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RESUMEN 
 

El término anorexia describe la pérdida de apetito y la reducción 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 búsqueda de alimentos. El objetivo de este trabajo fue 
investigar si la anorexia está asociada a un ambiente proinflamatorio y 
neurodegeneración en la corteza prefrontal medial (mPFC) y la corteza orbitofrontal 
(OFC), regiones específicas de la PFC involucradas en la recompensa a la ingesta 
de alimentos. Nuestros resultados mostraron que la anorexia inducida por 
deshidratación (DIA) incrementó la expresión de IBA-1 (+82%), vimentina (+88%) y 
nestina (+84%), sin embargo, redujo la expresión de GFAP (-48%). Así mismo, DIA 
promovió la morfología de-ramificada de la microglía y los astrocitos, aumentando 
con ello la relación microglía de-ramificada/ramificada (mPFC +2515% y OFC 
+2540%) y de astrocitos de-ramificados/ramificados (mPFC +1003% y OFC 661%). 
Además, se observó el incremento en la expresión de las citocinas proinflamatorias 
TNF-α (+98%), IL-6 (+85%) e IL-1β (+70%). Finalmente, los estudios de doble 
inmunofluorescencia (Fluorojade-NeuN) mostraron neurodegeneración en mPFC 
(+21%) y en OFC (+30%). Conclusión: DIA promovió un ambiente neuroinflamatorio 
y neurodegeneración en mPFC y OFC.  
 
Palabras clave: anorexia, corteza prefrontal, microglía, astrocitos, citocinas 
proinflamatorias  
 

  

 

 



4 
 

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-α (+98%), IL-6 (+85%) and IL-1β (+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. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 REGULACIÓN DE LA INGESTA DE ALIMENTO 

La ingesta de alimentos se ha dividido en 4 fases: La primera es la iniciación: 

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 adquisición que implica la búsqueda de los alimentos, la ingesta de alimentos está 

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 adquisición (Reichelt et al., 2015). La tercera fase es la 

consumación, donde los alimentos son ingeridos y detectados a nivel cefálico y 

gastrointestinal y finalmente la terminación, en donde los mecanismos de saciedad 

entran en acción. La sensación de saciedad suprime potencialmente la ingesta de 

energía hasta que vuelva el hambre y esto conduce a la finalización de la ingesta 

de alimentos (Watts, 2000). 

 

La ingesta de alimento es regulada por un sistema homeostático, en dónde 

el hipotálamo recibe información del estado energético del organismo y en 

consecuencia envía señales a los órganos y sistemas periféricos para lograr un 

balance energético (Morton et al., 2014).  Con base en su acción, estas señales se 

clasifican en orexígenas (hambre) y anorexígenas (saciedad) (Morton et al., 2014). 

Entre los principales neuropéptidos orexigénicos se encuentra  el neuropéptido Y 

(NPY), la proteína Agouti (AGRP) y la ghrelina, mientras que entre los anorexígenos 

se encuentra la leptina, la insulina, el péptido PYY, la colecistocinina (CCK) y el 

péptido similar al glucagón 1 (GLP1) (Amin & Mercer, 2016; Tremblay & Bellisle, 

2015).  
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1.2 CIRCUITO DE HAMBRE Y SACIEDAD 

1.2.1. HAMBRE 

El hambre está influenciada por una disminución de la insulina y la leptina; 

así como  un incremento en los niveles de grelina y GLP1 (Amin & Mercer, 2016; 

Tremblay & Bellisle, 2015),  cuyas señales son recibidas por el núcleo arqueado 

(ARC) del hipotálamo 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 proteína r-agouti (AgRP) y al NPY, lo 

que por un lado, inactiva a las neuronas de propiomelanocortina (POMC) y las 

neuronas del núcleo paraventricular (PVN) y por otro lado activa al núcleo lateral del 

hipotálamo (LH), aquí 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 activación de LH a su vez 

promueve la activación de los sistemas de recompensa y motivación por la 

búsqueda de alimentos, lo cual se detalla más adelante (Kenny, 2019). 

 
Figura 1. Regulación del Hambre.  Una disminución de insulina y leptina, además 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 AgRP y NPY, lo que, por un lado, inactiva a las 
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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 está influenciada por una disminución de los niveles de grelina 

y GLP1, así como un incremento de los niveles de leptina e insulina, se perciben 

estos cambios por medio de receptores (Roh et al., 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- 

α (α-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 hipotálamo. α-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 α-MSH esta se une 

y activa MC4R en el PVN promoviendo la disminución de la ingesta de alimentos 

(Adan et al., 2006). 

Las neuronas POMC proyectan al núcleo ventromedial (VMH) en donde 

también hay receptores a melanocortinas (Saito et al., 2001) lo que promueve la 

producción del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), estas neuronas 

proyectan al núcleo paraventricular, en donde hay receptores de tropomisina cinasa 

B (TrkB) receptores de BDNF lo cual contribuye también a la supresión de la ingesta 

de alimentos (Saito et al., 2001) . El α-MSH y el BDNF promueven la activación de 

las neuronas de oxitocina en el PVN. La oxitocina podría afectar el apetito 

indirectamente por la alteración 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 núcleo del tracto solitario (NTS)  y en respuesta a la 

oxitocina liberada por este, se activa la producción de colecistoquinina (D’Agostino 

et al., 2016). La colecistoquinina es un péptido secretado por las células endócrinas 

en el yeyuno en respuesta a los nutrientes lo que promueve la producción de los 

neuropéptidos anorexigénicos, desencadenando la inhibición de la ingesta de 

alimentos (Figura 2) (Aponte et al., 2011; Atasoy et al., 2012). 
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Figura 2. Regulación 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 α-

MSH.  α-MSH inhibe la ingesta de alimentos a través su unión a los receptores a melanocortinas del PVN. Las 

neuronas POMC proyectan al VMH, lo que promueve la producción de BDNF, que contribuye también a la 

supresión de la alimentación. En el PVN α-MSH y BDNF promueven la activación de las neuronas de oxitocina. 

La oxitocina a su vez podría afectar el apetito indirectamente por la alteración 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 adquisición. Estos reforzadores ejercen 

muchos de sus efectos sobre el comportamiento a través de la activación del circuito 

mesocorticolímbico que implica proyecciones desde el LH, el área ventral tegmental 

(VTA), el núcleo accumbens (Nac), el hipocampo, la amígdala y la PFC (Reichelt 

et al., 2015).  

El hambre  se asocia con el incremento de los sistemas de recompensa (Kenny, 

2019). Como se mencionó anteriormente, el incremento de grelina y GLP1 

promueve la activación del LH a través de NPY, esto conduce a la activación 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 
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neuronas dopaminérgicas de esta región, mientras que las glutamatérgicas 

estimulan la producción de dopamina en el VTA, la dopamina es enviada a la 

amígdala (AMY) al núcleo accumbens (NAc) y la corteza prefrontal (PFC), lo que 

conduce al  incremento de la búsqueda y motivación por el consumo de alimentos 

con la finalidad de promover la ingesta y recibir una recompensa calórica (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 activación de las neuronas dopaminérgicas del VTA (Figura 3) 

(Coccurello, 2019; Saito et al., 2001).  

Posterior a la ingesta de alimento, la acción anorexigénica de la leptina y la insulina 

también tiene una acción supresora sobre el sistema de recompensa a los alimentos 

al inhibir al LH (Cassidy & Tong, 2017; Coccurello & Maccarrone, 2018). 

 

 

Figura 3. Sistema de recompensa a los alimentos. El hambre induce la producción de péptidos orexigénicos 

que promueven a su vez la activación 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 región. Mientras que las glutamatérgicas y oxitocinérgicas 

estimulan la producción de dopamina en el VTA, lo que conduce a la ingesta y la recompensa a los alimentos 

(Modificado de Coccurello 2019). 
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Cuando hay alteraciones fisiológicas en los mecanismos que regulan la ingesta de 

alimentos y se pierde el equilibrio de este sistema, pueden generarse problemas 

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

 

1.3 ANOREXIA 

El término anorexia describe cualquier pérdida de apetito y reducción 

concomitante en la ingesta de alimentos. Se ha dividido en dos categorías 

dependiendo si se trata de una respuesta adaptativa o patológica (Watts & Boyle, 

2010). 

La anorexia adaptativa es resultado de algún desafío biológico, por ejemplo, la 

respuesta que se da ante un proceso de deshidratación, En estas circunstancias, 

se produce una marcada supresión de la ingesta de alimentos que tiene dos 

propósitos: 1) Reducir la cantidad de agua requerida para la digestión, 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 patológica es aquella que acompaña a varios estados de enfermedad 

y puede subdividirse en dos grupos: 1) Donde la anorexia está asociada con estados 

de enfermedad como lo es la caquexia y 2) Donde la anorexia es una indicación 

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

 

1.3.1 ANOREXIA NERVOSA 

El Manual diagnóstico y estadístico de los trastornos mentales, 5ª edición (DSMV) 

describe que la anorexia nervosa se caracteriza por una restricción de la ingesta de 

alimento que conduce a un peso corporal significativamente bajo (IMC < 17.5 

Kg/m2), miedo intenso a aumentar de peso o engordar y distorsión de la imagen 

corporal (Manual de diagnóstico y estadística, 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 característicos de la enfermedad psiquiátrica 
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humana (S. F. Kim, 2012). Uno de ellos es el modelo de anorexia adaptativa 

denominado modelo de anorexia inducida por deshidratación (DIA) (Alan G Watts, 

1998), el cual fue utilizado para desarrollar este proyecto 

 

1.4 MODELO DE ANOREXIA INDUCIDA POR DESHIDRATACIÓN  

Existen distintos modelos experimentales para estudiar la anorexia, los 

cuales replican algunos rasgos característicos de la enfermedad psiquiátrica 

humana (Kim, 2012). Uno de ellos es el modelo de anorexia adaptativa denominado 

modelo de anorexia inducida por deshidratación (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 solución 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 acompaña al consumo 

de solución salina es un mecanismo conductual adaptativo crítico que ayuda a 

proteger  la integridad de los compartimientos de líquidos durante períodos 

prolongados de deshidratación celular (Watts & Boyle, 2010). Esta anorexia se 

revierte rápidamente una vez que los animales recuperan el acceso al agua potable 

(Watts, 1998). Su relativa simplicidad y reproducibilidad hace que este modelo  sea  

útil para investigar sobre la neurobiología de la anorexia (Watts & Boyle, 2010).  

 

El modelo de DIA incluye un grupo de restricción alimentaria forzada (FFR), el cual 

ayuda a distinguir los efectos de la deshidratación. El grupo FFR solamente recibe 

la cantidad de alimento que el grupo DIA consume, de modo que se induce un 

equilibrio negativo de energía en ambos, difiriendo básicamente en la motivación 

para ingerir alimento. Es decir, los animales deshidratados disminuyen su ingesta 

de alimentos mientras que FFR comería cantidades semejantes al grupo control si 

se les ofreciera el alimento (Gortari, 2009).  

 

Se han estudiado algunas vías neuronales hipotalámicas en este modelo. 

Observando que tanto el grupo de DIA como el de FFR presentan las mismas 
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características endócrinas y neuropeptidérgicas que normalmente se observan en 

la restricción calórica: como el aumento de la concentración sérica de 

corticosterona, la disminución en la concentración de leptina e insulina, en ARC hay 

un aumento en la expresión de NPY y una disminución en la expresión de POMC y 

neurotensina (Watts et al., 1999). A pesar de estos cambios neuroendócrinos, la 

motivación por la ingesta de alimento está inhibida aún en condiciones de equilibrio 

negativo de energía 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 podrían ayudar a explicar la inhibición de la ingesta de alimento en DIA: 1) 

Incremento en la expresión de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el 

LH en DIA que además 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 están alterados en 

pacientes con anorexia nervosa (Klastrup et al., 2019; Wierenga et al., 2015). 

Estudios de resonancia magnética reportaron que la activación de las regiones del 

cerebro relacionadas con la recompensa asociada a la ingesta de alimento están 

hipoactivadas en los pacientes con anorexia nervosa cuando tienen hambre, es 

decir, la actividad de estos es similar cuando tienen hambre a cuando están 

saciados (Wierenga et al., 2015). Además hay estudios que sugieren alteraciones 

en los sistemas de dopamina, acetilcolina y opioides en áreas 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 

que 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 reducción del volumen de mPFC (Brooks et al., 

2011; Mühlau 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 podrían estar 

involucradas y promover aún más el comportamiento de anorexia dificultando su 

recuperación y contribuyendo a la recaída 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 ORGANIZACIÓN CELULAR DE LA CORTEZA PREFRONTAL 

 

La corteza prefrontal forma parte de los lóbulos frontales del cerebro. Está 

implicada en gran cantidad de procesos cognitivos como la memoria operativa o de 

trabajo, funciones ejecutivas, toma de decisiones, planificación de comportamiento 

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

 

La corteza prefrontal se divide en tres regiones: lateral (LPFC), medial (mPFC) y 

orbital (OFC). La LPFC incluye el área insular agranular dorsal y el área insular 

ventral (Dalley et al., 2004), desempeña papeles importantes en el control cognitivo 

de orden superior, como la planificación, la inhibición del comportamiento y la toma 

de decisiones (Watanabe, 2009). La mPFC se subdivide en cingulada (CG), 

prelímbica (PRL) e infralímbica (IL) (Dalley et al., 2004) y está implicada en la toma 

de decisiones, detección de errores, control ejecutivo, aprendizaje guiado por 

recompensas (Euston et al., 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 (AI) 

(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 está formada por cinco capas: la capa I está 

conformada principalmente de dendritas apicales de neuronas piramidales, de 
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axones, y de algunos somas de interneuronas (Leiser et al., 2015). Las capas II y III 

contienen los somas de pequeñas neuronas piramidales (van Aerde & Feldmeyer, 

2015) y varios tipos de interneuronas: parvalbúmina+ (morfología tipo Basket 

(canasta) y Chandelier (candelabro), somatostatina+ (morfología Matinotti y non-

martinotti) y receptor de serotonina ionotrópico+ (5HT3aR+)  (morfología bipolar y 

multipolar) (Tremblay et al., 2016). La capa IV no está 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 I) y varios subtipos interneuronales: parvalbúmina+ (morfología tipo 

Basket y Chandelier), y somatostatina+ (morfología Matinotti y non-martinotti) 

(Tremblay et al., 2016). 

