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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comun; caracterizada por
una neurodegeneracion ocasionada por la acumulacion de placas seniles y la
proteina Tau en estado hiperfosforilado. Las investigaciones mas recientes han
demostrado que existe una asociacion entre la EA y una disbiosis de la microbiota
intestinal. La microbiota de los organismos estd compuesta por bacterias, virus,
protozoarios y hongos que conviven en simbiosis con el huésped. La alteracion de
la microbiota intestinal a través de diversas vias (neural, endocrina, inmune y
metabdlica) tiene repercusion a nivel cerebral. Por otra parte, el uso de antibioticos
durante determinado tiempo puede modificar la diversidad y abundancia
bacteriana residente del tracto gastrointestinal. Para el estudio de la EA a nivel
experimental, el modelo murino triple transgénico (3xTg-AD) ha sido uno de los
mas estudiados sobre los mecanismos que subyacen la pérdida de memoria. Por
lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar en este modelo el consumo
cronico de antibidticos durante 5 meses y su efecto sobre la memoria, asi como
los cambios en la astroglia de subcampo CA1 del hipocampo en animales tratados
con el coctel de antibioticos (ampicilina, neomicina, vancomicina y metronidazol),
administrado por via oral de forma crénica después del destete. Los ratones
tratados fueron evaluados en la prueba de memoria espacial y de aprendizaje,
ambas dependientes del hipocampo, mediante el laberinto acuético de Morris
(LAM). Asociado a este efecto, se analizO en los astrocitos la morfologia
(prolongaciones e intersecciones) y densidad poblacional (software Fiji ImageJ®)
los cuales fueron marcados para visualizar la proteina acida fibrilar glial (GFAP) y
localizados en el stratum radiatum del CAl del hipocampo. Los animales
mostraron cambios conductuales en la memoria espacial de las sesiones del
entrenamiento y el nimero de cruces en la retencion, sin ningun déficit motor. El
analisis morfométrico mostré astrogliosis en el grupo tratado con antibiéticos, sin
ninguna alteracién en la morfologia de los astrocitos. Estos resultados indican que
una modificacion en la microbiota intestinal ocasionada por el consumo cronico de
antibioticos tiene repercusiones a nivel conductual y a su vez, promueve una

proliferacion de astrocitos en el CA1 del hipocampo.



Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common dementia; characterized by
neurodegeneration caused by the accumulation of senile plaques and the Tau
protein in a hyperphosphorylated state. The most recent research has shown that
there is an association between AD and a dysbiotic gut microbiota. The microbiota
is composed of bacteria, viruses, protozoa and fungi that coexist in symbiosis with
the host. The microbiota alteration through various pathways (neural, endocrine,
immune and metabolic) has repercussions at the brain level. On the other hand,
the use of antibiotics (several authors report 3 days or more) for a specific time can
modify the resident bacterial abundance and diversity at the gastrointestinal tract.
For the study of AD at an experimental level, the triple transgenic murine model
(3xTg-AD) has been one of the most studied mechanisms underlying memory loss.
Therefore, the objective of this study was to evaluate in this transgenic model
effects of chronic consumption of antibiotics on memory, as well as the changes in
the astroglia of the CA1 subfield of the hippocampus in animals chronically treated
with the antibiotic cocktail (ampicillin, neomycin, vancomycin, and metronidazole),
p.o. administered after weaning. The chronically treated mice have evaluated the
spatial memory and learning tests, both dependent on the hippocampus, using the
Morris water maze (LAM). Associated to, the morphology (prolongations and
intersections) and population density were analyzed in the astrocytes (Fiji ImageJ®
software), which were marked to visualize the glial fibrillar acid protein (GFAP) and
located in the stratum radiatum of the CA1l of the hippocampus. The animals
showed behavioral changes in the training sessions and the number of retention
crosses, no motor deficits. The morphometrical analysis showed astrogliosis in the
group treated with antibiotics, without any alteration in the morphology of the
astrocytes. These results indicate that a modification in the intestinal microbiota
caused by chronic antibiotic use has behavioral repercussions and, in turn,

promotes astrocyte proliferation in the CA1 of the hippocampus.



Introduccion

En el organismo humano la microbiota intestinal (MBi) se compone de virus,
hongos, paréasitos y bacterias, que viven en simbiosis estableciendo el eje
microbiota-intestino-cerebro a través de vias de comunicacion: nerviosa, endocrina
e inmunoldgica. En la enfermedad de Alzheimer (EA) existe un desbalance en las
poblaciones microbianas por lo que se ha propuesto un papel de las bacterias
intestinales comensales en la progresion del deterioro cognitivo en la EA (Kinross,
Darzi, & Nicholson, 2011; Jiang, Li, Huang, Liu, & Zhao, 2017). Asi se ha
propuesto que las bacterias intestinales pueden llegar a modular esta enfermedad
neurodegenerativa tomando como un factor, la permeabilidad intestinal (Yarandi
et al., 2016). Ademas y dado que el sistema inmune tiene conexién con el sistema
nervioso central (SNC), una disbiosis de la MBi puede estar relacionada con la
neuroinflamacién central (citocinas proinflamatorias) (Hsiao et al., 2013). Se han
evidenciado alteraciones cognitivas (reconocimiento de objetos) en ratones
cuando se les induce una disbiosis de la MBi por la ingesta diaria de antibi6ticos
(Desbonnet et al., 2015). Por otra parte, en el modelo 3xTg-AD se ha reportado
una alteracion de la MBI, en cuanto a abundancia relativa (Syeda et al., 2018).

Tomando en cuenta esta conexion de la MBi con el cerebro, la microglia y los
astrocitos juegan un rol importante en esta comunicacion (Garcia-Céaceres et al.,
2019); porque forman parte de la barrera hematoencefalica y cuya funcion es
proporcionar homeostasis neuronal y participar en eventos de plasticidad sinaptica
(Wang & Bordey, 2008). Se ha reportado una disminuciéon en el contenido de la
proteina glial (GFAP) de los astrocitos del 3xTg-AD, localizados en la corteza
entorrinal desde los 30 dias de edad (Yeh et al., 2011), y en la corteza cerebral a
los 3 meses (Kulijewicz-Nawrot et al., 2012). Sin embargo, no se sabe si estas
alteraciones en este modelo se relacionan a un deterioro cognitivo por la disbiosis
de la MBi reportada. Asi, se espera que al modificar la microbiota en el 3xTg-AD
por el consumo de antibidticos podria aminorar el déficit cognitivo en una prueba

de memoria espacial. Por lo tanto, se propone la hipétesis acerca de que el déficit



cognitivo (regulado por el hipocampo) del 3xTg-AD, esté asociado a la variacion
MBI que afecta a los astrocitos.

2. Antecedentes
2.1 Enfermedad de Alzheimer

2.1.1 Generalidades

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comun relacionada con la
edad (Oboudiyat etal.,, 2013; Querfurth & LaFerla, 2010), la cual afecta
primordialmente a personas mayores de 70 afios. Dado el aumento en la
expectativa de vida, el numero de personas que padecen la EA es cada vez mayor
y esto tiene un fuerte impacto en la economia («2016 Alzheimer’'s Disease Facts
and Figures», 2016; Maresova et al., 2016). Los sintomas notables son la pérdida
de memoria, incapacidad para planificar, pérdida del juicio, cambios repentinos de
humor, afasias' y dificultades para llevar a cabo tareas sencillas (Purves, 2008).
Actualmente la etiologia para la EA es incierta, ya que es de origen multifactorial.

En noviembre de 1901, en Frankfurt, Alemania, ingresé en un hospital
psiquiatrico la paciente de avanzada edad llamada Auguste Deter, con un cuadro
clinico muy peculiar, ya que padecia de una pérdida de la memoria, acompafiada
de alucinaciones, desorientacion tiempo-espacial, paranoia, afasias y trastornos
conductuales (Maurer, 2006).

En la autopsia del cerebro de la Sra. Deter, realizada por el Dr. Aloisyus
Alzheimer (1864-1915), su médico psiquiatra, realiz6 un hallazgo histolégico que
dio pie a una ingente cantidad de investigaciones con relacion a las enfermedades
neurodegenerativas. Revelé que la histologia del cerebro de la Sra. Deter
presentaba placas difusas compuestas por una proteina amiloidea y marafias
neurofibrilares compuestas de una proteina asociada a microtubulos llamada Tau.
Presento estos hallazgos a un reconocido psiquiatra E. Kraepelin (1856-1926) y a
otros médicos alemanes, instandoles que su descubrimiento histolégico tenia
relacion con la sintomatologia de la mujer y estas evidencias no se habian descrito

antes (Hippius & Neundorfer, 2003).

! Las afasias son trastornos del lenguaje catalogadas en dos tipos en funcién al area cerebral afectada. Pueden
ser motoras o sensoriales, llamadas afasias de Broca y Wernicke respectivamente.
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Los trastornos en la funcién de la memoria reciente son los sintomas tipicos
gue conducen a la sospecha y al diagnostico de la EA. Los pacientes repiten sus
propias palabras en una conversacion, vuelven a realizar las mismas preguntas u
olvidan conversaciones recientes (Dickson & Weller, Neurodegeneracién 22 Ed., 2012).
Estos trastornos se asocian a las tres alteraciones histopatologicas tipicas de la
EA que son; la acumulacién de placas seniles compuestas por la agregacioén y mal
plegamiento del péptido BA, marafias neurofibrilares; compuestas por una proteina
asociada a microtubulos (Tau) de naturaleza hiperfosforilada y pérdida de
neuronas y de materia blanca. A su vez, se manifiestan otras alteraciones
asociadas como: angiopatias, neuroinflamacion y estrés oxidativo (LaFerla &
Green, 2012).

En cuanto al estado cerebral de pacientes con la EA se puede observar de
manera macroscopica la atrofia cerebral, la responsable de la disminucion del
peso y el volumen del encéfalo. Ademas se ha reportado una dilatacién de los
ventriculos?, adelgazamiento de las circunvoluciones cerebrales, aumento en la

profundidad de los surcos y esclerosis hipocampal (van de Pol et al., 2006).

2.1.2 Epidemiologia

Segun los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la demencia
afecta cerca de 50 millones de personas. El 60% de esas personas viven en
paises en vias de desarrollo, y cada afio se registran alrededor de 10 millones de
casos nuevos. Se prevé gue el numero total de personas con demencia alcance
los 82 millones en 2030 y 152 millones en el afo 2050

(https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/dementia).

Los estudios de prevalencia e incidencia han mostrado una tasa de
demencia mayor en mujeres que en hombres. Por datos como los anteriores la
OMS reconocié a la demencia como prioridad de salud publica. La mayoria de los
casos son de indole esporadica (99%) y el resto (~1%) son de indole familiar, que
es autosomica dominante por la alteracion en el gen de la APP (proteina

precursora amiloide, por sus siglas en inglés), que se ubica en el brazo largo del

2 También conocido como ventriculomegalia.
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cromosoma 21 (Mayeux & Stern, 2012). Ademas, existe otro gen asociado a la
aparicion de la EA; el de la Apolipoproteina E (APOE) y sus alelos épsilon (€) que

esta asociada a la aparicion temprana de esta patologia (Bickebdller et al., 1997).

2.1.3 Etiologia

Actualmente la etiologia de la EA es desconocida y considerada como
multifactorial, sin embargo, se han propuesto varias hipotesis para explicarla: la
hipétesis colinérgica para la EA (Francis et al., 1999), la mitocondrial (Swerdlow,
2018), la de la alteracion del calcio (Alzheimer’'s Association Calcium Hypothesis
Workgroup, 2017), y la de la cascada amiloide (Hardy & Higgins, 1992; Mucke &
Selkoe, 2012). No obstante, de manera reciente también se vincula con trastornos

hemodindmicos y nutricionales (de la Torre, 2018; Kinross et al., 2011).

2.1.4 Hipocampo

El hipocampo es una elevacibn convexa de materia gris dentro del giro
hipocampal, ubicada en el interior del asta inferior del ventriculo lateral (Fogwe
et al., 2020) y es una estructura cerebral relacionada con la formacién de memoria
(Battaglia et al., 2011), asi como los procesos de la navegacion, la memoria
espacial y la ansiedad también estan asociados con el hipocampo (Bannerman
et al., 2014).

