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Microglia is a professional phagocyte of the immune system in the central nervous
system (CNS), which can adapt its response to an immunogen depending on its con-
centration. If the concentration of an immunogen is low, its response will be increased
upon a second presentation, i.e., microglial sensitization. On the other hand, if the
concentration of the immunogen is high, its response is reduced before a second pre-
sentation, thus inducing a desensitization. The exacerbated response to a second expo-
sure of the immunogen is called trained immunity, whereas the decreased response to a
second exposure is called immunotolerance. Both sensitization/trained immunity and
desensitization /immuno tolerance in the microglia in adulthood are maintained for a
certain time. But if this response is induced in the first days of birth of the individual,
these changes can persist throughout the life of the organism. The second event that
unmasks sensitization or desensitization can also be triggered by diets, such as high-fat
diets (HFD). However, there is little knowledge about the induction of immunotole-
rance by DAGs and their effect on the brain is null. We therefore investigated the
effect of DAG-induced immunotolerance in a rat model previously desensitized with an
immunogen (with lipopolysaccharide, a component of the cell wall of Gram-negative
bacteria). We found that immunotolerance does not induce an increase in blood glucose
and insulin concentration. Regarding the immune response, we found a decrease in the
expression of pro-inflammatory cytokine mRNA and an increase in anti-inflammatory
cytokine mRNA. The changes observed in both metabolism and immune response were

not observed in the performance of the spatial working memory.
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La microglia es un fagocito profesional del sistema inmune en el sistema nervioso cen-
tral (SNC), el cual puede adaptar su respuesta ante un inmunégeno dependiendo de su
concentracion. Si la concentracion de un inmunoégeno es baja su respuesta sera incre-
mentada ante una segunda presentacion, es decir, la microglia se sensibiliza. En cambio,
si la concentracion del inmunégeno es alta su respuesta se reducirda ante una segunda
presentacion, induciendo asi una desensibilizacion. A la respuesta exacerbada ante una
segunda exposicion del inmunoégeno se le denomina inmunidad entrenada, en cambio a
la respuesta decrementada ante una segunda exposicion se le denomina inmuno tole-
rancia. Tanto la sensibilizacion /inmunidad entrenada como la desensbilizacion /inmuno
tolerancia en la microglia en la adultez se mantiene por un tiempo determinado. Pe-
ro si esta respuesta se induce en los primeros dias de nacimiento del individuo, estos
cambios pueden perdurar a lo largo de la vida del organismo. El segundo evento que
desenmascare la sensibilizaciéon o desensibilizaciéon también puede ser dado por dietas,
como lo son las dietas altas en grasa (DAG). Sin embargo hay poco conocimiento sobre
la induccion de la inmuno tolerancia dado por las DAG y su efecto en el cerebro es nulo.
Por lo que investigamos el efecto de la inmuno tolerancia inducida por las DAG en un
modelo de raton previamente desensiblizado con un inmunoégeno (con lipopolisacarido
un componente de la pared celular de las bacterias Gram-negativas). Encontramos que
la inmuno tolerancia no induce un incremento de la concentracién de glucosa e insulina
en sangre. En cuanto a la respuesta inmune encontramos un decremento en la expre-
sion de RNAm de citocinas pro-inflamatorias y un incremento de RNAm de citocinas
anti-inflamatorias. Los cambios observados tanto en metabolismo y respuesta inmune

no fue observado en el desempeno de la memoria de trabajo espacial.
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Figura 1: La desensibilizacién inducida en el dia postnatal 3 con lipopolisacarido (LPS), provoca
inmunotolerancia a las dietas altas en grasa (DAG) con una resistencia al incremento de insulina y
glucosa.
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Macroéfagos en Sistema Nervioso

Central

Los macrofagos en el Sistema Nervioso
Central (SNC) puede ser clasificados en dos
tipos: 1) microglia que se localiza en el pa-
rénquima y 2) macrofagos asociados al SNC
localizados en las meninges, espacio peri-
vascular y plexos coroideos. Los macrofagos
asociados al SNC se pueden clasificar en: 1)
macrofagos asociados a bordes, macrofagos
perivasculares, macrofagos subdurales lep-
tomeningeales y macrofagos del plexo coroi-
deo. Los macrofagos pueden provenir de dos
fuentes: los que tienen un tiempo de vida
prolongado que provienen del saco vitelino
y los que tienen un tiempo de vida corto que

provienen de la médula 6sea [1].