 

Además de las neuronas, la corteza prefrontal está conformada por células gliales, 

las cuales se encuentran distribuidas desde la capa I hasta la VI, en donde se 

encuentran astrocitos protoplasmáticos (Oberheim et al., 2009), microglía (Kongsui 

et al., 2014), y oligodendrocitos (Uranova et al., 2004) y glía NG2 (Birey et al., 2015). 

 

1.7 CÉLULAS GLIALES 

Las células gliales constituyen una gran fracción del cerebro de mamíferos, 

dependiendo la especie, las células gliales constituyen entre el 33 y el 66% de la 

masa cerebral total. La población de células gliales se puede subdividir en cuatro 

grupos principales: 1) glía NG2, 2) oligodendrocitos, 3) astrocitos y 4) microglía 

(Jäkel & Dimou, 2017). En este trabajo, fue de particular interés el estudio de los 

astrocitos y la microglía, debido a su importante papel como mediadores de la 

respuesta inmunológica  en el SNC (Aschner, 1998) como se detallará más 

adelante. 

 

1.7.1 MICROGLÍA  

Las células de la microglía pertenecen al sistema inmune innato y son los 

macrófagos 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 población 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 área del SNC alrededor del día 

embrionario 8.5 (Ginhoux et al., 2010). La microglía tiene una multitud de funciones, 

incluido el apoyo al desarrollo del SNC y la sinaptogénesis, el mantenimiento de la 

homeostasis, la neurogénesis, así como la contribución a una respuesta 

inmunológica contra agentes infecciosos, enfermedades degenerativas, derrames 

cerebrales y traumatismos (Lannes et al., 2017). Son fagocitos importantes y 

esenciales para el desarrollo del SNC, ya que eliminan las neuronas apoptóticas, 

producen factores de crecimiento y contribuyen a la función y la organización 

estructural del tejido nervioso. La microglia juega un papel importante en la 

neurogénesis adulta y en la remodelación del SNC, especialmente al contribuir a la 

estructura y función de la sinapsis (Lannes et al., 2017). 

La microglia adopta una morfología ramificada caracterizada por un cuerpo 

celular pequeño y múltiples procesos ramificados largos y delgados que pueden 

extenderse hasta 50 μm desde el soma, estas microglías se definieron clásicamente 

como células en reposo (Smolders, 2019). Sin embargo, diversas señales pueden 

activar a la microglía, incluidos los factores intrínsecos derivados del daño celular y 

tisular, por ejemplo: un accidente cerebrovascular, una lesión traumática, así como 

factores inflamatorios extrínsecos como las citocinas o los productos microbianos. 

Por lo anterior, la microglía juega un papel importante en la respuesta inmunológica 

contra agentes infecciosos que invaden el SNC incluidos virus, bacterias y parásitos 

(Anttila et al., 2017). A través de los receptores tipo Toll (TLR) y receptores de 

reconocimiento de patrones transmembrana que inician señales en respuesta a 

diversos patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) la microglía 

responde contra agentes infecciosos que invaden el SNC (Okun et al., 2011). Por 

otro lado, en respuesta al daño tisular la microglía cuenta con los ligandos de TLR 

endógenos denominados patrones moleculares asociados al daño (DAMP) (Okun 

et al., 2011). Así mismo, para detectar factores inflamatorios extrínsecos la microglía 

expresa receptores a citocinas (Subramaniam & Federoff, 2017). La microglía, 

muestra cambios funcionales y morfológicos al activarse.  
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Liberación de citocinas proinflamatorias. La activación de los TLR activan 

vías de señalización dependientes del factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88) 

y el adaptador inductor de interferón-β 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 transcripción de citocinas proinflamatorias (Okun 

et al., 2011) como TNF-α, IL-1β e IL-6, además de óxido nítrico y especies reactivas 

de oxígeno (ROS) (Timmerman et al., 2018). 

Fagocitosis. A través de las cascadas de señalización ITAM ( región o 

secuencia de activación de inmunorreceptor basados en tirosina) la microglía 

activada adquiere actividad fagocítica para facilitar la eliminación de patógenos, 

desechos celulares y material apoptótico (Linnartz-Gerlach et al., 2014) 

Proliferación. Aunque aún no se conoce el mecanismo exacto, se sabe que 

el incremento de citocinas proinflamatorias también aumenta la producción de 

peróxido de hidrógeno derivado de la NADPH oxidasa, lo cual parece estimular la 

proliferación de microglía, ya que ésta se atenúa con inhibidores de la NADPH 

oxidasa (Jekabsone et al., 2006).   

Migración. La microglia activada tiene la capacidad de migrar, aunque aún 

no queda completamente claro el mecanismo, la microglía exhibe una migración 

direccional hacia el sitio de la lesión utilizando un gradiente quimioatrayente (Fan 

et al., 2017). El ATP liberado de las neuronas y terminales nerviosas lesionadas 

induce quimiotaxis de la microglía (Davalos et al., 2005; Honda et al., 2001). El 

receptor desencadenante expresado en las células mieloides 2 (TREM2) parece 

jugar un papel importante en este proceso, ya que la carencia de este receptor 

reduce considerablemente la migración de la microglía (Mazaheri et al., 2017).  

Morfología. La microglía reactiva modifica su morfología, presenta hipertrofia 

del soma y retracción de los procesos, la proteína de unión a calcio ionizada 1 (IBA-

1) parece jugar un papel importante en el cambio de esta morfología. IBA-1 es una 

proteína de unión a calcio que se expresa específicamente en la microglía y coopera 

con L-fimbrina en la reorganización de actina para facilitar el cambio en su 

morfología, la migración y la fagocitosis de la microglía cuando se encuentra en 

estado reactivo (Ohsawa et al., 2004). 
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Los fenotipos de la microglía incluyen M1 y M2. La microglia M1 predomina 

al inicio del daño en SNC, cuando se amortigua el proceso de inmunoresolución y 

reparación predomina la microglia M2 (Tang & Le, 2016). La microglía M1 entonces 

suele ser la respuesta inicial al insulto, es la encargada de liberar citocinas 

proinflamatorias, óxido nítrico y especies reactivas de oxígeno, estas acciones 

permiten que M1 elimine agentes infecciosos y fagocite los desechos además de 

comenzar la respuesta inmune. Cuando la respuesta inflamatoria disminuye 

comienza a darse una respuesta antinflamatoria, en la cual la microglía se polariza 

al fenotipo M2, las cuales promueven una respuesta anti-inflamatoria y la reparación 

de tejidos dañados (Tang & Le, 2016) liberando citocinas antiinflamatorias como IL-

10, IL-4, IL-10 y TGF-β (Wang et al., 2015), factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF) y arginasa 1 (Arg1) (Parisi et al., 2016). 

 

1.7.2 ASTROCITOS 

Los astrocitos son el tipo de célula glial más 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 formación de 

sinapsis y la plasticidad, y regulan el equilibrio extracelular de iones, fluidos y 

neurotransmisores (Sofroniew, 2009). Gracias a su ubicación estratégica en 

estrecho contacto con las células residentes en el SNC (neuronas, microglía, 

oligodendrocitos y otros astrocitos) y vasos sanguíneos, los astrocitos participan en 

el mantenimiento y la permeabilidad de la barrera hematoencefálica (BBB). Los 

astrocitos también son células inmunocompetentes capaces de detectar señales de 

peligro, detectan cambios moleculares en su entorno extracelular (Farina et al., 

2007) y responden liberando moléculas extracelulares como factores neurotróficos 

(como BDNF, VEGF y bFGF) y factores inflamatorios (como IL-1β, TNF-α y NO) (Li 

et al., 2019). Cuando ocurre algún daño del sistema nervioso central (SNC), los 

astrocitos alteran sus características morfológicas y funcionales adoptando un 

fenotipo reactivo (Cekanaviciute & Buckwalter, 2016), dentro de estos cambios 

destacan: 
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Morfología. Los astrocitos presentan cambios en su morfología cuando 

presentan un fenotipo reactivo, su soma se hipertrofia y disminuye el número de 

procesos (Sun & Jakobs, 2012). Las neuronas disfuncionales y la microglía reactiva 

liberan una amplia gama de moléculas, que se unen a receptores específicos en la 

membrana plasmática de los astrocitos. Estas señales activan vías intracelulares 

como la vía JAK / STAT3 que es activada por interleucinas como IL-6. Tras la unión 

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 núcleo, 

donde se une a secuencias consenso (elemento sensible a STAT, ser) en la región 

promotora de sus genes diana. En los astrocitos, la vía JAK / STAT3 regula la 

transcripción 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 

morfología de los astrocitos reactivos que se caracterizan por hipertrofia del soma y  

procesos (Kang & Hébert, 2011; Li et al., 2019). 

Migración. Los astrocitos reactivos tienen la capacidad de migrar, las 

acuaporinas (canales de agua), parecen jugar un papel importante en la migración 

de los astrocitos reactivos, en específico 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 

algún daño en el cerebro. Aunque aún no se conoce el mecanismo exacto, pero se 

sabe que la proteína 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 microglía, existen dos tipos de astrocitos reactivos, 

denominados A1 y A2. Los astrocitos A1 regulan a la alza genes  del sistema de 

complemento (grupo de proteínas plasmáticas y de membrana celular claves en el 

proceso de la defensa inmunológica) (Liddelow et al., 2017), además de secretar 

neurotoxinas como  lipocalina 2 (lcn2) (Bi et al., 2013). En contraste, los astrocitos 
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A2 regulan a la alza factores neurotróficos que pueden promover la supervivencia 

neuronal o la reparación sináptica (Li et al., 2019). 

 

La activación crónica de los astrocitos y la microglía pueden promover 

neurodegeneración (Li et al., 2019; Lull & Block, 2010). 

 

1.8 NEURODEGENERACIÓN  

La neurodegeneración se define como la pérdida de estructura y función de las 

células del cerebro (Crews, 2008). La microglía, al igual que los astrocitos están 

directamente implicados en enfermedades neurodegenerativas (Lull & Block, 2010; 

Maragakis & Rothstein, 2006). La microglía activada de manera crónica libera 

múltiples factores neurotóxicos, incluido TNF-α, óxido nítrico, IL-1β y especies 

reactivas de oxígeno (ROS), que provocan daños neuronales progresivos (Lull & 

Block, 2010). De manera similar, los astrocitos reactivos en condiciones patológicas, 

pueden ser neurotóxicos cuando producen citocinas pro-inflamatorias y especies 

reactivas de oxígeno (Li et al., 2019). 

Se han propuesto distintos mecanismos sobre cómo la microglía y los astrocitos 

reactivos promueven neurodegeneración: 1) Activación aguda de la NADPH 

oxidasa (PHOX) que se encuentra en la microglía y la expresión y actividad de la 

óxido nítrico sintasa (iNOS). La activación de PHOX promueve la proliferación 

microglial y activación inflamatoria. La activación de PHOX por sí sola no causa 

daño neuronal, pero cuando se combina iNOS resulta en una apoptosis aparente a 

través de la producción de peroxinitrito. El óxido nítrico (NO) originado por la 

actividad de la iNOS también induce muerte neuronal porque el NO inhibe a la 

enzima citocromo oxidasa en competencia con el oxígeno, lo que resulta en la 

liberación de glutamato y finalmente excitotoxicidad. 2) Fagocitosis microglial de las 

neuronas (Brown & Neher, 2010). 3)  Producción de lipocalina 2 (lcn2), lcn2 es 

secretada por los astrocitos y es selectivamente tóxico para las neuronas (Bi et al., 

2013). 4) Excitotoxicidad por glutamato. Otro de los mecanismos propuestos es que 

el exceso de TNF-α estimula a su receptor TNFR1 en los astrocitos, lo que inhibe la 

captación de glutamato. El incremento de glutamato genera un incremento de la 
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liberación de calcio, se cree que esto genera apoptosis al activarse proteasas 

(enzimas que rompen los enlaces peptídicos de las proteínas) dependientes de 

calcio conocidas como calpaínas. Una vez activadas, las calpaínas degradan los 

sustratos de membrana, citoplasmáticos y nucleares, lo que lleva a la 

descomposición de la arquitectura celular y finalmente a la apoptosis (Olmos & 

Lladó, 2014; Pinton et al., 2008).  

 

2. ANTECEDENTES 

 

2.1 CORTEZA PREFRONTAL Y SU PAPEL EN LA INGESTA DE ALIMENTOS 

La mPFC y la OFC participan en la ingesta de alimento, por una parte, la OFC recibe 

información sensorial de varias modalidades, incluyendo el olfato, el gusto, las 

aferencias viscerales, sensación somática y la visión (Öngür & Price, 2000), de igual 

forma juega participa  en el proceso de valoración y recompensa a los alimentos 

(Zald, 2009). Por otra parte, la mPFC contribuye en la motivación por el consumo 

de alimentos (Petrovich et al., 2007), así como la búsqueda de recompensa a los 

alimentos (Coccurello, 2019; Reppucci & Petrovich, 2016).  

Adicionalmente, distintos estudios han mostrado que la activación de mPFC puede 

promover o inhibir la ingesta de alimento independientemente si los animales tiene 

hambre o ya han sido alimentados: la estimulación optogenética de las proyecciones 

glutamatérgicas que van de la mPFC al NAc inhiben transitoriamente la alimentación 

(Prado et al., 2016). Por otra parte, la estimulación optogenética de las neuronas 

glutamatérgicas que expresan el receptor a dopamina D1 en la corteza prefrontal 

medial, incrementan la ingesta de alimento y la inhibición de las mismas decrece la 

ingesta (Land et al., 2014) (Figura 4A). La OFC también está implicada en la 

búsqueda del alimento. Se demostró que en ratones, en donde se midió la actividad 

eléctrica simultánea de los conjuntos neuronales la OFC, la corteza insular (IC), 

AMY y el NAc, era necesaria la actividad sincrónica neuronal de estas regiones del 

cerebro para que el animal decidiera ir a consumir el alimento que más 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 alimentación 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 inhibición de estas decrece la alimentación. 

