sefiales pueden
activar a la microglia, incluidos los factores intrinsecos derivados del dafo celular y
tisular, por ejemplo: un accidente cerebrovascular, una lesion traumatica, asi como
factores inflamatorios extrinsecos como las citocinas o los productos microbianos.
Por lo anterior, la microglia juega un papel importante en la respuesta inmunoldgica
contra agentes infecciosos que invaden el SNC incluidos virus, bacterias y parasitos
(Anttila et al., 2017). A través de los receptores tipo Toll (TLR) y receptores de
reconocimiento de patrones transmembrana que inician sefales en respuesta a
diversos patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) la microglia
responde contra agentes infecciosos que invaden el SNC (Okun et al., 2011). Por
otro lado, en respuesta al dafo tisular la microglia cuenta con los ligandos de TLR
endogenos denominados patrones moleculares asociados al dafio (DAMP) (Okun
et al., 2011). Asi mismo, para detectar factores inflamatorios extrinsecos la microglia
expresa receptores a citocinas (Subramaniam & Federoff, 2017). La microglia,

muestra cambios funcionales y morfoldgicos al activarse.
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Liberacion de citocinas proinflamatorias. La activacion de los TLR activan
vias de sefnalizacion dependientes del factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88)
y el adaptador inductor de interferén- que contiene el dominio TIR (TRIF), lo que
activa el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NFkB) promoviendo la transcripcion de citocinas proinflamatorias (Okun
et al.,2011) como TNF-q, IL-1pB e IL-6, ademas de 6xido nitrico y especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Timmerman et al., 2018).

Fagocitosis. A través de las cascadas de senalizacion ITAM ( region o
secuencia de activacion de inmunorreceptor basados en tirosina) la microglia
activada adquiere actividad fagocitica para facilitar la eliminacion de patdgenos,
desechos celulares y material apoptético (Linnartz-Gerlach et al., 2014)

Proliferaciéon. Aunque aun no se conoce el mecanismo exacto, se sabe que
el incremento de citocinas proinflamatorias también aumenta la produccién de
peroxido de hidrégeno derivado de la NADPH oxidasa, lo cual parece estimular la
proliferacion de microglia, ya que ésta se atenua con inhibidores de la NADPH
oxidasa (Jekabsone et al., 2006).

Migracidén. La microglia activada tiene la capacidad de migrar, aunque aun
no queda completamente claro el mecanismo, la microglia exhibe una migracion
direccional hacia el sitio de la lesién utilizando un gradiente quimioatrayente (Fan
et al., 2017). El ATP liberado de las neuronas y terminales nerviosas lesionadas
induce quimiotaxis de la microglia (Davalos et al., 2005; Honda et al., 2001). El
receptor desencadenante expresado en /as células mieloides 2 (TREM2) parece
jugar un papel importante en este proceso, ya que la carencia de este receptor
reduce considerablemente la migracion de la microglia (Mazaheri et al., 2017).

Morfologia. La microglia reactiva modifica su morfologia, presenta hipertrofia
del soma y retraccion de los procesos, la proteina de unién a calcio ionizada 1 (IBA-
1) parece jugar un papel importante en el cambio de esta morfologia. IBA-1 es una
proteina de union a calcio que se expresa especificamente en la microglia y coopera
con L-fimbrina en la reorganizacion de actina para facilitar el cambio en su
morfologia, la migracion y la fagocitosis de la microglia cuando se encuentra en

estado reactivo (Ohsawa et al., 2004).
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Los fenotipos de la microglia incluyen M1 y M2. La microglia M1 predomina
al inicio del dafio en SNC, cuando se amortigua el proceso de inmunoresolucién y
reparacion predomina la microglia M2 (Tang & Le, 2016). La microglia M1 entonces
suele ser la respuesta inicial al insulto, es la encargada de liberar citocinas
proinflamatorias, 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno, estas acciones
permiten que M1 elimine agentes infecciosos y fagocite los desechos ademas de
comenzar la respuesta inmune. Cuando la respuesta inflamatoria disminuye
comienza a darse una respuesta antinflamatoria, en la cual la microglia se polariza
al fenotipo M2, las cuales promueven una respuesta anti-inflamatoria y la reparacion
de tejidos dafados (Tang & Le, 2016) liberando citocinas antiinflamatorias como IL-
10, IL-4, IL-10 y TGF-B (Wang et al., 2015), factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) y arginasa 1 (Arg1) (Parisi et al., 2016).

1.7.2 ASTROCITOS

Los astrocitos son el tipo de célula glial mas abundante del sistema nervioso
central (SNC) y son esenciales para la homeostasis cerebral, ya que proporcionan
metabolitos y factores de crecimiento a las neuronas, apoyan la formacion de
sinapsis y la plasticidad, y regulan el equilibrio extracelular de iones, fluidos vy
neurotransmisores (Sofroniew, 2009). Gracias a su ubicacion estratégica en
estrecho contacto con las células residentes en el SNC (neuronas, microglia,
oligodendrocitos y otros astrocitos) y vasos sanguineos, los astrocitos participan en
el mantenimiento y la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BBB). Los
astrocitos también son células inmunocompetentes capaces de detectar sefiales de
peligro, detectan cambios moleculares en su entorno extracelular (Farina et al.,
2007) y responden liberando moléculas extracelulares como factores neurotroficos
(como BDNF, VEGF y bFGF) y factores inflamatorios (como IL-18, TNF-a y NO) (Li
et al., 2019). Cuando ocurre algun dafo del sistema nervioso central (SNC), los
astrocitos alteran sus caracteristicas morfologicas y funcionales adoptando un
fenotipo reactivo (Cekanaviciute & Buckwalter, 2016), dentro de estos cambios

destacan:

13



Morfologia. Los astrocitos presentan cambios en su morfologia cuando
presentan un fenotipo reactivo, su soma se hipertrofia y disminuye el numero de
procesos (Sun & Jakobs, 2012). Las neuronas disfuncionales y la microglia reactiva
liberan una amplia gama de moléculas, que se unen a receptores especificos en la
membrana plasmatica de los astrocitos. Estas sefiales activan vias intracelulares
como la via JAK / STAT3 que es activada por interleucinas como IL-6. Tras la union
de las citocinas al receptor gp-130, la cinasa JAK se activa y recluta a STAT3 en el
receptor gp-130. JAK fosforila STAT3, que se dimeriza y se transporta al nucleo,
donde se une a secuencias consenso (elemento sensible a STAT, ser) en la region
promotora de sus genes diana. En los astrocitos, la via JAK / STAT3 regula la
transcripcion de GFAP, nestina y vimentina, filamentos intermedios que conforman
a los astrocitos y se encuentran sobre expresados cuando los astrocitos son
reactivos (Ben Haim et al., 2015). Estos cambios se asocian a cambios en la
morfologia de los astrocitos reactivos que se caracterizan por hipertrofia del soma'y
procesos (Kang & Hébert, 2011; Li et al., 2019).

Migracidon. Los astrocitos reactivos tienen la capacidad de migrar, las
acuaporinas (canales de agua), parecen jugar un papel importante en la migracién
de los astrocitos reactivos, en especifico la acuaporina 4 (AQP4), ya que los
astrocitos de ratones que carecen de AQP4 no tienen la capacidad de migrar (Kang
& Hébert, 2011).

Fagocitosis. Los astrocitos reactivos funcionan como fagocitos cuando hay
algun dano en el cerebro. Aunque aun no se conoce el mecanismo exacto, pero se
sabe que la proteina transportadora de casete unida a ATP A1 (ABCA1) incrementa
cuando los astrocitos se vuelven reactivos y que esto es suficiente para promover

la fagocitosis (Morizawa et al., 2017).

Al igual que la microglia, existen dos tipos de astrocitos reactivos,
denominados A1 y A2. Los astrocitos A1 regulan a la alza genes del sistema de
complemento (grupo de proteinas plasmaticas y de membrana celular claves en el
proceso de la defensa inmunolégica) (Liddelow et al., 2017), ademas de secretar

neurotoxinas como lipocalina 2 (Icn2) (Bi et al., 2013). En contraste, los astrocitos
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A2 regulan a la alza factores neurotréficos que pueden promover la supervivencia

neuronal o la reparacion sinaptica (Li et al., 2019).

La activacion cronica de los astrocitos y la microglia pueden promover
neurodegeneracion (Li et al., 2019; Lull & Block, 2010).

1.8 NEURODEGENERACION

La neurodegeneracion se define como la pérdida de estructura y funcion de las
células del cerebro (Crews, 2008). La microglia, al igual que los astrocitos estan
directamente implicados en enfermedades neurodegenerativas (Lull & Block, 2010;
Maragakis & Rothstein, 2006). La microglia activada de manera cronica libera
multiples factores neurotoxicos, incluido TNF-a, oxido nitrico, IL-13 y especies
reactivas de oxigeno (ROS), que provocan dafios neuronales progresivos (Lull &
Block, 2010). De manera similar, los astrocitos reactivos en condiciones patoldgicas,
pueden ser neurotoxicos cuando producen citocinas pro-inflamatorias y especies
reactivas de oxigeno (Li et al., 2019).

Se han propuesto distintos mecanismos sobre como la microglia y los astrocitos
reactivos promueven neurodegeneracion: 1) Activacion aguda de la NADPH
oxidasa (PHOX) que se encuentra en la microglia y la expresién y actividad de la
oxido nitrico sintasa (INOS). La activacion de PHOX promueve la proliferacion
microglial y activacion inflamatoria. La activacion de PHOX por si sola no causa
dafo neuronal, pero cuando se combina iNOS resulta en una apoptosis aparente a
través de la produccion de peroxinitrito. EI 6xido nitrico (NO) originado por la
actividad de la iINOS también induce muerte neuronal porque el NO inhibe a la
enzima citocromo oxidasa en competencia con el oxigeno, lo que resulta en la
liberacién de glutamato y finalmente excitotoxicidad. 2) Fagocitosis microglial de las
neuronas (Brown & Neher, 2010). 3) Producciéon de lipocalina 2 (Icn2), Icn2 es
secretada por los astrocitos y es selectivamente toxico para las neuronas (Bi et al.,
2013). 4) Excitotoxicidad por glutamato. Otro de los mecanismos propuestos es que
el exceso de TNF-a estimula a su receptor TNFR1 en los astrocitos, lo que inhibe la

captacion de glutamato. El incremento de glutamato genera un incremento de la
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liberacion de calcio, se cree que esto genera apoptosis al activarse proteasas
(enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas) dependientes de
calcio conocidas como calpainas. Una vez activadas, las calpainas degradan los
sustratos de membrana, citoplasmaticos y nucleares, lo que lleva a la
descomposicion de la arquitectura celular y finalmente a la apoptosis (Olmos &
Lladé, 2014; Pinton et al., 2008).

2. ANTECEDENTES

2.1CORTEZA PREFRONTAL Y SU PAPEL EN LA INGESTA DE ALIMENTOS

La mPFCy la OFC participan en la ingesta de alimento, por una parte, la OFC recibe
informacion sensorial de varias modalidades, incluyendo el olfato, el gusto, las
aferencias viscerales, sensacién somatica y la vision (Ongur & Price, 2000), de igual
forma juega participa en el proceso de valoracién y recompensa a los alimentos
(Zald, 2009). Por otra parte, la mPFC contribuye en la motivacién por el consumo
de alimentos (Petrovich et al., 2007), asi como la busqueda de recompensa a los
alimentos (Coccurello, 2019; Reppucci & Petrovich, 2016).

Adicionalmente, distintos estudios han mostrado que la activacién de mPFC puede
promover o inhibir la ingesta de alimento independientemente si los animales tiene
hambre o ya han sido alimentados: la estimulacion optogenética de las proyecciones
glutamatérgicas que van de la mPFC al NAc inhiben transitoriamente la alimentacién
(Prado et al., 2016). Por otra parte, la estimulacion optogenética de las neuronas
glutamatérgicas que expresan el receptor a dopamina D1 en la corteza prefrontal
medial, incrementan la ingesta de alimento y la inhibicion de las mismas decrece la
ingesta (Land et al., 2014) (Figura 4A). La OFC también esta implicada en la
busqueda del alimento. Se demostrd que en ratones, en donde se midié la actividad
eléctrica simultanea de los conjuntos neuronales la OFC, la corteza insular (IC),
AMY y el NAc, era necesaria la actividad sincrénica neuronal de estas regiones del
cerebro para que el animal decidiera ir a consumir el alimento que mas le agradaba
(Gutierrez et al., 2010) (Figura 4B).
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Figura 4. Papel de la mPFC y la OFC en la ingesta de alimento. A) Las proyecciones glutamatérgicas que
van de la mPFC al NAc inhiben transitoriamente la alimentacion ya que el NAc tiene proyecciones gabaérgicas
hacia el LH y lo inhibe. Por otra parte, las neuronas glutamatérgicas que expresan el receptor a dopamina D1
en la mPFC incrementan la ingesta de alimentos, mientras que la inhibicion de estas decrece la alimentacion.

B) La actividad sincrénica de los juntos neuronales de la OFC, la IC, AMY y el NAc, es necesaria para que los
animales decidan ir a consumir un alimento (modificado de Yamamoto y Ueji 2011).
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2.2 CELULAS GLIALES EN EL CIRCUITO HAMBRE SACIEDAD

Algunos estudios han mostrado la participacion de células gliales en la regulacion
de la ingesta de alimentos: los astrocitos son capaces de censar los niveles de
glucosa (Camandola, s.f.) y grelina (Frago & Chowen, 2017), ademas expresan
receptores a varias hormonas como la leptina y la insulina (Garcia-Caceres et al.,
2016). Cuando los niveles de grelina disminuyen, aumentando por lo tanto los de
glucosa, después de la ingesta del alimento, los astrocitos liberan adenosina, que
inhibe a las neuronas AGRP/NPY, regulando de esta manera la saciedad (Yang
et al., 2015).

Por su parte, algunos estudios han vinculado a la microglia con el desarrollo de
anorexia: la activacion del receptor tipo toll 2 (TLR2) por la inyeccién
intracerebroventricular del ligando sintético Pam3CSK4 desencadena inflamacion a
nivel hipotalamico y la activacion de la microglia en ARC, lo cual resulta en una
mayor actividad de las neuronas POMC, de manera que los animales desarrollan

anorexia (Jin et al., 2016).