Comunicacién entre neuronas y

microglia

La microglia se puede comunicar con las
neuronas mediante comunicacion: a) indi-
recta la cual es por sistema de drganos

dado por neuronas del SNC o Sistema Ner-

vioso Periférico. El sistema inmune periféri-
co puede influenciar a la microglia mediante
la via autéonoma o factores solubles. Comu-
nicaciéon indirecta dada por células inter-
mediarias, como ocurre con los astrocitos
que reciben y proveen comunicacion entre
neuronas y microglia. Comunicacion indi-
recta mediada por la via de factores solu-
bles esto dado por citocinas, ATP, metabo-
litos purinérgicos y glutamato entre otros.
Y por ultimo puede ser por, b) interaccio-
nes directas entre membrana-membrana
como lo es microglia con linfocitos T fun-
giendo como presentadora de antigeno e in-
cluso con neuronas. Dependiendo del com-
partimiento (ver tabla 1) donde la microglia
haga contacto con la neurona es la funcién

que lleva a cabo [2].

La microglia en el desarrollo del
sistema nervioso

Los organismos de manera constante de-
fienden su integridad biologica frente a una

serie de agresiones del medio ambiente gra-

cias a su sistema inmunitario (moléculas y

4
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Compartimiento

Funcién neuronal

sinapsis
ramificacién dendritica
cuerpo celular

segmento inicial del axén

sinaptogenesis, plasticidad sinaptica y eliminaciéon de sinapsis
Formacion de ramificaciones e integracion de la senal dendritica
supervivencia neuronal /muerte neuronal, migracion/diferenciacion
precursores neuronales, regulacion metabolica, regulacion genética
generacion de potenciales de accion, direccionar crecimiento axonal

Cuadro 1: Tipos de contactos directos entre neurona y microglia

linfocitos). Las células del sistema inmune
pueden penetrar a los tejidos por las paredes
de los capilares sanguineos para combatir a
los agentes infecciosos [3]. La microglia for-
ma parte del sistema monocito-macroéfago,
se origina en la médula 6sea y se distribuye
por todo el SNC. Esta célula es més fre-
cuente en la sustancia gris y supone del 5 al
20 % de toda la glia intersticial. En su cito-
plasma destacan lisosomas y cuerpos multi-
vesiculares, los cuales estan involucrados en
fagocitar a neuronas degeneradas o restos de
mielina. La microglia también contribuye a
la regeneracion y plasticidad neural. Asi co-
mo también liberan factores de crecimiento
polipeptidicos y citocinas que estimulan la
proliferacion de células endoteliales capila-
res del cerebro y cambios reactivos en los
astrocitos [4]. En el desarrollo, desempenan
una funcién clave en el embrién secretan-
do factores de crecimiento importantes pa-

ra el feto. La microglia durante la gestacion

y primeros dias de nacimiento del organis-
mo mantienen un aspecto redondeado y sin
ramificaciones. Durante este periodo se en-
cargan de eliminar el excedente de neuronas
formadas durante este tiempo [5]. A medida
que el SN madura, la necesidad de eliminar
células en grandes cantidades desaparece y
las células de la microglia se diferencian has-
ta alcanzar un aspecto con abundantes ra-
mificaciones. Esta morfologia ramificada se
mantiene a lo largo de la vida del organis-
mo, si es que no hay eventos subsecuentes
como la exposiciéon a inmunoégenos. Desde
el nacimiento hasta la adultez, estas célu-
las en el neocortex fagocitan a las células
precursoras neuronales en etapas tardias y
eliminan el exceso de sinapsis formadas en-
tre neuronas [6]. Sin embargo, si ocurre un
desafio inmunologico durante la gestacion o
los primeros dias de nacimiento del organis-
mo se alteran sus funciones homeostaticas,

quedando sensibilizada a lo largo de la vi-
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da del organismo. La sensibilizacén se man-
tiene latente y oculta, la cual no es capaz
de observarse experimentalmente al cuanti-
ficar citocinas. Sin embargo, esta reprogra-
macion de la microglia puede ser desenmas-
carada ante un segundo desafio inmune. A
esta combinacion de un desafio (por ejem-
plo, estrés, infeccion, etc) en la etapa pe-
rinatal y otro en el adulto para manifestar
una enfermedad, se le llama la hipotesis de

los dos golpes ("two hit") [7,8].