B) La actividad sincrónica 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 CÉLULAS GLIALES EN EL CIRCUITO HAMBRE SACIEDAD 

Algunos estudios han mostrado la participación de células gliales en la regulación 

de la ingesta de alimentos: los astrocitos son capaces de censar los niveles de  

glucosa (Camandola, s. f.) y grelina (Frago & Chowen, 2017), además expresan 

receptores a varias hormonas como la leptina y la insulina (García-Cáceres 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 microglía con el desarrollo de 

anorexia: la activación del receptor  tipo toll 2 (TLR2) por la inyección 

intracerebroventricular del ligando sintético Pam3CSK4 desencadena inflamación a 

nivel hipotalámico y la activación 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, NEUROINFLAMACIÓN Y ANOREXIA 

 

 Dado que la PFC regula la ingesta de alimento, en este trabajo proponemos que 

alteraciones en esta región, como lo es un proceso inflamatorio, podría estar 

asociado con anorexia. Trabajos anteriores apoyan esta hipótesis, ya que han 

relacionado la anorexia nervosa con incrementos en la expresión 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-α, IL-6 e IL-1β (Solmi et al., 2015). Además, la inyección intracerebroventricular 

de estas citocinas, promueven la disminución de la ingesta de alimento (Plata-

Salamán et al., 1996). Adicional a esto, se ha demostrado que un proceso 

neuroinflamatorio generado con la inyección de lipopolisacáridos (endotoxina que 

compone la membrana externa de las bacterias gram negativas y se utiliza como un 

estímulo proinflamatorio para la microglía (Lively & Schlichter, 2018) en la PFC 

promueve la disminución de peso corporal en ratas (Pablos et al., 2006). 
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3. JUSTIFICACIÓN  

La incidencia de anorexia nervosa aumentó alarmantemente en las últimas dos 

décadas, actualmente oscila entre 5 y 5.4 por cada 100,000 personas/año. En 

México, se atienden 20 mil casos de anorexia anualmente y se estima que más de 

un millón de jóvenes están 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 

neurobiología del trastorno se desconoce (Bulik et al., 2007; Méquinion et al., 2015). 

Estudios han reportado la reducción de volumen en mPFC y OFC de pacientes con 

anorexia nervosa (Brooks et al., 2011; Lavagnino et al., 2018; Mühlau et al., 2007; 

Uher et al., 2004), lo cual sugiere que estas regiones del cerebro están implicadas 

en la neurobiología de la anorexia (Öngür & Price, 2000; Petrovich et al., 2007; 

Reppucci & Petrovich, 2016). Adicional a esto, se encontró un incremento de 

marcadores de genes relacionados con microglía reactiva ( RAB20, RRAD, GLIPR1, 

PLAK) en la corteza cerebral del cerebro postmortem de estos pacientes (Howard 

et al., 2020). Se sabe que la microglía y los astrocitos activados de manera crónica 

libran factores neurotóxicos que pueden provocar daños neuronales progresivos 

(Lull & Block, 2010; Li et al., 2019). Lo que podría explicar al daño en la recompensa 

de alimentos que se observa a nivel corteza (hipoactivación de PFC en pacientes 

con anorexia vs control) (Wierenga et al., 2015). Así como las altas tasa de recaída 

que se observan en estos pacientes donde solamente el 33% de los pacientes se 

recupera completamente (Herzog et al., 1992). 

 

4. HIPÓTESIS 

La anorexia promueve un ambiente neuroinflamatorio y neurodegeneración en 

mPFC y la OFC. 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

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

astrocitos y microglía reactivos, así como de muerte neuronal en mPFC y OFC 
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5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Determinar el efecto de la DIA sobre la expresión de marcadores gliales. 

2) Investigar el efecto de la DIA sobre la densidad de astrocitos y microglía 

reactiva en la mPFC y la OFC. 

3) Investigar el efecto de DIA sobre la expresión de citocinas proinflamatorias 

(TNF-, IL-6, IL-1) en la PFC. 

4) Evaluar el efecto de la DIA en la neurodegeneración en la mPFC y la OFC. 

 

6. MÉTODOLOGÍA 

 

6.1 MODELO DE ANOREXIA INDUCIDA POR DESHIDRATACIÓN 

Para este estudio, se implementó el modelo de anorexia inducida por deshidratación 

(DIA) (Watts, 1998) (Figura 5). Se utilizaron ratas hembra Wistar de 180 – 200 g 

(45-55 días de edad), éstas se colocaron en cajas individuales y se dividieron en 

tres grupos diferentes: el primer grupo (control) recibió agua y comida ad libitum, el 

segundo grupo (DIA), recibió una solución salina al 2.5% y comida ad libitum. 

Finalmente, el tercer grupo de restricción alimentaria forzada (FFR), recibió agua ad 

libitum y la cantidad diaria de alimento consumido por el grupo DIA, este grupo sirvió 

como un control positivo para distinguir los efectos de la disminución de ingesta de 

alimento en ausencia de deshidratación. Los protocolos se desarrollaron durante 5 

días. Posteriormente las ratas fueron sometidas a eutanasia por medio de una 

sobredosis de pentobarbital y se les extrajeron los cerebros para realizar los análisis 

por inmunofluorescencia y Western blot. 
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Figura 5. Modelo de anorexia inducida por deshidratación. Se trabajó con tres grupos: el grupo control que 

recibió agua y alimento ad libitum, el grupo DIA que recibió una solución salina al 2.5 % y comida ad libitum y 

el grupo de restricción alimentaria forzada (FFR) que recibió agua ad libitum y la cantidad diaria de alimento 

consumido por el grupo DIA. Después de 5 días, las ratas fueron sometidas a eutanasia y se extrajeron los 

cerebros para realizar inmunofluorescencia y Western blot. [Inmunofluorescencia en el recuadro con mayúscula 

la I, todas las palabras en tus recuadros empiezan con mayúscula] 

 

6.2 INMUNOFLUORESCENCIA 

Los estudios de inmunofluorescencia se realizaron para estimar la densidad de 

microglía, 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 solución 

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 crioprotección. Los cortes histológicos sagitales (30 µm) se obtuvieron 

con el criostato y se almacenaron en una solución crioprotectora (15% de sacarosa, 

30% de glicol de etileno, 20% de PBS) a -20 °C. Finalmente, se realizaron las 

inmunofluorescencias contra el marcador específico de astrocitos GFAP  (Hol & 

Pekny, 2015), el marcador específico de microglía IBA-1 (Ohsawa et al., 2004) y un 

marcador específico de neuronas NeuN (proteína neuronal nuclear) (Kim et al., 

2009) con la técnica por flotación 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 solución de bloqueo (albúmina de suero de burro al 5% y 

Tritón 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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(dilución 1: 1000, Wako, Life Sciences), b) anticuerpo policlonal de conejo anti-

GFAP (dilución 1: 1000, DakoCytomation, Fort Collins, CO, USA), c) anticuerpo 

monoclonal de ratón anti-NeuN (dilución 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 detectó 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-tiñeron 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 realizó un doble marcaje Fluorojade-NeuN como se reportó anteriormente 

con la finalidad de marcar neuronas en degeneración (Castro et al., 2011). Primero, 

se realizó la inmunofluorescencia para NeuN, como se describió anteriormente. 

Posterior a la detección del anticuerpo primario con el anticuerpo secundario 

marcado con Alexa 594, se realizó la tinción con fluorojade, comenzando con un 

baño de agua destilada de 2 min, seguido de 5 min de permanganato de potasio 

(0,06%), bajo agitación. El exceso de permanganato se eliminó con 1 baño de agua 

destilada, seguido de incubación con FJC durante 10 min (dilución 0,0004%) y un 

baño adicional de 1 min de agua destilada. Las secciones histológicas recibieron un 

baño de xilol y se montaron con Vectashield H-1000 (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EE. UU.). 

Las secciones de PFC se fotografiaron con una cámara digital (Photometrics Cool 

Snap FX, Tucson, AZ, EE. UU.) conectada a un microscopio Nikon (Nikon Eclipse 

E600, Tokio, Japón). Se utilizó un microscopio confocal Zeiss LSM 780 Meta (Zeiss, 

Gottingen, Alemania) para imágenes confocales. Para distinguir Alexa 594 se utilizó 

longitud de onda de excitación / emisión 590/617 nm, para distinguir Alexa 488 se 

utilizó una longitud de onda de excitación/emisión 493/519 y DAPI (longitud de onda 

de excitación / emisión 350/460 nm). 

6.4 CONTEOS CELULARES 

La densidad de núcleos, astrocitos, microglía y neuronas se cuantificó en la 

mPFC (IL, PRL, CG1, CG2), en la OFC (MO y VO) y 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 están implicadas en la búsqueda de alimento 

(Broersen, 2000) y la motivación a comer (Petrovich et al., 2007). Mientras que VO 

y MO  reciben información sensorial relacionada con la alimentación como gusto, 

olfato, vista y aferencias viscerales (Öngür & 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) Sección 

0.90 mm lateral de la línea media (atlas Paxinos and Watson). B) Sección 0.40 mm lateral a la línea media (atlas 

Paxinos and Watson). Se analizó la corteza prefrontal medial (mPFC) en la cual se incluyó a la corteza 

prelímbica (PRL), infralímbica (IL), cingulada 1 y 2 (Cg1 y Cg2). Se analizó también la corteza prefrontal orbital 

(OFC) en la cual se incluyó la corteza ventral orbital (VO) y medial orbital (MO). Finalmente se analizó la corteza 

motora secundaria (M2).  

 

La cuantificación de microglia se realizó en secciones sagitales de la PFC de las 

secciones 0,40 y 0,90 mm lateral a la línea media, según el atlas Paxinos y Watson 

(Büttner-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 tamaño, la 

forma de la célula, así como intensidad de la imagen.  

Posteriormente se calculó el número de células para los grupos de control, DIA y 

FFR y se estimó la densidad (número de células por mm2). La relación microglia / 

núcleo y astrocito/núcleo se calculó dividiendo el número de células IBA-1+ y 

GFAP+ entre el número total de núcleos marcados con DAPI. 
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6.5 CO-LOCALIZACIÓN 

Las células FJC / NeuN + se contaron con el plugin de EZcolocalization en 

ImageJ (Stauffer et al., 2018). Este plugin identifica células individuales de las 

imágenes y posteriormente identifica las células que co-localizan en los dos canales. 

El coeficiente de correlación de Pearson (PCC) entre los dos canales se obtuvo con 

el plugin EZcolocalization. La co-localización completa se aceptó cuando PCC = 1, 

y la co-localización se representó como el número de células FJC-NeuN + / mm2 

para cada grupo experimental. 

 

6.6 ANÁLISIS DE FORMA CELULAR 

La microglía y los astrocitos modifican su morfología en respuesta a daños 

en el cerebro, estos cambios morfológicos incluyen área, perímetro, número de 

procesos, longitud total de procesos y complejidad de ramificación (endpoints) 

(Fernández-Arjona et al., 2017; Li et al., 2019). Estos parámetros se estimaron 

como se describió anteriormente (Morrison et al., 2017). Todas las imágenes se 

convirtieron en imágenes binarias y posteriormente se realizó el esqueleto de la 

imagen utilizando el software ImageJ (ImageJ, National Institutes of Health, 

Bethesda). El plugin análisis de skeleton de ImageJ se aplicó a las imágenes 

obteniendo los parámetros morfológicos mencionados anteriormente (área, 

perímetro, número de procesos, longitud total de procesos y endpoints). Con estos 

parámetros se realizó un análisis de clusters K-mean utilizando Matlab (MATLAB & 

Simulink). Se utilizó la prueba de silhouette para calcular el número ideal de cluster 

e identificar los diferentes fenotipos de microglía y astrocitos para finalmente 

calcular el cociente de microglía y astrocitos reactivos/ microglía y astrocito en 

reposo (Para más detalles ver apéndice1).  

6.7 WESTERN BLOT 

La corteza prefrontal se disectó como se describió anteriormente (Chiu et al., 

2007). La extracción de la proteína y el western blot se realizó como se reportó 

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 solución 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 centrifugó a 10,000 rpm durante 15 min a 

4 °C, se colectó el sobrenadante y se volvió a centrifugar a 10,000 rpm durante 15 

min a 4°C, finalmente los sobrenadantes se almacenaron a -80 ° C.  

La concentración de proteína de cada muestra se cuantificó mediante el método de 

Bradford (Bradford, 1976), y se utilizaron 30 µg de proteína total de cada muestra. 

La proteína se corrió en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, se electro-

transfirieron a la membrana de PVDF y se incubaron en solución 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 (dilución 1: 5000, Wako); (b) 

monoclonal anti-TNF-α (dilución 1: 1000, Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.); (c) 

monoclonal anti-IL-6 (dilución 1: 1000, Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.); (d) 

policlonal anti-IL-1β (dilución 1: 1000, Millipore); y (e) monoclonal anti-GAPDH 

(dilución 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 ratón (dilución 1: 2500; Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.), b) anticuerpo 

conjugado con fosfatasa alcalina de cabra anti-IgG de conejo (dilución 1: 2500; 

Santacruz, Dallas, TX, EE. UU.). La actividad de fosfatasa alcalina se detectó 

utilizando el kit de reacción de sustrato conjugado BCIP / NBT AP (Bio-Rad, EE. 

UU.). Las imágenes se adquirieron con un sistema Molecular Imager ChemiDoc 

XRS (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.). La intensidad de las 

bandas se cuantificó por medio de densitometría usando el software Image Lab 3.0 

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

 

6.8 ESTADÍSTICA 

Se realizaron las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-

Smirnov. Debido al comportamiento normal que presentaron los datos, se realizó la 

prueba ANOVAe una vía. En los casos en que se encontraron diferencias 
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significativas, se realizó una prueba post hoc de Tukey para conocer entre qué 

grupos se encontraban las diferencias; p <0.05 se consideró estadísticamente 

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 estándar (S.E.M.).  

7. RESULTADOS   

 

7.1 INGESTA DE ALIMENTOS Y PESO CORPORAL 

La ingesta de alimentos se redujo significativamente desde el primer día y 

para el quinto día 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 

± 0.8 g, DIA 3.9 ± 0.4 g, FFR 3.4 ± 0.1 g; p < 0.001) (Figura 7A). La tasa de ingesta 

de alimentos del grupo control, presentó un comportamiento polinomial. Este grupo, 

consumió en promedio 20.2 g ± 2.5 de alimento al día (R2 = 0.88). Mientras la tasa 

de ingesta de alimento para los grupos DIA y FFR presentó un comportamiento 

lineal a la baja, con una disminución promedio de 2.82 ± 0.3 g de alimento al día (R2 

= 0.91) (Figura 7C). 