Esta estructura consiste en una poblacion heterogénea de neuronas que se
distinguen por caracteristicas morfolégicas especiales y por su conectividad
(Leuner & Gould, 2010). Esta organizada por tres capas de células que reciben
aferencias de las areas de asociacion de la neocorteza a través de las cortezas
perirrinal, la parahipocampal y la entorrinal (Bartsch & Wulff, 2015).
Anatomicamente, el hipocampo consta de tres grandes subcampos (CAl1, CA2 y
CA3) y forman parte de la formacion hipocampal (giro dentado, el subiculo y la
corteza entorrinal) (Schultz & Engelhardt, 2014).

Se sabe que existe una comunicacion bidireccional entre el subiculo y el
CAl, y esta interaccion es crucial en los procesos de reconocimiento de objetos,

aprendizaje y memoria (Sun et al., 2019).
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Una caracteristica funcional del hipocampo es su hiperexcitabilidad, que le
permite mantener un estimulo eléctrico débil en una estimulacién prolongada y
sostenida, iniciada por un estimulo eléctrico débil, esta capacidad le ayuda a
codificar la memoria sensorial (Fogwe et al., 2020), por lo que es considerado
como modelo clasico de estudios relacionados con la plasticidad neuronal, que es
fundamental en el aprendizaje y la memoria (Bartsch & Wulff, 2015).
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Figura 1. A) Anatomia intrinseca del hipocampo, la via intra-trisinaptica es el principal circuito de
retroalimentacién relacionado con el procesamiento de informacion a través del hipocampo. B)
Diagrama de flujo de la direccion de informaciéon a través del hipocampo destacando el
procesamiento paralelo de la informacion, asi como el redes reciprocas asociativas, colaterales de
Shaffer, fibras musgosas y la via perforante de la corteza entorrinal (EC), giro dentado (DG), CAly
CA3 (Modificado de Bartsch & Wulff, 2015).

En modelos animales murinos se sabe que un dafio en el hipocampo
provoca un deterioro en la memoria de tipo espacial y de reconocimiento de
objetos (Broadbent et al., 2004). Incluso se ha mostrado que, en ratas viejas, el
deterioro en el aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris
estd asociada a una pérdida de sinapsis en el estrato radiado del CA1 (Geinisman
et al., 2004).
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2.1.5 Modelo triple transgénico para la EA (3xTg-AD)

Para una mayor comprension sobre la EA, se han utilizado modelos animales que
simulan algunas caracteristicas histopatolégicas y, en consecuencia, muestran
alteraciones conductuales. Un modelo utilizado es el 3xTg-AD, que es un ratdn
Knock-in transgénico insertado con tres genes humanos (PSlmusev, taupsoi,
APPs.) que codifican el péptido BA (beta amiloide), y la proteina Tau
hiperfosforilada (Oddo, Caccamo, Shepherd, etal.,, 2003). En adicién, la
agregacion de PBA precede a la formacion de marafias neurofibrilares (Oddo,
Caccamo, Kitazawa, et al., 2003).

En ratones transgénicos para la EA, se ha asociado la aparicién de placas
BA en diversas areas del cerebro, a déficits cognitivos, sin embargo, algunos
sefialan que la falla sinaptica precede a la formacién de placas y este evento se lo
atribuyen al mal plegamiento de los oligdbmeros solubles del péptido BA, mas que
las placas per se (Brouillette et al., 2012).

Estos modelos transgénicos presentan algunas alteraciones conductuales
(Sterniczuk et al., 2010). Por ejemplo, en el laberinto de Hebb-William, donde se
evaluo la memoria espacial en ratones hembras y machos (3xTg-AD) de 4 meses,
presentaron un déficit cognitivo desde la fase de adquisicién (Fertan et al., 2019);
sin embargo, las hembras presentaron un peor desempefio en comparacion con
los machos de 6 meses en el laberinto acuéatico de Morris (LAM) (Clinton et al.,
2007), aungue en ambos estaba patente un déficit cognitivo.

Asi  mismo, Billings, Oddo, Green, McGaugh, y LaFerla, (2005),
demostraron que hay una acumulacion intracelular del péptido BA desde los 4
meses en el hipocampo de estos ratones, no obstante, sefialan que el primer
deterioro cognitivo en desarrollarse es la retencion y no el aprendizaje.

Por otra parte, existen diferencias entre machos y hembras a nivel de
sistema inmune; los machos tienen una tasa de mortalidad mas elevada que las
hembras 3xTg-AD (Stover et al., 2015).
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Estas diferencias entre ambos sexos se pueden asociar a los niveles de
estrogenos presentes en las hembras en el proestro y la sintesis local de
aromatasa en el cerebro y esto puede tener una participacion importante en

eventos sinapticos (Overk et al., 2013).

2.1.6 Astrocitos en la EA

La astroglia es un tipo de células del SNC (también conocidas como astrocitos),
de origen neuroepitelial, ectodérmico, que proveen homeostasis a las neuronas en
el SNC y a su vez, son altamente heterogéneos en su forma y funcion y tienen una
capacidad plastica que define el mantenimiento del SNC en el desarrollo e incluso
en la vejez (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). La heterogeneidad de los astrocitos
esta conferida a groso modo por su morfologia y por proteinas estructurales tales
como la GFAP y las proteinas transportadoras de glutamato-aspartato (GLAST,
por sus siglas en inglés) (Pestana et al., 2020).

Los astrocitos segun su morfologia y localizacion se han clasificado en dos
subtipos: los fibrosos que se hallan en la sustancia blanca y los protoplasmaticos,
en la sustancia gris. A su vez, existen otras células gliales durante el desarrollo
similares a los astrocitos, como las células radiales; también se encuentra la glia
de Bergmann en el cerebelo, o la de Miiller en la retina que cumplen con funciones
parecidas (Matias et al., 2019).

Los astrocitos poseen una amplia gama de funciones en el SNC tales como:
sintesis de proteinas de la matriz extracelular, moléculas de adhesion y factores
de crecimiento, participan en la angiogénesis y el mantenimiento de la barrera
hematoencefélica, captura de neurotransmisores (glutamato y GABA), participan
en el soporte metabdlico (Wang & Bordey, 2008), también fungen como sensores
metabdlicos en la ingesta de comida (Garcia-Caceres et al., 2019), a la vez se
comunican con las neuronas, y en la liberacion de exosomas por parte de sus
prolongaciones que se dirigen a otras células nerviosas con funciones como
neuroproteccién o expresion de receptores (Venturini et al., 2019) e incluso llegan
a participar como células de defensa; ya que expresan el complejo mayor de

14



histocompatibilidad tipo Il y liberan algunas citocinas proinflamatorias como el
TNF-a (Dong & Benveniste, 2001).

Dada la participacion crucial que tienen los astrocitos en la formacion de
sinapsis y soporte metabdlico poseen una estrecha relaciébn en los procesos
cognitivos como la formacion de la memoria y la consolidacion (Adamsky &
Goshen, 2018).

En el hipocampo, en particular en el estrato radiado® del CA1, los astrocitos
marcados con GFAP muestran que su morfologia es estelar, son protoplasmaticos
y estos procesos astrociticos generan dominios espaciales (Bushong et al., 2002).
Otros estudios con GFAP y técnicas argénticas revelan que estos dominios
generados por los astrocitos son discretos y solo se traslapa una pequeia parte
de ellos en la periferia (Ogata & Kosaka, 2002).

Sin embargo, estas células también son susceptibles a sufrir distintos dafios
COmo consecuencia a sus respuestas o intentos de mantener la homeostasis
(Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

De hecho, se ha realizado un glosario de astropatologia que incluye
afecciones propias de los astrocitos tales como: reactividad de astroglia, atrofia
astrocitica, pérdida de la funcion y remodelacion patologica astroglial (Verkhratsky
etal.,, 2019). En las ultimas décadas se ha incrementado el estudio de los
astrocitos implicados en las enfermedades neurodegenerativas como la EA, en
donde los astrocitos tienden a la degenerarse y atrofiarse (Verkhratsky et al.,
2019). En adicion, la astrogliosis es una caracteristica morfolégica tipica en los
cerebros con la EA ya que tratan de reemplazar a las neuronas muertas (Blasko
et al., 2004).

A la vez, se han realizado numerosos estudios en ratones 3xTg-AD, donde
muestran que los astrocitos tienen cambios morfoldgicos durante el desarrollo de
la patologia. Asi, en ratones (3xTg-AD) de 6 meses de edad, los astrocitos del giro
dentado del hipocampo muestran una tendencia clara a reducir la superficie de la
proteina fibrilar glial (GFAP, por sus siglas en inglés) en un 44% y su volumen en
un 55% (Olabarria et al., 2010). Esta observacion se refiere a que los astrocitos

3 Stratum radiatum, en latin.
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gue rodean las placas beta amiloide (AB) en el CAl incrementan de manera
significativa la superficie del GFAP en comparacion con los que se encuentran
lejos (Olabarria et al., 2010).

Los astrocitos en la corteza entorrinal de ratones 3xTg-AD, muestran atrofia
de sus procesos al mes de edad (Yeh et al., 2011), y a los 3 meses de edad en la
capa | de la corteza en este mismo modelo se reduce su area en un 37 % y el
volumen en un 48%. Pero hay una atrofia mayor del 50 % en la capa Il asociada a
una reduccion de su volumen (Kulijewicz-Nawrot et al., 2012). Estos estudios son

evidencia de que este modelo transgénico muestra alteraciones en los astrocitos.

2.2 Microbiota intestinal y enfermedades neurodegenerativas

2.2.1 Generalidades
A principios del siglo pasado Metchinikoff (1845-1916), un cientifico ruso que
trabajaba en el instituto Pasteur, ya habia propuesto la idea de que el microbioma
intestinal era dinamico y que las bacterias «negativas» se podian de alguna
manera remplazar por bacterias «positivas» (Cresci & Bawden, 2015). William
James y Carl Lange introdujeron por primera vez el concepto de comunicacion
bidireccional entre el SNC vy los intestinos (Giau et al., 2018).

Al conjunto de bacterias, hongos, virus y parasitos, junto con sus genes y
metabolitos se le conoce como microbioma (Cresci & Bawden, 2015), y el término
microbiota general, no incluye genes, ni metabolitos. En el cuerpo del humano,
existen alrededor de 10** microorganismos (bacterias en su gran mayoria), unas
mil variedades de especies, conviviendo en simbiosis con el huésped (O’'Hara &
Shanahan, 2006), siendo ese numero mayor por 10 o 100 veces al numero total
de células eucariotas de todo el organismo humano.

Los filos de bacterias mas numerosos en el humano son; Firmicutes, que
contiene 301 filotipos; Bacteroidetes con 65, menos nNuUMerosos son;
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobateria y Verrucomicrobia (Eckburg et al.,
2005).
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Algunos andlisis revelan que las bacterias de la microbiota intestinal tienen
funciones esenciales como el transporte de carbohidratos, lipidos, aminoacidos y
iones inorganicos (Gill et al., 2006), por lo que tienen una participacion relevante

en el metabolismo del organismo y esta relacionada con estados de salud y

Bacterias comunes Tubo digestivo Abundancia

(cfu/mL) FILOS BACTERIANOS PREDOMINANTES

Lactobacillus

‘ Streptococcus Estoimago 100
Helicobacter

‘ Peptostreptococcus
. Duodeno 10-1.000

Lactobacillus /

Streptococcus \ Yeyuno 10%-10°
i 7409

Streptococcus lleon 10710

Bacteroidetes

Clostridium
Actinomycinaeae

Bacteroidetes Ciggo

Clostridium Colon proximal 101102
Bifidobacterium Colonldistal
A.:n terobacteriaceae

Eubacteria Recto

Figura 2. A) Cantidad y variedad de microorganismos a lo largo del tubo digestivo humano. B)
Principales filos bacterianos predominantes en la microbiota gastrointestinal humana (Tomado de
Gomez-Eguilaz et al., 2019)

enfermedad. Ademas, se sabe que gran cantidad de serotonina (5-HT) se produce
a lo largo del tracto intestinal (Jameson & Hsiao, 2018), por ello se han realizado
investigaciones relacionadas con depresion, estrés y ansiedad con ratones libres
de gérmenes (Foster & McVey Neufeld, 2013).

Por lo tanto, se sostiene la idea de que la microbiota intestinal y su
diversidad taxondmica esta fuertemente asociado a multiples enfermedades como
autismo (Vuong & Hsiao, 2017), enfermedad de Parkinson (EP) (Sampson et al.,
2016), o la EA (Jiang et al., 2017; Kinross et al., 2011).