Programacion fetal

La exposicion prenatal a infecciones in-
fluye posteriormente en la vida del indivi-
duo, aumentando la susceptibilidad a enfer-
medades. Esta suceptibilidad se ha demos-
trado en esquizofrenia, autismo, desérdenes
bipolares y retardo mental. Ademas se ha
propuesto como posible candidato a incre-
mentar la suceptibilidad a Alzheimer y Par-
kinson [7-9|. En roedores expuestos a inter-
leucina 15 (IL-173), se ha observado disca-
pacidad cognitiva y aumento exacerbado de
citocinas pro-inflamatorias ante un desafio
inmunolégico subsecuente en la adultez. Di-
chos eventos se han visto disminuidos si se

inhibe la actividad de la microglia con el an-

tibiotico minociclina. El cual previene dis-
capacidad cognitiva y la respuesta sensibi-
lizada de IL-18 [10]. Lo que llevo a pen-
sar que un incremento de citocinas pro-
inflamatorias en la madre del organismo du-
rante la gestacion, podria inducir un efecto
parecido a la interaccion directa del orga-
nismo con el inmunégeno. Dicho efecto se
reprodujo al inducir una respuesta inmune
en la madre con lipopolisacaridos (LPS) en
un modelo de ratéon. Donde se encontraron
cambios en la morfologia y expresion de ci-

tocinas como IL-6 e IL-1/3 en microglia [11].

Receptores TLR. (Toll like recep-
tor)

El reconocimiento de inmunégenos me-
diado por la madre en etapas gestaciona-
les es dada por receptores de reconocimien-
to de patrones (PRR). Dependiendo del in-
munogeno es el receptor activado y la via
ejecutada. Los PRR reconocen estructuras
conservadas de patdgenos conocidos como
patrones moleculares asociados a patoge-
nos (PAMP). Estas estructuras conservadas
pueden ser lipidos, lipoproteinas, proteinas
y acidos nucleicos [12]|. Los receptores TLR

reconocen los patrones que detectan pato-

6
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genos, y hasta la fecha se han identificado
10 en humanos y 12 en ratones. Estos recep-
tores son proteinas transmembranales tipo I
compuestos de repeticiones ricas en leucina
(LRRs), las cuales median el reconocimien-
to de PAMPs, dominios transmembranales
y el receptor citoplasmico tipo toll de in-
terleucina 1 (TIR). Estos receptores existen
en forma de homodimeros y heterodimeros.
Los receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLR5
TLR6 y TLR10 se encuentran en la mem-
brana plasmaética, mientras que los recep-
tores TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11,
TLR12 y TLR13 se encuentran en compar-
timientos endosomales [12]. Los receptores
TLR1, TLR2 y TLR6 reconocen lipoprotei-
nas, TLR3 RNA de doble cadena (dsRNA),
TLRA4 lipopolisacaridos (LPS), TLR5 flage-
lina, TLR7 y TLR8 RNA de cadena senci-
lla (ssRNA) y TLR9 DNA [13]. Al receptor
TLRA4 se le ha encontrado involucrado en

procesos de neurodegeneracion [14].

Memoria de la respuesta inmune
innata
Anteriormente se pensaba que solo la

respuesta inmune adaptativa tenia memo-

ria, sin embargo recientemente se descubri6

que la respuesta inmune innata también tie-
ne cierta memoria. La memoria innata pue-
de adquirir dos estados antagonicos: a) in-
munidad entrenada o b) inmuno tolerancia.
La dosis del inmunégeno es determinante
para producir cualquiera de estas dos res-
puestas, una dosis alta de inmunoégeno in-
duce tolerancia, mientras que la dosis ba-
ja favorece la inmunidad entrenada [15]. La
memoria de la respuesta inmune innata a
diferencia de la adaptativa no depende de
re arreglos del genoma, diversidad y selec-
cion clonal. Depende de 1) adaptaciones en
la cromatina que modulan la accesibilidad
de la maquinaria de transcripcion (epigené-
ticos) y 2) modificaciones en las vias meta-

bolicas [16].