El peso corporal también se redujo significativamente al quinto día 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 presentó 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 día (coeficiente R2 = 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 

día (coeficiente R2 = 0.98); mientras que para el grupo FFR fue de 8.82 ± 0.6 g por 

día (coeficiente R2 = 0.98) (Figura 7D).  
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Figura 7. Ingesta de alimento y peso corporal. Se muestra la ingesta de alimento (A) y el peso corporal (B) 

durante los cinco días de los protocolos experimentales, para los tres grupos experimentales. En rojo, se 

muestra la línea de ajuste hecha a cada grupo para la ingesta de alimento y el peso corporal.  Las barras 

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

 

7.2 DIA Y FFR MODIFICAN LA EXPRESIÓN DE LOS MARCADORES GLIALES  

La expresión de las proteínas IBA-1, GFAP, vimentina y nestina se determinó con 

estudios de Western blot. IBA-1 incrementó en los grupos experimentales DIA 

(+82%) y FFR (+45%) en comparación con el grupo control (F (2,6) = 270.77001, p < 

0.0001) (Figura 8). Para los marcadores de astrocitos los resultados mostraron una 

disminución significativa en la expresión de GFAP para los grupos DIA (-48%) y FFR 

(-32%) (F (2,6) = 1368.6, p= 0.007) (Figura 8). En contraste, la expresión de vimentina 

aumentó significativamente en los grupos DIA (+88%) y FFR (+62%) en 

comparación con el grupo control (F (2,6) = 83.26957, p = 0.005) (Figura 8). Finalmente, 

la expresión de nestina también se incrementó en los grupos DIA (+84%) y FFR 

(+68%) respecto al control (F (2,6) = 129.28302, p = 0.002) (Figura 8). El siguiente 

objetivo fue cuantificar la densidad y la morfología de la microglía y astrocitos. 
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Figura 8. DIA y FFR incrementan la expresión de la proteína 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 utilizó 

como control de carga. B) Densitometría 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 

estándar. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 vs control. n = 3.  

 

7.3 DIA Y FFR INCREMENTAN LA DENSIDAD DE MICROGLÍA 

 La densidad de los núcleos y la microglía se cuantificó en la mPFC, la OFC 

y la M2 (ver tabla 1). El cociente microglía/núcleo se incrementó significativamente 

en la mPFC para el grupo DIA (+104%) y FFR (+124%) (F (2, 74) = 8.93267, p < 0.0001; 

n = 7) (Figura 9A). En la OFC se observó 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 
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observaron diferencias significativas entre los grupos en la M2 (F (2,15) = 0.03376, p = 

0.96687; n=7) (Figura 9C).   
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Figura 9. DIA y FFR aumentan la densidad de microglia. Imágenes representativas de secciones sagitales 

de mPFC, OFC y M2. Se muestran los núcleos marcados con DAPI y células inmunoteñidas con IBA-1 para 

mPFC (A), OFC (B) y M2 (C). La superposición de DAPI e IBA-1 se muestran para los grupos de control (CTL), 

DIA y FFR. Barra de escala = 50 μm. El cociente IBA-1+ / DAPI se muestra para cada grupo experimental y 

cada región de la corteza prefrontal. Las barras muestran el error estándar. * 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 microglía presenta distintos fenotipos que pueden ser identificados con 

base en su morfología. El fenotipo reactivo, por ejemplo, se caracteriza por una 

reducción en la longitud de sus procesos y un aumento en el diámetro del soma, 

que corresponde a una morfología de-ramificada. En consecuencia, se evaluó el 

efecto de la anorexia sobre la morfología de la microglía con un análisis 

automatizado que estimó el área, perímetro, endpoints y longitud de procesos en la 

mPFC, la OFC y la M2. Los resultados en la mPFC mostraron que el área de la 

microglía disminuyó significativamente en los grupos experimentales DIA (-57%) y 

FFR (-45%) en comparación con el control (F (2, 132) = 243.86865, p < 0.0001; n = 7) 

(Figura 10A y Tabla 1). En la OFC también se observó una disminución en el área 

de la microglía 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 perímetro se redujo significativamente en los grupos DIA (-64%) y FFR (-51%) en 

la mPFC (F (2, 171) = 244.99354; n=7; p < 0.0001) (Figura 10A y Tabla 1). Para la OFC, 

el perímetro también disminuyó 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, 177) = 0.90435; 

p = 0.31; n = 7) (Figura 11C y Tabla 1). 

 

La longitud total de los procesos también disminuyó 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 observó una disminución similar en DIA (-64%) y en 

FFR (-37%) (F (2, 171) = 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 (2, 

174) = 0.76332; p = 0.45; n = 7) (Figura 10C y Tabla 1). 

 

El número de endpoints disminuyó 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 observó una disminución en el número de endpoints para los 

grupos DIA (-46%) y FFR (-41%) (F (2, 171) = 35.93821; p < 0.0001; n = 6) (Figura 10B 

y Tabla 1). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos 

en la M2 (F (2, 174) = 0.2342; p = 0.5567; n = 7) (Figura 10C y Tabla 1). 

 

Finalmente, se cuantificó el número 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 observó una disminución 

significativa del número de procesos en los grupos DIA (-59%) y FFR (-55%) (F (2, 

171) = 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, 174) = 0.24967; p 

= 0.95; n = 7) (Figura 10C y Tabla 1).  
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Figura 10. DIA y FFR reducen el tamaño de las células microgliales, la complejidad y la longitud total de 

sus procesos/ramificaciones. Se muestran los parámetros morfológicos estimados para cada grupo 

experimental: área, perímetro, longitud total de los procesos, número de procesos y endpoints, en mPFC (A), 

OFC (B) y M2 (C). Las barras muestran el error estándar. *** p <0,001 vs control. 
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7.5 DIA Y FFR INCREMENTAN EL COCIENTE MICROGLÍA DE-

RAMIFICADA/RAMIFICADA 

 

Con base en este análisis morfológico se realizó un análisis de clusters K-mean y 

se identificaron 4 fenotipos de microglía: ramificado +, ramificado, de-ramificado y 

de-ramificado + (Figura 11A y Tabla 1). La proporción de los 4 fenotipos de microglía 

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 11B y Tabla 

1). Sin embargo, en el grupo DIA la proporción del fenotipo de-ramificado se 

incrementó 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 proporción permaneció 

similar al control (ramificado+: 46%, ramificado: 37%, de-ramificado: 14%, de-

ramificado: 8%) (Figura 11B y Tabla 1). Por último, en FFR se encontró 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 proporción se mantuvo similar al control (ramificado+: 44%, ramificado: 32%, 

de-ramificado: 18%, de-ramificado+: 6%) (Figura 11B y Tabla 1). 

Finalmente se calculó el cociente microglía de-ramificada / microglía ramificada. Los 

fenotipos de-ramificado y de-ramificado+ se agruparon en la microglía de-ramificada 

y la microglía ramificada incluyó a los fenotipos ramificado y ramificado+. En la 

mPFC se observó 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 mostró un incremento significativo del 

cociente microglía de-ramificada/ramificada de 2540% para los grupos DIA 

(+2540%) y FFR (+2580%) (CTL 0.25 ± 0.04, DIA 6.6 ± 1.4, FFR 6.7 ± 1.1; F (2, 36) = 

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 (2, 36) = 4.56578; p = 0.21)  (Figura 11B y Tabla 1). 

 

 
Figura 11. DIA Y FFR incrementan el cociente microglía de-ramificada/ramificada. (A) Se identificaron 

cuatro fenotipos microgliales con base en el tamaño microglial, la complejidad y el alargamiento de los procesos 

mediante un análisis de clusters K-mean: ramificado+, ramificado, de-ramificado y de-ramificado+. Barra de 

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

ramificada / microglía ramificada. Las barras muestran el error estándar. * p <0.05 vs control.  

 

 

 

 

 

 

 

Región de corteza 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

mPFC 
OFC 
M2 

Tabla 1. Efecto de DIA sobre la microglía 
CTL DIA 

Núcleo (células por mm2) 

1756 ± 122 (N= 7) 1641 ± 83 (N= 7) 
1893 ± 138 (N= 6) 1951 ± 158 (N= 6) 
1386 ± 128 (N= 6) 1388 ± 38 (N= 7) 

Microglía (células por mm2) 

154 ± 11 (N= 7) 313 ± 25 (N= 7)*** 
185 ± 15 (N= 6) 353 ± 19 (N= 6)*** 
76 ± 9 (N= 6) 92 ± 10 (N= 7) 

Cociente microglía/Núcleo 
0.09 ± 0.01 (N= 7) 0.20 ± 0.02 (N= 7)** 
0.10 ± 0.01 (N=6) 0.20 ± 0.02 (N=6)* 
0.05 ± 0.01 (N= 6) 0.07 ± 0.02 (N= 7) 

Longitud total de procesos (fJm) 
258 ± 16 (N=7) 29 ± 11 (N=7)*** 
255 ± 29 (N=6) 91 ± 11 (N=6)*** 
252 ± 20 (N=6) 224 ± 16 (N=7) 

1629 ± 94 (N=7) 
1564 ± 207 (N=6) 
1551 ± 111 (N=6) 

Área (fJm2) 

469 ± 65 (N=7)*** 
668 ± 92 (N=6)*** 
1262 ± 92 (N=7) 

Perímetro (fJm) 
31 ± 3 (N=7) 
29 ± 2 (N=6) 

4.5 ± 1 (N=6) 

29 ± 2 (N=7)*** 
10 ± 1 (N=6)*** 
13 ± 1 (N=7) 

Número de procesos 
4.5 ± 0.2 (N=7) 2.7 ± 0.3 (N=7)*** 
4.1 ± 0.2 (N=6) 2.2 ± 0.2 (N= 6)*** 
4.5 ± 1 (N=6) 4.4 ± 0.3 (N= 6) 

Número de endpoints 
72 ± 4.2 (N=7) 35 ± 8.2 (N=7)*** 
75 ± 2.7 (N=6) 31 ± 10 (N=6)*** 
72 ± 4.3 (N=6) 73 ± 5.3 (N=6) 

Cociente Microglía de-ramificada/Ramificada 
0.26 ± 0.03 (N=7) 6.81 ± 1.34 (N=7)* 
0.25 ± 0.04 (N=6) 6.6 ± 1.48 (N=6)* 
0.33 ± 0.02 (N=6) 0.20 ± 0.01 (N=6) 

FFR 

1643 ± 80 (N= 7) 
1896 ± 139 (N= 6) 
1388 ± 118 (N= 7) 

331 ± 33 (N= 7)*** 
375 ± 27 (N= 6)*** 

89 ± 9 (N= 7) 

0.22 ± 0.02(N=7)*** 
0.21 ± 0.02 (N=6)** 
0.06 ± 0.01 (N= 7) 

90 ± 16 (N=7)*** 
34 ± 16 (N=6)*** 
256 ± 20 (N=7) 

735 ± 85 (N=7)*** 
866 ± 91 (N=6)*** 
1444 ± 117 (N=7) 

34 ± 2 (N=7)*** 
14 ± 1 (N=6)*** 
15 ± 1 (N=7) 

2.3 ± 0.2 (N=7)*** 
2.4 (N=6)*** 

4.5 ± 0.3 (N= 6) 

33 ± 7.9 (N=7)*** 
34 ± 9 (N=6)*** 
71 ± 5.2 (N=6) 

7.06 ± 0.93 (N=7)* 
6.71 ± 1.18 (N=6)* 
0.24 ± 0.03 (N=6) 
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7.6 DIA Y FFR DISMINUYEN LA DENSIDAD DE ASTROCITOS 

 

La densidad de los núcleos y los astrocitos se estimó en la mPFC, la OFC y la M2, 

con estos valores se obtuvo el cociente astrocito/núcleo. Los resultados en la mPFC 

mostraron una disminución significativa en el cociente astrocito/núcleo para DIA (-

30%) y FFR (-31%) en comparación con el grupo control (F (2, 124) = 6.20236; p = 

0.00271; n = 5) (Figura 12A y Tabla 2). En la OFC también se observó una 

disminución 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, 41) = 0.77731; p = 0.4663; n = 5) (Figura 12C y 

Tabla 2).   
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Figura 12. DIA y FFR disminuyen la densidad de los astrocitos. Imágenes representativas de secciones 

sagitales que contienen la mPFC, la OFC y la M2. Se muestran los núcleos marcados con DAPI y células 

inmunoreactivas a GFAP en la mPFC (A), la OFC (B) y la M2 (C). La superposición de las imágenes de DAPI y 

de GFAP se muestra para los grupos de control (CTL), DIA y FFR. Barra de escala = 50 μm. El cociente GFAP 

FFR ~ . 
mPFC 

B 

CTL 

OlA 

FFR 

OFC 
e 

CTL 

OlA 

FFR 

M2 

-

0.4 

o:: 
<{ 
O ;r 0.2 

Lt 
<.9 

o... 
<{ 
O 

0.4 

;r 0.2 

Lt 
<.9 

CTL OlA FFR 

*** *** 

CTL OlA FFR 

CTL OlA FFR 



38 
 

/ DAPI se muestra para cada grupo experimental y cada región de la PFC. Las barras muestran el error estándar. 

* p <0.05; *** p <0,001 vs control. 

 

7.7 DIA Y FFR MODIFICAN LA MORFOLOGÍA DE LOS ASTROCITOS 

 

 El área de los astrocitos de la mPFC disminuyó en los grupos DIA (-11%) y 

FFR (-10%) en comparación con el control (F (2, 267) = 8.37967; p < 0.0001; n = 5) (Figura 

13A y Tabla 2). En la OFC también se observó una disminución del área de los 

astrocitos en los grupos DIA (-14%) y FFR (-12%) (F (2, 267) = 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, 267) = 0.56949; p = 0.56949; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2).  

 

El perímetro de los astrocitos de la mPFC se redujo en los grupos DIA (-32%) y FFR 

(-26%) (F (2, 267) = 6.78859; p = 0.00133; n = 5) (Figura 13A y Tabla 2). En la OFC 

también se observó una disminución significativa en los grupos DIA (-26%) y FFR (-

25%) (F (2, 267) = 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, 267) = 0.16926; p 

= 0.84438; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2). 