2.3 CORTEZA PREFRONTAL, NEUROINFLAMACION Y ANOREXIA

Dado que la PFC regula la ingesta de alimento, en este trabajo proponemos que
alteraciones en esta regién, como lo es un proceso inflamatorio, podria estar
asociado con anorexia. Trabajos anteriores apoyan esta hipotesis, ya que han
relacionado la anorexia nervosa con incrementos en la expresion de citocinas
proinflamatorias (Gibson & Mehler, 2019; Grzelak et al., 2017). Estudios realizados
en personas diagnosticadas con anorexia nervosa reportaron niveles
significativamente elevados de citocinas proinflamatorias en el suero, en particular
TNF-q, IL-6 e IL-1B (Solmi et al., 2015). Ademas, la inyeccion intracerebroventricular
de estas citocinas, promueven la disminucion de la ingesta de alimento (Plata-
Salaman et al.,, 1996). Adicional a esto, se ha demostrado que un proceso
neuroinflamatorio generado con la inyeccién de lipopolisacaridos (endotoxina que
compone la membrana externa de las bacterias gram negativas y se utiliza como un
estimulo proinflamatorio para la microglia (Lively & Schlichter, 2018) en la PFC
promueve la disminucion de peso corporal en ratas (Pablos et al., 2006).
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3. JUSTIFICACION

La incidencia de anorexia nervosa aumento alarmantemente en las ultimas dos
décadas, actualmente oscila entre 5 y 5.4 por cada 100,000 personas/aino. En
México, se atienden 20 mil casos de anorexia anualmente y se estima que mas de
un millon de jovenes estan afectados por esta enfermedad. Adicionalmente, la
anorexia nervosa tiene una tasa de mortalidad del 6%, lo que la convierte en un
problema de salud importante (IMSS Trastornos Alimenticios). No obstante, la
neurobiologia del trastorno se desconoce (Bulik et al., 2007; Méquinion et al., 2015).
Estudios han reportado la reduccién de volumen en mPFC y OFC de pacientes con
anorexia nervosa (Brooks et al., 2011; Lavagnino et al., 2018; Mihlau et al., 2007;
Uher et al., 2004), lo cual sugiere que estas regiones del cerebro estan implicadas
en la neurobiologia de la anorexia (Ongir & Price, 2000; Petrovich et al., 2007;
Reppucci & Petrovich, 2016). Adicional a esto, se encontré6 un incremento de
marcadores de genes relacionados con microglia reactiva ( RAB20, RRAD, GLIPR1,
PLAK) en la corteza cerebral del cerebro postmortem de estos pacientes (Howard
et al., 2020). Se sabe que la microglia y los astrocitos activados de manera cronica
libran factores neurotoxicos que pueden provocar dafos neuronales progresivos
(Lull & Block, 2010; Li et al., 2019). Lo que podria explicar al dafio en la recompensa
de alimentos que se observa a nivel corteza (hipoactivacion de PFC en pacientes
con anorexia vs control) (Wierenga et al., 2015). Asi como las altas tasa de recaida
que se observan en estos pacientes donde solamente el 33% de los pacientes se

recupera completamente (Herzog et al., 1992).

4. HIPOTESIS
La anorexia promueve un ambiente neuroinflamatorio y neurodegeneracion en
mPFC y la OFC.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si DIA se acompafia de un incremento de citocinas proinflamatorias,

astrocitos y microglia reactivos, asi como de muerte neuronal en mPFC y OFC
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5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar el efecto de la DIA sobre la expresiéon de marcadores gliales.
2) Investigar el efecto de la DIA sobre la densidad de astrocitos y microglia
reactiva en la mPFC y la OFC.
3) Investigar el efecto de DIA sobre la expresién de citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-6, IL-1B) en la PFC.
4) Evaluar el efecto de la DIA en la neurodegeneracion en la mPFC y la OFC.

6. METODOLOGIA

6.1 MODELO DE ANOREXIA INDUCIDA POR DESHIDRATACION

Para este estudio, se implement6 el modelo de anorexia inducida por deshidratacion
(DIA) (Watts, 1998) (Figura 5). Se utilizaron ratas hembra Wistar de 180 — 200 g
(45-55 dias de edad), éstas se colocaron en cajas individuales y se dividieron en
tres grupos diferentes: el primer grupo (control) recibié agua y comida ad libitum, el
segundo grupo (DIA), recibié una solucion salina al 2.5% y comida ad libitum.
Finalmente, el tercer grupo de restriccién alimentaria forzada (FFR), recibié agua ad
libitum y la cantidad diaria de alimento consumido por el grupo DIA, este grupo sirvi
como un control positivo para distinguir los efectos de la disminucion de ingesta de
alimento en ausencia de deshidratacion. Los protocolos se desarrollaron durante 5
dias. Posteriormente las ratas fueron sometidas a eutanasia por medio de una
sobredosis de pentobarbital y se les extrajeron los cerebros para realizar los analisis

por inmunofluorescencia y Western blot.
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Figura 5. Modelo de anorexia inducida por deshidratacion. Se trabajo con tres grupos: el grupo control que
recibié agua y alimento ad libitum, el grupo DIA que recibié una solucion salina al 2.5 % y comida ad libitum y
el grupo de restriccion alimentaria forzada (FFR) que recibié agua ad libitum y la cantidad diaria de alimento
consumido por el grupo DIA. Después de 5 dias, las ratas fueron sometidas a eutanasia y se extrajeron los
cerebros para realizar inmunofluorescencia y Western blot. [Inmunofluorescencia en el recuadro con mayuscula

la |, todas las palabras en tus recuadros empiezan con mayuscula]

6.2 INMUNOFLUORESCENCIA

Los estudios de inmunofluorescencia se realizaron para estimar la densidad de
microglia, astrocitos y neuronas en la corteza prefrontal de la rata en los tres grupos
experimentales: control, DIA y FFR. Las ratas se sometieron a eutanasia con una
sobredosis de pentobarbital (100 mg/kg) y se perfundieron con solucidn
amortiguadora de fosfatos salina (PBS, pH 7.4), seguido de paraformaldehido (4%)
en PBS, pH 7.4. Los cerebros se extrajeron y se fijaron durante 24 h en PFA (4%).
Posteriormente, se colocaron en gradientes de sacarosa (10, 20 y 30%) como
método de crioproteccion. Los cortes histolégicos sagitales (30 um) se obtuvieron
con el criostato y se almacenaron en una solucion crioprotectora (15% de sacarosa,
30% de glicol de etileno, 20% de PBS) a -20 °C. Finalmente, se realizaron las
inmunofluorescencias contra el marcador especifico de astrocitos GFAP (Hol &
Pekny, 2015), el marcador especifico de microglia IBA-1 (Ohsawa et al., 2004) y un
marcador especifico de neuronas NeuN (proteina neuronal nuclear) (Kim et al.,
2009) con la técnica por flotacion del tejido (Reyes-Haro et al., 2015). Las secciones
del tejido se enjuagaron tres veces con PBS durante 10 minutos. Luego se
colocaron los tejidos en solucidén de bloqueo (albumina de suero de burro al 5% vy
Tritdn 1% en PBS) durante 1 h. Las secciones se incubaron durante toda la noche

con el anticuerpo correspondiente: a) anticuerpo policlonal de conejo anti-IBA-1
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(dilucion 1: 1000, Wako, Life Sciences), b) anticuerpo policlonal de conejo anti-
GFAP (dilucion 1: 1000, DakoCytomation, Fort Collins, CO, USA), c¢) anticuerpo
monoclonal de ratén anti-NeuN (dilucion 1:500, Millipore) a 4°C. Después de esto
se realizaron 3 lavados con PBS de 10 minutos cada uno. Finalmente, el anticuerpo
primario se detectd con el anticuerpo secundario o el primario estaba marcado con
Alexa 594 (1: 500, Invitrogen) o con Alexa 488 (1:500, Invitrogen). Las secciones se
contra-tifieron con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y se montaron con Vectashield
H-1000 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.).

6.3 DOBLE MARCAJE FLUOROJADE NEUN

Se realiz6 un doble marcaje Fluorojade-NeuN como se reporté anteriormente
con la finalidad de marcar neuronas en degeneracion (Castro et al., 2011). Primero,
se realizé la inmunofluorescencia para NeuN, como se describié anteriormente.
Posterior a la deteccion del anticuerpo primario con el anticuerpo secundario
marcado con Alexa 594, se realizo la tincion con fluorojade, comenzando con un
bafo de agua destilada de 2 min, seguido de 5 min de permanganato de potasio
(0,06%), bajo agitacion. El exceso de permanganato se elimind con 1 bafio de agua
destilada, seguido de incubacion con FJC durante 10 min (dilucién 0,0004%) y un
bafo adicional de 1 min de agua destilada. Las secciones histologicas recibieron un
bafio de xilol y se montaron con Vectashield H-1000 (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EE. UU.).
Las secciones de PFC se fotografiaron con una camara digital (Photometrics Cool
Snap FX, Tucson, AZ, EE. UU.) conectada a un microscopio Nikon (Nikon Eclipse
E600, Tokio, Japdn). Se utilizé un microscopio confocal Zeiss LSM 780 Meta (Zeiss,
Gottingen, Alemania) para imagenes confocales. Para distinguir Alexa 594 se utilizo
longitud de onda de excitacion / emisién 590/617 nm, para distinguir Alexa 488 se
utilizé una longitud de onda de excitacién/emision 493/519 y DAPI (longitud de onda
de excitacion / emision 350/460 nm).
6.4 CONTEOS CELULARES

La densidad de nucleos, astrocitos, microglia y neuronas se cuantificd en la
mPFC (IL, PRL, CG1, CG2), enla OFC (MO y VO) Yy en la corteza motora secundaria
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(M2) (Figura 6) utilizando el software CellProfiler (Lamprecht et al., 2007). Las
regiones IL, PRL, CG1 y CG2 estan implicadas en la busqueda de alimento
(Broersen, 2000) y la motivaciéon a comer (Petrovich et al., 2007). Mientras que VO
y MO reciben informacion sensorial relacionada con la alimentacion como gusto,

olfato, vista y aferencias viscerales (Ongiir & Price, 2000).

Figura 6. Secciones analizadas de la corteza prefrontal. Se muestra una imagen representativa de las
regiones analizadas de la corteza prefrontal de una rata control (inmunofluorescencia contra IBA-1). A) Seccién
0.90 mm lateral de la linea media (atlas Paxinos and Watson). B) Seccién 0.40 mm lateral a la linea media (atlas
Paxinos and Watson). Se analizé la corteza prefrontal medial (mPFC) en la cual se incluy6é a la corteza
prelimbica (PRL), infralimbica (IL), cingulada 1y 2 (Cg1y Cg2). Se analiz6 también la corteza prefrontal orbital
(OFC) en la cual se incluyé la corteza ventral orbital (VO) y medial orbital (MO). Finalmente se analizo la corteza

motora secundaria (M2).

La cuantificacion de microglia se realizé en secciones sagitales de la PFC de las
secciones 0,40 y 0,90 mm lateral a la linea media, segun el atlas Paxinos y Watson
(Buttner-ennever, 1997). Las regiones PFC se identificaron con base en este atlas.
Los conteos se realizaron utilizando el software CellProfiler (Lamprecht et al., 2007):
las células se identificaron como objetos primarios, considerando el tamafio, la
forma de la célula, asi como intensidad de la imagen.

Posteriormente se calculd el numero de células para los grupos de control, DIA y
FFR y se estimd la densidad (niUmero de células por mm?). La relacion microglia /
nuacleo y astrocito/nucleo se calculd dividiendo el numero de células IBA-1+ y

GFAP+ entre el numero total de niicleos marcados con DAPI.
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6.5 CO-LOCALIZACION

Las células FJC / NeuN + se contaron con el plugin de EZcolocalization en
Imaged (Stauffer et al., 2018). Este plugin identifica células individuales de las
imagenes y posteriormente identifica las células que co-localizan en los dos canales.
El coeficiente de correlacion de Pearson (PCC) entre los dos canales se obtuvo con
el plugin EZcolocalization. La co-localizacién completa se acepté cuando PCC = 1,
y la co-localizacion se representdé como el nimero de células FJC-NeuN + / mm?

para cada grupo experimental.

6.6 ANALISIS DE FORMA CELULAR

La microglia y los astrocitos modifican su morfologia en respuesta a dafos
en el cerebro, estos cambios morfolégicos incluyen area, perimetro, numero de
procesos, longitud total de procesos y complejidad de ramificacion (endpoints)
(Fernandez-Arjona et al., 2017; Li et al., 2019). Estos parametros se estimaron
como se describio anteriormente (Morrison et al., 2017). Todas las imagenes se
convirtieron en imagenes binarias y posteriormente se realizo el esqueleto de la
imagen utilizando el software ImagedJ (Imaged, National Institutes of Health,
Bethesda). El plugin analisis de skeleton de ImagedJ se aplicé a las imagenes
obteniendo los parametros morfolégicos mencionados anteriormente (area,
perimetro, numero de procesos, longitud total de procesos y endpoints). Con estos
parametros se realizé un analisis de clusters K-mean utilizando Matlab (MATLAB &
Simulink). Se utilizé la prueba de silhouette para calcular el numero ideal de cluster
e identificar los diferentes fenotipos de microglia y astrocitos para finalmente
calcular el cociente de microglia y astrocitos reactivos/ microglia y astrocito en
reposo (Para mas detalles ver apéndice1).
6.7 WESTERN BLOT

La corteza prefrontal se disectdé como se describio anteriormente (Chiu et al.,
2007). La extraccion de la proteina y el western blot se realizé como se reportd
previamente (Reyes-Haro et al., 2016). Brevemente, la PFC se obtuvo de tres ratas

diferentes para cada grupo experimental (Control, DIA y FFR), se homogeneizaron
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en solucién de lisis (glicina 200 mM, NaCl 150 mM, EGTA 50 mM, EDTA 50 mM y
sacarosa 300 mM) junto con un inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.). El homogeneizado total se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min a
4 °C, se colect6 el sobrenadante y se volvio a centrifugar a 10,000 rpm durante 15
min a 4°C, finalmente los sobrenadantes se almacenaron a -80 ° C.