Diferencia entre sensibilizacion e
inmunidad entrenada de micro-

glia

La inmunidad entrenada o memoria in-
mune innata se refiere a cuando monoci-
tos o macrofagos que estuvieron en contacto
un tiempo corto con un inmunoestimulador,
responden con una produccién aumentada

de citocinas proinflamatoria cuando entran

7
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en contacto con un segundo inmunoestimu-
lador. La sensibilizacién involucra la mobi-
lizacion de receptores preformados del cito-
plasma a la membrana plasmatica, lo que
induce cambios en el nimero de receptores
o la afinidad de estos. En la inmunidad en-
trenada estan involucrados cambios epige-
néticos en vias inmunes o metabolicas [17].
Sin embargo de acuerdo a otros autores, la
sensibilizacion puede ser el paso previo a la
inmunidad entrenada. Es decir, un primer
estimulo induce la sensibilizaciéon y ante un
segundo estimulo se da la inmunidad entre-

nada [18].

Caracteristicas de la inmunidad

entrenada

La respuesta inmune entrenada o memo-
ria inmune innata se da en células mieloides,
natural killer (NK) y células linfoides inna-
tas (ILCs). A diferencia de la memoria de la
respuesta inmune adaptativa, ésta no tiene
re arreglo génico y proliferacion de clonas de
linfocitos especificos hacia un antigeno. El
incremento en la respuesta por la inmunidad
entrenada es mediado por cambios sosteni-
dos en los programas de transcripcion de-

bido a modificaciones epigenéticas. Dichas

modificaciones pueden perdurar en la célu-
la de semanas a meses. Estos cambios epi-
genéticos son dados por modificaciones de
histonas, metilacion de DNA, modulacién
de miRNAs y expresion de RNA largos no
codificantes [19].

Caracteristicas de la sensibiliza-
cion de microglia

La microglia sensibilizada tiene una res-
puesta hipersensitiva a un estimulo proinfla-
matorio, y se caracteriza por tener los mar-
cadores de superficie celular Itgax, Lgals3,
Axl, Clec7a, MHCII y Cxcrd. Estos mar-
cadores estan relacionados con las vias de
inmunidad, fagocitosis, lisosomal, fosforila-
cion oxidativa y presentacion de antigenos
[20]. Una infeccion periférica transitoria o
una exposicion créonica a bajas concentra-
ciones de patogenos pueden sensibilizar a la
microglia. Es decir, no cualquier concentra-
cion de inmunoégeno la induce [21]. A partir
del dia gestacional 8.5 del desarrollo has-
ta el dia 14 postnatal la microglia puede ser
sensibilizada lo que perdure la vida del orga-
nismo [7]. En la adultez la respuesta inmune
basal de la microglia sensibilizada en gesta-

cion o en los primeros dias postnatales no es

8
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diferenciable de la microglia de organismos
no sensibilizados. Hasta que se desenmasca-
ra con un segundo desafio inmunolégico a la
microglia sensibilizada con inmunoégenos es
que se puede apreciar un incremento exacer-

bado de citocinas pro-inflamatorias [22,23].

Entrenamiento de microglia

La microglia puede ser entrenada con in-
munogenos como el lipopolisacarido (LPS)
y acido poliinosinico-policitidilico (poli I:C).
Estos inmunogenos activan receptores TLR
de la respuesta inmune innata e inducen la
produccion de citocinas proinflamatorias. El
LPS es un componente de la pared celular
de las bacterias Gram-negativas que acti-
va receptores TLR4. Mientras que poli [:C
es un polimero sintético analogo de RNA
de doble cadena (dsRNA) que es recono-
cido por el receptor TLR3 y produce una
respuesta inflamatoria parecida a la de un
virus [24].