 

La longitud total de los procesos de los astrocitos en la mPFC disminuyó 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 observó una disminución 

significativa en la longitud total de los procesos para los grupos DIA (-23%) y FFR 

(-25%) (F (2, 267) = 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, 267) = 0.0676; 

p = 0.93465; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2). 

 

El número de endpoints disminuyó significativamente en los astrocitos de la mPFC 

para los grupos DIA (-30%) y FFR (-28%) (F (2, 267) = 12.84498; p < 0.0001; n = 5) (Figura 

13A y Tabla 2). En los astrocitos de la OFC también disminuyó el número 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 número de endpoints entre los grupos 

experimentales (F (2, 267) = 0.03971; p = 0.96108; n = 5) (Figura 13C y Tabla 2). 

 

El número 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 disminución similar se observó con los procesos de los astrocitos de la OFC 

para los grupos DIA (-40%) y FFR (-37%) (F (2, 267) = 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 tamaño de los astrocitos, la complejidad y la longitud total de los 

procesos. Se muestran los parámetros morfológicos estimados: área, perímetro, longitud total de los procesos, 

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

<0,01; *** p <0,001 vs control. 
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7.8 DIA Y FFR INCREMENTAN EL COCIENTE ASTROCITO DE-

RAMIFICADO/RAMIFICADO 

Con base en el análisis citomorfológico se realizó un análisis de clusters K-

mean y se identificaron 4 fenotipos de astrocitos: ramificado+, ramificado, de-

ramificado y de-ramificado+ (Figura 14A y Tabla 2). La proporción 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 proporción del fenotipo 

de-ramificado se incrementó 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  permaneció 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 observó 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 proporción se mantuvo similar al 

control (ramificado+: 39%, ramificado: 35%, de-ramificado: 13%, de-ramificado+: 

13%) (Figure 14B y Tabla 2). Finalmente se calculó 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 aumentó 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, 27) = 33.64789; p < 

0.0001). De manera similar, el cociente estimado para la OFC  mostró 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, 27) = 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).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. DIA y FFR incrementan el cociente astrocito de-ramificado/ramificado. (A) Se identificaron 

cuatro fenotipos de astrocitos con base en el tamaño, la complejidad y el alargamiento de los procesos de los 

astrocitos mediante el análisis de clusters K-mean: ramificado +, ramificado, de-ramificado y de-ramificado+. 

Barra de escala = 20 µm. (B) Los gráficos circulares para la mPFC, la OFC y la M2 muestran la proporción de 

los cuatro fenotipos para cada grupo experimental (CTL, DIA y FFR). (C) Se muestra la relación de astrocito de-

ramificado / ramificado. Las barras son el promedio de los datos ± el error estándar. * p <0.05 vs control. 
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Tabla 2. Efecto de DIA sobre los astrocitos 
Región de corteza CTL DIA FFR 

Núcleo (células por mm2) 

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= 5) 1702 ± 75 (N= 5) 1540 ± 63 (N= 7) 

Astrocito (células por mm2) 

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/Núcleo 
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 (fJm) 
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) 

Área (fJm2) 

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) 

Perímetro (fJm) 
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) 

Número 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= 5) 20 ± 3.2 (N= 5) 

Número 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 EXPRESIÓN DE CITOCINAS PRO-

INFLAMATORIAS TNF-α, IL-6 E IL-1β  

La morfología de la microglía y los astrocitos sugiere un fenotipo reactivo por 

lo que el siguiente objetivo fue investigar el efecto de DIA sobre la expresión de las 

citocinas pro-inflamatorias TNF-α, IL-6 e IL-1β, esto se investigó por medio de 

Western blot. Los resultados mostraron el incremento significativo en la expresión 

de TNF-α en los grupos DIA (+98%) y FFR (+81%) en comparación con el control 

(F (2,6) = 267.84167, p <0.0001). La expresión de IL-6 también se incrementó para los 

grupos DIA (+85%) y FFR (+69%) en comparación con el control (F (2,6) = 136.26812, 

p < 0.0001). Finalmente, la expresión de IL-1β también se incrementó 

significativamente en los grupos DIA (+70%) y FFR (+50%) con respecto al control 

(F (2,6) = 47.34697, p < 0.0001) (Figura 15).  
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Figura 15. DIA y FFR incrementan la expresión de TNF-α, IL-6 e IL-1β. A) imagen representativa de western 

blot para TNF-α, IL-6 e IL-1β. GAPDH se utilizó como control de carga (n = 3). B) Densitometría de las bandas 

correspondientes a TNF-α, IL-6 e IL-1β normalizada con relación a su control. Las barras representan el 

promedio ± el error estándar. *** p < 0.001 vs control.  
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7.10 DIA Y FFR PROMUEVEN NEURODEGENERACIÓN  

La evidencia experimental del presente estudio sugiere que la anorexia 

induce un ambiente pro-inflamatorio asociado a la glía reactiva. Nuestro siguiente 

objetivo fue determinar si este ambiente promueve neurodegeneración. Por ello se 

realizaron estudios de doble inmunofluorescencia, para estimar el número de 

células FJC NeuN+ por mm2. Los resultados mostraron el aumento en el número de 

células FJC NeuN+ por mm2 para los grupos DIA (+5833%) y FFR (+3405%) en 

comparación 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 incrementó el número 

de células FJC NeuN+ por mm2 en DIA (+7898%) y FFR (+2934%) (F (2, 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, 11) = 0.111; p = 0.896; n = 

4) (Figura 16C y Tabla 3). Adicionalmente, se estimó el porcentaje de células FJC 

NeuN+ con relación al total de neuronas. En la mPFC las neuronas FJC NeuN+ 

corresponden al 1% en el CTL, al 21% en DIA y 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 neurodegeneración. Se muestra una imagen representativa de 

la inmunofluorescencia contra NeuN y la tinción con Fluoro-jade C (FJC) en la mPFC (A), la OFC (B) 

y la M2 (C). La superposición de NeuN y FJC se muestra para los grupos de control (CTL), DIA y 

FFR. Barra de escala = 50 μm. El número de células FJC/NeuN+ por mm2 se calculó para cada una 

de las tres regiones analizadas, así como el porcentaje correspondiente de las células FJC NeuN+ 

del total de neuronas. Las barras representan el promedio ± el error estándar. * p <0.05; ** p <0,01, 

*** p <0,001 vs control. 
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8. DISCUSIÓN 

El término anorexia describe cualquier pérdida de apetito y reducción concomitante 

en la ingesta de alimentos, esta pude ser patológica o ser una respuesta a ciertos 

desafíos homeostáticos (Watts & Boyle, 2010). En este trabajo, se utilizó un modelo 

de anorexia adaptativa conocido como anorexia inducida por deshidratación. 

Nuestros resultados mostraron que la anorexia promueve: 1) el incremento en la 

expresión del marcador microglial IBA-1 y de los marcadores de astrocitos vimentina 

y nestina, así como la reducción en la expresión de GFAP. 2) El aumento en la 

densidad de los fenotipos de-ramificados para la microglía y los astrocitos. 3) El 

incremento en la expresión de las citocinas pro-inflamatorias: TNF-α, IL-6 e IL-1β. 

4) Este ambiente pro-inflamatorio correlacionó con neurodegeneración.  

 

El aumento en la densidad de la microglía y el predominio de la microglía de-

ramificada en DIA y FFR, sugieren que la disminución en el consumo de alimento 

ya sea voluntario o impuesto, promueve un fenotipo reactivo específicamente para 

la mPFC y la OFC, ya que no se observaron cambios en la M2. La densidad de 

microglía que se estimó 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 estimó 

una densidad de microglía menor a la observada en la mPFC y la OFC, 

curiosamente la densidad de la microglía en esta región se desconoce (Keller et al., 

2018), sin embargo, estudios previos mostraron que la densidad de la microglía es 
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heterogénea en el cerebro (Savchenko et al., 2000; Tan et al., 2020). Las 

estimaciones de los parámetros morfológicos estimados para  la microglía (la 

longitud total de procesos, el número de endpoints, el total de procesos, el área y 

perímetro) coinciden con lo reportado anteriormente (Kongsui et al., 2014). La 

anorexia promueve la disminución de estos cinco parámetros lo que sugiere un 

fenotipo reactivo. Adicionalmente el análisis de clusters K-mean nos permitió 

identificar 4 fenotipos para la microglía, lo cual también coincide con lo reportado 

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

 

A continuación, se investigó si la anorexia también promovía un fenotipo reactivo 

para los astrocitos. La anorexia disminuyó los mismos parámetros morfológicos en 

los astrocitos al igual que en la microglía; también se observó un incremento en la 

expresión de vimentina y nestina; mientras que la expresión de GFAP se redujo. 

Estos resultados concuerdan con las características que identifican un fenotipo 

reactivo: un incremento en la densidad, incremento en la expresión de GFAP, 

vimentina y nestina e hipertrofia del soma y los procesos (Kang & Hébert, 2011; K. 

Li et al., 2019; Morizawa et al., 2017). La disminución en la expresión de GFAP  

concuerda con lo reportado previamente en el modelo de anorexia basada en 

actividad (ABA), en donde se observó que la densidad de los astrocitos se redujo 

significativamente en la corteza cerebral (Frintrop et al., 2017). Adicionalmente, la 

restricción de la ingesta calórica también reduce la expresión de GFAP (Naik et al., 

2017; Sridharan et al., 2013). En nuestro estudio se encontró que la vimentina y la 

nestina incrementan su expresión en DIA y FFR. La disminución en la expresión de 

GFAP no impide la formación de astrocitos reactivos, ya que los ratones que 

carecen de la expresión de esta proteína tienen la capacidad de formar astrocitos 

reactivos que son inmunopositivos a vimentina y nestina (Pekny et al., 1998). 

Además de esto, se sabe que GFAP no es el mejor marcador de astrocitos en la 

corteza prefrontal (Zhang et al., 2019). Por lo que, faltaría corroborar si realmente la 

densidad de los astrocitos disminuye, ya que el método de cuantificación podría 

subestimar el número 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 mm2 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 varían entre 

la mPFC y la OFC, lo que apoya la hipótesis de que la densidad de los astrocitos 

tiene una distribución heterogénea en el cerebro (Olude et al., 2015). De manera 

similar, la longitud total de los procesos, los endpoints, el total de procesos, el área 

(Johnson, Breedlove, y Jordan 2008) y el perímetro 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 neuroinflamación se define como una respuesta inflamatoria dentro del cerebro 

o la médula espinal. Esta inflamación está mediada por la producción de citocinas, 

quimiocinas, especies reactivas de oxígeno y mensajeros secundarios. Estos 

mediadores son producidos principalmente por la glía del SNC residente (microglía 

y astrocitos) (DiSabato et al., 2016). El incremento en la expresión de TNF-α, IL-6 e 

IL-1β, 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-1β están incrementados en el suero, lo que sugiere que  

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

 

Fluoro-Jade es un fluorocromo derivado de fluoresceína que se une 

específicamente a las neuronas dañadas. Debido a esta característica, se usa 

comúnmente para la detección histoquímica y la cuantificación de la 

neurodegeneración (Gutiérrez et al., 2018). La neurodegeneración se  define como 

la pérdida de estructura o función de las células del cerebro (Crews, 2008). En 

distintas enfermedades se han identificado dos etapas de neurodegeneración 

denominadas temprana y tardía (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 información, el aumento de células FJC+ en DIA y FFR no 

necesariamente se traduce en muerte neuronal (Gorman, 2008), ya que la 

neurodegeneración 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 degeneración en las neuronas corticales (Neumärker 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 podría promover un proceso neuroinflamatorio (Winkler et al., 2019; 

Won et al., 2012). No obstante, se requieren estudios adicionales para conocer si la 

neurodegeneración 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 solución salina por agua los sujetos experimentales 

recuperan el apetito (Watts, 1998).  

El proceso neuroinflamatorio y la neurodegeneración, se observaron 

específicamente 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 comunicación entre los circuitos neuronales (Schumm 

et al., 2020). Adicional a esto, anteriormente se describió que la actividad sincrónica 

de los conjuntos neuronales de la OFC, la IC, AMY la amígdala 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 alteración de las neuronas de la 

mPFC y OFC podría explicar la disminución 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; Mühlau et al., 2007; Uher et al., 2004), fortalecen la hipótesis de que 

alteraciones en estas regiones podrían promover la anorexia y contribuir a la recaída 

de esta enfermedad (Frank, 2013).  
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El grupo DIA y FFR de este modelo presentan las mismas características 

endócrinas y neuropeptidérgicas que normalmente se observan en la restricción 

calórica: como el aumento de la concentración sérica de corticosterona, la 

disminución en la concentración de leptina e insulina, en ARC hay aumento en la 

expresión de NPY y disminución en la expresión de POMC y neurotensina (Watts 

et al., 1999).  En este trabajo, observamos resultados similares entre los grupos DIA 

y FFR (incremento en la expresión del marcador microglial IBA-1 y de los 

marcadores de astrocitos vimentina y nestina, así como una reducción en la 

expresión de GFAP, el aumento en la densidad de los fenotipos de-ramificados para 

la microglía y los astrocitos, el incremento en la expresión de las citocinas pro-

inflamatorias: TNF-α, IL-6 e IL-1β.  Este ambiente pro-inflamatorio correlacionó con 

neurodegeneración. A pesar de esto, la diferencia principal entre estos dos grupos 

es la motivación por la ingesta de alimento, que está inhibida aún en condiciones de 

equilibrio negativo de energía en el grupo DIA, mientras que FFR comería 

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 podrían ayudar a explicar la inhibición de 

la ingesta de alimento en DIA: 1) Incremento en la expresión de la hormona 

liberadora de corticotropina (CRH) en el LH en DIA que además 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 glía reactiva que 

correlaciona con neurodegeneración en la mPFC y la OFC, pero no en la M2.  
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Este proceso inflamatorio podría extenderse a otras regiones del cerebro 

relacionadas con la ingesta de alimentos por lo que estudios adicionales podrían 

aclarar si todas las regiones involucradas están afectadas en la anorexia o solo 

algunas de ellas. Adicionalmente, habrá 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. APÉNDICE 1 
 

ANÁLISIS DE MORFOLOGÍA DE ASTROCITOS Y MICROGLÍA 
 
 
Se seleccionaron imágenes individuales de microglía y astrocitos procurando que 

estén completos y que sean la mayor cantidad de células posibles. Las imágenes 

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 obtendrá una tabla con los parámetros de número de 

procesos, longitud total de procesos, complejidad de la ramificación (endpoints), 

área y perímetro. Este proceso puede ser automatizado utilizando un macro del 

mismo programa ImageJ. (plugins – macros – edit). 