En este contexto, se ha llegado a proponer la hipétesis de la higiene de la
EA, la cual sostiene que nuestra interaccion con diferentes microorganismos
puede llegar a afectar al sistema inmune asociado a una correlacion negativa con
una gran diversidad de bacterias y su contra parte, una correlacion positiva, vivir

en un ambiente sanitizado (Angelucci et al., 2019).

17



2.2.2 Eje Intestino-microbiota-cerebro

La MBi se comunica con el SNC por tres vias principalmente: la nerviosa

(mediada por el par craneal X o nervio vago), la endécrina (hormonas y el eje
HPA) y por el sistema inmune (leucocitos, citocinas proinflamatorias) (Quigley,
2017).
El SNC también se comunica con el Sistema Nervioso Entérico (SNE), que esta
altamente inervado (posee mas neuronas que la médula espinal) porque cuenta
con dos plexos nerviosos de gran tamafio: mientérico y submucoso, su
comunicacion es bidireccional e intervienen diversos factores como la
permeabilidad intestinal y el estrés (Figura 2) (Yarandi et al. 2016).

Los acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato)
producidos por las bacterias intestinales, al cruzar la barrera hematoencefalica
juegan un papel importante en el mantenimiento de su integridad y por via vagal
cumplen otras funciones metabdlicas importantes en distintas células, como
astrocitos y microglia (Silva et al., 2020). Por lo tanto, tienen una participacion
relevante en la homeostasis del SNC.

Ademas, la informacion acerca del ambiente luminal del intestino como la

hiperosmolaridad, niveles de carbohidratos, distorsion mecanica de la mucosa y
productos metabdlicos de las bacterias también viajan por medio del nervio vago
hasta el SNC (Rhee et al., 2009).
A su vez, las células enterocromafines localizadas a lo largo del tracto entérico,
producen péptidos de sefializacion como CRH (factor liberador de corticotropina,
por sus siglas en inglés), somatostatina y colecistocinina, en respuesta a eventos
fisiologicos o patologicos, e interactia de manera paracrina con los nervios
aferentes que se hallan cerca de esas células (Rhee et al., 2009), evidencia que
hace énfasis en la comunicacion bidireccional del SNC con el SNE.

También las bacterias intestinales son reguladores potentes de la mucosa y
del sistema inmune, activando células T CD4" con citocinas proinflamatorias (Fung
etal., 2017).
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Figura 3. Interaccion entre la MBi y el SNC. Diversos factores afectan la comunicacion que es de
naturaliza bidireccional. Imagen modificada de Yarandi et al., 2016.

Ademas de su participacion relevante en eventos fisiologicos, también son
susceptibles de participar en patologias. Una gran cantidad de evidencia sugiere
gue la MBi ademas de contribuir de manera importante en la homeostasis general
del organismo, tiene gran influencia en contribuir al riesgo de producir
enfermedades e incluso de padecer ansiedad y trastornos emocionales (Foster &
McVey Neufeld, 2013).

El impacto que llega a tener la MBi en el organismo es tal, que un estudio
demostré que la microbiota de pacientes con trasplantes alogénicos de tejido
hematopoyético tuvo una pérdida de la diversidad bacteriana y esta evidencia
predecia el riesgo que tenian de morir (Peled et al., 2020).

En animales como los ratones, la MBi es esencial para el adecuado
desarrollo de las interacciones sociales (Desbonnet et al., 2014). Esto puede ser
debido a que durante las interacciones sociales hay una liberacion de oxitocina por
parte del ndcleo paraventricular del hipotalamo lo que incrementa la actividad
dopaminérgica en el area tegmental ventral. El reforzamiento social se da por la
interaccién de los neurotransmisores, dopamina, oxitocina y serotonina (Vuong &
Hsiao, 2019). Es interesante resaltar que un tratamiento p.o. con Lactobacillis
reuteri en un modelo murino de autismo que presentaba alteraciones en la

oxitocina, mejord sus interacciones sociales (Sgritta et al., 2019).
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2.2.3 Disbiosis intestinal

La proliferaciéon de familias de bacterias que generan estados patoldgicos y
propician un desequilibrio en la composicion de una MBI adecuada se le conoce
con el nombre de disbiosis (Sekirov et al., 2010).

Ademas se sabe que la composicion de la microbiota en el humano va
cambiando en funciéon a la edad; asi en la infancia, el flo mas numeroso es
Bacteroidetes en relacion al filo Firmicutes que es el predominante en la adultez;
sin embargo, en la vejez esto se invierte siendo el filo Bacteroidetes el mas
numeroso (Mariat et al., 2009).

Son muchos los factores que intervienen en la variacion de la diversidad de
las familias de la microbiota, tales como la dieta, el consumo de probidticos y
prebioticos, la obesidad, drogas, la region, el genotipo o incluso el género estan
involucrados (Delzenne & Cani, 2011).No obstante, uno de los factores que mas
impacta la composicion taxondémica de la microbiota son los antibitticos, ya que
con tan so6lo unos cuantos dias de consumo continuo puede modificar la
diversidad microbiana (Lange et al., 2016).

Para constatar la importancia del impacto y la relacion que tiene la MBi se
ha realizado estudios en ratones libres de gérmenes o Germ Free (GF, por sus
siglas en inglés).

Estos ratones han sido empleados en estudios de enfermedades
neurolégicas; de plasticidad (neurogénesis, actividad neuronal, transcriptomas); de
neuroproteccién (permeabilidad de la barrera hematoencefélica, microglia); de
neurotransmision (cantidad de receptores); de sintesis de factores neurotroficos y
de estrés (Luczynski, McVey Neufeld, et al., 2016). Los resultados de dichas
investigaciones han revelado que los ratones GF, tienen alteraciones en cada uno
de ellos.

Incluso hay diferencias sexuales en este tipo de ratones manifestadas en el
hipocampo. En ratones macho GF, se ha observado una disminucién del mRNA
de BDNF pero las hembras presentan el efecto contrario (Clarke et al., 2013).

También se han realizado estudios en ratones transgénicos APPPS; (de 3.5

y 8 meses) en comparacion con los ratones control cuya poblacion de microbiota
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es convencional y una disminucion de los niveles de BA (Harach et al., 2017).
Estos resultados demuestran que la microbiota esta relacionada con la patologia
de BA en la EA.

En la figura 3 se muestra como ejemplo, la diversidad taxonémica de filos de

bacterias de un raton transgénico.

d

1 mo-old 3.5 mo-old & mo-old

4\ |
CONVR-WT ;

B Actinobacteria @ Cyanobacteria
B Bactercidetes B Deferribacteres
B Firmicutes B T™M7

B Protecbacteria W Tenericutes

CONVR-APPPS1 B Verrucomicrobia

Figura 4. Secuencia de abundancia relativa de la diversidad taxondmica en Phyla de la MBi de
ratones transgénicos APPPS; de 1, 3.5 y 8 meses de edad (modificado de Harach et al., 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que un trasplante fecal de pacientes con
Parkinson a pacientes sin la patologia, se modifica la diversidad taxonémica del
microbioma, e incluso esto llega a ocasionar deterioro motor (Sampson et al.,
2016). Esto sugiere de manera directa, que hay bacterias asociadas a diferentes
enfermedades neurodegenerativas. También en pacientes con autismo se ha

demostrado que presentan una disbiosis intestinal (Vuong & Hsiao, 2017).

2.2.4 Antibiéticos

El uso de antibidticos ha tenido un gran impacto en la salud y ha logrado elevar la
longevidad y calidad de vida en animales y humanos. Este descubrimiento lo
realizo Alexander Fleming, en 1928, cuando observo en cultivos que el crecimiento
de especies de estreptococos se inhibian ante la accion del hongo Penicilinum
notatum (Suéarez & Gudiol, 2009).

La accion bactericida de los antibiéticos es variada, el principio activo puede
interferir con la sintesis de enzimas que actdan a nivel de proteinas, pared celular

y acidos nucleicos.
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Sin embargo, dada su gran utilizacion en muchas areas de la salud, algunas
bacterias han generado resistencia en contra de ellos, sintetizan enzimas que los
hidrolizan. Un ejemplo son los antibiéticos 3 -lactamicos; donde las bacterias que
han generado resistencia han sintetizado una enzima llamada p-lactamasa que lo
degrada (Aminov, 2009).

En este contexto no sorprende que el consumo frecuente de antibiéticos
puede llegar a modificar la diversidad taxonomica del microbioma intestinal.
Ademas, la disbiosis causada por consumir antibiéticos tiene como consecuencia
cambios en la interaccion microbioma-huésped, entre especies, regulacion y en la
actividad metabdlica (Lange et al., 2016).

En un estudio con ratones, se demostré que un consumo (p.o.) diario de un
coctel de antibidticos durante 17 dias afectaba la expresion de genes, siendo los
mas afectados los relacionados con el ciclo celular y la biosintesis de lipidos, a su
vez los genes de respuestas inflamatorias también se encontraban alterados
(Reikvam et al., 2011). Incluso un consumo diario de antibiéticos durante una
semana afecta la expresion de genes relacionados con el metabolismo de la
glucosa, llegandose a mejorar la tolerancia a la glucosa en ratones (Rodrigues
et al., 2017).

En particular, se ha propuesto que el consumo de antibidticos en pacientes
con la EA puede tener resultados positivos, debido a la eliminacion de algunas
bacterias que favorecen la neuroinflamacion (Angelucci et al., 2019).

Desbonnet y colaboradores (2015) realizaron un estudio donde ratones (NIH
Swiss) consumian un coctel de antibioticos desde el dia posnatal 21 (destete)
hasta el dia posnatal 80 y encontraron que habia alteraciones en la tarea de
reconocimiento de objetos, caja luz/oscuridad e interacciones sociales. En apoyo a
estos resultados, otros estudios en ratones tratados con antibiético intragastrico
durante 2 semanas para inducir una disbiosis encontraron cambios en la expresion
de proteinas de unién, como BDNF, GRIN2B (receptor ionotropico de glutamato
sub. 2B, por sus siglas en inglés), la proteina transportadora de serotonina, la
actividad del eje HPA e incluso una reduccion sustancial de 4cidos grasos volatiles
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(Fréhlich et al., 2016). Estas evidencias sugieren que el consumo de antibioticos
puede llegar a generar cambios importantes en el SNC.

2.2.5 Neuroinflamacién

El sistema inmune de los mamiferos es un drgano dinamico notable que responde,
reconoce y se adapta en respuesta a moléculas ajenas y extrafias al organismo
siendo un proceso central en la salud y en la enfermedad (Mazmanian et al.,
2005).

La neuroinflamacion es dificil de definir en relacion con las enfermedades
neurodegenerativas tipo EA, Parkinson, o en la esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), porque hay caracteristicas histopatolégicas como reactividad de astrocitos
y microglia, acompafiado de mediadores inflamatorios del parénquima (Ransohoff,
2016).

Las microglia son células que comprenden el sistema inmune del cerebro,
representan del 5 al 12% del total de células en el SNC y cumplen con diversas
funciones: censan el entorno del SNC, realizan tareas de limpieza fisiologica y de
defensa en contra de agentes modificados propios o ajenos al organismo
liberando citocinas proinflamatorias (Hickman et al., 2018).

En este contexto, en ratones 3xTg-AD de tres meses de edad se han
hallado niveles altos del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, por sus siglas en
inglés) y MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos-1, por sus siglas en inglés)
en la corteza entorrinal y se relaciona con un incremento de macrofagos y
microglia en esta zona (Janelsins et al., 2005).

Pese a que la microglia es la encargada de procesos inflamatorios, se
considera que los astrocitos (que son mas numerosos) juegan un papel
significativo y continuo en relacion con la microglia durante un proceso inflamatorio
(Lin et al., 2018). A pesar de toda esta sefalizacion periférica de inflamacién, las
placas seniles, las marafias neurofibrilares y la neurodegeneracion son
consideradas la mayor fuente de neuroinflamacion en la EA (Akiyama et al., 2000).