La concentracion de proteina de cada muestra se cuantific6 mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976), y se utilizaron 30 ug de proteina total de cada muestra.
La proteina se corrié en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, se electro-
transfirieron a la membrana de PVDF y se incubaron en solucion de bloqueo (leche
en polvo sin grasa al 5% en TBS-T) durante 3 horas, a temperatura ambiente. Las
membranas se incubaron durante la noche a 4 °C con uno de los siguientes
anticuerpos primarios: (a) policlonal anti-IBA-1 (dilucion 1: 5000, Wako); (b)
monoclonal anti-TNF-a (dilucion 1: 1000, Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.); (c)
monoclonal anti-IL-6 (dilucion 1: 1000, Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.); (d)
policlonal anti-IL-1B (dilucién 1: 1000, Millipore); y (e) monoclonal anti-GAPDH
(dilucién 1: 1000, Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.). Posteriormente, las membranas
se lavaron tres veces con TBS-T, y se colocaron los anticuerpos secundarios
durante 4 horas a 4°C: a) anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina de cabra anti-
IgG de raton (dilucién 1: 2500; Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.), b) anticuerpo
conjugado con fosfatasa alcalina de cabra anti-IgG de conejo (dilucion 1: 2500;
Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.). La actividad de fosfatasa alcalina se detecto
utilizando el kit de reaccién de sustrato conjugado BCIP / NBT AP (Bio-Rad, EE.
UU.). Las imagenes se adquirieron con un sistema Molecular Imager ChemiDoc
XRS (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.). La intensidad de las
bandas se cuantifico por medio de densitometria usando el software Image Lab 3.0

(Bio-Rad Laboratories Inc.) (Image Lab Software).

6.8 ESTADISTICA
Se realizaron las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-
Smirnov. Debido al comportamiento normal que presentaron los datos, se realizo la

prueba ANOVAe una via. En los casos en que se encontraron diferencias
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significativas, se realizd6 una prueba post hoc de Tukey para conocer entre qué
grupos se encontraban las diferencias; p <0.05 se consideré estadisticamente
significativo. Estas pruebas se realizaron utilizando el software Origin 7.0 (Origin:
Data Analysis and Graphing Software). Todos los datos se presentan como la media
* error estandar (S.E.M.).

7. RESULTADOS

7.1 INGESTA DE ALIMENTOS Y PESO CORPORAL

La ingesta de alimentos se redujo significativamente desde el primer dia y
para el quinto dia del protocolo experimental, de manera voluntaria en el grupo DIA
(80%) e impuesta en el grupo FFR (82%) comparado con el grupo control (CTL 20.2
+0.89g,DIA3.9+04g,FFR3.4+0.1g; p<0.001) (Figura 7A). La tasa de ingesta
de alimentos del grupo control, presenté un comportamiento polinomial. Este grupo,
consumio en promedio 20.2 g + 2.5 de alimento al dia (R? = 0.88). Mientras la tasa
de ingesta de alimento para los grupos DIA y FFR presenté un comportamiento
lineal a la baja, con una disminucion promedio de 2.82 + 0.3 g de alimento al dia (R?
=0.91) (Figura 7C).

El peso corporal también se redujo significativamente al quinto dia del
protocolo experimental, para el grupo DIA el peso corporal de las ratas se redujo
29% y para FFR 25% comparado con el grupo control (CTL 204 + 3.9, DIA 144 +
2.9,FFR 152 +1.9; p <0.0001) (Figura 7B). El grupo control present6 una ganancia
de peso corporal con un comportamiento lineal. La tasa de ganancia de peso
promedio estimada fue de 4.6 g + 0.2 de peso por dia (coeficiente R? = 0.97). Por el
contrario, los grupos DIA y FFR disminuyeron su peso corporal linealmente. La tasa
de pérdida de peso corporal estimada para el grupo DIA fue de 11.02 g £ 1.3 por
dia (coeficiente R? = 0.98); mientras que para el grupo FFR fue de 8.82 + 0.6 g por
dia (coeficiente R? = 0.98) (Figura 7D).

26



25 230
s —p R?=0.8894 -+~ CTL @ DIA-a-FFR
g ‘/0"/.-—\ ~ R? = 0.9732
£ C
& = 200
E 15 E " A
© » o 3
[} < e}
5 10 ‘\k ~ 8
g5 & & a S R? = 0.9838
= -0~ CTL @ DIA-&-FFR i ‘.~
LER2 =
0 145 R = 0.9801
d0 d1 d2 d3 & oo .\ do d1 d2 d3 d4 d5

Figura 7. Ingesta de alimento y peso corporal. Se muestra la ingesta de alimento (A) y el peso corporal (B)
durante los cinco dias de los protocolos experimentales, para los tres grupos experimentales. En rojo, se
muestra la linea de ajuste hecha a cada grupo para la ingesta de alimento y el peso corporal. Las barras

muestran el error estandar. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 vs control. n=7.

7.2 DIA 'Y FFR MODIFICAN LA EXPRESION DE LOS MARCADORES GLIALES

La expresion de las proteinas IBA-1, GFAP, vimentina y nestina se determind con
estudios de Western blot. IBA-1 incrementd en los grupos experimentales DIA
(+82%) y FFR (+45%) en comparacion con el grupo control (F 26 = 270.77001, p <
0.0001) (Figura 8). Para los marcadores de astrocitos los resultados mostraron una
disminucion significativa en la expresion de GFAP para los grupos DIA (-48%) y FFR
(-32%) (F 26) = 1368.6, p= 0.007) (Figura 8). En contraste, la expresion de vimentina
aumento significativamente en los grupos DIA (+88%) y FFR (+62%) en
comparacién con el grupo control (F 26 = 83.26957, p = 0.005) (Figura 8). Finalmente,
la expresion de nestina también se increment6 en los grupos DIA (+84%) y FFR
(+68%) respecto al control (F 26 = 129.28302, p = 0.002) (Figura 8). El siguiente
objetivo fue cuantificar la densidad y la morfologia de la microglia y astrocitos.
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Figura 8. DIA y FFR incrementan la expresion de la proteina IBA-1, vimentina y nestina, pero reduce la
de GFAP. A) Imagen representativa de Western blot de IBA-1, GFAP, vimentina y nestina. GAPDH se utilizd
como control de carga. B) Densitometria de Western blot de IBA-1, GFAP, vimentina y nestina, la intensidad de
las barras fue normalizada a su control (CTL) correspondiente. Las barras muestran el promedio + error
estandar. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 vs control. n = 3.

7.3 DIAY FFR INCREMENTAN LA DENSIDAD DE MICROGLIA

La densidad de los nucleos y la microglia se cuantifico en la mPFC, la OFC
y la M2 (ver tabla 1). El cociente microglia/nucleo se increment6 significativamente
en la mPFC para el grupo DIA (+104%) y FFR (+124%) (F (2, 74y= 8.93267, p < 0.0001;
n =7) (Figura 9A). En la OFC se observo un incremento similar para DIA (+92%) y
FFR (+101%) (F 2, 36)= 19.84027, p < 0.0001; n=6) (Figura 9B). No obstante, no se

28



observaron diferencias significativas entre los grupos en la M2 (F 15y = 0.03376, p =

0.96687; n=7) (Figura 9C).
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Figura 9. DIA y FFR aumentan la densidad de microglia. Imagenes representativas de secciones sagitales
de mPFC, OFC y M2. Se muestran los nucleos marcados con DAPI y células inmunotefiidas con IBA-1 para
mPFC (A), OFC (B) y M2 (C). La superposicion de DAPI e IBA-1 se muestran para los grupos de control (CTL),
DIA y FFR. Barra de escala = 50 uym. El cociente IBA-1+ / DAPI se muestra para cada grupo experimental y
cada region de la corteza prefrontal. Las barras muestran el error estandar. * p <0.05; ** p <0,01; *** p <0,001

vs control.

7.4 DIA Y FFR INCREMENTAN LA DENSIDAD DE LA MICROGLIA DE-
RAMIFICADA.

La microglia presenta distintos fenotipos que pueden ser identificados con
base en su morfologia. El fenotipo reactivo, por ejemplo, se caracteriza por una
reduccion en la longitud de sus procesos y un aumento en el diametro del soma,
que corresponde a una morfologia de-ramificada. En consecuencia, se evalué el
efecto de la anorexia sobre la morfologia de la microglia con un analisis
automatizado que estimo el area, perimetro, endpoints y longitud de procesos en la
mPFC, la OFC y la M2. Los resultados en la mPFC mostraron que el area de la
microglia disminuyd significativamente en los grupos experimentales DIA (-57%) y
FFR (-45%) en comparacion con el control (F (2, 132y = 243.86865, p < 0.0001; n = 7)
(Figura 10A y Tabla 1). En la OFC también se observé una disminucion en el area
de la microglia de los grupos DIA (-42%) y FFR (-55%) (F (2, 132 = 50.31867, p < 0.0001;
n=6) (Figura 10B y Tabla 1). No obstante, no se observaron cambios significativos
entre los grupos experimentales para la M2 (F (2, 132)= 0.07637; p = 0.45) (Figura 10C
y Tabla 1).

El perimetro se redujo significativamente en los grupos DIA (-64%)y FFR (-51%) en
la mPFC (F 2, 171y= 244.99354; n=7; p < 0.0001) (Figura 10Ay Tabla 1). Para la OFC,
el perimetro también disminuy6 significativamente en los grupos DIA (-56%) y FFR
(-49%) (F (2, 171)= 83.23503; p < 0.0001; n = 6) (Figura 10B y Tabla 1). No obstante,
no se observaron cambios significativos entre los grupos en la M2 (F (2, 177y= 0.90435;
p=0.31;n=7) (Figura 11C y Tabla 1).

La longitud total de los procesos también disminuyé significativamente en la mPFC
de los grupos DIA (-89%) y FFR (-65%) (F (2,171)= 67.21064; p < 0.0001; n = 7) (Figura
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10A y Tabla 1). En la OFC se observo una disminucién similar en DIA (-64%) y en
FFR (-37%) (F (2, 171y = 26.29053; p < 0.0001; n = 6) (Figura 11B y Tabla 1). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos en la M2 (F .,
174y= 0.76332; p = 0.45; n = 7) (Figura 10C y Tabla 1).

El numero de endpoints disminuyd significativamente en la mPFC de los grupos DIA
(-40%) y FFR (-49%) (F (2, 171)= 56.38472; p < 0.0001; n = 7) (Figura 10A y Tabla 1).
En la OFC también se observé una disminucion en el numero de endpoints para los
grupos DIA (-46%) y FFR (-41%) (F (2, 171y= 35.93821; p < 0.0001; n = 6) (Figura 10B
y Tabla 1). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
enla M2 (F 2, 174y= 0.2342; p = 0.5567; n = 7) (Figura 10C y Tabla 1).

Finalmente, se cuantificd el numero de procesos, los cuales disminuyeron en la
mPFC de los grupos DIA (-51%) y FFR (-44%) (F (2, 171)= 66.32958; p < 0.0001; n =
7) (Figura 10A y Tabla 1). En la OFC también se observé una disminucién
significativa del numero de procesos en los grupos DIA (-59%) y FFR (-55%) (F (,
171y = 45.23848; p < 0.0001; n = 6) (Figura 10B y Tabla 1). No obstante, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos en la M2 (F (2, 174y= 0.24967; p
=0.95;n=7) (Figura 10C y Tabla 1).
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Figura 10. DIAy FFR reducen el tamaiio de las células microgliales, la complejidad y la longitud total de

sus procesos/ramificaciones. Se muestran los parametros morfolégicos estimados para cada grupo

experimental: area, perimetro, longitud total de los procesos, nimero de procesos y endpoints, en mPFC (A),

OFC (B) y M2 (C). Las barras muestran el error estandar. *** p <0,001 vs control.
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75 DIA Y FFR INCREMENTAN EL COCIENTE MICROGLIA DE-
RAMIFICADA/RAMIFICADA

Con base en este analisis morfologico se realizé un analisis de clusters K-mean y
se identificaron 4 fenotipos de microglia: ramificado +, ramificado, de-ramificado y
de-ramificado + (Figura 11Ay Tabla 1). La proporcién de los 4 fenotipos de microglia
en el grupo control fue similar para las tres regiones de la PFC: mPFC (ramificado+:
56%, ramificado: 22%, de-ramificado: 14%, de-ramificado+: 8%), OFC (ramificado+:
54%, ramificado: 24%, de-ramificado: 8%, de-ramificado+: 14%) y M2 (ramificado+:
53%, ramificado: 24%, de-ramificado: 15%, de-ramificado+: 8%) (Figura 11By Tabla
1). Sin embargo, en el grupo DIA la proporcién del fenotipo de-ramificado se
incrementd notablemente en la mPFC (ramificado+: 9%, ramificado: 12%, de-
ramificado: 44%, de-ramificado+: 35%) y en la OFC (ramificado+: 14%, ramificado:
12%, de-ramificado: 27%, de-ramificado+: 47%). En la M2 |la proporcion permanecio
similar al control (ramificado+: 46%, ramificado: 37%, de-ramificado: 14%, de-
ramificado: 8%) (Figura 11B y Tabla 1). Por ultimo, en FFR se encontré un
incremento del fenotipo de-ramificado en la mPFC (ramificado+: 9%, ramificado:
19%, de-ramificado: 31%, de-ramificado+: 41%), y la OFC (ramificado+: 12%,
ramificado: 20%, de-ramificado: 34%, de-ramificado+: 34%); mientras que para la
M2 la proporcion se mantuvo similar al control (ramificado+: 44%, ramificado: 32%,
de-ramificado: 18%, de-ramificado+: 6%) (Figura 11B y Tabla 1).