Una vez obtenidos estos parámetros se realizó un análisis de cluster K-mean, 

utilizando Matlab, para realizar esta prueba primero se debe conocer el número ideal 

de clusters, el cual se obtiene con la prueba de silhouette. El número ideal de 

clusters se coloca en la prueba K-mean para que agrupe los datos (el código de 

Matlab se muestra a continuación). De esta manera, se obtendrá una tabla diciendo 

a que grupo pertenece cada célula y es posible identificar el fenotipo más común de 

cada uno de los grupos. 

Código Matlab: 

1) Prueba silhouette. 1:6 indica el número de parámetros 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 código, matlab agrupa tus datos dependiendo del grupo al que 
pertenecen. X es el nombre de la tabla. 4 el número 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 

Kt)'IWIrIk 
Anorexia 
Cerebral Cona 
M"KrogJia 
ln(erleukin 1 beta (lL- l JJ) 
lnterleukin 6 (ll.-6) 

Tumor Nec:rosts FaclOr alpha (1NF-a) 

Dehydrauon-lnduced Anorexia (OlA) 15 a murlne model lhat reproduces weJght loss and avoldance of food. 
desplte 115 avallablllty. The prefronUll cona (PFC) Inre8rntessensory Inputs and updales assoclaUve learnlng (O 
promole (htmger) or Inhlbll (53Uely) rood-seekJng bebavlor. In lb lS study we lesled Ir anorexia Induces a pro
lnflamma tory envlronment assocJaled wllh mlcrogUa In tbe medial prefrontal cortex (mPFC) and orbllofrontal 
con .. (OFCl, spedRc subreslons or lhe PFC Involved In oppeUte. Our resul15 sbowed lhal anorexla Increased 
mlcrogUal dens lty, promoled o de-ramlRed morpbol08Y and .u¡¡menled lbe de-ramJ8ed/ramlfied raUo In lbe 
mPFC and OFC bU( nol In the motor cartex. Anorexia 300 Increased me expresslon of the pJ"O.Inf1ammatory 
C)'tokJnes TNF-<l, IL-6 and II .. I~. Thl5 pro-Inflarnrnatol)" envlmomenl assocla led wllb mlcrogUa actJvaUoo 
correlales wllb neuronal damage as revealed by Fluoro Jade C (FJC) and NeuN ImmunolabeUng. We condude 
lhal anorexia tr1gge~ 3 pJ"O.lnflammalory efl\'lronment assoclalOO wllh mlcrogUa (hal correJa les wlth neUfO.. 
degeneraUon In lhe mPFC and OFC. 

1. lntroduction 

The control of appetite and foOO intake relies on reward re
presentalions formed in <he prefTonlal cortex (PFC), specifically tbe 
media l prefronlal oonex (mPFC) and orbilofronta l conex (OFC), where 
sensory inpulS are integraled by assodative lea.rning 10 represent the 
sighl of foOO and promole foOO-seeking bebavior (hunger) or inhibil il 
(satiety) [1,2). The mPFC is linked wi<h feeding, motivation 10 ea!, 
foraging [3-71, and anorexia [8,9). The OFC recelves sensory input 
relaled lO feeding sueh as smelL lasle, sigh!, and visceral affereol [10), 
and is rela led lo reward value [11). Moreover, recenl studies demon

Strllled <hal appelite can also be inhibiled by <he OFC under specific 
social situations [12]. Anorexia is known to reduce appetite ami, con· 
sequenuy, food intake (13). Anorexia nervosa (AN) is <he third mosl 
common chronic disease among adolescenl females (90-95%) and has 
<he highesl monality rale of any menlal illn ... [14,15). This eating 
disorder is characterized by a resoicted caloric imake. severe weighl 
loss, amenorrbea, 30d body image disturbance [16,17]. However, lilue 

is known aboul <he neurobiology of AN, and <he lack of effective 
treatmenlS justifies the use oC animal models. Adaptive 3l10rexia is as-. 
sociated with hibemation, migration or incuba don. as a pan oC the life 
cycle of animals [18). Dchydration-induced anorexia (OlA) is 3Oo<her 
example oC adaptive anorexia. whe.re reduced Cood.· intake occurs 10 

ameliorate hype.rosmolaemia As a murine model, OlA reproduces 
we.ighlloss 30d reduces foOO inlake despile ilS availabil ity. The effec15 
of fasting over dehydration are d istinguished wilb a pair-fed group of 
animals under forced foOO restriction (FFR) [19-22) 

10 contras!, activity-based anorexia (ABA) is ano<her murine model 
thal reproduces the volume reduction observed in the cerebral cortex 
from human patienlS Wilh anorexia [23-29). The ABA model also re
poned astrocyte defici15 in <he cerebral cortex of lhe ral [28,29). On <he 
other hand, pro.intlammatory cytokines like tumor necrosis factor 
alpba (f F-a), inlerleukin 6 (l1r6) and inlerleukin l -beta (IL-I II) are 
lrnown lO inhibil feedinglappetile [30-32). The overexpression of <hese 
cytokines is also associaled wi<h reactive glia in <he OlA model [33,34). 
Thus, <he aim of <his study was lo lesl if OlA induces a pro-
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P.R~"aL 

inflammalory environment associated with microglia and neurode
geoemtion in the PFC of young fema le ralS. 

2. Ma terials and Methods 

21. AnimaIs ami Housing 

AU the experimental pro,ocols were approved by the Elbics 
Committee of lbe Institu te of eurobiology a' UNAM. Animals were 
haodled io accordanee wilb lbe atiooal Institu,e of Health Guide for 
the eare and Use of Labora,ory Animals ( IH Publicatioos o. 8023, 
revised 1978). Female Wis' ar mIS (180-200 g) \Yere individually boused 
under a 12:1 2-b Iightldark eyde and eootrolled tempernture. 

2.2. Dehydrntion-induced anorexia paradigm 

lbe OlA paradigm was previously reponed [19,33-36]. Brie/ly, two 
independeot series of experimenlS were performed for five days. lbe 
cootrol group (o = 7) received water and food ad libitunL lbe OlA 
group (o = 7) received a salioe solutioo (NaCI 2.5%) wilb free aeeess 'o 
food. lbe foreed food restrieted (FFR) group (o = 7) received full ae
cess to water and the same quantity of food eoosurned by OlA mIS 
(Fig. l A). Body weight and food io,ake were recorded daily a' noan for 
a11 the experimental groups (Fig. 1 B, C). 

23. Hismlogy und immWlojluore.scenc< 

RoIS were euthanized with pentobarbital (100 mglkg) and tran.s

cardially perfused with saline solution, followed by ehilled paraf
ormaldehyde (4%) io phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4. Brains 
were removed~ post-fixed overnigbt and cryoprotected in sucrose 
(30%). Sagittal sec,ioos (30 11m) con,aioing lbe PFC were obtained wilb 
a cryosta, (Leica CM185O) and s,ored io eryoprotectao, solutioo (30% 
ethylene glycal: 20% glyeerol in PBS) a' -20 ' C [3~] . lbe im
munoreaeLivity for iooized ca/ciurn-binding adapler OBA-l), a specille 
marker for microglia [37], was performed 00 noatiog sections. lbe 
sectioos were rinsed three times in PBS buffer fo r 10 min. lbe tissue 
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\Vas theo plaeed io blockiog salutioo (5% horse serum albumin 1%, 
Triloo X-l ()() in PBS) for 1 h. 5ections were ineubated ovemigbl with 
polydooal rabbi' anti-IBA-I aotibody (dilution 1:1000, Wako, Ufe 
Scieoees). Afler washing, lbe primary anlibody was delecled wilb Alexa 
594 ( 1:500, Invilrogen) coupled 'o goal anli-rabbit antibody. lbe sec
tioos were counterstained wilb 4,6-diarnidino-2-phenylindole (DAPI) 
and moun,ed wilb Vecrashield H-l OOO (Vector Laboratories, Burlin
game, CA, USA) (see Table 1 for more informatioo about anlibodies 
used in Ibis srudy). The PFC sectioos were mounted on slides and 
pbologT3phed wilb a digital camera (Photometrics Coal Snap FX, 
Tuesan, Al, USA) attaehed to a Nikon microscope ( ikoo Eclipse E600, 
Tokyo, Japao), and images were analyzed using IMAGE J version 1.41 
(Nl H, Belbesda, MO, USA). A Zeiss J..SM 780 Meta eonfocal microscope 
(Zeiss, Gottingen, Germany) was used for eonfoca! images wilb Alexa 
594 (exdtationlernission waveleogtb 590/ 617 nm) and OAPI (excita
tionlemission wavelength 350/ 460 om). 

2.4. Microgüul ceU COWlting [58J 

The IBA-I + eells aod OAPI-Iabeled oude.i were quaotified to esti
mate mierogliaJ density for eaeh subfield of Ibe PFC. lbe mPFC in
c1uded lhe infralimbie eonex (LL), pre-limbic canex (PRL) and anlerior 
dngula,e eortex (regioos Cg I and Cg2). lbe OFC induded Ibe veotral 
and medial orbital conex (VO and MO). lbe motor eonex refers 'o Ibe 
seconda.ry molor cortex (M2J. which was a positive control because it 
has nor been related to anorexia [38]. Microglia quantiñcation was 
performed in sagittal sectioos of Ibe PFC of Ibe bregma 0 .40 and 0.90 
mm (Fig. 10 , E) from Ibe midline, aeeording to Ibe Pannos and WalSon 
atlas [39]. lbe PFC regioos were identified based on Ibis atlas. Cell 
eounting was as previously described [33-35,40] . Brie/ly, microglial 
eells were identified as primary objects. Identification ",ilb CellProfiler 
eonsidered eell siz.e and form as image intensity and deptb. lbe number 
of cells for eontrol, OlA and FFR groups was ealeulated, and deosity 
(number of eells per mm') was estimated_ Only process-bearing eells 
sbowing rneir soma in rne plane of tbe analyzed aTea were counled. and 
Ibeir deosity was estima,ed (number of eells per mm'). lbe microglia/ 
nudei ratio \Vas ealcula,ed by dividing Ibe number of IBA-l + eells by 

d2 d3 d4 d5 

Fig. 1. D.Uy foed InUlke aod body welghl (A) 

DlA paradlgm. The conlrol group recelved 
w.ter aod food ad lJbuum_ 11Ie OlA group re
celved a saUne ",Iullan (NaO 2.5%) wlth food 

ad lJbllurrL 11Ie foreed foed reSU1eted (FFR) 
group recelved (uD access (O water and tbe 
same quantlty of foed consumed by DlA mIS. 
Body welght and food lntake were recorded 
daUy al noon for a1l the experimental groups. 
FlDally. on me flfth day the m15 Viere sacrt
Oced, aod Ibe bmtru tsolated. The foed InUlke 
(B) aod body welglll (e) of yaung femaJe mts 
were monJtored dally ror Ave days lo eaeh 
expettmental group. DlA aolmals decreased 
thelr food loUlke from Ibe Orst day, aod thls 
\Vas reflected In the body welghl The FFR 
group lvas palr-fed to DlA loUlke. Data are 
shown as mean ± S.E.~l Slgnl Acanl dlffer
enres were consldered as • p < O.OS; •• 
P < 0.01; O" P < 0.001. (O) Represeotatlve 
example of IBA·1 lmmunofluorescence In the 
prefrontal conex (PFC) of . conlrol mi (Sectlon 
0.40 mm laleral 10 mldhne of the Paxloos aod 
W:nson aLIas). 1be shaded reglon shows 3.113· 
Iyzed subregloos of the mPFC. CE} 

Representatlve exampie of IBA- l IInmuoo
fluorescence lo lbe PFC of a conlrol "" (SecUoo 0.90 DUO lateral to mldlloe of Ibe Paxln"" aod Watsoo .Uas). 11Ie sbaded reglon shows analyzed subregloos of Ibe 
mPFC. Selected regloos for analysls were: mPFC Onfraltmble = 11.; preUmble = PRL; Clogulated l aod 2 = CgI , Cg2), OFC (Venuo-orbltal = VD .nd Medial 
orbltal= MO) and M2. The whl te armw 500\\'5 anatomlCal onentaUon: dorsal (O). ventral (V) and lateral (1.). Sectlon 0.90 mm la teral 10 rnldllne of me PaxJnos and 
WalSOn atlas. Scale bar = 200 Jll11-
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Table 1 
AnUbody tableo 

Anubody 

lmmunofluorescence primary antibc:xties 
IBA-¡ 
NeuN 
lrnmunofluorescence secondary antlbodies 
Anti·rabbit Alo:a S9-4 

Westem blOf primary antibocües 
IBA-¡ 
TNF-o 
0.-6 
D.-¡P 
GAPDH 
Westem blot secondary antibodies 
Goa l anti-rabbit a.lka1ine phosphatase ronjugBted antibody 
Goal anti-mouse alkaline pbospbat:ase conjugated antibody 

Fluoro-jade e 

the tolal number of DAPI-labeled nuelei. 

24. J. CeU shape anaIysis 

Species 

Rabbit 
Mouse 

Donkey 
Donkey 

Rabbit 
Mouse 
Mouse 
Rabbit 
Mouse 

Goal 
Goal 

I\!licroglia respond to an insult or a pathologieal challenge with 
morphological ebanges that inelude area, perimeter, number of pro
cesses, process length and ramifieation eomplexity (endpoints). We 
estimated these paramelers as previously descrihed [411. Brieny, all the 
Images were converted to binary and skeletonized Images with lmageJ 
software ( ational lnstitute of Health, hltps:/ / imagej.nih.govlij/34). 
The analyze skeleton plugin was applied to tbe eonverted Image and the 
corresponding morphologieal parameters were estiroated per eell. A K
mearu; clus[ering anaIysis \Vas perfonned based on these pararnelers 
and four clusters ol microglia were identified, corresponding to lour 
phenorypes: ramified +, ramified, de-ramified and de-ramified +. The 
pereentage of microglia for eaeh phenotype \Vas estimated for a11 the 
experimental groups. In order lo simplify the resu lts, we grouped de
ramified and de-ramified + microglia phenorypes into th.e de-ramified 
group. The same criterion \Vas applied for ramified + and ramified 
mkroglia, resulting in the ramified group. Thus, the de-ramified/ra
mified ratio was estimal.ed by dividing these two groups. 