En un estudio reciente utilizando ratones transgénicos machos

(APPswe/PS1aeo) tratados con un coctel de antibidticos durante una semana, se
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encontré6 que se redujo la reactividad de los astrocitos marcados con GFAP
alrededor de las placas BA (Minter etal.,, 2016). A su vez, en ausencia de
sefalizacion inflamatoria, los astrocitos no expresan BACE1 (enzima que escinde
el péptido BA); sin embargo, una vez activados si la expresan (Hartlage-
Rubsamen et al., 2003). Estos hallazgos revelan que los astrocitos interactian de
diferentes maneras con el metabolismo de las placas BA.

Por otra parte, diversas bacterias como: Escherichia coli, Salmonella
enterica sero-variedad typhimurium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, y
Mycobacterium tuberculosis, producen fibras amiloides extracelulares, lo cual
también puede contribuir al avance de la EA (Hufnagel et al., 2013).

Ademas las bacterias enterotoxigénicas de la microbiota también producen
endotoxinas y lipopolisacaridos (LPS); moléculas que son capaces de
desencadenar respuestas inflamatorias del sistema inmune, fagocitosis, activacion
de la microglia y mecanismos de desintoxicacion, caracteristicas propias de la
neurodegeneracion (Lukiw, 2016).

A su vez, el intestino cuenta con su propio sistema inmune: tejido linfoide
asociado a intestinos (llamadas placas de Peyer). La segunda barrera fisica son
las células epiteliales de la mucosa intestinal. Las células linfoides innatas
localizadas en el epitelio activan citocinas que juegan un importante papel en
respuesta a una inflamacion (Shi et al., 2017).

Para una mayor comprension de la neuroinflamacion existen modelos
murinos transgénicos para la EA en donde se puede observar rasgos
caracteristicos de neuroinflamacién por la sobreproduccién, mal plegamiento y
depdsito de placas B-amiloide y su interaccion con neuronas y glia (Nazem et al.,
2015).

2.2.6 Antecedentes directos

Se conocen dos grandes Phyla de bacterias que habitan la MBi de ratones:
Firmicutes y Bacteroidetes (Mariat et al., 2009; Zhang et al., 2017). En humanos,
se sabe que la relacion entre estos los dos grandes filos va cambiando con la

edad; asi, en los infantes la proporcién de Firmicutes/Bacteroidetes antes de los
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25 afnos es de 0.4; en la adultez la relacion es de 10.4 y vuelve a decrecer a los
70 aios a 0.6 (Mariat et al., 2009).

La proporcién de las bacterias que reporta Desbonnet y colaboradores, (2015), es
un 45% de Bacteroidetes, 49% Firmicutes, 3% Derrucomicrobia 'y 3% de otros filos
en ratones NIH Swiss de 6 meses. En el raton 3xTg-AD, Syeda y colaboradores,
(2018) reportaron en las hembras de 9 meses una abundancia relativa de 51% de
Bacteroidetes, 41% de Firmicutes y 8% de Proteobacteria. Por otra parte, Jiang y
cols., (2017) reportan en ratones transgénicos para la EA (APPswe/PSlaes) un
porcentaje de 45% en el phylum Bacteroidetes, 42% Firmicutes y 12%
Proteobacteria, y su control WT, 49% Bacteroidetes, 44% Firmicutes, 6%
Proteobacteria. Estos datos revelan que la poblacibn de Bacteroidetes esta
elevada con relacion a la edad y a su vez en los modelos transgénicos.

Por otra parte, se sabe que el consumo de antibidticos de manera cronica
afecta la MBI, se probo en ratones NIH Swiss que el consumo diario de un coctel
de antibidticos durante 6 meses a partir del destete, repercute de manera negativa
en tareas conductuales y sociales (Desbonnet et al., 2015).

Como se menciono, hay evidencia que apoya la comunicacién que existe
entre la MBi y el SNC y se sabe que una via de comunicacién entre la microbiota y
el SNC, es la via inmune mediada por células inflamatorias y sus citocinas y se
sugiere también cdmo el sistema inmune es regulado por la MBi (Hsiao et al.,
2013).

Ademas, una investigacion en ratones transgénicos machos de 6 meses en
donde se comparo la carga del péptido BA tratados con un coctel de antibidticos,

esta se redujo con respecto al grupo control (Minter et al., 2016).

3. Planteamiento del problema

Se ha reportado que los ratones 3xTg-AD, tienen una disbiosis de la
microbiota gastrointestinal (Bello-Medina et al., 2021; Syeda et al., 2018), porque
presentan una variacion a la alta o a la baja de ciertos filos de bacterias y aunque

no sea causa directa de su alteracion conductual, hay evidencias que sugieren
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gue una disbiosis esta relacionada con procesos neuroinflamatorios, y éstos si
pueden estar relacionados con eventos cognitivos (Nazem et al., 2015).

En relacion a la neuroinflamacion, histolégicamente se encuentran
leucocitos en la periferia de los vasos sanguineos y una gliosis debida a un
aumento de citocinas proinflamatorias como las interleucinas 1 y 6 (IL-1, 1L-6),
factores TNF-a y MPC-1 (Akiyama et al., 2000; Janelsins et al., 2005). En ratones
3xTg-AD de tres meses de edad, se ha reportado que hay un aumento de
citocinas proinflamatorias en la corteza entorrinal (Janelsins et al., 2005), ademas,
desde el mes de edad los astrocitos presentan una atrofia (Yeh et al., 2011). La
proteina GFAP de los astrocitos en el giro dentado de ratones 3xTg-AD presentan
menor area de superficie en sus prolongaciones y una disminucién en el volumen
del soma (Olabarria etal., 2010; Verkhratsky et al.,, 2019). Ademas, se ha
demostrado que en la corteza cerebral existe una atrofia astrocitica, sobre todo en
las capas | y Il a partir de los 3 meses de edad (Kulijewicz-Nawrot et al., 2012).
Esta evidencia de alteracidon morfolégica en los astrocitos en la EA puede estar
relacionada a su déficit cognitivo. Por otro lado, Syeda y colaboradores (2018)
también reportan un aumento significativo de astrocitos (astrogliosis) en el raton
3xTg-AD con respecto a los ratones no transgénicos.

Tomando en cuenta la disbiosis intestinal que presentan los ratones 3xTg-AD y
gue ésta puede estar asociada a un deterioro cognitivo, una ingesta diaria de un
coctel de antibidticos durante 5 meses podré tener influencia en la microbiota,
modificando el porcentaje de ciertas familias de bacterias. A su vez, este evento
puede estar asociado a un cambio en la conformacion morfolégica de los
astrocitos en el hipocampo (subiculo y el CAl), ya que estas células al
proporcionar una homeostasis neuronal y formar parte de la barrera
hematoencefélica, pueden llegar a ser afectados de manera indirecta a partir de la
interaccion de la microbiota y sus metabolitos con el sistema inmune. En
consecuencia y debido también a la participacién crucial que poseen los astrocitos
en la formacion de nuevas sinapsis, que se generan en el proceso de aprendizaje,
estos efectos se podrian valorar por la respuesta en una tarea de memoria

espacial regulada por el hipocampo.
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4. Hipotesis

Una disbiosis producida por el consumo cronico de un coctel de antibiéticos en
ratones 3xTg-AD:

e Aminorara su deterioro cognitivo.

e Modificara el numero de los astrocitos en el CA1 del hipocampo.

e Modificara las prolongaciones e intersecciones de los astrocitos en CA1 del
hipocampo
e Generara alteracion en algunos géneros de bacterias de la microbiota

intestinal

(3

. Objetivos

e Observar si el consumo diario de un coctel de antibiéticos, en ratones 3xTg-
AD machos a partir del dia posnatal 30 (destete) hasta el dia 180, produce
una mejora en el desempefio conductual en el laberinto acuatico de Morris.

e Determinar si el consumo diario de un coctel de antibioticos, en ratones
3xTg-AD machos a partir del dia posnatal 30 (destete) hasta el dia 180,
produce cambios en el nimero y la morfologia de los astrocitos del CA1 del

hipocampo.
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6. Diselo experimental

6.1 Metodologia experimental

Aproximadamente 15 Recoleccion de .
gramos microbiota Eutanasia
5 meses de consumo \
Consumo diario de Laberinto acuatico de Inmunchistoquimica enzimatica
coctel de antibioticos Morris vs astrocitos GFAP+
PN O PN 30 PN 180

Figura 5. Representacion grafica del disefio experimental, a partir del dia del destete hasta el
analisis total de datos.

6.1.1 Animales
Todos los animales fueron cuidados bajo la supervisién de un Médico Veterinario,
y vigilados bajo los estatutos que marca norma oficial mexicana: NOM-062-Z00-
1999 y el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia. Los ratones
transgénicos 3xTg-AD (Jackson Lab) fueron mantenidos en un ambiente
controlado de microorganismos patdgenos, en un lugar adaptado y destinado al
cuidado de estos animales bajo estas condiciones. Al cumplir los 30 dias después
del parto se les coloc6 en cajas habitacion de policarbonato con el nimero de
animales por caja: minimo dos y el maximo seis. Se pesaron con el fin de alcanzar
un minimo de 15 gramos de peso, considerado adecuado para iniciar el
tratamiento.

En el disefilo experimental se tuvieron dos grupos de machos (3xTg-AD),
cada uno con una n de 7 individuos, con y sin tratamiento de antibioticos donde el

tratado consumio el antibiético disuelto en agua.

28



6.1.2 Coctel de antibidticos
El coctel de antibibticos consistié en diluir 1 g de ampicilina, 1g de Neomicina, 1
gramo de metronidazol y 0.5 g de vancomicina en 1 litro de agua potable (Ochoa-
Reparaz et al., 2009; Reikvam et al., 2011). Para la cuantificacion diaria de ingesta
de antibiético y agua por caja de ratones se adaptaron tubos conicos de 50 ml -tal

como se muestra en la figura 5.

Figura 6. En A, tubo cénico de 50 ml adaptado como bebedero (para cuantificar el consumo de
agua y antibiético). B y C cajas de ratones con el tubo cénico adaptado.

Caracteristicas de los antibidticos:

e La ampicilina es un antibiético betalactamico de amplio espectro, cuya
funcidon es inhibir la dltima etapa de la sintesis de la pared celular
bacteriana. Es activo frente a enterobacterias gramnegativas (Suarez &
Gudiol, 2009).

e La neomicina es un antibiético de la familia de los aminoglucésidos,
cuya funcion es inhibir la sintesis de proteinas, uniéndose a la
subunidad 30s de los ribosomas bacterianos. Muestran una actividad
bactericida frente a bacilos aerobios gramnegativos, las enterobacterias.

e La vancomicina es un antibiotico de la familia de los glucopéptidos, que
inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana, su espectro es reducido,

contra bacterias grampositivas.
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e El metronidazol es un antibiético y antiparasitario de la familia de los
nitroimidazoles, rompe la cadena de ADN e inhibe la sintesis de acidos
nucleicos. Es efectiva frente protozoos y bacterias anaerobias (Vicente
& Pérez-Trallero, 2010).

6.1.3 Peso corporal
Se registro el peso a partir de que los ratones alcanzaron un peso de entre 13y 15
gramos, una vez por semana durante todo el tratamiento, es decir, hasta el

momento de la eutanasia.

6.1.4 Analisis de la MBi
La colecta de heces fue de manera individual (ver anexos). Se recolectaron de 3 a
6 heces por raton, se transportaron en hielo seco y se almacenaron en un
ultracongelador a una temperatura de -70°C. Para su posterior analisis y
secuenciacion de ADN y determinar la abundancia relativa por ratén utilizando el
método descrito por (Syeda et al., 2018).

6.1.5 Genotipificacion

Para corroborar el fondo genético de los ratones 3xTgAD de ambos grupos se
realizaron las PCR correspondientes con el fin de identificar la presencia de los
transgenes: APP (que su producto mide 500 pb), Tau (con un producto de 350 pb)
y PS1 (cuyo producto es de 530 pb). EI material genético que se utiliz6 fue
obtenido a partir de la parte distal de la cola de los ratones. Dicho procedimiento
se llevé a cabo en las instalaciones de la Unidad de Proteogendmica del Instituto
de Neurobiologia, UNAM.

6.1.6 Laberinto acuatico de Morris
Se consideraron 7 ratones por grupo (ver anexo del procedimiento). Se utilizé un
tanque de color blanco de 1 m de didmetro, a una temperatura del agua de 21°C *.

1°C y una plataforma de acrilico de 14 cm de didmetro oculta en uno de los
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cuadrantes, sumergida 0.5 cm, con una profundidad de 17.5 cm y con sefales
extra laberinticas.