Finalmente se calcul6 el cociente microglia de-ramificada / microglia ramificada. Los
fenotipos de-ramificado y de-ramificado+ se agruparon en la microglia de-ramificada
y la microglia ramificada incluy6 a los fenotipos ramificado y ramificado+. En la
mPFC se observo un incremento significativo del cociente para los grupos DIA
(+2515) y FFR (+1592%) (CTL 0.26 £ 0.03, DIA 6.8 + 1.3, FFR 7 £ 0.9; F 2 34 =
7.56852; p = 0.0228). La OFC también mostré un incremento significativo del
cociente microglia de-ramificada/ramificada de 2540% para los grupos DIA
(+2540%) y FFR (+2580%) (CTL 0.25 + 0.04, DIA6.6 + 1.4, FFR6.7 £ 1.1; F 2,3 =
11.02896; p = 0.00978); mientras que en la M2 no se observaron diferencias
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significativas entre los grupos (CTL 0.33 + 0.02, DIA 0.20 £ 0.01, FFR 0.24 £ 0.03;
F 236)= 4.56578; p = 0.21) (Figura 11By Tabla 1).
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Figura 11. DIA Y FFR incrementan el cociente microglia de-ramificada/ramificada. (A) Se identificaron
cuatro fenotipos microgliales con base en el tamafio microglial, la complejidad y el alargamiento de los procesos
mediante un analisis de clusters K-mean: ramificado+, ramificado, de-ramificado y de-ramificado+. Barra de

escala = 10 mm. (B) Los graficos circulares para mPFC, OFC y M2 muestran la proporcién de los cuatro
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fenotipos de microglia para cada grupo experimental (CTL, DIA y FFR). Se muestra la relacién de microglia de-

ramificada / microglia ramificada. Las barras muestran el error estandar. * p <0.05 vs control.

Tabla 1. Efecto de DIA sobre la microglia

Regioén de corteza

CTL DIA

FFR

Nucleo (células por mm?2)

mPFC 1756 £ 122 (N=7) 1641 £ 83 (N=7) 1643 £ 80 (N=7)
OFC 1893 + 138 (N=6) 1951 + 158 (N=6) 1896 + 139 (N=6)
M2 1386 + 128 (N= 6) 1388 + 38 (N=7) 1388 £ 118 (N=7)
Microglia (células por mm?2)
mPFC 154 + 11 (N=7) 313 £ 25 (N=7)*** 331 £ 33 (N=7)***
OFC 185 £ 15 (N=6) 353 £ 19 (N=6)*** 375 £ 27 (N= 6)***
M2 76 £ 9 (N=6) 92+ 10 (N=7) 89+9 (N=7)
Cociente microglia/Nucleo
mPFC 0.09+£0.01 (N=7) 0.20 £ 0.02 (N= 7)** 0.22 + 0.02(N=7)***
OFC 0.10 £ 0.01 (N=6) 0.20 + 0.02 (N=6)* 0.21 £ 0.02 (N=6)**
M2 0.05 + 0.01 (N=16) 0.07 £ 0.02 (N=7) 0.06 + 0.01 (N=7)
Longitud total de procesos (um)
mPFC 258 + 16 (N=7) 29 £ 11 (N=7)*** 90 + 16 (N=7)***
OFC 255 + 29 (N=6) 91 £ 11 (N=6)*** 34 + 16 (N=6)***
M2 252 + 20 (N=6) 224 + 16 (N=7) 256 + 20 (N=7)
Area (um?)
mPFC 1629 + 94 (N=7) 469 £ 65 (N=7)*** 735 + 85 (N=7)***
OFC 1564 + 207 (N=6) 668 + 92 (N=6)*** 866 + 91 (N=6)***
M2 1551 + 111 (N=6) 1262 + 92 (N=7) 1444 + 117 (N=7)
Perimetro (um)
mPFC 31+ 3 (N=7) 29 £ 2 (N=7)*** 34 + 2 (N=7)***
OFC 29 + 2 (N=6) 10 £ 1 (N=6)*** 14 £ 1 (N=6)***
M2 4.5+ 1 (N=6) 13+ 1 (N=7) 15+ 1 (N=7)
Numero de procesos
mPFC 4.5+ 0.2 (N=7) 2.7 £ 0.3 (N=7)*** 2.3 £ 0.2 (N=7)***
OFC 4.1 £ 0.2 (N=6) 2.2+ 0.2 (N=6)*** 2.4 (N=6)***
M2 4.5+ 1 (N=6) 4.4 + 0.3 (N=6) 4.5+ 0.3 (N=6)
Numero de endpoints
mPFC 72 + 4.2 (N=7) 35 £ 8.2 (N=7)*** 33 £ 7.9 (N=7)***
OFC 75 + 2.7 (N=6) 31 £ 10 (N=6)*** 34 + 9 (N=6)***
M2 72 + 4.3 (N=6) 73 + 5.3 (N=6) 71+ 5.2 (N=6)
Cociente Microglia de-ramificada/Ramificada
mPFC 0.26 + 0.03 (N=7) 6.81 £ 1.34 (N=7)* 7.06 £ 0.93 (N=7)*
OFC 0.25 + 0.04 (N=6) 6.6 £ 1.48 (N=6)* 6.71 £ 1.18 (N=6)*
M2 0.33 + 0.02 (N=6) 0.20 + 0.01 (N=6) 0.24 + 0.03 (N=6)
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7.6 DIAYY FFR DISMINUYEN LA DENSIDAD DE ASTROCITOS

La densidad de los nucleos y los astrocitos se estimé en la mPFC, la OFC y la M2,
con estos valores se obtuvo el cociente astrocito/nucleo. Los resultados en la mPFC
mostraron una disminucién significativa en el cociente astrocito/nucleo para DIA (-
30%) y FFR (-31%) en comparacion con el grupo control (F (, 124) = 6.20236; p =
0.00271; n = 5) (Figura 12A y Tabla 2). En la OFC también se observé una
disminucion similar para DIA (-52%) y FFR (-49%) (F (2,22 = 13.53031; p > 0.0001; n
= 5) (Figura 12B y Tabla 2); no obstante, en la M2 no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (F 2, 41y= 0.77731; p = 0.4663; n = 5) (Figura 12C y
Tabla 2).

36



A DAPI GFAP Merge 0.4 1

CTL =Sy

DIA

GFAP+/DAPI
o
(V)

FFR FR SRR  ~ 5
CTL DIA FFR

mPFC
0.4 -

CTL  aaw iy

DIA

GFAP+/DAPI
o
[N

FFR % oot L
CTL DIA FFR

cTL @ ol

DIA Fhat o % oy
N B

GFAP+/DAPI
o
(N}

! . 10'0.""’ \'ﬁ.’
- “¢ 2 . (
4 T, \ ~r
FFR ..00"_‘f.’| B ? s Gt

o 4
il 22, ~
- & q & ?

M2 CTL DIA FFR

'*'\" -
2
B3y A
Rl o
I# -4
S T
‘.: ‘:.\‘
“...‘~.

3 -

G e N : i
4 ~
; ) ’ 3 :

/ R
L

Figura 12. DIA y FFR disminuyen la densidad de los astrocitos. Imagenes representativas de secciones
sagitales que contienen la mPFC, la OFC y la M2. Se muestran los nucleos marcados con DAPI y células
inmunoreactivas a GFAP en la mPFC (A), la OFC (B) y la M2 (C). La superposicién de las imagenes de DAPI y
de GFAP se muestra para los grupos de control (CTL), DIA y FFR. Barra de escala = 50 ym. El cociente GFAP
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/ DAPI se muestra para cada grupo experimental y cada regién de la PFC. Las barras muestran el error estandar.
* p <0.05; *** p <0,001 vs control.

7.7 DIAY FFR MODIFICAN LA MORFOLOGIA DE LOS ASTROCITOS

El area de los astrocitos de la mPFC disminuyé en los grupos DIA (-11%) y
FFR (-10%) en comparacion con el control (F (2, 267y= 8.37967; p <0.0001; n = 5) (Figura
13A y Tabla 2). En la OFC también se observé una disminucion del area de los
astrocitos en los grupos DIA (-14%) y FFR (-12%) (F (2, 267y= 5.02215; p = 0.00723; n =
5) (Figura 13B y Tabla 2). En la M2 no se observaron cambios significativos entre
los grupos (F (2, 267y= 0.56949; p = 0.56949; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2).

El perimetro de los astrocitos de la mPFC se redujo en los grupos DIA (-32%) y FFR
(-26%) (F (2, 267y = 6.78859; p = 0.00133; n = 5) (Figura 13A y Tabla 2). En la OFC
también se observé una disminucion significativa en los grupos DIA (-26%) y FFR (-
25%) (F (2, 267y= 5.22116; p = 0.00597; n = 5) (Figura 13B y Tabla 2); sin embargo, en
la M2 no se observaron cambios significativos entre los grupos (F (2, 267y= 0.16926; p
= 0.84438; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2).

La longitud total de los procesos de los astrocitos en la mPFC disminuyé en los
grupos DIA (-26%) y FFR (-20%) (F (2, 267= 6.64419; p = 0.00153; n = 5) (Figura 13A
y Tabla 2). En los astrocitos de la OFC también se observé una disminucién
significativa en la longitud total de los procesos para los grupos DIA (-23%) y FFR
(-25%) (F (2,267y= 5.04318; p = 0.00708; n = 5) (Figura 13B y Tabla 2). Los astrocitos
de la M2 no presentaron diferencias significativas entre los grupos (F (2, 267y= 0.0676;
p = 0.93465; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2).

El numero de endpoints disminuyo significativamente en los astrocitos de la mPFC
para los grupos DIA (-30%) y FFR (-28%) (F (2, 267y= 12.84498; p < 0.0001; n = 5) (Figura
13A y Tabla 2). En los astrocitos de la OFC también disminuy6 el numero de
endpoints significativamente para los grupos DIA (-23%) y FFR (-17%) (F 2 267) =
5.22159; p = 0.00596; n = 5) (Figura 13B y Tabla 2). Los astrocitos de la M2 no
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presentaron diferencias significativas en el numero de endpoints entre los grupos
experimentales (F 2, 267)= 0.03971; p = 0.96108; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2).

El numero de procesos se redujo en los astrocitos de la mPFC para los grupos DIA
(-55%) y FFR (-57%) (F (2, 267)= 6.59013; p = 0.00161; n = 5) (Figura 13A y Tabla 2).
Una disminucién similar se observé con los procesos de los astrocitos de la OFC
para los grupos DIA (-40%) y FFR (-37%) (F (2, 267y= 7.31487; p > 0.0001; n = 5) (Figura
13B y Tabla 2). Los procesos de los astrocitos de la M2 no presentaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales (F (2, 267)= 0.28259; p = 0.75405; n = 5)
(Figura 13C y Tabla 2).
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Figura 13. DIA y FFR reducen el tamafio de los astrocitos, la complejidad y la longitud total de los

procesos. Se muestran los parametros morfoldgicos estimados: area, perimetro, longitud total de los procesos,

numero de procesos y endpoints en mPFC (A), OFC (B) y M2 (C). Las barras muestran el error estandar. ** p

<0,01; *** p <0,001 vs control.

40



7.8 DIA Y FFR INCREMENTAN EL COCIENTE ASTROCITO DE-
RAMIFICADO/RAMIFICADO

Con base en el analisis citomorfoldgico se realizé un analisis de clusters K-
mean y se identificaron 4 fenotipos de astrocitos: ramificado+, ramificado, de-
ramificado y de-ramificado+ (Figura 14A y Tabla 2). La proporcion de los 4 fenotipos
fue similar en las tres regiones de la PFC analizadas en el grupo control: la mPFC
(ramificado+: 39%, ramificado: 38%, de-ramificado: 14%, de-ramificado+: 9%), la
OFC (ramificado+: 41%, ramificado: 30%, de-ramificado: 19%, de-ramificado+:
10%) y la M2 (ramificado+: 39%, ramificado: 26%, de-ramificado: 17%, de-
ramificado+: 18%) (Figura 14B y Tabla 2). Sin embargo, la proporcién del fenotipo
de-ramificado se incrementd en DIA para la mPFC (ramificado+: 10%, ramificado:
14%, de-ramificado: 38%, de-ramificado+: 38%) y la OFC (ramificado+: 13%,
ramificado: 12%, de-ramificado: 36%, de-ramificado+: 39%); mientras que para la
M2 la permanecié similar al control (ramificado+: 40%, ramificado: 37%, de-
ramificado: 11%, de-ramificado: 12%) (Figura 14B y Tabla 2). En el grupo
experimental FFR también se observo el incremento del fenotipo de-ramificado en
la mPFC (ramificado+: 17%, ramificado: 8%, de-ramificado: 37%, de-ramificado+:
38%), y la OFC (ramificado+: 17%, ramificado: 5%, de-ramificado: 40%, de-
ramificado+: 38%); mientras que para la M2 la proporcién se mantuvo similar al
control (ramificado+: 39%, ramificado: 35%, de-ramificado: 13%, de-ramificado+:
13%) (Figure 14B y Tabla 2). Finalmente se calculd el cociente astrocito de-
ramificado / astrocito ramificado, considerando como astrocitos de-ramificados a los
fenotipos de-ramificado y de-ramificado+; mientras que los astrocitos ramificados
incluyeron los fenotipos ramificado y ramificado+. El cociente de astrocitos de-
ramificados/ramificados de la mPFC aumento en los grupos DIA (+1003%) y FFR
(+968%) (CTL 0.29 + 0.02, DIA 3.2 £ 0.3, FFR 3.1 £ 0.9; F (2, 2ry = 33.64789; p <
0.0001). De manera similar, el cociente estimado para la OFC mostré un incremento
para los grupos DIA (+661) y FFR (+733%) (CTL 0.42 £ 0.09, DIA 3.2 £ 0.54, FFR
3.54 + 0.09; F (2, 27y = 18.38933; p = 0.00276); mientras que para la M2 no se

observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales (CTL 0.52 +
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0.02, DIA 0.30 £ 0.06, FFR 0.36 £ 0.06; F (2,27 = 2.89168; p = 0.103202) (Figura 14B
y Tabla 2).
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Figura 14. DIA y FFR incrementan el cociente astrocito de-ramificado/ramificado. (A) Se identificaron
cuatro fenotipos de astrocitos con base en el tamafio, la complejidad y el alargamiento de los procesos de los
astrocitos mediante el andlisis de clusters K-mean: ramificado +, ramificado, de-ramificado y de-ramificado+.
Barra de escala = 20 uym. (B) Los graficos circulares para la mPFC, la OFC y la M2 muestran la proporcion de
los cuatro fenotipos para cada grupo experimental (CTL, DIAy FFR). (C) Se muestra la relacion de astrocito de-

ramificado / ramificado. Las barras son el promedio de los datos * el error estandar. * p <0.05 vs control.
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Tabla 2. Efecto de DIA sobre los astrocitos