2.5. Wesrem blo! 

The PFC from three differenl rats for each experimental group 
(Control, OlA and FFR) \Vere homogenized in ice-<:old lysis buffer (200 
mM glycine, 150 mM NaCl, 50 mM EGTA, 50 mM EDTA and 300 mM 
sucrose) along with a protease inbibitor (Sigma-Aldrich, SL Louis, MO, 
USA). The total bomogenale was eentrifuged at 10,000 X g for 15 min 
al 4 "C; men the supernatanlS were stored al -80 ·C. Concentration of 
protein from each sample was estimated by Bradford's method [421, 
and 30 ~g of equa l coneentration of protein was resolved by 10% SOS
PAGE. Proteins were transferred electrophoreticaUy to tbe PVDF 
membrane and ineubated in blocking solution (5% nonfat dry milk in 
TBS-1) for 3 h al room temperature. Membranes were ineubated 
ovemight al 4 ·C with one of the following primary antibodies: (a) 
polyclonal rabbit anti-LBA-I (dilution 1:5000, Wako); (b) monoclonaJ 
mouse anti -TNF-a (dilution 1:1000, Santacruz, Dalias, TX, USA); (e) 
monocJonal mouse anti-1L-6 (dilution 1:1000, Santaeruz, Dalias, TX, 
USA); (d) polyclonal rabbit anti -IL- III (dilu tion 1:1000, Millipore); and 
(e) monoclonal mouse anti -GAPDH (dilution 1: 1000, Santacruz, Dalias, 
TX, USA). The membranes were wasbed three times ,vith TBS-T, and 
bound antibodies were delected by incubating for 3 h with either goat 
anti-mouse aJkaJine phosphatase eonjugated antibody (dilution 1:2500; 
Santacruz, DaUas, TX, USA) or goat anti-rabbit a lkaline phosphatase 
conjugated antibody (dilution 1:2500; Santacruz, Dalias, TX, USA). 
Alkaline phospbatase aetivity \Vas detected using the BOP BT AP-

B<havWuroI _ RGmrch 392 (2IJ2fJ) ¡ ¡ 2606 

Dilulion Company (Calalog#l 

¡:¡OOO Wako, ü(e Sciena!S (019-19741 ) 
¡:5OO MiJlipoce (MAB3m 

¡:5OO Invitrogen (A21207) 
¡:5OO Invitrogen (A21203) 

¡:5OOO Wako, Ufe Sciences (019-19741) 
1:1000 Santacruz, Oallas, TX, USA (sc-133192) 
1:1000 SaolaCfUl, Dallas, TX, USA (sc-573IS) 
1:1000 Millipore (AB1413l 
1:1000 SanlaCruz, Dallas, TX. USA (sc-4n24) 

1:2500 SanlaCnJZ, Dalias. TX. USA (sc·20S8) 

1:2500 Santacruz, Dalias, TX. USA (sc-2057) 

0.004'11> Millipoce (AG32Sl 

conjuga te substrale reaetion ki t (Bio-Rad, USA) (see Table I for more 
infonnation about antibodies used in this study), 

Images were aequired with a Molecular Imager ChemiDoc XRS 
Systern (Bio-Rad Laboratories, loe., Hereules, CA, USA), and optieal 
density of trace quantity for eaeh band was measured using [mage Lab 
3.0 software (Bio-Rad Laboratories Ine.). 

2.6. Double labeling 01 FJC + ceUs wi.th NeuN 

The immunoreactivity lor neuronal nuclei ( eu ). 3 specific marker 
for neurons [431, \Vas perlormed on noating sections. Double labeling 
of the Fluoro-Jade C (FJC) and NeuN was done as previously descrihed 
[441. The sections were rinsed tbree times in PBS buffer for 10 mino The 
tissue was then plaeed in blocking solution (5% horse serum a1bumin 
1%, Triton X-lOO in PBS) for 1 h. Sections were ineubated ovemight 
with monoclonal mouse anti- euN antibody (dilution 1 :500, MiIIi
pore). After washing, the primary antibody \Vas detected \Vith Alexa 
594 (1 :500, Invitrogen) eoupled to goal anti-mouse antibody. FJC bis
tochemistry staned with a 2 min disti lled water bath, follo\Ved by 5 min 
of porassium perrnanganate (0.06%), under agitation. The exeess of 
perrnanganate was removed ",ith a bath of distilled water, followed by 
ineubation ,vith FJC for 10 mio (dilution 0.0004%) and an addi tional I 
min bath of distilled water. The hislological sections received a xylol 
batb and were mounted with Vectasbield H-lOOO (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA, USA). 

The slides were pbotographed with a digital camera (Photometrics 
Coal Snap FX, USA) au ached to a Zeiss U>M 780 Meta eonfocal mi
croscope (Zeiss, Gottingen, Germany). The eorresponding eonfoeal 
images v,'ere obtained lor euN-AJexa 594 (excitationlemission \\Iave
length 590/ 617 nm) and FJC (excitationlemission wavelengtb 495/521 
nm). FJClNeuN + cells were counted with the EZC-co-locaJization 
plugin for ImageJ [45]. This plugin selects individual cells from Images 
based on physical parameters, The signal intensity and Pearson corre
lation coefficient (peC) benveen the two channels \Vas obtained for 
pixel values. Complete co-Iocalization was aeeepted wben PCC = 1, 
and co-Iocalization was represented as the number of FJC- euN + 
eells/mm2 for eaeh experimental group. 

2.7. Scatisdc.s 

AJ I the data are presemed as the mean ± standard error ol the mean 
(S. E.M.). Statistieal analysis of data was performed using a one-way 
!.NOVA followed by a Bonferroni post-tesl with Origin 7.0 software; 
p < 0.05 was considered statistieally significanL 



71 
 

 

P. R."...ortqa, " aL 8dJaviouraJ Bram Rts«Ud1 392 (2020) 112606 

Table 2 
Elfeet of dehydrauon Induced anorexia or forced food resuJctJoo on mlcroglla <!enslty. 

Corta re:gioo C .. urol 

Nuclei 
mPFC 1756± 122 IN = n 
OFe 1893 ± 138 (N = 6) 
M2 1386 ± 128 eN = 6) 
Mkroglia 
mPFC 154 ± 11 IN = n 
OFe 185 ± 15 IN = 6) 
M2 76 ±9(N = 6} 
Mk.rogIia/Nuclei ratio 
mPFC 0.09 ± 0.01 IN = 7) 

OFe 0.10 ± 0.01 (N = 6) 
M2 0.05 ± 0.01 eN = 6) 
Tola1proc:ess~ 

mPFe 2S8 ± 16 (N = n 
OFe 2SS±29(N=6) 
M2 252±20(N=6) 
Area 
mPFC 1629 ± 94 (N = 7) 

OFe 1564 ± 207 IN = 6) 
M2 1551 ± 111 (N = 6) 
Perimeter 
mPFe 31 ± 3 (N = 7) 
OFe 29 ± 2 eN = 6) 
M2 ".S:!: 1 CN = 6) 
Number o( process 
mPFC 4.5 ± 0.2 (N = 7) 
OFe 4.1 ::!: 0.2 eN = 6) 
M2 4.5:!: 1 (N = 6) 
Number o( endpoints 
mPFC 72 ± 4.2 (N = 7) 
OFe 75 ± 2.7 eN = 6) 
M2 72 ± 4.3 eN = 6) 
De-ramified/Ramified microglia ratio 
mPFC 0.26 ± 0.03 IN = n 
OFe 0.25 ± 0.04 (N = 6) 
M2 0.33 ± 0.02 IN = 6) 
N<>uN ... 
mPFC 1015 ± 98 IN = 4) 
OFe 960±83CN = 4) 
M2 1090 ± 81 IN = 4) 

3. Results 

3.1. Body weighI aruJ load incalc. 

For food ¡ntake, a lW().way repeated measures ANOVA showed 
significant differences between groups (F (2. 77) = 240.89394, 
P < 0.(01 ). Food intake was significandy reduced on the fifeh day of 
ehe experimental protocol for DlA (-800/.) and FFR (.82%) when como 
pared to ehe control group (20.3 ± 0.9 g; p < 0.(01) (Fig. l B). 

For body weighr. a tw().way repeated measures ANOVA showed 
differences belWeen groups (F (2. 77) = 10224062, P < 0.000 1). Body 
weight on ehe fifth day of the experimental protocol \Vas significantly 
reduce<! for DlA (.29%) and FFR animals (.25%) when compared to tbe 
control group (204.8 ± 3.95 g; P < 0.00(1 ) (Fig. IC). 

3.2. Anorexia increases miaogUaJ deruity in mPFC and OFC bUI nOl in M2 

uclear density in Ibe mPFC showed no significant changes between 
groups (F eZ.74) = 0.44457, P = 0.6428) (rabIe 2). However, microglial 
density in ehe mPFC showed significan. differences benveen groups (F 
(2. 74) = 19.84027, P < 0.00(1) for boeh DlA (p < 0.00(1) and FFR 
(p < 0.00(1 ), when compared to ehe control (rabIe 1). The microglia/ 
nuclei ratio was obtained by estimating ehe IBA·1 + ceJls from ehe total 
nuc1ei. and significanl chaoges were identified berv.'een groups (F (2. 74) 
= 8.93267, p < 0.00(1) for Ibe OlA (p = 0.(0242) and FFR, when 
compared to Ibe control (p < 0.00(1 ) (Fig. 2A .nd Table 2). We aJso 
analyzed nuclear density in ehe OFC. A one·way ANOVA showed no 

OlA 

1641 ±83(N:; 7) 
1951 ± 158 IN = 6) 
1388 ± 38 (N = 7) 

313:!: 25 (N = 7)'--
353 ± 19 (N = 6)·-
92±lOIN=n 

0.20 ± 0.02 IN = 7)" 

0.20 ± 0.02 (N = 6)' 
0.07 ± 0.02 IN = 7) 

29± 11 (N =n'" 
91 ± 11 (N = 6)··· 
224 ± 16 (N = 7) 

469 ± 65 IN = 7)'" 
668 ± 92 (N = 6y· ... 
1262 ± 92 (N = 7) 

29~ 2(N = n ... · 
ID:!: 1 eN = 6)-· 
13.= I (N = n 

27 ± 0.3 eN = 7) ••• 

22 ± 0.2 (N = 6)-· 
4.4 ±O.3CN = 6) 

3S ± 8.2 IN = n'" 
31 ± 10 (N = 6)'" 
73::!: 5.3 eN = 6) 

6.81 ± 1.34 (N = 7)' 

6.6 ± 1.48 (N = 6)' 
0.20 ± 0.01 (N = 6) 

763 ± 42 eN = 4Y· 
738 ± 28 (N = 4Y· 
890 ± 127 (N = 4) 

1643 ± 80 IN = n 
1896 ± 139 (N = 6) 
1388 ± 118 (N = 7) 

331 ± 33 eN = 7)_. 
375 ± 27 eN = 6)··· 
89±9(N=7) 

0.22 :!:: O.02CN = 7).-

0.21 ± 0.02 (N = 6)" 
0.06 ± 0.01 (N = 7) 

90 ± 16(N = 7)'" 

34 ± 16(N = 6,.·· 
2S6±20IN = n 

73S±85IN = n'" 
866 ± 91 IN = W" 
1444 ± 117 (N = n 
34±2(N=n ... .. 
14 ± 1 (N = 6) .... .. 

15 ± 1 IN = 7) 

2.3 ±0.2eN = n-· 
2.4 (N = 6)"" 
4.5 ± 0.3 eN = 6) 

33± 7.9IN = n'" 
34 ± 9 (N = 6) .... 

71 ± 5.2 IN = 6) 

7.06 ± 0.93 eN = n· 
6.71 ± 1.18 (N = W 
0.24 ± 0.03 (N = 6) 

744 ± 65 IN = 4)" 
694 ± 64" (N = 4) 
9S8± 74 IN=4) 

significant differences belWeen groups (F (2. JO) = 0.04584, P = 
0.95525) (rabie 2). lnterestingly, microglial density in ehe OFC showed 
significant differences belWeen groups (F (2. 36) = 19.84027, 
P < 0.00(1) for ehe OlA (p < 0.00(1 ) and FFR (p < 0.00(1), when 
compared to ehe conlTol (rabie 2). The microglia/nuclei ratio was 
significantly different between groups (F (2. 36) = 7.18759, p = 
0.(0236), for ehe OlA (p = 0.0 11l7) and FFR (p = 0.(0387), when 
compared '0 ehe control (Fig. 2B and Table 2). Las tly, we an.lyzed M2 
as a regio n mal is nel involved in appetile. M2 showed no significant 
changes in nuclei density be.ween groups (F ( 2.15) = 0.03376, P = 
O. %687). o significant changes were observed for microgli. density 
belWeen ehe groups (F (2. ' 5) = 0.7672, P = 0.48169) (Fig. 2C and 
Table 2). Finolly, ehe estimated microglia/nuclei ratio was not sigo 
nificantly different benveen groups (F (2.15) = 0.41709, P = 0.66637) 
(Fig. 2C . nd Table 2). 

3.3. Anorexia promote5 de.romified microglia mD1phology in mPFC and 
OFC bUI /IOt M2 

Ramified .nd de·ramified microglia are usuol ly .ssociated wieh • 
healehy or. paehological "ate respectively. The autom.tized anolysis of 
microglia morpbology ollows to identify boeh states in ehe brain. Thus, 
we tested me effecl of anorexia on foue parameters of microgliaJ mor
phology (see Fig. 3 and Table 2). Our resu lts showed ehal anorexia 
significantly decreased ehe area for mPFC (OlA: -57%; FFR: -45%; 
P < 0.0001 ) and OFC (OlA: .70%; FFR: -55%; p < 0.00(1) but nol for 
M2 (OlA: . 19%; FFR: .7%; P = 0.45). The perime.er was also reduced 
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for mPFC (OlA: -57%; FFR: -50%; P < 0.00(1 ) and OFC (OlA: -66%; 

FFR: -52%; P < 0.00(1 ) bUI nol for M2 (DLA: - 6%; FFR: + lO%; P ; 
0.31). lbe total length of the processes was significantly sbonened for 
mPFC (OlA: -89%; FFR: -65%; P < 0.0001 ) and OFC (OlA: -64%; FFR: 
-37%; P < 0.000\ ) but nol for M2 (OlA: -1\%; FFR: +2%; P ; 0.45). 
lbe number of processes was significantly diminished for mPFC (OlA: 
-40%; FFR: -49%; P < 0.000 1) and OFC (OlA: -46%; FFR: -4 1%; 
P < 0.000\) bUI nOI for M2 (OlA: -2%; FFR: 0%; P ; 0.95). lbe number 
of endpoiots was reduced for mPFC (DIA: -51%; FFR: -44%; 
P < 0.000\) and OFC (OlA: -59%; FFR: -55%; P < 0.0001) bUI nol for 
M2 (OlA: + 1%; FFR: -1%). 