Se manipularon todos los ratones 3 dias previos a la tarea conductual, de 3
a 5 min aproximadamente por ratén, a fin de reducir el estrés adicional.

Se realizaron 4 ensayos por sesion, en total fueron 4 sesiones, una por dia,
por lo tanto, fueron 16 ensayos en total. Antes del primer ensayo del primer dia,
todos los ratones fueron colocados 20 s en la plataforma. En cada ensayo, cada
ratén fue liberado de manera aleatoria en uno de los cuadrantes, si pasaban 60 sy
no encontraban la plataforma, se les guiaba de manera manual y se dejaban 20 s
en la plataforma (solo en el primer ensayo de la primera sesion).

Posteriormente se sacaron del tanque y se dejaban en una caja céalida (foco
infrarojo) durante 20 s después de cada ensayo. La retencién del entrenamiento
espacial se evalud a las 24 h después del ultimo ensayo. Los ratones fueron
puestos a nadar durante un lapso de 1 min. sin plataforma. Todos los ratones
fueron monitoreados por una cadmara ubicada de tal forma que se observara desde
arriba del tanque de agua y los videos fueron grabados para su posterior analisis.

Los videos fueron analizados utilizando el software SMART®© V3.0.05
especializado que cuenta con un sistema de videotracking lo que permite detectar
y registrar la trayectoria de los ratones dentro del tanque. Se consideraron los
siguientes parametros: tiempo en segundos que estuvieron en los 4 cuadrantes y

namero de veces que entraron a dichos cuadrantes.

6.1.7 Eutanasia por perfusion
A todos los ratones se les aplico la eutanasia basada en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 con una dosis de pentobarbital (0.1 ml) via
intraperitoneal para inducir un estado de anestesia. Al verificar que el animal ya no
percibia dolor (ej., pinchazo con aguja en el maslo de la cola), se realiz6 una
incision en la linea media abdominal, se ubico el proceso xifoides y se cortd por el
margen del diafragma para exponer el aparato cardiovascular. Una vez ubicado el
corazon, se hizo un corte en la auricula derecha provocando una hipovolemia por
hemorragia, de inmediato se le inyectaron -con ayuda de una bomba de perfusion-

25 ml de PB 0.1 M (pH de 7.40) en el apice del corazén para penetrar el
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ventriculo. Inmediatamente, se le administran otros 25 ml de paraformaldehido
(PFA) al 4% (pH 7.4) para fijar el tejido. Una vez perfundido, se le cort6 la cabeza
a nivel del axis o el atlas y se expuso el craneo. Se separan los huesos del craneo
cuya fisura es la interhemisférica y se extrajo el encéfalo para después dejarse
inmerso en PFA al 4% durante 24 horas a 4°C y posteriormente se cambié el
tejido a una solucion con sacarosa al 30 % en tubos cénicos de 15 ml. Se volvié a
almacenar por 24 h aproximadamente a 4 °C hasta que el cerebro se precipitara,
ya crioprotegido.

Se montd el encéfalo en un soporte con Tissue-Teck© en el criostato para ser
seccionado por congelacién, en cortes coronales cuyo grosor fue de 40 pm.

6.1.8 Inmunohistoquimica

Inmunodeteccion de GFAP
Se realizaron 3 lavados de las secciones de cerebro en solucion PB (solucion
amortiguador de fosfatos) al 0.1M, durante 10 min cada uno a temperatura
ambiente. Se afiadié una solucién al 10% de agua oxigenada, y 10% de metanol
en PB 0.1 M y se dejo en agitacién constante durante 30 min, esto con el fin de
inactivar la peroxidasa enddgena del tejido. En seguida se hicieron 3 lavados de
10 min cada uno con PB 0.1 M para después colocar la solucion de bloqueo que
consta de suero de caballo al 2%, 50nM de glicina en PB 0.1 M y se dejé 30 min
en agitacion constante. Posteriormente, se afiadio el anticuerpo primario para
GFAP (monoclonal Anti-Glial Fibrillar Acidic Protein antibody, anti-mouse, G3893,
Sigma Aldrich ®) a una concentracion de 1:1000 afiadiendo 1% de triton X-100 y
tween 20 que constaba de suero de caballo al 2% vy glicina nM y se dejo
incubando durante 24 h a 4°C, en agitacion.

Al segundo dia, se lavaron los tejidos 3 veces durante 10 min con PB 0.1M
y se incub6 con el anticuerpo secundario diluido en PB 0.1M, se utilizo el
anticuerpo secundario Horse anti-mouse IgG BA-2001, Vector® a una
concentracion de 1:500 durante 1 h y media en agitacion y a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno en agitacion

constante con PB 0.1 M y se le afiadié una gota de una solucion de avidina/biotina
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(VECTASTAIN® ABC Kits) y se dejoé reposar durante 15 min. En seguida se
vuelven a lavar los tejidos con PB 0.1 M para después revelarlos con el método de
glucosa oxidasa, utilizando una solucion que contiene diaminobencidina 4.7 mM,
sulfato de amonio de niquel 95.1 mM disuelto en acetato de sodio pH 6, 0.2 M;
Cloruro de amonio 15 mM, D-Glucosa 22.2 mM y una unidad de glucosa oxidasa.
Se afiadieron 20 pl de esa solucién a los tejidos en agitacion constante hasta que
alcanzaron una coloracion morada. Se detuvo la reaccion con acetato de sodio al
0.1 M pH 6. Se lavaron con PB 0.1 M durante 10 min y finalmente se montaron en
laminillas gelatinizadas con medio de montaje (Entellan®, #107960, Merck,
millipore).

Inmunodetecciéon de BAM-10

Se realizaron 3 lavados de las secciones de cerebro en solucion PB
(soluciébn amortiguador de fosfatos) al 0.1M, durante 10 min cada uno a
temperatura ambiente. Se afiadidé una solucion al 10% de agua oxigenada, y 10%
de metanol en PB 0.1 M y se dejé en agitacién constante durante 30 min, esto con
el fin de inactivar la peroxidasa endogena del tejido. Después se realiz6 una
incubacion por 5 min con acido formico concentrado (98%) en agitacion constante
y a temperatura ambiente. En seguida se hicieron 3 lavados de 10 min cada uno
con PB 0.1 M para después colocar la solucion de bloqueo que consta de suero de
caballo al 2%, 50nM de glicina en PB 0.1 M y se dej6 30 min en agitacion
constante. Posteriormente, se afiadié el anticuerpo primario para A, BAM-10
(reconoce los aminoacidos del 1-12) Anticuerpo Monoclonal anti-BA, mouse, A-
5213 Sigma Aldrich® a una concentracién de 1:500 afiadiendo 1% de triton X-100
y tween 20 que constaba de suero de caballo al 2% y glicina nM y se dej6
incubando durante 24 h a 4°C, en agitacion constante.

Al segundo dia, se lavaron los tejidos 3 veces durante 10 min con PB 0.1M
y se incub6 con el anticuerpo secundario diluido en PB 0.1M, Donkey anti-mouse
lgG H&L (AlexaFluor® 488) preadsorbed ab150103 a una concentracion de
1:1000 durante 1 h y media en agitacion y a temperatura ambiente y protegido de

la luz. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno en agitacion
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constante con PB 0.1 M. Finalmente se montaron los tejidos en laminillas
gelatinizadas. Se afiadi6 el medio de montaje VECTASHIELD ® Antifade Mounting
Medium with DAPI —(H-1200-10). Los tejidos se visualizaron en el microscopio de
fluorescencia Apotome-Zeiss. Este microscopio tiene una computadora adaptada

con el software de captura AxioVision ver. 4.8 por Carl Zeiss.

6.1.9 Andlisis morfométrico

Para la morfometria de la astroglia, se tomaron 4 secciones coronales de 40 u de
grosor por individuo (n=4), cada 3 cortes en serie.

El &rea para analizar fue el hipocampo dorsal, tomando como referencia (figura 6)
de bregma -2.06 mm a -2.70 mm (The Mouse Brain in stereotaxic coordinates,
Paxinos & Franklin, 2001). Se tomaron fotomicrografias con el software NIS-
Elements (Nikon Instruments ®) de las inmunohistoquimicas enzimaticas GFAP
con un microscopio optico (Nikon ®, Modelo Eclipse Ci—L, Japan) a 20x y 40x del
CAl del hipocampo (figura 7). La calibraciébn para el campo 40x fue 0.19, la
apertura de 0.65 y el indice de refraccion de 1. Se analizé el stratum radiatum del
CAl, ya que se ha reportado que hay una asociacion entre una pérdida de

sinapsis en esa zona y un deterioro en la memoria espacial en ratas seniles

FIGURE 53

FIGURE 48

Interaural 1.10 mm Bregma -2.70 mm

(Geinisman et al., 2004).

Figura 7. Secciones del hipocampo dorsal para el analisis morfométrico de los astrocitos.
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Figura 8. Fotomicrografias representativas del estrato radial del CA1 del hipocampo a 10x de un
ratdn 3xTg-AD con antibiético.

El analisis morfométrico del esqueleto de la astroglia se realiz6 en cuatro
fotomicrografias de cada individuo (n=4) en los cuatro grupos y fue llevado a cabo
con el software Fiji ImageJ®, desarrollado por el NIH (National Institute of Health).
Fueron varios los comandos a seguir para analizar las imagenes binarias de las
fotomicrografias de las inmunohistoquimicas enzimaticas de los astrocitos a 40x.
Se analizaron al menos 60 células por individuo y un total de 1590. La imagen
para analizar se abre con el software Fiji ImageJ®, se trasforma en formato 8-bit y
se selecciond el comando para enfocar la imagen. Se ajusto el umbral en funcién
al contraste ya que algunas inmunohistoquimicas presentaron mayor precipitado
en el fondo. Se convirtieron las imagenes en formato binario representado con el
fondo blanco y la sefial en negro y se selecciondé el comando de “analizar

particulas” para descartar sefiales de ruido de la imagen.
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Figura 9. Imagenes que representan el analisis morfométrico de los astrocitos hipocampales por el
método de esqueleto utilizando el software Fiji ImageJ®. El panel A es la fotomicrografia 40x sin
analizar. El panel B es la imagen transformada en formato binario con la funciéon de “analizar
particulas” para dejarla limpia. El panel C es la imagen binaria transformada con la herramienta
skeletonize y el panel D muestra la figura que se analiza utilizando el plug-in: skeleton 2D/3D.

Como criterios de inclusién se consideraron las células que: tuvieran un soma
definido, que no tocaran los bordes, que tuvieran un dominio de espacio, y que

fueran mayores a 700 pixeles (~140 um de area).
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Una vez aplicados dichos criterios, se procesé la imagen con la herramienta
“skeletonize” y luego se invirti6. Posteriormente se selecciond el plug-in: skeleton
2D/3D para procesar dicha imagen y asi obtener la estructura del esqueleto de la

célula.

6.1.10 Analisis estadistico

El andlisis estadistico para los datos correspondientes al peso de los animales y la
parte del entrenamiento del laberinto acuatico de Morris fue ANOVA de dos vias
de medidas repetidas. Para la parte de la retencién del laberinto acuatico de
Morris se utiliz6 ANOVA de dos vias. En cuanto al analisis morfométrico de los
astrocitos (numero, prolongaciones e intersecciones) se utilizo la prueba t student
no pareada. Por ultimo, la prueba posthoc de comparaciones mdltiples fue la
prueba posthoc de Bonferroni. Para la significancia estadistica se consideré un p

valor < 0 =a 0.05y las barras graficadas fueron expresadas en error estandar.

Todos los datos del analisis estadistico fueron desarrollados por el software

GraphPad Prism versiéon 7.00.

37



7. Resultados
7.1 Consumo de agua

Machos 3xTgAD Crrl
IxTgAD Abx

o
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Figura 10. Consumo diario de agua en mililitros (ml) de los grupos de ratones. Grupo 3XTgAD Citrl
0 grupo control de transgénicos y el grupo 3xTgAD Abx tratado con antibiético.