Region de corteza

CTL DIA

FFR

Nucleo (células por mm?)

mPFC 1831 £ 94 (N=5) 1768 £ 61 (N=5) 1665 + 55 (N=7)
OFC 1963 + 210 (N=5) 1783 + 120 (N=5) 1724 £ 103 (N=6)
M2 1629 £ 81 (N=15) 1702 £ 75 (N=5) 1540 £ 63 (N=7)

Astrocito (células por mm?)

mPFC 342 + 35 (N=5) 229 + 26 (N=5)* 215 + 23 (N= 5)*
OFC 396 + 23 (N=5) 171 £ 22 (N= 5)** 176 £ 31 (N= 5)***
M2 480 + 28 (N=5) 452 £ 29 (N=5) 464 + 21 (N=5)

Cociente astrocito/Nucleo

mPFC 0.18 £ 0.01 (N=5) 0.12 £ 0.01 (N= 5)** 0.12 £ 0.01(N=5)**
OFC 0.20 £ 0.02 (N=5) 0.09 £ 0.02 (N=5)* 0.10 £ 0.02 (N=5)*
M2 0.29 + 0.02 (N=5) 0.26 + 0.02 (N=5) 0.30 + 0.05 (N=5)

Longitud total de procesos (um)

mPFC 905 * 44.7 (N=5) 662 £ 50.5 (N=5)*** 721 £ 50.6 (N=5)***
OFC 909 * 58.7 (N=5) 693 + 57.1 (N=5)** 680 £ 55.1 (N=5)**
M2 909 * 40 (N=5) 930 + 41 (N=5) 925 + 40 (N=5)

Area (um2)

mPFC 2384 + 44 (N=5) 2092 + 64 (N=5)*** 2105 + 44 (N=5)***
OFC 2384 + 44 (N=5) 2034 + 108 (N=5)** 2087 + 84 (N=5)**
M2 2462 + 94 (N=5) 2490 + 96 (N=5) 2597 + 116 (N=5)

Perimetro (um)

mPFC 62 + 4.6 (N=5) 41 £ 3.6 (N=5)*** 45 £ 3.9 (N=5)***

OFC 65 + 4.6 (N=5) 47 + 4.2 (N=5)*** 49 + 3.9 (N=5)***
M2 65+ 5.9 (N=5) 68 + 5.9 (N=5) 70 £+ 5.9 (N=5)

Numero de procesos

mPFC 18 £ 3.7 (N=5) 8 £ 0.54 (N=5)*** 7 £ 1.2 (N=5)***

OFC 18 £ 2.3 (N=5) 11 £ 0.9 (N= 5)** 11 £ 0.8 (N=5)**
M2 18 £ 3.7 (N=5) 22 £ 2.7 (N=95) 20 £ 3.2 (N=95)

Numero de endpoints

mPFC 39 + 2.1 (N=5) 27 + 1.8 (N=5)*** 28 + 1.45 (N=5)***

OFC 40 £ 2.2 (N=5) 31+ 1.8 (N=5)** 33 +£2.2 (N=5)**
M2 36 + 3.2 (N=5) 36 + 3.1 (N=5) 35 + 3.3 (N=5)

Cociente astrocito de-ramificado/ramificado

mPFC 0.29 + 0.02 (N=5) 3.2+ 0.3 (N=5)* 3.1 £ 0.9 (N=5)*

OFC 0.42 £ 0.09 (N=5) 3.2 £ 0.54 (N=5)* 3.5+ 0.9 (N=5)*
M2 0.52 + 0.02 (N=5) 0.30 + 0.06 (N=5) 0.36 + 0.06 (N=5)
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7.9 DIA Y FFR INCREMENTAN LA EXPRESION DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS TNF-a, IL-6 E IL-18

La morfologia de la microglia y los astrocitos sugiere un fenotipo reactivo por
lo que el siguiente objetivo fue investigar el efecto de DIA sobre la expresion de las
citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1B3, esto se investigd por medio de
Western blot. Los resultados mostraron el incremento significativo en la expresién
de TNF-a en los grupos DIA (+98%) y FFR (+81%) en comparacién con el control
(F 26) = 267.84167, p <0.0001). La expresion de IL-6 también se incrementd para los
grupos DIA (+85%) y FFR (+69%) en comparacion con el control (F 26 = 136.26812,
p < 0.0001). Finalmente, la expresion de IL-1B también se incremento
significativamente en los grupos DIA (+70%) y FFR (+50%) con respecto al control
(F 26 = 47.34697, p < 0.0001) (Figura 15).
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Figura 15. DIA y FFR incrementan la expresion de TNF-q, IL-6 e IL-18. A) imagen representativa de western
blot para TNF-q, IL-6 e IL-1B. GAPDH se utilizé6 como control de carga (n = 3). B) Densitometria de las bandas

correspondientes a TNF-qa, IL-6 e IL-13 normalizada con relacion a su control. Las barras representan el

promedio + el error estandar. *** p < 0.001 vs control.
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7.10 DIA Y FFR PROMUEVEN NEURODEGENERACION

La evidencia experimental del presente estudio sugiere que la anorexia
induce un ambiente pro-inflamatorio asociado a la glia reactiva. Nuestro siguiente
objetivo fue determinar si este ambiente promueve neurodegeneracion. Por ello se
realizaron estudios de doble inmunofluorescencia, para estimar el numero de
células FJC NeuN+ por mm?2. Los resultados mostraron el aumento en el nimero de
células FJC NeuN+ por mm? para los grupos DIA (+5833%) y FFR (+3405%) en
comparacién con el grupo control en la mPFC (F (2 47 = 15.524; p< 0.0001; n = 4)
(Figura 16A y Tabla 3). En la OFC sucede algo similar, DIA incrementd el numero
de células FJC NeuN+ por mm?en DIA (+7898%) y FFR (+2934%) (F ,21)= 7.08; p
= 0.001; n = 4) (Figura 16B y Tabla 3). Por otro lado, en la M2 no se observaron
cambios significativos entre los grupos experimentales (F 2,11y =0.111; p = 0.896; n =
4) (Figura 16C y Tabla 3). Adicionalmente, se estimo el porcentaje de células FJC
NeuN+ con relacién al total de neuronas. En la mPFC las neuronas FJC NeuN+
corresponden al 1% en el CTL, al 21% en DIAy al 13% en FFR (Figura 16A y Tabla
3). En la OFC las células FJC/NeuN+ corresponden al 1% en el CTL, al 30% en el
grupo DIA y 12% en grupo FFR (Figura 16B y Tabla 3); mientras que en la M2 los
porcentajes son similares entre los tres grupos experimentales (Figura 16C y Tabla
3).
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Figura 16. DIA y FFR promueven neurodegeneracion. Se muestra una imagen representativa de
la inmunofluorescencia contra NeuN vy la tincién con Fluoro-jade C (FJC) en la mPFC (A), la OFC (B)
y la M2 (C). La superposicion de NeuN y FJC se muestra para los grupos de control (CTL), DIA'y
FFR. Barra de escala = 50 um. El nimero de células FJC/NeuN+ por mm2se calculd para cada una
de las tres regiones analizadas, asi como el porcentaje correspondiente de las células FJC NeuN+
del total de neuronas. Las barras representan el promedio + el error estandar. * p <0.05; ** p <0,01,

*** p <0,001 vs control.
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Tabla 3. Efecto de DIA sobre la neurodegeneracion

mPFC OFC M2
Control (células por mm?)

FJC+ (Total) 6 +2(N=4) 6+ 3 (N=4) 17 £ 9 (N =4)
FJC+ NeuN + 4 +2(N=4) 3 +2(N=4) 11 £9 (N =4)
FJC + NeuN - 2+0.34(N=4) 3+ 0.59(N=4) 6+ 0.79 (N =4)

DIA (células por mm?2)

FJC+ (Total) 257 £ 47 (N =4)** 252 + 68 (N =4)*** 22 +14 (N =4)
FJC+ NeuN + 162 £ 32 (N =4)*** 218 £ 64 (N=4)** 5 £1 (N =4)
FJC + NeuN - 95+ 37 (N=4)* 33 +13 (N =4)* 17+ 4 (N =4)

FFR (células por mm?2)

FJC+ (Total) 248 + 27 (N =4)** 203+ 33 (N=4)* 28+ 14 (N=4)
FJC+ NeuN + 94 +9 (N=4)** 81 £17 (N=4)"* 11 £9 (N =4)
FJC + NeuN - 154 £ 29 (N =4)** 122+ 31 (N=4)** 17+ 4 (N =4)

8. DISCUSION

El término anorexia describe cualquier pérdida de apetito y reduccion concomitante
en la ingesta de alimentos, esta pude ser patolégica o ser una respuesta a ciertos
desafios homeostaticos (Watts & Boyle, 2010). En este trabajo, se utiliz6 un modelo
de anorexia adaptativa conocido como anorexia inducida por deshidratacion.
Nuestros resultados mostraron que la anorexia promueve: 1) el incremento en la
expresion del marcador microglial IBA-1 y de los marcadores de astrocitos vimentina
y nestina, asi como la reduccion en la expresion de GFAP. 2) El aumento en la
densidad de los fenotipos de-ramificados para la microglia y los astrocitos. 3) El
incremento en la expresion de las citocinas pro-inflamatorias: TNF-a, IL-6 e IL-1pB.

4) Este ambiente pro-inflamatorio correlacion6 con neurodegeneracion.

El aumento en la densidad de la microglia y el predominio de la microglia de-
ramificada en DIA y FFR, sugieren que la disminucion en el consumo de alimento
ya sea voluntario o impuesto, promueve un fenotipo reactivo especificamente para
la mPFC y la OFC, ya que no se observaron cambios en la M2. La densidad de
microglia que se estimé para la mPFC y la OFC coincide con lo reportado en
trabajos anteriores para el grupo control (Zhang et al., 2018). Para la M2 se estimo6
una densidad de microglia menor a la observada en la mPFC y la OFC,
curiosamente la densidad de la microglia en esta region se desconoce (Keller et al.,

2018), sin embargo, estudios previos mostraron que la densidad de la microglia es
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heterogénea en el cerebro (Savchenko etal.,, 2000; Tan etal., 2020). Las
estimaciones de los parametros morfoldgicos estimados para la microglia (la
longitud total de procesos, el numero de endpoints, el total de procesos, el area y
perimetro) coinciden con lo reportado anteriormente (Kongsui et al., 2014). La
anorexia promueve la disminucién de estos cinco parametros lo que sugiere un
fenotipo reactivo. Adicionalmente el analisis de clusters K-mean nos permitid
identificar 4 fenotipos para la microglia, lo cual también coincide con lo reportado

anteriormente para la corteza prefrontal (Kongsui et al., 2014).

A continuacion, se investigo si la anorexia también promovia un fenotipo reactivo
para los astrocitos. La anorexia disminuyo6 los mismos parametros morfolégicos en
los astrocitos al igual que en la microglia; también se observd un incremento en la
expresion de vimentina y nestina; mientras que la expresion de GFAP se redujo.
Estos resultados concuerdan con las caracteristicas que identifican un fenotipo
reactivo: un incremento en la densidad, incremento en la expresiéon de GFAP,
vimentina y nestina e hipertrofia del soma y los procesos (Kang & Hébert, 2011; K.
Li etal., 2019; Morizawa et al., 2017). La disminucién en la expresion de GFAP
concuerda con lo reportado previamente en el modelo de anorexia basada en
actividad (ABA), en donde se observé que la densidad de los astrocitos se redujo
significativamente en la corteza cerebral (Frintrop et al., 2017). Adicionalmente, la
restriccion de la ingesta caldrica también reduce la expresion de GFAP (Naik et al.,
2017; Sridharan et al., 2013). En nuestro estudio se encontrd que la vimentina y la
nestina incrementan su expresion en DIA y FFR. La disminucion en la expresion de
GFAP no impide la formacion de astrocitos reactivos, ya que los ratones que
carecen de la expresion de esta proteina tienen la capacidad de formar astrocitos
reactivos que son inmunopositivos a vimentina y nestina (Pekny et al., 1998).
Ademas de esto, se sabe que GFAP no es el mejor marcador de astrocitos en la
corteza prefrontal (Zhang et al., 2019). Por lo que, faltaria corroborar si realmente la
densidad de los astrocitos disminuye, ya que el método de cuantificacion podria
subestimar el numero real de astrocitos al no considerar aquellos que son GFAP

negativos pero que son vimentina/nestina positivos o bien, los astrocitos que no
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estén siendo marcados con GFAP. La densidad de astrocitos por mm? en la PFC y
la OFC coincide con lo reportado en trabajos anteriores para el grupo control
(Gosselin et al., 2009; Zhang et al., 2019), la densidad de astrocitos M2 varian entre
la mPFC y la OFC, lo que apoya la hipdtesis de que la densidad de los astrocitos
tiene una distribucion heterogénea en el cerebro (Olude et al., 2015). De manera
similar, la longitud total de los procesos, los endpoints, el total de procesos, el area
(Johnson, Breedlove, y Jordan 2008) y el perimetro de los astrocitos concuerdan
con lo reportado anteriormente (Gumenyuk et al., 2017), lo que corrobora nuestras
estimaciones reportadas para el grupo control y valida nuestros datos
experimentales para los grupos DIA 'y FFR. En conjunto, nuestros resultados indican
que DIA y FFR incrementa significativamente el fenotipo de-ramificado, lo que

sugiere que la anorexia promueve un fenotipo reactivo.