3.4. Anorexia increases /he de-ramijiedlramijied rotio in mPFC and OFC 
bu! nOI in M2 

A K-means cluslering analysis was performed and four microglia 
pbenolypes were identified based 00 tbe previously estimated 

__ RGmrcJo 392 (2020) J J2606 

0.3 

11: 0.2 

Fig. 2. AnorexJa Increa.ses DllcrogUaJ denslty_ 
5aglttaJ secUons of Ihe prefronml con .. (PFe) 
show nuelel labe&ed wllh DAP( and cells 1m
mUllOOtalned wllb IBA-I for Ibe medial PFC 
(mPre) (AJ, orbltofroo laJ cortex (OFe) (B) and 
secondary molor con .. (M2) (e). The overiay 
of OAPI .nd IBA- I IS shown for control (CJ1J, 
OlA .nd FFR groups. Scale bar ; SO ¡un. lbe 
IBA-I / OAPI mtlo IS plolled for ..eh expert
menlal group .nd eaeh PFC reglon. The lBA
I + IDAPI raUo Increased slgnlftcanUy for OlA 

and FFR In Ibe mPFC and ore, bUI nOl In M2 
Data are expressed as mean :t S.E.~t 

Slgnlflcant dLfferences were consldered as • 
P < 0.05; •• P < 0.01 ; ••• p < 0.001. 

~ 
~ 
!!l 0.1 

'-

CTL OlA FFR 

0.3 

'-

CTL OlA FFR 

0_12 

~ 0.08 

'? 
~ 
!!l 0.04 

CTL OlA FFR 

morphologic parameters: ramified + I ramified, de-ramified and de-m
m ified + (Fig_ 4A)_ A similar dislribution of tbese four microglia pbe
notypes was observed for tbe cootrol group in mPFC (ramified +: 56%, 
ramified: 22%, de-ramified: \ 4%, de-ramified +: 8%), OFC (ramified + : 
54%, ramified: 24%, de-ramified: 8%, de-rnmified +: 14%) and M2 
(ramified +: 53%, ramified: 24%, de-ramified: 15%, de-rarnified + : 8%) 
(Fig. 4B). However, anorexia changed tbis panero, favoring tbe de-ra
mified phenotype in mPFC (ramified +: 9%, rnrnified: 12%, de- rami
fied: 44%, de-ramified +: 35%) and OFC (raroified +: 14%, rnrnified: 
12%, de-rnrnified: 27%, de-ramified+ : 47%), bUI nOl in M2 (ramified 
+: 46%, ramified: 37%, de-ramified: 14%, de-ramified +: 8%) 
(Fig. 4 B). Similar results lo tbose of OLA were observed for tbe FFR 
experimenlal group in mPFC (rnrnified +: 9%, rnrnified: 19%, de-ra
mified: 3\ %, de-ramified +: 41 %) and OFC (rarnified + : 12%, ramified: 
20%, de-rarnified: 340/., de-rarnified + : 34%), bU! nOI M2 (ramified +: 
44%, ramified: 32%, de-ramified: 18%, de-rarnified +: 6%) (Fig_ 4B). 
Finaliy, to summarizo and simplify tbis information we coupled 
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Fig. 3. Anorexia red uces mlcrogUaI cell _ , eIoogaUon and complexlty oC processes. TIte morphologlcal paramelen estlmated fur eacb experlmenlal group were 
orea, perlmeter, total process length, numberof processes and endpolnlS. All ofthem were slgoUleanUy reduce<! tn OlA aod FFR groups \Vhen compared to the control 
(Cfi.) In mPFC (A) aod OFe (B). However, no slgnlflcant chaoges between expertmental groups \Vere observed fur M2 (C). Data are expressed as mean :< S.E.M. 
SlgnlAcanl dlfferences were consldered as • p < 0.00 l. 

ramified + and ramified phenoty¡>eS in me ramified group and de·",· 
mified and de·ramified + phenoty¡>eS in me de·ramified group. Thus, 
me de-ramified/ramified ratio was obtained by dividing me corre
sponding groups for mPFC, OFC and M2. otice lbat me ramified 
phenotype dominated for control groups in mPFC, OFC and M2, whue 
me de·ramified phenotype predomioated in me OlA and FFR experi· 
mental groups [mPFC: (F (2. 6) = 11.02896, P = 0.0228; OFC: (F (2. 6) 

= 7.56852, P = 0.00978)] but not in M2 (F (2.6) = 4.56852, P = 0.21 ) 
(Fig. 4B and r abie 2). 

3.5. Anorexia Úlcrease5 prefronlDl corta expression 01 IBA· 1, lL-6, TNF-a 
and fL.ljl 

The effect of anorexia on IBA.I , TNF-a, fL.6 .nd IL-ll\ expression 
was investig.ted by \Vestero blot (Fig. 5). The expression of IBA·I 
significantly increased between me experimental groups (F (2.6) = 
270.77001 , P < 0.0001 ). IBA·l increased significaotly for lbe OlA 
(p < 0.0001 ) and FFR groups (p = 0.00177) compared to me 

normalized control (Fig. 5). Similarly, me expression of r F-a was 
significantly differeot between groups (F (2.6) = 267.84 167, 
P < 0.0001 ). TNF-a increased by OlA (p < 0.0001 ) aod FFR 
(p < 0.0001) when compared to lbe normalized control. The expression 
of 11.-6 .Iso showed significant differences between groups (F (2.6) = 
136.26812, P < 0 .0001 ). The expression of 11.-6 significantly increased 
in OlA (p < 0.0001 ) and FFR groups (p = 0.0001 ). Fin. Uy, IL-lfl ex· 
pression showed significanl differences between experimental groups (F 
(2.6) = 47.34697, P < 0.0001 ). IL-11\ expression increase<! in bom OlA 
(p < 0.0001 ) and FFR (p = 0.00177) groups (Fig. 5). 

3.6. Anorexia promor .. neurodegenerotion Úl !he mPFC und OFC buI nOl in 

M2 

The effect or anorexia on neurodegeneration was investigated by 
double immunoOuorescence experimenlS witb FJC .nd NeuN. First, lbe 
percentage of FJe + cell. was estímated from OAPI total counlS for 
control (mPFC .nd OFC < 1%; M2 < 2%), OlA (mPFC = 16%; OFC = 
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RamJRed mlcrogU. rallo. The rour mlcrogUaI phenotypes were grouped lnlo de-rnmlRed (de·ramJRed and de·ramJRed + ) and mmlRed (ramlfled and ramJRed + ) 
groups to slmpllly and surnmarlze !he elfoo 01 anorexia Notlce that anorexia Increased lbe de·rnmlRed phenorype seJectlvely lor mPFC aOO OFC. Data are expressed 
as mean ± S.E.M. Slg01Acam dJfferences were consldered as • p < 0.05. 

13%; M2 < 2%) and FFR (mPFC = 15%; OFC = 11%; M2 = 2%) 
experimenJaI groups. Our results showed that OlA and FFR significantly 
increased FJC + ceU density (Table 3). Our next step was to estimate 
the percentage 01 FJC + I Neu + cells from total counts of euN + 
reUs. Neuronal damage was practicaUy absent in the conlrol group fo r 
mPFC, OFC and M2 (Fig. 6 and rabIe 3). Iiowever, OlA 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. 2 \) = 7.08; OlA: 
p < 0.0044; FFR: P < 0.02); but not in M2 (-1 % and -2%; F (2. 1\) = 

0. 111; P < 0.896). The neuronal damagewas estimatedas FJC- euN + 
cellslmm2 and surnmari2ed in the corresponding grapbs for eacb cor
tical region (Fig. 6 and rabIe 3). 

4. Discussion 

In this study OlA, a murine model of adaptive anorexia, was lested 
on: 1) Microglia morphology and density, 2) IBA- I .nd pra. in
f1ammatory cytokine express ion, and 3) neurodegener.tion. Reduced 
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Table 3 
Effecl of dehydr3t1on Induced anorexIa on degeneC3uve ceUs. 

mPFC OFC M2 

Conlrol 
FJC+ (Total) 6±2(N=4) 6±3 ' = 4) 17±9(N=4) 
FJC + lNeuN+ 4 ± 2 (N = 4) 3 ± 2 eN = 4) 1) ± 9 (N = 4) 

FJC+ euN· 2 ± 0.34 eN = 4) 3 ± 0.59 (N = 4) 6±0.79CN = 
4) 

DIA 
FJC+ rrotal) 2S7±47(N = 252 ± 68CN = 22 ± 14 eN = 4) 

4)'" 4)'" 
FJC+ euN + 162 ± 32 (N = 218±&4(N = 4)"· S±1(N=4) 

4)'" 
FJC+ euN· 9S±37 = 4) ' 33 ± 13 (N = 4)' 17±4(N=4) 
FFR 
FJC + rr otaJ) 248 ± Zl (N = 4}·" 203 ± 33 (N = 4)- 2B 14 (N = 4) 
FJC+ euN + 94±9(N = 4)·- BI ± 17 (N = 4)" 11 9 (N = 4) 
FJC+/NeuN· 154 ± 29 (N = 4)·" 122 ± 31 (N = 4)"· 17 4 (N = 4) 
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Cood intake increased microglial density in the mPFC and OFe, brain 
regions oC the PFC speciñcally involved in appetite, and did not induce 
changes in the motor conex (M2). Funhermore, OlA also increased the 
expression oC IBA.I , TNF.a, [[..6 and 1 L-1~ in the PFC This pro-in. 
flamma lory environment associated with microglia resuJled in neuronal 
damage in the mPFC and OFC The PFC belongs to the mesorortico
limbic reward circuit involved in mood and addictive and Ceeding be
baviors [4&-48). Recenily, conical cell density was investigated in the 
ABA paradigm, where astrocytes were signiñcanily reduced but neu· 
ronal density \Yas unchanged [29). In contras!, neurodegeneration was 
observed in our 5tudy but only for mPFC and OFC However, the whole 
cone>: was considered Cor the ABA study, while speciñc regions oC the 
PFC were selected Cor the OlA mode!. Another possibility to concilia te 

these differences is that ABA and OlA paradigms present a distinct 
degree o( severity. In suppon or this view. postmorrem studies in iII girls 
diagno.sed with anorexia reponed signs of degeneratían in conical 
neurons [49,50). On the other band, Cew studies have linked microglia 
with anorexia [33,51 ), even though it is one oC the main cytokine 
producers in the brain. The release oC Ihe pro-inllarnmatory cytokines 
¡nfluences synaptic plasticity and may disrurb normal central nervous 
system Cunetions [52-54). Moreover, administration oC TNF-a, lL-6 or 
IL-l ~ in tbe brain reduces Cood intake, supponing their potential in· 
volvement in triggering anorexia [30-32,55,56). Additionally, recent 
studies implicate pro-inflammatory cytokines associated witb microglia 
and astraeyte reactivity with neurodegenemtion (57). This mecban.ism 
may apply Cor the OlA modeJ. Resides neuronal damage, we aI.so ob
served a Cmction oC cells that were FJC ' but NeuN.; this population 
may correspond to degenerative neuroglia [58). The olA paradigm aI.so 
disrupts the balance oC de·ramiñed/ramiñed microglia in the PFC 

euronal dysfunction is known (O induce morphological changes in 
microglia observed as de·ramiñ ed cells. Microglial response can be mild 
to robust and regionaJJy dependent across the conex (41 ) . Indeed, we 
observed mal anorexia increased me de-ramified/ramified microglia 
ratio selectively in mPFC and OFe, whereas no changes \Yere observed 
iD M2. Thus. lhe pro-intlammatory environment associated witb mi· 
croglia may inIluence the (unction oC neuronal networks and should be 
considered as a key element to understand me neurobiology oC anor
exia. In suppon oC this view. pro-inflammalory cytokines and microgUa 
density lVere reponed to be higher in the PFC oC teenage suicide victims 
[59.60] . suggesting a cornmon rool oC neuroinflammation for neu· 
ropsychiallic disorde,rs. Funhermore, cognitive impairment and de· 
mentia risk in aging are associated with cortical thinning and higb 
concentrations oC 11,6 [61 ). A previous srudy reponed that serum levels 
oC 1l-6 were increased in women wíth anorexia (62). Acrordingly, 
young 1V0men diagnosed wíth AN consistenily show reduced volumes 
of grey maUer in the mesocorticolimbic syslem where me PFC is lo· 
cated. The patients Collowed after weight reco\'ety showed increases oC 
grey m:1tter volumes nearly to control levels in the OFC and mPFC, 
correlating with an improvement in eating and shape roncerns [63). 
Thus. reactive microglia may lIigger increased expression oC pro-in. 
flamma lory cytokines and induce cortical thinning as a consequence oC 
neuronal damage. OveraJl, microglia can sensitively respond to patho
logical challenges in the brain that emerge before physical symptoms. 
\Ve propose thal microgUa may help to monitor clinicaJ genesis and 
progression oC anorexia and may be an attractive targel Cor the devel· 
opment oC biomarkers. 

s. Conclusion 

We conclude thal anorexia, independently oC dehydration, increases 
de-ramiñed microglial densily and the expression oC the pro-in. 
Oarnmatory cytokines TNF-a, 1L-6 and lL-l ~. and this correlates wíth 
neurodegeneration in the PFC. Funher studies wí.ll elucidate if reactive 
microglia and increased expression oC cytokines trigger me onseL of 
anorexia. U so. new therapeutic approaches may consider reactive glia 
as a target. 
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