Se puede observar en la gréfica una tendencia por el rechazo (neofobia) del coctel
de antibiotico en los primeros 5 dias, pasando esos dias se observa que se
restablece el consumo de agua con antibiético, sin embargo, se puede asumir de
manera cualitativa que el consumo de agua del grupo control con respecto al

grupo experimental tiende a ser superior.
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7.2 Peso corporal

Soélo fueron estadisticamente significativos el factor tiempo (F (19,114) = 55.35p <
0.0001) y en la interaccién tratamiento x genotipo (F (19,114) = 3.54; p < 0.0001).
La prueba post hoc Bonferroni muestra que el peso en el grupo 3xTgAD Ctrl con
respecto al grupo 3xTgAD Abx difiere en semana 1 (p = 0.0002), en la semana 2
(p = 0.0250), semana 3, 6, 16 (p = 0.0007), en la semana 7, 17, 19y 20 (p <
0.0001), en la semana 9 (p = 0.0017) y en la semana 10 (p = 0.0107). Ambos
grupos de manera individual incrementaron de peso significativamente de la
semana 1l ala 20 (p < 0.0001).

Machos
40+ 3xTgAD Curl n=7
3xTgAD Abx n=7
_ 304 -
[=1]
S T
] srs FAEE
1]
o
204
10 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
*n < 0.05 Semana
**p<0.01
*p < 0.001
=+ < 0.0001
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Figura 11. Peso corporal de ratones macho de las primeras 20 semanas de los grupos: 3xTgAD
Ctrl (n=7) o grupo de ratones transgénicos controles y el grupo 3xTgAD Abx o ratones transgénicos
con antibidticos (n=7). Se analizaron los datos con el método de ANOVA de dos vias de medidas
repetidas y el andlisis post hoc Bonferroni (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y ***p < 0.0001).

En cuanto al peso, el rango de peso de ambos grupos experimentales se
mantiene, esto es evidencia de que siguen comiendo de manera habitual, y a su
vez, segun los datos analizados, subieron de peso desde la semana 1 a la 20, de

modo que el tratamiento con antibiotico no interfirid con su condicion corporal.

7.3 Laberinto acuatico de Morris

Para el andlisis estadistico de los datos correspondientes al laberinto acuatico de
Morris de los machos en cuanto al aprendizaje, se utilizé la prueba de ANOVA de
2 vias de medidas repetidas donde solo fueron estadisticamente significativos el
factor tiempo (F (3,36) = 6.815 **p < 0.001) y los sujetos pareados (F (12,36) =
1.332 *p < 0.05). La prueba post hoc Bonferroni muestra que el grupo 3xTgAD Abx
difiere de la sesion 1y la sesion 3 (p=0.0402) y de la sesion 1y la 4 (p = 0.0060).
El grupo 3xTgAD Ctrl no mostro diferencias entre ninguna sesion.
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Figura 12. Resultados representativos del Laberinto Acuatico de Morris de los grupos: Grupo 3xTg-
AD Ctrl o grupo control de ratones transgénicos (n=7), grupo 3xXxTgAD o grupo de ratones
transgénicos tratados con antibiéticos (n=7). Los datos expresados fueron analizados por el
método de ANOVA de dos vias de medidas repetidas, la prueba post hoc Bonferroni (*p < 0.05 y
**n < 0.01) y error estandar.

El andlisis estadistico arrojé que el grupo tratado con antibiético mostré diferencias
significativas con respecto a las sesiones 1 a la 3y 4 y se observa una curva de
aprendizaje. El grupo control no se observa ninguna curva de aprendizaje en el
entrenamiento. Sin embargo, el método de ANOVA de dos vias de medidas
repetidas, el factor tiempo fue significativo no siendo asi en el factor tratamiento.
Por lo tanto, no puede aseverarse de manera estricta que el antibiotico mejoro la

memoria de los ratones del grupo tratado.
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Figura 13. Grafica que representa la velocidad de nado de los grupos experimentales desde la
sesion 1 a la 4 de ambos grupos experimentales. EI método de ANOVA de dos vias de medidas
repetidas y la prueba post hoc fue Bonferroni y las barras fueron expresadas con error estandar.

El andlisis estadistico de la velocidad de nado por el método de ANOVA de dos
vias de medidas repetidas arroj6 que solo fue estadisticamente significativo el
factor

Tiempo (F (3, 36) = 7.66, **p = 0.0004). EIl analisis post hoc de Bonferroni mostro
diferencias entre la sesion 1 y la sesién 4 de ambos grupos (* p < 0.05) pero sin

diferencias entre ambos grupos. La velocidad de nado se ha reportado
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anteriormente en este modelo transgénico a los 6 meses y sin existir variaciones

significativamente estadisticas (Belfiore et al., 2019).

Cruces
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Figura 14. Gréficas representativas del Laberinto Acuéatico de Morris (retencién) del nimero de
cruces en diferentes zonas: cuadrante opuesto (op), cuadrantes adyacentes (ad) y cuadrante
donde estaba la plataforma (blanco) de los grupos 3xTg-AD Ctrl o grupo control de ratones
transgénicos (n=7) y grupo 3xTg-AD o grupo de ratones transgénicos tratados con antibiéticos
(n=7). Los datos expresados fueron analizados por el método de ANOVA, la prueba post hoc
Bonferroni (*p < 0.05) y error estandar.

Los resultados analizados demuestran que entre ambos grupos solo fue
estadisticamente significativo el nimero de veces que los ratones entraron a la

zona o cuadrante donde estaba la plataforma (*p = 0.0418).
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Figura 15. Gréficas representativas de la evaluacion de la retencion en el laberinto acuatico de
Morris del tiempo en el cuadrante donde estaba la plataforma (Blanco) de los grupos 3xTg-AD Ctrl
0 grupo control de ratones transgénicos (n=7) y grupo 3xTg-AD o grupo de ratones transgénicos
tratados con antibidticos (n=7). Los datos expresados fueron analizados por el método t student no
pareada p=0.033, las barras son expresadas en error estandar.

Ad Op Ad Op

Figura 16. Imagenes de las trayectorias dibujadas por el software SMART® V3.0.05 de ambos
grupos experimentales. A. Raton 3xTg-AD del grupo control. B. Ratén 3xTg-AD del grupo tratado
con antibiéticos. El panel A muestra una trayectoria en circulos con una distribucién similar entre
los cuatro cuadrantes, mientras que, en el panel B la trayectoria esta mas distribuida en el
cuadrante donde estaba la plataforma. Blanco (plataforma), Ad (cuadrantes adyacentes) y Op
(cuadrante opuesto).

En el nimero de cruces, el grupo de ratones 3xTg-AD mostr6 una diferencia
estadistica con respecto al grupo control, es decir, cruzaron mas veces donde
estaba la plataforma. Sin embargo, el andlisis estadistico ANOVA de dos vias, no
arroj6 diferencias significativas en el tiempo que pasaron en el cuadrante de la
plataforma. Estos resultados no indican que la memoria del grupo tratado es mejor
gue la del grupo control, s6lo que exploraron con mayor tiempo el cuadrante

donde estaba la plataforma.
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7.4 Andlisis morfométrico de astrocitos por el método de esqueleto

Figura 17. Fotomicrografias de 20x y 60x de inmunohistoquimica enzimética GFAP del hipocampo
(estrato radial CA1) de los grupos experimentales (machos) de 6 meses de edad. En los paneles A
y B (20x) se observa una poblacion de astrocitos menor con respecto al grupo tratado con
antibiotico B y D (60x).

El tratamiento cronico de antibidtico muestra una astrogliosis en el CAl del
hipocampo en el grupo 3xTg-AD. El método de t student no pareado muestra un
aumento significativamente estadistico en el grupo tratado con antibiético (**p=
0.0042).

A pesar de que la astrogliosis es un proceso fisiopatoldégico que se expresa

después de un dafio o lesidbn en el SNC, no necesariamente es un evento
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totalmente negativo, puede ser tanto benéfica como perjudicial (Kanemaru et al.,
2013), ya que es una respuesta fisioldgica del organismo para aminorar un insulto,

en este caso, el coctel de antibidticos.
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Figura 18. Gréfica de los resultados obtenidos a partir del analisis morfométrico por el método de
esqueleto de los astrocitos en la zona stratum radiatum, CA1 del hipocampo de ratones macho en
los dos grupos experimentales. Analisis cuantitativo de la densidad astroglial en CAl de los 2
grupos experimentales por el método de t student no pareada, n=4, (**p = 0.0042), las barras se
expresaron en error estandar.
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Figura 19. Gréfica de los resultados obtenidos a partir del analisis morfométrico por el método de
esqueleto de los astrocitos en la zona stratum radiatum, CA1 del hipocampo de ratones macho en
los cuatro grupos experimentales. Andlisis cuantitativo de las prolongaciones astrogliales de CAl

45



de los 2 grupos experimentales por el método de t student no pareada, n=4. Las barras se
expresan en error estandar.

El tratamiento crénico de antibidticos en ratones 3xTg-AD no mostré un aumento

en la longitud de las prolongaciones astrociticas con respecto al grupo control ni

en las intersecciones (figura 18).

Figura 20. Inmunodeteccion fluorescente de BA y nucleos (tincion con DAPI) a 10x y 40x del CAl
del hipocampo. En el panel C (10x) se muestra una fotomicrografia en la zona CAL1 del hipocampo
de un ratén 3xTg-AD control de 6 meses de edad, las flechas indican neuronas con oligémeros de
BA intracelulares. En el panel D (20x) se muestra la zona CA1 del hipocampo de un ratén 3xTg-AD
con tratamiento de antibiticos, sin embargo, no se encuentran oligbmeros visibles como en el
control.

En la figura 19, se puede apreciar que el raton 3xTg-AD control tiene oligémeros

intracelulares en las neuronas del estrato hipocampal del CAl1 en alguna de las
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neuronas. No obstante, en el ratdbn 3xTg-AD que consumié antibidticos no se

visualizan los oligdmeros intracelulares de BA.

8. Discusién
En el presente estudio se muestra que un consumo cronico de un coctel de
antibioéticos provoc6 un cambio conductual. Ademdas, promovié por algun
mecanismo una astrogliosis en el stratum radiatum del CA1 hipocampal en ratones
3xTg-AD.

Los resultados previos del consumo de agua y antibidtico muestran que existe una
neofobia derivada del sabor amargo del antibidtico.

También se encontré un aumento de peso entre el grupo que consumio
antibiotico contra el control. Un efecto contrario fue reportado por Reikvam et al.,
(2011) con una pérdida de peso a los 4-5 dias a partir del consumo de antibiotico.
Este evento puede ser derivado de una deshidratacién causada en un principio por
el sabor amargo del antibidtico; sin embargo, el peso del grupo tratado con
antibioticos incrementd significativamente con respecto al control. Cho et al.,
(2012) discuten la posibilidad de que el microbioma afecte las células
pluripotenciales que dan origen a los adipocitos, a su vez, también postulan que al
modificarse la MBi con antibiéticos, la actividad metabolica basal disminuye. Estas
son razones que pueden explicar el incremento de peso.

Por otro lado, la estadistica realizada a partir de los datos de la tarea
conductual laberinto acuatico de Morris, en la parte del entrenamiento puede
observarse que la latencia de escape es estadisticamente significativa en el grupo
de ratones transgénicos tratados con antibiéticos. A pesar de que hay una curva
de aprendizaje, los datos analizados por el método de ANOVA de medidas
repetidas arrojaron diferencias significativas Gnicamente en el factor tiempo, pero
no en el factor tratamiento.

Otro grupo de investigacion, demostrd6 que la administracion de rapamicina
encapsulada en el alimento y administrada durante 3 meses en ratones 3xTg-AD
de 15 meses de edad no mejord su déficit cognitivo en el laberinto acuético de
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Morris; sin embargo, logré mejorar su déficit cognitivo sélo cuando se administro a
partir de los 2 meses (Majumder et al., 2011).

Frohlich et al., (2016) reportaron que no encontraron ningun efecto en la
prueba de memoria espacial laberinto de Barnes, pero si un déficit cognitivo en las
pruebas de reconocimiento de objeto en ratones macho C57BL/6n tratados con un
coctel de antibidticos. En la prueba del laberinto de Barnes se ha reportado un
déficit cognitivo en ratones 3xTg-AD a los 4 meses de edad (Attar et al., 2013).

A su vez, se ha demostrado que un tratamiento de antibiéticos en ratones
machos BALB/C durante 7 dias incrementé la cantidad de BDNF en el hipocampo
y también aument6 su conducta exploratoria (Bercik et al., 2011). El resultado de
la conducta exploratoria coincide con los datos mostrados en el presente trabajo,
ya que los ratones 3xTg-AD tratados con antibiéticos exploraron mas tiempo con
respecto al control.