La neuroinflamacion se define como una respuesta inflamatoria dentro del cerebro
o la médula espinal. Esta inflamacion esta mediada por la produccion de citocinas,
quimiocinas, especies reactivas de oxigeno y mensajeros secundarios. Estos
mediadores son producidos principalmente por la glia del SNC residente (microglia
y astrocitos) (DiSabato et al., 2016). El incremento en la expresion de TNF-q, IL-6 e
IL-18, sugiere un proceso neuroinflamatorio en la PFC. Aunque no se conoce si los
pacientes con anorexia nervosa muestran un proceso inflamatorio en la PFC, los
niveles de TNF-a, IL-6, IL-1B estan incrementados en el suero, lo que sugiere que

la anorexia podria estar relacionada con un proceso inflamatorio (Solmi et al., 2015).

Fluoro-Jade es un fluorocromo derivado de fluoresceina que se une
especificamente a las neuronas dafnadas. Debido a esta caracteristica, se usa
comunmente para la deteccidn histoquimica y la cuantificacion de la
neurodegeneracion (Gutiérrez et al., 2018). La neurodegeneracion se define como
la pérdida de estructura o funcion de las células del cerebro (Crews, 2008). En
distintas enfermedades se han identificado dos etapas de neurodegeneracidn
denominadas temprana y tardia (Cordeiro et al., 2010; Zilberter & Zilberter, 2017),

ambas etapas son reveladas con el FJC (Santos et al., 2012; Schumm et al., 2020).
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Con base en esta informacion, el aumento de células FJC+ en DIA y FFR no
necesariamente se traduce en muerte neuronal (Gorman, 2008), ya que la
neurodegeneracion temprana puede revertirse (Geske et al., 2001; Pandey et al.,
2007). Nuestros resultados concuerdan con lo observado en estudios post mortem
de pacientes diagnosticados con anorexia nervosa en donde se encontraron signos
de degeneracion en las neuronas corticales (Neumarker et al., 1997). Aunque no
sabemos que es lo que inicia el proceso neuroinflamatorio en la mPFC y la OFC,
distintos estudios han reportado que estas regiones son especialmente sensibles a
la hipoglucemia (Hurst et al., 2012; Lyoo et al., 2012; Rao et al., 2016; Tkacs et al.,
2005), lo que podria promover un proceso neuroinflamatorio (Winkler et al., 2019;
Won et al., 2012). No obstante, se requieren estudios adicionales para conocer si la
neurodegeneracion es reversible o si hay muerte neuronal cuando los animales se
recuperan de la anorexia, algo experimentalmente posible de realizar en el modelo
DIA, ya que con solo sustituir la solucion salina por agua los sujetos experimentales
recuperan el apetito (Watts, 1998).

El proceso neuroinflamatorio y la neurodegeneracion, se observaron
especificamente en la mPFC y la OFC regiones cerebrales implicadas en el circuito
de recompensa a los alimentos (Horst & Laubach, 2013; Zald, 2009). Ambos
procesos pueden alterar la comunicacion entre los circuitos neuronales (Schumm
et al., 2020). Adicional a esto, anteriormente se describio que la actividad sincronica
de los conjuntos neuronales de la OFC, la IC, AMY la amigdala y el NAc es
necesaria para que los animales decidan ir a consumir alimento (Gutierrez et al.,
2010), mientras que mPFC puede inhibir o promover la ingesta de alimentos (Land
et al., 2014; Prado et al., 2016), por lo que una alteracion de las neuronas de la
mPFC y OFC podria explicar la disminucién en la ingesta de alimentos de los
animales con DIA. Estos resultados en conjunto con las alteraciones estructurales
y funcionales en mPFC y OFC de pacientes con anorexia nervosa (Frank et al.,
2013; Muhlau etal., 2007; Uher etal., 2004), fortalecen la hipétesis de que
alteraciones en estas regiones podrian promover la anorexia y contribuir a la recaida
de esta enfermedad (Frank, 2013).
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El grupo DIA y FFR de este modelo presentan las mismas caracteristicas
enddcrinas y neuropeptidérgicas que normalmente se observan en la restriccion
calorica: como el aumento de la concentracion sérica de corticosterona, la
disminucién en la concentracién de leptina e insulina, en ARC hay aumento en la
expresion de NPY y disminucion en la expresiéon de POMC y neurotensina (Watts
et al., 1999). En este trabajo, observamos resultados similares entre los grupos DIA
y FFR (incremento en la expresion del marcador microglial IBA-1 y de los
marcadores de astrocitos vimentina y nestina, asi como una reduccion en la
expresion de GFAP, el aumento en la densidad de los fenotipos de-ramificados para
la microglia y los astrocitos, el incremento en la expresion de las citocinas pro-
inflamatorias: TNF-a, IL-6 e IL-1B3. Este ambiente pro-inflamatorio correlacion6 con
neurodegeneracion. A pesar de esto, la diferencia principal entre estos dos grupos
es la motivacion por la ingesta de alimento, que esta inhibida aun en condiciones de
equilibrio negativo de energia en el grupo DIA, mientras que FFR comeria
cantidades semejantes al grupo control si se les ofreciera el alimento. Esto sugiere
la existencia de otros mecanismos neuronales que se activan durante la anorexia
para inhibir el consumo de alimento (Gortari, 2009). Hasta ahora, se han encontrado
algunas diferencias entre DIA y FFR que podrian ayudar a explicar la inhibicion de
la ingesta de alimento en DIA: 1) Incremento en la expresion de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) en el LH en DIA que ademas correlaciona
positivamente con el grado de anorexia que presentan los animales (Watts et al.,
1999). 2) DIA muestra incremento de la hormona liberadora de tirotropina TRH en

PVN, mientras que en FFR esta se encuentra disminuida (Gortari et al., 2009).

9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La anorexia induce un proceso inflamatorio asociado a la glia reactiva que

correlaciona con neurodegeneracion en la mPFC y la OFC, pero no en la M2.
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Este proceso inflamatorio podria extenderse a otras regiones del cerebro
relacionadas con la ingesta de alimentos por lo que estudios adicionales podrian
aclarar si todas las regiones involucradas estan afectadas en la anorexia o solo
algunas de ellas. Adicionalmente, habra que realizar estudios para conocer si este

proceso inflamatorio se revierte una vez que las ratas se recuperan de la anorexia.
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11.APENDICE 1

ANALISIS DE MORFOLOGIA DE ASTROCITOS Y MICROGLIA

Se seleccionaron imagenes individuales de microglia y astrocitos procurando que
estén completos y que sean la mayor cantidad de células posibles. Las imagenes
deben ser de 8 bits, posteriormente estas deben hacerse binarias (process — binary
— make binary), posteriormente se realiza el esqueleto de cada imagen (plugin —
skeleton) y finalmente se analiza la imagen (analyze — skeleton — analyze skeleton
(2D/3D)). Con esto se obtendra una tabla con los parametros de numero de
procesos, longitud total de procesos, complejidad de la ramificacién (endpoints),
area y perimetro. Este proceso puede ser automatizado utilizando un macro del
mismo programa ImagedJ. (plugins — macros — edit).
Una vez obtenidos estos parametros se realizd6 un analisis de cluster K-mean,
utilizando Matlab, para realizar esta prueba primero se debe conocer el numero ideal
de clusters, el cual se obtiene con la prueba de silhouette. EI numero ideal de
clusters se coloca en la prueba K-mean para que agrupe los datos (el cédigo de
Matlab se muestra a continuacién). De esta manera, se obtendra una tabla diciendo
a que grupo pertenece cada célula y es posible identificar el fenotipo mas comun de
cada uno de los grupos.
Cédigo Matlab:

1) Prueba silhouette. 1:6 indica el numero de parametros que se colocan en la

tabla de Matlab. X es el nombre de la tabla.

E = evalclusters(X,'kmeans','silhouette', klist',[1:6])

2) Con este codigo, matlab agrupa tus datos dependiendo del grupo al que
pertenecen. X es el nombre de la tabla. 4 el numero ideal de clusters.
opts = statset('Display','final');
[idx,C] = kmeans(X,4,'Distance’,'cityblock’,...
'Replicates’,5,'Options',opts);
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Dehydration-Induced Anorexia (DIA) Is a murine model that reproduces welght loss and avoldance of food,
Anorexia despite its availability. The prefrontal cortex (PFC) Integrates sensory inputs and updates assoclative learning to
Cerebral Cortex promote (hunger) or Inhiblt (satlety) food-seeking behavior. In this study we tested If anorexia Induces a pro-
::‘m"’ﬂ'm:'m — Inflammatory environment assoclated with microglia In the medial prefrontal cortex (mPFC) and orbitofrontal
Interleukin 6 (IL-6) cortex (OFC), specific eg| of the PFC In appetite. Our results showed that anorexia Increased
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a) microglial denslty, p a de. hol and the de-ramified/ramified ratio In the
mPFCandOFCbulnmmmemtorcunﬂAnomxlaalsoumasedme_, of the pro- Y
cytokines TNF-a, IL-6 and IL-1B. This pro- assoclated with microglia activation
[ with age as by Fluoro Jade C (FJC) and NeuN immunolabeling. We conclude
that triggers a pro- assoclated with microglia that correlates with neuro-

degeneration In the mPFC and OFC.

1. Introduction

The control of appetite and food intake relies on reward re-
presentations formed in the prefrontal cortex (PFC), specifically the
medial prefrontal cortex (mPFC) and orbitofrontal cortex (OFC), where
sensory inputs are integrated by associative learning to represent the
sight of food and promote food-seeking behavior (hunger) or inhibit it
(satiety) [1,2). The mPFC is linked with feeding, motivation to eat,
foraging [3-7], and anorexia [8,9]. The OFC receives sensory input
related to feeding such as smell, taste, sight, and visceral afferent [10],
and is related to reward value [11]. Moreover, recent studies demon-
strated that appetite can also be inhibited by the OFC under specific
social situations [12]. Anorexia is known to reduce appetite and, con-
sequently, food intake [13]. Anorexia nervosa (AN) is the third most

chronic di among adol females (90-95%) and has
the highest mortality rate of any mental illness [14,15]. This eating
disorder is characterized by a restricted caloric intake, severe weight
loss, amenorrhea, and body image disturbance [16,17). However, little
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is known about the neurobiology of AN, and the lack of effective
treatments justifies the use of animal models. Adaptive anorexia is as-
sociated with hibernation, migration or incubation, as a part of the life
cycle of Is [18]. Dehydration-induced anorexia (DIA) is another
example of adaptive anorexia, where reduced food-intake occurs to

i hyperc laemia. As a murine model, DIA reproduces
weight loss and reduces food intake despite its availability. The effects
of fasting over dehydration are distinguished with a pair-fed group of
animals under forced food restriction (FFR) [19-22]

In contrast, activity-based anorexia (ABA) is another murine model
that reproduces the volume reduction observed in the cerebral cortex
from human patients with anorexia [23-29]. The ABA model also re-
ported astrocyte deficits in the cerebral cortex of the rat [28,29]. On the
other hand, pro-inflammatory cytokines like tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), interleukin 6 (IL-6) and interleukin 1-beta (IL-1p) are
known to inhibit feeding/appetite [30-32]. The overexpression of these
cytokines is also associated with reactive glia in the DIA model [33,34).
Thus, the aim of this study was to test if DIA induces a pro-
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inflammatory environment associated with microglia and neurode-
generation in the PFC of young female rats.

2. Materials and Methods
2.1. Animals and Housing

All the experimental protocols were approved by the Ethics
Committee of the Institute of Neurobiology at UNAM. Animals were
handled in accordance with the National Institute of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023,
revised 1978). Female Wistar rats (180-200 g) were individually housed
under a 12:12-h light/dark cycle and controlled temperature.

2.2. Dehydration-induced anorexia paradigm

The DIA paradigm was previously reported [19,33-36). Briefly, two
independent series of experiments were performed for five days. The
control group (n = 7) received water and food ad libitm. The DIA
group (n = 7) received a saline solution (NaCl 2.5%) with free access to
food. The forced food restricted (FFR) group (n = 7) received full ac-
cess to water and the same quantity of food consumed by DIA rats
(Fig. 1A). Body weight and food intake were recorded daily at noon for
all the experimental groups (Fig. 1B, C).

2.3. Histology and immunofiuorescence

Rats were euthanized with pentobarbital (100 mg/kg) and trans-
cardially perfused with saline solution, followed by chilled paraf-
ormaldehyde (4%) in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4. Brains
were removed, post-fixed overnight and cryoprotected in sucrose
(309%6). Sagittal sections (30 pm) containing the PFC were obtained with
a cryostat (Leica CM1850) and stored in cryoprotectant solution (30%
ethylene glycol: 20% glycerol in PBS) at -20 “C [33-35]). The im-
munoreactivity for ionized calcium-binding adapter (IBA-1), a specific
marker for microglia [37], was performed on floating sections. The
sections were rinsed three times in PBS buffer for 10 min. The tissue

A Control DIA FFR B
L 1 | ) 20
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was then placed in blocking solution (5% horse serum albumin 1%,
Triton X-100 in PBS) for 1 h. Sections were incubated overnight with
polyclonal rabbit anti-IBA-1 antibody (dilution 1:1000, Wako, Life
Sciences). After washing, the primary antibody was detected with Alexa
594 (1:500, Invitrogen) coupled to goat anti-rabbit antibody. The sec-
tions were counterstained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
and mounted with Vectashield H-1000 (Vector Laboratories, Burlin-
game, CA, USA) (see Table 1 for more information about antibodies
used in this study). The PFC sections were mounted on slides and
photographed with a digital camera (Photometrics Cool Snap FX,
Tucson, AZ, USA) attached to a Nikon microscope (Nikon Eclipse E600,
Tokyo, Japan), and images were analyzed using IMAGE J version 1.41
(NIH, Bethesda, MD, USA). A Zeiss LSM 780 Meta confocal microscope
(Zeiss, Gottingen, Germany) was used for confocal images with Alexa
594 (excitation/emission wavelength 590/617 nm) and DAPI (excita-
tion/emission wavelength 350/460 nm).

2.4. Microglial cell counting [58]

The IBA-1+ cells and DAPI-labeled nuclei were quantified to esti-
mate microglial density for each subfield of the PFC. The mPFC in-
cluded the infralimbic cortex (IL), pre-limbic cortex (PRL) and anterior
cingulate cortex (regions Cgl and Cg2). The OFC included the ventral
and medial orbital cortex (VO and MO). The motor cortex refers to the
secondary motor cortex (M2), which was a positive control because it
has not been related to anorexia [38]. Microglia quantification was
performed in sagittal sections of the PFC of the bregma 0.40 and 0.90
mm (Fig. 1D, E) from the midline, according to the Paxinos and Watson
atlas [39]. The PFC regions were identified based on this atlas. Cell
counting was as previously described [33-35,40]. Briefly, microglial
cells were identified as primary objects. Identification with CellProfiler
considered cell size and form as image intensity and depth. The number
of cells for control, DIA and FFR groups was calculated, and density
(number of cells per mm?) was estimated. Only process-bearing cells
showing their soma in the plane of the analyzed area were counted, and
their density was estimated (number of cells per mm?). The microglia/
nuclei ratio was calculated by dividing the number of IBA-1 + cells by

Fig. 1. Dally food Intake and body welght. (A)
DIA paradigm. The control group recelved
water and food ad ltbttum. The DIA group re-
celved a sallne solution (NaCl 2.5%) with food
ad Ibuum. The forced food restricted (FFR)
group recelved full access to water and the
same quantity of food consumed by DIA rats.
Body welght and food Intake were recorded
dally at noon for all the experimental groups.
Finally, on the fifth day the rats were sacri-
ficed, and the bralns Isolated. The food Intake
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(B) and body welght (C) of young female rats
were monltored dally for five days In each
experimental group. DIA animals decreased
their food Intake from the first day, and this
was reflected In the body welght. The FFR
group was palr-fed to DIA Intake. Data are
shown as mean + SEM. Significant differ-
ences were conslidered as * p < 0.05; **
p <0.01; *** p < 0.001. (D) Representative

le of IBA-1 ence In the
prefrontal cortex (PFC) of a control rat (Section
0.40 mm lateral to midline of the Paxinos and
Watson atlas). The shaded region shows ana-
Iyzed subreglons of the mPFC. (E)
R of IBA- 1

d2 d3 d4 d5

fluorescence In the PFC of a control rat (Section 0.90 mm lateral to midline of the Paxinos and Watson atlas). The shaded reglon shows analyzed subreglons of the

mPFC. Selected reglons for analysis were: mPFC ( =1L p

= PRL; Clngul:

d 1 and 2 = Cgl, Cg2), OFC (Ventro-orbital = VO and Medlal

orbital= MO) and M2. The white arrow shows anatomical orientation: dorsal (D), ventral (V) and lateral (L). Section 0.90 mm lateral to midline of the Paxinos and

Watson atlas. Scale bar = 200 ym.
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Table 1

Antibody table.
Antibody Species Dilution Company (Catalog#)

primary
IBA-1 Rabbit 1:1000 Wako, Life Sciences (019-19741)
NeuN Mouse 1:500 Millipore (MAB377)
4

Anti-rabbit Alexa 504 Donkey 1:500 Invitrogen (A21207)
Anti- mouse Alexa 594 Donkey 1:500 Invitrogen (A21203)
Western blot primary antibodies
BA-1 Rabbit 1:5000 Wako, Life Sciences (019-19741)
TNF-a Mouse 1:1000 Santacruz, Dallas, TX, USA (sc-133192)
L6 Mouse 1:1000 Santacruz, Dallas, TX, USA (sc-57315)
L1 Rabbit 1:1000 Millipore (AB1413)
GAPDH Mouse 1:1000 Santacruz, Dallas, TX, USA (sc-47724)
‘Western blot secondary antibodies
Goat anti-rabbit alkaline phosphatase mnjumed antibody Goat 1:2500 Santacruz, Dallas, TX, USA (sc-2058)
Goat anti alkaline ly Goat 1:2500 Santacruz, Dallas, TX, USA (sc-2057)
Fluoro-jade C 0.004% Millipore (AG325)

the total number of DAPI-labeled nuclei.

2.4.1. Cell shape analysis

Microglia respond to an insult or a pathological challenge with
morphological changes that include area, perimeter, number of pro-
cesses, process length and ramification complexity (endpoints). We
estimated these parameters as previously described [41]. Briefly, all the
images were converted to binary and skeletonized images with ImagelJ
software (National Institute of Health, https://imagej.nih.gov/ij/34).
The analyze skeleton plugin was applied to the converted image and the
corresponding morphological parameters were estimated per cell. A K-

conjugate substrate reaction kit (Bio-Rad, USA) (see Table 1 for more
mformanon about antibodies used in this study).

were acquired with a Molecular Imager ChemiDoc XRS
System (Blo-Rad laboratones, Inc., Hercules, CA, USA), and optical
density of trace quantity for each band was measured using Image Lab
3.0 software (Bio-Rad Laboratories Inc.).

2.6. Double labeling of FIC + cells with NeuN

Thei tivity for I nuclei (NeuN), a specific marker

means clustering analysis was performed based on these par

and four clusters of microglia were identified, corresponding to four
phenotypes: ramified +, ramified, de-ramified and de-ramified +. The
percentage of microglia for each phenotype was estimated for all the
experimental groups. In order to simplify the results, we grouped de-
ramified and de-ramified + microglia phenotypes into the de-ramified
group. The same criterion was applied for ramified + and ramified
microglia, resulting in the ramified group. Thus, the de-ramified/ra-
mified ratio was estimated by dividing these two groups.

2.5. Western blot

The PFC from three different rats for each experimental group
(Control, DIA and FFR) were homogenized in ice-cold lysis buffer (200
mM glycine, 150 mM NaCl, 50 mM EGTA, 50 mM EDTA and 300 mM
sucrose) along with a p inhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). The total homogenate was centrifuged at 10,000 X g for 15 min
at 4 “C; then the supernatants were stored at —80 “C. Concentration of
protein from each sample was estimated by Bradford's method [42],
and 30 pg of equal concentration of protein was resolved by 109 SDS-
PAGE. Proteins were transferred electrophoretically to the PVDF
membrane and incubated in blocking solutmn (5% nonfat dry mllk in
TBS-T) for 3 h at room b were d
overnight at 4 °C with one of the following primary antibodies: (a)
polyclonal rabbit anti-IBA-1 (dilution 1:5000, Wako); (b) monoclonal
mouse anti-TNF-a (dilution 1:1000, Santacruz, Dallas, TX, USA); ()
monoclonal mouse anti-IL-6 (dilution 1:1000, Santacruz, Dallas, TX,
USA); (d) polyclonal rabbit anti-IL-1 (dilution 1:1000, Millipore); and
(e) monoclonal mouse anti-GAPDH (dilution 1:1000, Santacruz, Dallas,
TX, USA). The membranes were washed three times with TBS-T, and
bound antibodies were detected by incubating for 3 h with either goat
anti-mouse alkaline phosph jugated antibody (dilution 1:2500;
Santacruz, Dallas, TX USA) or goat anti-rabbit alkaline phosphatase
conjugated antibody (dilution 1:2500; Santacruz, Dallas, TX, USA).
Alkaline phosphatase activity was detected using the BCIP/NBT AP-

for [43], was performed on floating sections. Double labeling
of the Fluoro-Jade C (FJC) and NeuN was done as previously described
[44]. The sections were rinsed three times in PBS buffer for 10 min. The
tissue was then placed in blocking solution (5% horse serum albumin
1%, Triton X-100 in PBS) for 1 h. Sections were incubated overnight
with monoclonal mouse anti-NeuN antibody (dilution 1:500, Milli-
pore). After washing, the primary antibody was detected with Alexa
594 (1:500, Invitrogen) coupled to goat anti-mouse antibody. FJC his-
tochemistry started with a 2 min distilled water bath, followed by 5 min
of potassium permanganate (0.06%), under agitation. The excess of
per was d with a bath of distilled water, followed by
mcubauon with FJC for 10 min (dilution 0.0004%) and an additional 1
min bath of distilled water. The histological sections received a xylol
bath and were mounted with Vectashield H-1000 (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA).

The slides were photographed with a digital camera (Photometrics
Cool Snap FX, USA) attached to a Zeiss LSM 780 Meta confocal mi-
croscope (Zeiss, Gottingen, Germany). The corresponding confocal
images were obtained for NeuN-Alexa 594 (excitation/emission wave-
length 590/617 nm) and FJC (excitation/emission wavelength 495/521
nm). FJC/NeuN + cells were counted with the EZC-co-localization
plugin for ImageJ [45). This plugin selects individual cells from images
based on physical parameters. The signal intensity and Pearson corre-
lation coefficient (PCC) between the two channels was obtained for
pixel values. Complete co-localization was accepted when PCC = 1,
and co-localization was rep d as the ber of FJC-NeuN +
cells/mm” for each experimental group.

2.7. Statistics

All the data are presented as the mean + standard error of the mean
(S.E.M.). Statistical analysis of data was performed using a one-way
ANOVA followed by a Bonferroni post-test with Origin 7.0 software;
p < 0.05 was considered statistically significant.
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Table 2

Effect of dehydration Induced anorexia or forced food restriction on microglia density.

Cortex region Control DIA FFR
Nuclei

mPFC 1756 +122(N = 7) 1641 =83 (N =7) 1643+ B0(N =7)
OFC 1893 £ 138 (N = 6) 1951 = 158 (N = 6) 1896 + 139 (N = 6)
M2 1386 + 128 (N = 6) 1388 £38(N=7) 1388 + 118(N = 7)
Microglia

mPFC 154211 (N=7) 313+ 25(N = 7)*** 331 £33(N = 7)***
OFC 185+ 15(N = 6) 353+ 19(N = 6)*** 37527 (N = 6)***
M2 769 (N = 6) 92:10(N=7) B9x9N=7)
Microglia/Nuclei ratio

mPFC 009001 N=7) 020+ 0.02(N = 7)** 0.22 £ 0.02(N = 7)***
OFC 010001 (N = 6) 0.20£0.02(N = 6)* 0.21 = 0.02(N = 6)™
M2 0.05+001 (N = 6) 007=002(N=7) 006 =001(N=7)
Total process length

mPFC 258=16(N=7) 29211 (N = 7)*** 90 =16(N = 7)***
OFC 255=29(N = 6) 91 =11 (N = 6)*** 34=16(N = €)™
M2 252+20(N = 6) 24x16(N=7) 2%620N=7)
Area

mPFC 1629294 (N =7) 469 £ 65(N = 7)** 735+ 85(N = 7)***
OFC 1564 + 207 (N = 6) 668 = 92 (N = 6)*** 866 £ 91 (N = 6)***
M2 1551 £ 111 (N = 6) 12622 92(N = 7) 1444 £ 117(N = 7)
Perimeter

mPFC 313N =7) 292N =7)"* 42N =7
OFC 20:2(N =6) 10=1(N = 6)** 14=x1(N =6
M2 451 (N=6) 1Bz1N=7) 15:1(N=7)
Number of process

mPFC 45202(N =7) 27+03(N=7)*"" 23202(N =7)**
OFC 41202(N =6) 22+02(N = 6)*** 24N =€)

M2 4521 (N=6) 44+03(N=6) 45+03(N =#6)
Number of endpoints

mPFC 72+42(N=7) 582NN =7 33£79(N =7
OFC 75+ 27 (N = 6) 31x10(N = 6)** 349NN =6)""
M2 72+ 43(N =6) 73£53(N=6) 71252(N =6)
De-ramified/Ramified microglia ratio

mPFC 026+003(N=7) 681=134(N=7) 7.06 =093 (N = 7)*
OFC 025+ 004 (N = 6) 66+148(N = 6)" 671 = 118(N = 6)"
M2 033+002(N = 6) 0.20=0.01 (N = 6) 024 = 0.03(N = 6)
NeuN +

mPFC 1015 £ 98 (N = 4) 763 = 42(N = 4)** 744 £ 65(N = 4*
OFC 960 =83 (N = 4) 738+ 28(N = 4)** 694 64" (N = 4)
M2 1090 £ 81 (N = 4) 890+ 127 (N = 4) 958 +74(N = 4)

3. Results significant differences between groups (F 2 16 = 0.04584, p =

3.1. Body weight and food intake
For food intake, a two-way rep | ANOVA showed

0.95525) (Table 2). Interestingly, microglial density in the OFC showed
significant differences between groups (F o 16 = 19.84027,
p< 0.0001) for the DIA (p < 0.0001) and FFR (p < 0.0001), when

significant differences between groups (F o 27, = 240.89394,
p < 0.001). Food intake was significantly reduced on the fifth day of
the experimental protocol for DIA (-80%) and FFR (-82%) when com-
pared to the control group (20.3 = 0.9 g; p < 0.001) (Fig. 1B).

For body weight, a two-way rep ANOVA showed
differences between groups (F 2, 27y = 102.24062, p < 0.0001). Body
weight on the fifth day of the experimental protocol was significantly
reduced for DIA (-29%) and FFR animals (-25%) when compared to the
control group (204.8 + 3.95 g; p < 0.0001) (Fig. 1C).

3.2. Anorexia increases microglial density in mPFC and OFC but not in M2

Nuclear density in the mPFC showed no significant changes between
groups (F 274y = 0.44457, p = 0.6428) (Table 2). However, microglial
density in the mPFC showed significant differences between groups (F
@ 79 = 19.84027, p < 0.0001) for both DIA (p < 0.0001) and FFR
(p < 0.0001), when compared to the control (Table 1). The microglia/
nuclei ratio was obtained by estimating the IBA-1 + cells from the total
nuclei, and significant changes were identified between groups (F 2, 74)
= 8.93267, p < 0.0001) for the DIA (p = 0.00242) and FFR, when
compared to the control (p < 0.0001) (Fig. 2A and Table 2). We also
analyzed nuclear density in the OFC. A one-way ANOVA showed no

d to the control (Table 2). The microglia/nuclei ratio was
slgmﬁcamly different between groups (F (» 16y = 7.18759, p =
0.00236), for the DIA (p = 0.01117) and FFR (p = 0.00387), when
compared to the control (Fig. 2B and Table 2). Lastly, we analyzed M2
as a region that is not involved in appetite. M2 showed no significant
changes in nuclei density between groups (F (215) = 0.03376, p =
0.96687). No significant changes were observed for microglia density
between the groups (F 215 = 0.7672, p = 0.48169) (Fig. 2C and
Table 2). Finally, the estimated microglia/nuclei ratio was not sig-
nificantly different between groups (F (215, = 0.41709, p = 0.66637)
(Fig. 2C and Table 2).