Con referencia a los astrocitos, éstos muestran un dominio de espacio, de
manera que estos no se superponen justo como se observa en la figura 8. Algunos
autores también reportan que las prolongaciones de astrocitos protoplasmaticos
marcados con GFAP ocupan dominios definidos (Nag, 2011), en particular, en la
zona del estrato radial del CA1 del hipocampo (Bushong et al., 2002).

Otros autores analizaron la morfologia de astrocitos retinales marcados con
GFAP de ratones knockout para distrofina 71, y utilizaron el andlisis de esqueleto.
Para el presente estudio, también se utilizé el plug-in skeleton y asi analizar las
intersecciones y prolongaciones de astrocitos (Giocanti-Auregan et al., 2016).

Como se sabe, la barrera epitelial del intestino juega un papel fundamental
en condiciones homeostaticas, y la permeabilidad intestinal puede ser influenciada
por mediadores inflamatorios y por la actividad del sistema nervioso simpatico
(Osadchiy et al., 2019). A su vez, la dieta, los probiéticos, los prebioticos y los
antibioticos pueden llegar a modificar el microbioma de manera sustancial
(Osadchiy et al., 2019).

En este trabajo de investigacion se llevo a cabo un tratamiento crénico de
un coctel de antibiéticos (disueltos en agua, durante 5 meses), el cual tuvo un
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impacto en la cantidad de astrocitos y en una tarea conductual de tipo espacial en
ratones transgénicos macho como lo muestran los resultados.

Sin embargo, varios autores sefialan que un consumo menos prolongado
de antibioticos es suficiente para inducir diferentes cambios. Rodrigues et al.,
(2017) reportan un consumo de 4 semanas de un coctel de antibiéticos disueltos
en agua (agua esterilizada con autoclave?) en ratones macho, el cual ocasioné un
cambio en el metabolismo de la glucosa. Cho et al., (2012) administraron un coctel
de antibiéticos durante 7 semanas via oral, y con esto alteraron el microbioma del
colon y a su vez el tejido adiposo. Frohlich et al., (2016), administraron durante 11
dias un coctel de antibiéticos en ratones macho C57BL6 y observaron cambios en
la proteina BDNF, en los acidos grasos de cadena corta y ademas un déficit
cognitivo en tareas de memoria de trabajo. Reikvam et al., (2011) crearon un
protocolo en el cual, suplementaron anfotericina para evitar la proliferacion de
hongos y posteriormente afiadieron los antibidticos durante 3 dias en ratones
macho y evaluaron como se modificé la expresion de diversos genes.

Ademas, otros autores afirman que tras 3 dias de administracion de un coctel de
antibiéticos es suficiente para alterar la composicién del microbioma (Cabral et al.,
2019; Choo et al., 2017).

Por otro lado, hay algunos estudios que se centran en la morfologia
astrocitica del modelo 3xTg-AD (Giocanti-Auregan etal., 2016; Hartlage-
Rubsamen et al., 2003; Olabarria et al., 2010; Verkhratsky et al., 2019). Como se
ha mencionado, los astrocitos cambian su morfologia cuando estan reactivos y
existen muchos marcadores de filamentos intermedios para poder visualizarlos
(Carter et al., 2019).

En el presente estudio, se demostré una astrogliosis en la zona stratum
radiatum del CA1 del hipocampo en ratones 3xTg-AD causada por el tratamiento
cronico de antibiéticos en el grupo tratado con respecto al grupo control basado en
el protocolo establecido para observar la morfologia (Young & Morrison, 2018). No
obstante, no se mostraron cambios significativos en las prolongaciones ni

intersecciones morfologia por este método.

4 La autoclave es un recipiente metalico con paredes gruesas y cierre hermético utilizado para la esterilizacién
de material con temperaturas superiores a 100 °C.
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De acuerdo con la literatura; las alteraciones morfologicas en la astroglia
gue residen en un cambio importante se deben en su mayoria a insultos de mayor
severidad (isquemia, infartos, neuroinflamacién, altos niveles de LPS, etc.) y a su
vez, la histopatologia de la EA también puede causar cambios morfologicos en la
astroglia(Verkhratsky & Nedergaard, 2018), por ej. la presencia extracelular de
péptidos BA (Hartlage-Ribsamen et al., 2003). Sin embargo, en el modelo 3xTg-
AD, a la edad de 6 meses, ha sido documentado que la sintesis de péptidos BA se
mantiene enddégena (Walsh et al., 2000). En adicion, una técnica complementaria,
como la citometria de flujo, podria confirmar si se trata de un reclutamiento de
células en esta region o si la astrogliosis se debe a una proliferacion como ocurre
en la mayoria de los casos.

Se ha demostrado que las alteraciones en la MBi estan asociadas con
procesos neurodegenerativos (Giau et al.,, 2018; Hsiao et al., 2013; Luczynski,
Whelan, et al., 2016; Sekirov et al., 2010). En el modelo 3xTg-AD se ha analizado
la microbiota a los 5 meses muestra una abundancia relativa en la familias
Fusobacteria y Cyanobacteria (Bello-Medina et al., 2021).

Asi, el uso de antibidticos modifica la MBi y tiene como consecuencia
alteraciones en los perfiles conductual (Frohlich et al., 2016), metabdlico (Reikvam
et al., 2011), fisiolégico (Cho et al., 2012) y social (Desbonnet et al., 2014)

Solo en el presente estudio se demostr6 que hubo un aumento en la
poblacion astroglial en el stratum radiatum del CA1 del hipocampo en 3xTg-AD.

Con respecto a la acumulacién del péptido BA y su disminucion frente al
consumo de antibiotico, una posible explicacién a este evento puede ser que uno
de los roles del NF-kB (factor transcripcional que activa genes que expresan
citocinas proinflamatorias) es la regulacién de BACE1, en especifico, actia como
represor transcripcional de BACEL, en cultivos neuronales y gliales; sin embargo,
en astrocitos reactivos y neuronas expuestas al péptido BA, es un activador de la
transcripcion (Bourne et al., 2007). Es decir, de alguna manera disminuyendo la
cantidad de algunos familias de bacterias como consecuencia se puede aminorar

la neuroinflamacion.
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Es importante mencionar que es necesario realizar el analisis de

abundancia y diversidad bacteriana por secuenciacién masiva de las heces de

estos mismos animales, 3xTg-AD; que fueron utilizados en la prueba de memoria

espacial y en donde se hizo el analisis de la morfologia de los astrocitos, para

hacer una relacion, al menos en esta etapa del desarrollo de la patologia.

9. Conclusiones

En el presente trabajo se concluye que un consumo cronico de un coctel de

antibioticos en el modelo murino 3xTg-AD:

Produjo un aumento de peso, probablemente derivado de una modificacion
en el metabolismo basal de los adipocitos.

Que es probable que la astrogliosis causada por el consumo de antibiéticos
en este modelo esté relacionada con los cambios conductuales en la
memoria espacial, sin embargo, hacen falta mas estudios para corroborarlo.
Que la proliferacion de astrocitos, al ser un evento neurofisiolégico en
respuesta para aminorar algun insulto puede ser un fendmeno que
contribuya en contrarrestar el dafio en fases tempranas de la histopatologia
de la EA. Sin embargo, el consumo crénico de antibidticos no tiene efecto
sobre cambios morfolégicos en estas células.

Que puede tener un efecto asociado a los diversos filos de bacterias
residentes del tracto gastrointestinal, conclusion fundada solamente en los

resultados conductuales y de la morfologia astroglial realizados.
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10. Perspectivas

El estudio del microbioma que va desde vertebrados hasta invertebrados ha sido
un campo en creciente investigacion debido a la riqueza misma de sus resultados.
En particular, el vinculo que tiene el microbioma con muchos padecimientos como
la diabetes, la obesidad, la fenilcetonuria, la EP e incluso el autismo ha dado pie a
considerar a los microorganismos como probable etiologia.

La modificacion de la MBi la puede afectar factores externos (dieta,

antibiéticos, probidticos y prebidticos) hasta el mismo estado interno del organismo
(SNE, estrés y la edad).
A su vez, el uso de animales libres de gérmenes ha brindado una perspectiva
nueva con respecto a las bacterias y su relacién con la fisiologia del organismo. Y
nuevas técnicas desarrolladas como el trasplante de la microbiota de un paciente
sano a un enfermo, el consumo otro tipo de microbiota o el uso de probiéticos para
nuevas enfermedades.

El presente estudio se puede someter a nuevas técnicas y métodos para
incrementar el numero de resultados. El analisis de diversas rutas metabdlicas
(acidos grasos de cadena corta), nuevas tareas conductuales (reconocimiento de
objetos, laberinto de Barnes, laberinto en Ty en Y, etc.), pruebas motoras (test del
rotarod®), procedimientos quirlrgicos (vagotomias, enterotomias), un perfil de
citocinas proinflamatorias, el estudio de los 6rganos de los sentidos o bien, un
metaanalisis del genoma de los hongos.

Para un mayor estudio del analisis morfométrico de astrocitos se requieren

otras técnicas como la citometria de flujo, marcadores de filamentos intermedios,

> Es una prueba estandarizada de coordinacién motora, fatiga y balance en ratones. Basicamente, los ratones
se colocan en un tubo que gira a diferentes velocidades o bajo aceleracion continua y se registra el tiempo de
latencia para caer desde el tubo giratorio.
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marcadores de proliferacion celular o incluso un perfil de citocinas proinflamatorias
en el SNC.
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1. Objective

1.1Dissolve the tablets of the different antibiotics using a mortar with a
pistil for later consumption in water.

. Scope

2.1This procedure applies to all students and personnel working at Sofia
Diaz’s Lab, in the Neurobiology Institute at UNAM.

. Responsibilities

3.1It is responsibility of the students the use of all laboratory material
(mortar, pistil, liter container and gloves).

. Materials

4.1 1 gr ampicillin tablet

4.2 1 gr neomycin tablet

4.3 1 gr metronidazole tablet
4.4 0.5 gr vancomycin injectable
4.5 Mortar with pistil

4.6 Glass container 1L

4.7 3 ml syringe

. Equipment

5.1Lab coat
5.2Gloves

. Procedure

6.1All the tablets are placed in the mortar and crushed into a powder so
that it is easy to dissolve them in water.

6.20nce they are powdered, dilute them in 950 ml of drinking water

6.3Finally, for vancomycin, prepare it according to the recipe that comes
in the drug box and dilute it in 50 milliliters of distilled water.

6.4Add the 50 milliliters with vancomycin to the container with the other
antibiotics and shake vigorously

. Support material
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Figure 1. Tablets, injectable solution, and
material to prepare a liter of antibiotic cocktail

Figure 2. Plastic cages with 50 milliliter conical tubes adapted to measure
water consumption
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[

Objective
1.1To apply an appropriate euthanasia and intracardiac perfusion,
fixation, and brain dissection to adult mice.

. Scope

2.1This procedure applies to all students and personnel working at Sofia
Diaz’s Lab, in the Neurobiology Institute at UNAM.

. Responsibilities

3.1It is responsibility of the students the use of basic safety laboratory
equipment (coat, facemask, safety goggles and gloves).

. Materials

4.10.2 M PB

4.20.1 M PB (pH 7.4)

4.2 Paraformaldehyde (Sigma Aldrich ®)

4.3 Sodium pentobarbital (Pisabental, PISA®)
4.4 Crushed ice

4.5 NaOH pearls (Sigma Aldrich ®)

4.6 Sucrose (Sigma Aldrich ®)

. Equipment

5.1Blunt tip scissors
5.2Blunt tweezers
5.3Lab coat

5.4Gloves
5.5Facemask
5.6Security goggles
5.7Perfusion pump
5.8Surgical scissors
5.9Distilled water
5.10 Micropipettes (Eppendorf ™)
5.11 Micropipette tips
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5.12 1.5 plastic microtubes
5.13 Mosquito surgical forceps
5.14 15 mL conic plastic tubes
5.15 Magnetic stirrer hot plate
5.16 Bascule

5.17 Pyrex glass material

5.18 Thermometer

5.19 pH meter

5.20 metal grid

5.21 plastic rectangular container
5.22 laboratory fume hood
5.23 insulin syringes

. Procedure

6.1Preparation of 4% paraformaldehyde solution: weigh 40 g of
paraformaldehyde and dissolved in 500 mL pf 0.2 M PB heated at 65
°C (measure with a thermometer) and in constant agitation,
contained in a 1000 mL Pyrex beaker using a magnetic stirrer hot
plate. If a milky appearance of the solution is observed, add one to
two NaOH pearls to obtain a total translucid solution. Let cool the
solution and measure a 7.4 pH using a pH meter. Set a final volume
of 1000 mL with distilled water.

6.2Into a laboratory fume hood set the metal grid over the plastic
container to receive blood and solutions from perfusion, set all the
surgical material and set the perfusion pump to an adequate
pumping velocity and connect all the plastic hoses and make sure the
solutions (0.1 M PB and 4% PFA) have no bubbles though de hose.

6.3 To a proper mice euthanasia in a separated room from maintenance
room and perfusion room anesthetic administration is going to
performed. For every 10 g weight, 30 uL of pentobarbital is going to
intraperitoneal inject. An adequate handling of the mouse is
necessary to avoid injuries or distress. Approximately, between 2 or 3
min the mouse in total state of surgical analgesia, it is necessary to
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make sure the animal that the animal no longer perceived pain (in.,
needle prick in the tail mastic).
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6.4 An incision will be made in the abdominal midline; the xiphoid
process is going to be located and cut along the margin of the diaphragm to
expose the cardiovascular system. Once the heart is located, a cut will be
made in the right atrium causing hypovolemia due to hemorrhage, and
immediately 25 ml of 0.1 M PB will be injected into the apex of the heart to
penetrate the ventricle. Immediately, another 25 mL of 4% paraformaldehyde
is going to be administered to fix the tissue.

6.5 Once the mouse is perfused, the head will be cut off at the level of
the axis or the atlas and the skull will be exposed. The bones of the skull whose
fissure is the interhemispheric are separated and the brain will be extracted
and then left immersed in 4% PFA for 24 hours at 4 ° C and later the tissue was
changed to a 0.1 M PB solution with 30% sucrose in a conical tube of 15 ml. It
will be re-stored for approximately 24 h at 4 °C until the brain precipitates and
is ready for freezing.

6.6 Then all the brains, after all the procedure, are ready to cut them with a
cryostat.

7. Bibliography
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1. Objective
1.1To collect feces from mice with the aim obtaining microbial DNA for
microbiota analysis by DNA 16 s sequence.
2. Scope
2.1This procedure applies to all students and personnel working at Sofia
Diaz’s Lab, in the Neurobiology Institute at UNAM.
3. Responsibilities
3.11t is responsibility of the students the use of basic safety laboratory
equipment (coat, facemask, and gloves). To access Lab Vivarium is
necessary to sanitize with 70% alcohol each material, including
gloves and equipment before to introduce them in the facility.

4. Materials
4.1 RNase_free 1.5 mL plastic microtubes
4.2 70% alcohol
4.3 Permanent markers
4.4 Dry ice

5. Equipment
5.1Cooler
5.2Freezer operating (-70 °C)
5.3Lab coat
5.4Gloves
5.5Facemask
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6. Procedure

6.1This procedure should be performed by trained students with good
handling of rodents.

6.2Plastic microtubes should be maintained clean.

6.3Cooler and permanent markers should be sanitized with alcohol
before introducing them into the vivarium.

6.4To collect fresh feces, trained students should hold the mouse in one
hand during which the mouse can defecate directly in a 1.5
microtube held in the other hand. Approximately, 3 to 6 fresh fecal
pellets should be collected.
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6.5Sometimes, the collection should be performed during several days in
order to collect the necessary number of feces.

6.6lmmediately after labeling procedure, microtubes should be kept in
dry ice until their transfer to a -70 °C freezer (Revco ™) where the
samples can be maintained until their DNA microbiota profile
analysis.

6.71f the samples require to transfer to another facility for their
processing, they should be maintained in dry ice during
transportation.

7. Support material

Figure 1. , S Microtubes of feces and
storage cage
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1.

2.

Objective

1.1To identify astrocyte cells in coronal sections of mouse brain tissue.

Scope

2.1This procedure applies to all students and personnel working at Sofia
Diaz’s Lab, in the Neurobiology Institute at UNAM.

. Responsibilities

3.1It is responsibility of the students the use of basic safety laboratory
equipment (coat, facemask, safety eyeglasses and gloves).

. Materials

41PBO0.1M

4.2 Sodium azide 0.02%

4.3 Tissuetek ©

4.4 Hydrogen peroxide 30%

4.5 Absolut Methanol

4.6 Horse serum

4.7 Monoclonal Anti-Glial Fibrillar Acidic Protein antibody, anti-mouse,
G3893, Sigma Aldrich ®

4.8 triton X-100

4.9 Tween 20

4.10 Horse anti-mouse IgG BA-2001, Vector ®
4.11 avidin/biotin (VECTASTAIN® ABC Kits)
4.12 diaminobenzidine

4.13 Ammonium sulfate

4.14 Sodium acetate

4.15 Ammonium chloride

4.16 D-Glucose

. Equipment

5.1Cryostat
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5.2Refrigerator (4 °C)

5.3Lab coat

5.4Gloves

5.5Facemask

5.624 well plates

5.70rbital shaker
5.8Micropipettes
5.9Micropipette tips

5.10 Plastic microtubes 1.5 ml

. Procedure

6.1Dissected mouse brain should be mounted on a cryostat disc plate
union the necessary amount of tissuetek © and let freeze at -20 °C at
least 30 min before starting to slice the tissue.

6.2Each 40 um coronal brain sections should be kept in a 24 well plate
with 0.02 % sodium azide in 0.1 M PB solution and maintained at 4 C
until use.

6.3For immunohistochemistry procedure selected tissue sections must
be washed in a 24 well plate 3 times with 0.1M PB, in agitation for 10
min each at room temperature (NOTE: for a 24 well plate, in each
well fits a maximum of 3 tissue sections, using a volume between 400
to 600 pL).

6.4To inactivate endogenous peroxidase an incubation with a 10 %
Hydrogen peroxide and 10 % methanol in PB solution, for 30 min
must be done.

6.5Then 3 washes in agitation for 10 min each at room temperature.

6.6Incubation for 30 min at room temperature with blocking solution,
containing: 2 % of horse serum, 50 mM of glycine, 1% triton X-100,
1% tween 20, all in 0.1 M PB.

6.7Immediately, primary antibody incubation, for 24 h at 4 °C, in orbital
agitation, using a solution containing: 1:1000 of monoclonal Anti-Glial
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Fibrillar Acidic Protein antibody, anti-mouse, G3893, Sigma Aldrich ®
in 0.1 M PB with 2 % horse serum, 5 mM glycine, 1 % triton X-100 and

1% tween 20.

6.8Then 3 washes in agitation for 10 min each at room temperature.
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6.9Later, secondary antibody incubation, for 1 h at room temperature, in
orbital agitation, using a solution containing: 1: 500 Horse Anti-Mouse
IgG Antibody, rat adsorbed (H+L), Biotinylated BA-2001, Vector ® in
0.1 M PB.

6.10 Then 3 washes with 0.1 M PB in agitation for 10 min each at room
temperature.

6.11 Incubation with 50 pL of avidin/biotin (VECTASTAIN® ABC Kits) in
0.1 M PB for 15 min at room temperature and then one wash with 0.1
M PB for 10 min.

6.12 Glucose oxidase as label for the immune staining method will be
performed using a solution containing: 4.7 mM diaminobenzidine, 95
mM nickel ammonium sulfate dissolved in 0.2 M sodium acetate pH 6,
15 mM ammonium chloride, 22.2 D-Glucose mM and 1 U of Glucose
oxidase. 20 pL of this solution will be added for every 500 pL of PB
per well.

6.13 The rection will be stopped with 0.1 M sodium acetate pH 6.

6.14 Finally, 3 washes with 0.1 PB in agitation for 10 min each at room
temperature.

6.15 Brain tissue sections will be mounted on a slide and add the rapid
mounting medium Entellan ® and then the coverslip.

. Support material

7.1https://vectorlabs.com/browse/abc-avidin-biotin-complex-kits

7.2https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2426225/

7.3https://vectorlabs.com/unconjugated-horse-anti-mouse-igg-
antibody.html
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1. Objective

1.1To quantify different parameters of the general morphology (number,
branches, and intersections) of hippocampal astrocytes
2. Scope
2.1This procedure applies to all students that are working at Sofia Diaz’s
Lab, in the Neurobiology Institute, UNAM.
3. Responsibilities
3.11t is responsibility of the students the correct use of computer
equipment.
4. Materials
4.1 Immunohistochemistry of astrocytes with GFAP marker (monoclonal
Anti-Glial Fibrillar Acidic Protein antibody, anti-mouse, G3893, Sigma
Aldrich ®)
4.2 Optic Microscope (Nikon ®, Model Eclipse Ci-L, Japan)

5. Equipment

5.1Computer with the software Fiji Image]J® and the correspond plug-in
(skeletonize 2D/3D)
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6. Procedure

6.1For the morphometry of the astroglia, 4 coronal sections of 40 pu
thickness should be take per individual (n = 4), every 3 serial
sections.
6.2The area to analyze are the dorsal hippocampus from bregma -
2.06mm to -2.70mm?
6.3Photomicrographs are taken with the NIS-Elements software (Nikon
Instruments ®) of the GFAP enzyme immunohistochemistry with an
optical microscope at 20x and 40x of the CA1 of the hippocampus.
6.4The field to analyze is the stratum radiatum of CA1l
6.5There were several commands to follow to analyze the binary images
6.6The threshold is adjusted according to the contrast since some
immunohistochemicals showed a greater precipitate in the
background
6.7The images are converted into binary format represented with the
white background and the signal in black and the command "analyze
particles" is selected to discard noise signals from the image
As inclusion criteria, cells that: had a defined soma, did not touch the edges,
had a space domain, and are greater than 700 pixels (~ 140 um in area) is
considered.
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6.80nce these criteria are applied, the image is processed with the
“skeletonize” tool and then inverted. Subsequently, the plug-in: 2D /
3D skeleton is selected to process said image and thus obtain the
structure of the cell skeleton
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Figure 1. Images representing the morphometric analysis of hippocampal
astrocytes by the skeleton method using the Fiji Image)® software. Panel A is
the unanalyzed 40x photomicrograph. Panel B is the image transformed in
binary format with the function of “analyze particles” to make it clean. Panel C
is the binary image transformed with the skeletonize tool and panel D shows
the figure that is analyzed using the plug-in: skeleton 2D / 3D.
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. Objective

1.1To assess performance of hippocampal-depend behavioral task
(learning and spatial memory)

. Scope

2.1This procedure applies to all students that are working at Sofia Diaz’s
Lab (C0-2 Morphometry and neurodevelopment), in the Neurobiology
Institute at UNAM.

. Responsibilities

3.11t is responsibility of the students the correct use of the behavioral
task room and materials used.

. Materials

4.10ne hundred centimeters tank filled with water with a depth of 17.5
centimeters

4.2 An acrylic platform

4.3 Labyrinthine signs (figures in the walls)

4.4 Stopwatch

4.5 Acrylic box (20x20x10) with a red spotlight

4.6 Mice

. Equipment
5.1Facemask
5.2Lab coat
5.3Gloves

. Procedure

6.1All mice are handled with a clean, dry towel 3 days prior to the
behavioral task, approximately 3-5 min per mouse.

6.2Before the first test on the first day, all mice are placed on the acrylic
platform for 20 s

6.3In each trial, each mouse is randomly released in one of the
quadrants, if 60 s pass and they don’t find the platform, they are
guided manually and left on the platform for 20 s (only in the first
trial of the first session)

6.4They are subsequently removed from the tank and left in a warm box
(red light) for 20 s after each test.
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6.5Four trials are performed per session, in total there are 4 sessions,
one per day, therefore, there will be 16 trials in total
6.6Retention of spatial training is assessed 24 h after the last trial
6.7The mice can swim freely for a period of 1 min. without the platform
6.8All mice are monitored by a camera located in such a way that it
records from above the water tank and the videos are recorded for
later analysis
6.9All videos were analyzed using SMART © software V3.0.05
(specialized software that has a video tracking system which allows
detecting and recording the trajectory of the mice inside the tank)
6.9.1 The following parameters are considered: time in seconds that
they were in the 4 quadrants and number of times they
entered said quadrants fig.1.

Figure 1. Images of the trajectories drawn by SMART © software V3.0.05 of both
experimental groups
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