3.3. Anorexia promotes de-ramified microglia morphology in mPFC and
OFC but not M2

Ramified and de-ramified microglia are usually associated with a
healthy or a pathological state respectively. The automatized analysis of
microglia morphology allows to identify both states in the brain. Thus,
we tested the effect of anorexia on four parameters of microglial mor-
phology (see Fig. 3 and Table 2). Our results showed that anorexia
significantly decreased the area for mPFC (DIA: -57%; FFR: -45%;
p < 0.0001) and OFC (DIA: -70%; FFR: -55%; p < 0.0001) but not for
M2 (DIA: - 19%; FFR: -7%; p = 0.45). The perimeter was also reduced
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for mPFC (DIA: -57%; FFR: -50%; p < 0.0001) and OFC (DIA: -66%;
FFR: -52%; p < 0.0001) but not for M2 (DIA: - 6%; FFR: +10%; p =
0.31). The total length of the processes was significantly shortened for
mPFC (DIA: -89%; FFR: -65%; p < 0.0001) and OFC (DIA: -64%; FFR:
-37%; p < 0.0001) but not for M2 (DIA: -11%; FFR: +2%; p = 0.45).
The number of processes was significantly diminished for mPFC (DIA:
-40%; FFR: -49%; p < 0.0001) and OFC (DIA: -46%; FFR: -41%;
p < 0.0001) but not for M2 (DIA: -2%; FFR: 0%; p = 0.95). The number
of endpoints was reduced for mPFC (DIA: -51%; FFR: -44%;
p < 0.0001) and OFC (DIA: -59%; FFR: -55%; p < 0.0001) but not for
M2 (DIA: +1%; FFR: -1%).

3.4. Anorexia increases the de-ramified/ramified ratio in mPFC and OFC
but not in M2

A K-means clustering analysis was performed and four microglia
phenotypes were identified based on the previously estimated

Behavioural Brain Research 392 (2020) 112606
Fig. 2. Anorexia Increases microglial density.
03 - Sagittal sections of the prefrontal cortex (PFC)

show nuclel labeled with DAPI and cells Im-
munostalned with IBA-1 for the medlal PFC

= (mPFC) (A), orbitofrontal cortex (OFC) (B) and
secondary motor cortex (M2) (C). The overlay
of DAPI and IBA-1 Is shown for control (CTL),
DIA and FFR groups. Scale bar = 50 pm. The
IBA-1 / DAPI ratlo Is plotted for each experi-
mental group and each PFC region. The IBA-
1+ /DAPI ratio Increased significantly for DIA
and FFR In the mPFC and OFC, but not In M2.
Data are expressed as mean = SEM
Significant differences were considered as *
A p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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morphologic parameters: ramified +, ramified, de-ramified and de-ra-
mified + (Fig. 4A). A similar distribution of these four microglia phe-
notypes was observed for the control group in mPFC (ramified +: 56%,
ramified: 22%, de-ramified: 14%, de-ramified + : 8%), OFC (ramified +:
54%, ramified: 24%, de-ramified: 8%, de-ramified+: 14%) and M2
(ramified +: 53%, ramified: 24%, de-ramified: 15%, de-ramified +: 8%)
(Fig. 4B). However, anorexia changed this pattern, favoring the de-ra-
mified phenotype in mPFC (ramified +: 9%, ramified: 12%, de-rami-
fied: 44%, de-ramified +: 35%) and OFC (ramified +: 14%, ramified:
12%, de-ramified: 27%, de-ramified +: 47%), but not in M2 (ramified
+: 46%, ramified: 37%, de-ramified: 14%, de-ramified+: 8%)
(Fig. 4B). Similar results to those of DIA were observed for the FFR
experimental group in mPFC (ramified+: 9%, ramified: 19%, de-ra-
mified: 31%, de-ramified +: 41%) and OFC (ramified +: 12%, ramified:
20%, de-ramified: 34%, de-ramified +: 34%), but not M2 (ramified +:
44%, ramified: 32%, de-ramified: 18%, de-ramified +: 6%) (Fig. 4B).
Finally, to summarize and simplify this information we coupled
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Fig. 3. Anorexla reduces microgllal cell size, elongation and complexity of processes. The morphol 1 for each experimental group were
area, perlmeter, total process length, number of processes and endpolnts. All of them were significantly reduced In DIA and FFR groups when compared to the control
(CTL) in mPFC (A) and OFC (B). However, no significant groups were observed for M2 (C). Data are expressed as mean = SEM.
Slgnificant differences were considered as * p < 0.001.

ramified + and ramified phenotypes in the ramified group and de-ra-
mified and de-ramified + phenotypes in the de-ramified group. Thus,
the de-ramified/ramified ratio was obtained by dividing the corre-
sponding groups for mPFC, OFC and M2. Notice that the ramified
phenotype dominated for control groups in mPFC, OFC and M2, while
the de-ramified phenotype predominated in the DIA and FFR experi-
mental groups [mPFC: (F 2, 5y = 11.02896, p = 0.0228; OFC: (F (2, ¢)
= 7.56852, p = 0.00978)] but not in M2 (F (5 ¢) = 4.56852, p = 0.21)
(Fig. 4B and Table 2).

3.5. Anorexia increases prefrontal cortex expression of IBA-1, IL-6, TNF-a
and IL-1B

The effect of anorexia on IBA-1, TNF-a, IL-6 and IL-1p expression
was investigated by Western blot (Fig. 5). The expression of IBA-1
significantly increased between the experimental groups (F 26 =
270.77001, p < 0.0001). IBA-1 increased significantly for the DIA
(p < 0.0001) and FFR groups (p = 0.00177) compared to the

normalized control (Fig. 5). Similarly, the expression of TNF-a was
significantly different between groups (F g = 267.84167,
p < 0.0001). TNF-a increased by DIA (p<0.0001) and FFR
(p < 0.0001) when compared to the normalized control. The expression
of IL-6 also showed significant differences between groups (F 26 =
136.26812, p < 0.0001). The expression of IL-6 significantly increased
in DIA (p < 0.0001) and FFR groups (p = 0.0001). Finally, IL-1p ex-
pression showed significant diff b experi I groups (F
@6 = 47.34697, p < 0.0001). IL-1p expression increased in both DIA
(p < 0.0001) and FFR (p = 0.00177) groups (Fig. 5).

3.6. Anorexia promotes neurodegeneration in the mPFC and OFC but not in
M2

The effect of ia on deg! ion was investigated by
double immunofluorescence experiments with FJC and NeuN. First, the
percentage of FJC + cells was estimated from DAPI total counts for
control (mPFC and OFC < 1%; M2 < 2%), DIA (mPFC = 16%; OFC =
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Fig. 4. Anorexia promotes a de-ramified microglla phenotype. (A) Four microglial phenotypes were Identified by K-means cluster analysls based on microglial size,
elongation and complexity of processes: ramified +, ramified, de-ramified and de-ramified +. The skeleton image of each microglia phenotype Is also shown. Scale
bar = 10 pm. (B) Ple charts for mPFC, OFC and M2 show distribution of the four phenotypes for each experimental group (CTL, DIA and FFR). (C) De-ramified/
Ramified microglia ratio. The four microglial phenotypes were grouped Into de- (de. fied and de- 1+) and ramified (ramified and ramified +)
groups to simplify and ize the effect of Notice that Increased the de-ramified phenotype selectively for mPFC and OFC. Data are expressed
as mean = S.E.M. Significant differences were considered as * p < 0.05.

13%; M2 < 2%) and FFR (mPFC = 15%; OFC = 11%; M2 = 2%) 0.111; p < 0.896). The neuronal damage was estimated as FJC-NeuN +

experimental groups. Our results showed that DIA and FFR significantly
increased FJC + cell density (Table 3). Our next step was to estimate
the percentage of FJC+/NeuN + cells from total counts of NeuN +
cells. Neuronal damage was practically absent in the control group for
mPFC, OFC and M2 (Fig. 6 and Table 3). However, DIA and FFR in-
duced neurodegeneration in the mPFC (-21% and -13%; F 2, 47) =
15.524; p < 0.0001) and OFC (-30% and -12%; F (2 21, = 7.08; DIA:
p < 0.0044; FFR: p < 0.02); but not in M2 (-1% and -2%; F o 11y =

cells/mm? and summarized in the corresponding graphs for each cor-
tical region (Fig. 6 and Table 3).

4. Discussion
In this study DIA, a murine model of adaptive anorexia, was tested

on: 1) Microglia morphology and density, 2) IBA-1 and pro-in-
flammatory cytokine expression, and 3) neurodegeneration. Reduced
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Fig. 5. Anorexia Increases IBA-1, TNF-a, IL-6 and IL-1B expression. (A)

D western blot ing the of IBA-1, TNF-q, IL-6 and
IL-1p for each experimental group (CTL, DIA and FFR). GAPDH was used as
Internal control. (B) The band Intensity of DIA and FFR groups was normalized
to thelr respective controls for IBA-1, TNF-a, IL-6 and IL-1f. Data are shown as
mean + S.E.M. Significant differences were considered as *** p < 0.005.
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food intake increased microglial density in the mPFC and OFC, brain
regions of the PFC specifically involved in appetite, and did not induce
changes in the motor cortex (M2). Furthermore, DIA also increased the
expression of IBA-1, TNF-a, IL-6 and IL-1§ in the PFC. This pro-in-
flammatory environment associated with microglia resulted in neuronal
damage in the mPFC and OFC. The PFC belongs to the mesocortico-
limbic reward circuit involved in mood and addictive and feeding be-
haviors [46-48]. Recently, cortical cell density was investigated in the
ABA paradigm, where astrocytes were significantly reduced but neu-
ronal density was unchanged [29]. In contrast, neurodegeneration was
observed in our study but only for mPFC and OFC. However, the whole
cortex was considered for the ABA study, while specific regions of the
PFC were selected for the DIA model. Another possibility to conciliate
these differences is that ABA and DIA paradigms present a distinct
degree of severity. In support of this view, postmortem studies in ill girls
diagnosed with anorexia reported signs of degeneration in cortical
neurons [49,50]. On the other hand, few studies have linked microglia
with anorexia [33,51], even though it is one of the main cytokine
producers in the brain. The release of the pro-inflammatory cytokines
infl synaptic pl ity and may disturb normal central nervous
system functions [52-54]. Moreover, administration of TNF-a, IL-6 or
IL-18 in the brain reduces food intake, supporting their potential in-
volvement in triggering anorexia [30-32,55,56]. Additionally, recent
studies implicate pro-infl. y cytokines d with microglia
and astrocyte reactivity with neurodegeneration [57). This mechanism
may apply for the DIA model. Besides neuronal damage, we also ob-
served a fraction of cells that were FJC* but NeuN-; this population
may correspond to degenerative neuroglia [58). The DIA paradigm also
disrupts the balance of de-ramified/ramified microglia in the PFC.
Neuronal dysfunction is known to induce morphological changes in
microglia observed as de-ramified cells. Microglial response can be mild
to robust and regionally dependent across the cortex [41]. Indeed, we
observed that anorexia increased the de-ramified/ramified microglia
ratio selectively in mPFC and OFC, whereas no changes were observed
in M2. Thus, the pro-inflammatory environment associated with mi-
croglia may influence the function of neuronal networks and should be

idered as a key el to understand the neurobiology of anor-
exia. In support of this view, pro-infl y cytokines and microglia
density were reported to be higher in the PFC of teenage suicide victims
[59,60], suggesting a common root of neuroinflammation for neu-
ropsychiatric disorders. Furthermore, cognitive impairment and de-
mentia risk in aging are associated with cortical thinning and high
concentrations of IL-6 [61]. A previous study reported that serum levels
of IL-6 were increased in women with anorexia [62]. Accordingly,
young diagi d with AN c ly show reduced volumes
of grey matter in the mesocorticolimbic system where the PFC is lo-
cated. The patients followed after weight recovery showed increases of
grey matter volumes nearly to control levels in the OFC and mPFC,
correlating with an improvement in eating and shape concerns [63].
Thus, reactive microglia may trigger increased expression of pro-in-
y cytokines and induce cortical thinning as a consequence of

neuronal damage. Overall, microglia can sensitively respond to patho-
logical challenges in the brain that emerge before physical symptoms.
We propose that microglia may help to monitor clinical genesis and
progression of anorexia and may be an attractive target for the devel-
opment of biomarkers.

We conclude that anorexia, independently of dehydration, increases
de-ramified microglial density and the expression of the pro-in-

Table 3
Effect of dehy on deg! ve cells.

mPFC OFC M2 fl
Control
FIC+ (Total) 6=2(N=4) 6+3(N=4) 179N =4
FIC+/NeuN+ 4=2(N=4) 3:2(N=4) 119N =4
FJC+/NeuN- 2:034(N=4) 3059 (N = 4) 6=079(N =

4

DIA
FIC+ (Total) 257 +47 (N = 252+ 68 (N = 2:14N=4

e 4 5. Conclusion
FIC+/NeuN+ 162+32(N = 21864(N=4)" 5=1N=4

e
FIC+/NeuN- 9537 (N=4* 3B=13(N=4)" 17:4(N=4)
FFR
FIC+ (Total) 248+27(N=4)** 203+33(N=4)* 28z14(N=4)

FIC+/NeuN + 949N = 4)** 81 =17 (N = 4)* 11x9(N=4
FIC+/NeuN- 154+ 29(N=4)" 122231(N=4)" 17x4(N=4)

flammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IL-1f, and this correlates with
neurodegeneration in the PFC. Further studies will elucidate if reactive
microglia and increased expression of cytokines trigger the onset of
anorexia. If so, new therapeutic approaches may consider reactive glia
as a target.
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mean * S.E.M. Significant differences were considered as *** p < 0.001.
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