Ademas de la concentracion, el tiempo en
que se da la respuesta inmune durante la
etapa prenatal es determinante. Por ejem-
plo, la administraciéon de poli [:C en etapas
medias del embarazo en ratones C57BL/6J

(DGY) tiene consecuencias en la conduc-

ta del animal, como una disminucién en la
exploraciéon. En cambio en etapas tardias
(DG17) la descendencia no presentan cam-
bios en los tiempos de exploracion. Esto atin
cuando en ambas etapas hay un aumento
de citocinas proinflamatorias. Posiblemente
porque en la etapa media de la gestacion,
poli I:C provoca una disminuciéon de la neu-
rogenesis, pero no asi en etapas tardias. La
exposicion de poly I:C en ambas etapas no
inducen diferencias en la morfologia de sus
neuronas y astrocitos [25].

Los macrofagos de la descendencia de ra-
tones a los que se les administré poli (I:C)
en etapa gestacional media (DG12.5) en un
medio con LPS o en combinaciéon con IFN-v
incrementa la concentracion de I11.-12 (p40).
Ademas de sobreexpresar CCLR3 en condi-

ciones basales [26].

Desensibilizacion de la microglia

La induccioén de la desensibilizacién pue-
de ocurrir por la estimulaciéon con una do-
sis alta de inmunéngeno o miltiples dosis,
siendo el LPS uno de los inmundgenos que
la inducen con mayor facilidad.

La desensibilizaciéon se caracteriza por un

decremento de la activacion de NF-xB y la

9



INSTITUTO DE
NEURO!

expresion de ICAMI. [18].

Tolerancia de la microglia

La inmuno tolerancia es una respues-
ta inmune suprimida hacia un segundo es-
timulo y requiere de un estado previo de
desensibilizacion [18|. La cual se caracteri-
za por una disminucién en la secrecién de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e
IL-18 y con un aumento de citocinas anti-

inflamatorias como IL-10 [27].

Metabolismo de la respuesta in-

mune innata

La via de senalizacion de PISK-mTOR
esta involucrada en la inducciéon de la res-
puesta inmune entrenada. Esta via induce
un proceso anaboélico, el cual es requerido
para mantener la demanda de recursos y

energia que la célula requiere para llevar a

cabo la produccién de citocinas, péptidos
antimicrobianos y otros mediadores de de-
fensa. Mientras que en la inmuno tolerancia
no es claro, se ha sugerido que la via ca-
tabolica AMPK podria ser la involucrada.
Esto debido a que su actividad induce una
reduccion en los niveles de energia de la cé-
lula, asi como mediar el mantenimiento y
reparacion de células afectadas.

mTOR puede ser inhibido con metformina,
mientras que el sensor de energia AMPK lo
puede ser mediante restriccion calorica [15].
En la inmunidad entrenada hay incremento
de la glicolisis y [-oxidacién, para proveer
la energia necesaria para montar los meca-
nismos de defensas contra patogenos. Los
metabolitos actiian como moléculas de se-
nalizacion, cofactores y substratos que mo-
dulan la actividad de enzimas que modifican

la cromatina [16].
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Figura 2: La memoria de la respuesta inmune innata, puede ser sensibilizacién seguido de una
imunidad entrenada como se muestra en A y C o desensibilizacion seguido de inmunotolerancia
como se muestra en B y D. Las flechas rojas representan la induccién de la inmunidad entrenada

mientras las flechas azules la induccién de la inmuno tolerancia.
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Sustrato 2 del receptor a insuli-

na (IRS2)

La insulina es secretada por las células-
[ en los islotes de Langerhans del pancreas,
la cual regula el metabolismo anabélico de
glucosa, lipidos y amino acidos. Esta hor-
mona regula el metabolismo de la mayoria
de las células mediante su receptor (IR) y
otras moléculas como el sustrato del recep-
tor a insulina 1 y 2 (IRS1 y IRS2). Se ha
visto en ratones que la eliminacién de la ex-
presion de IRS2 (IRS27/) induce resisten-
cia a la insulina y su expresion se incremen-
ta ante el consumo de dietas altas en grasa
(DAG) [28]. Atn cuando ante el consumo de
DAG se mantiene incrementado IRS2, este
disminuye su afinidad por el receptor a in-
sulina, por las fosforilaciones serina/treoni-
na mediadas por la via IKK/NF-xB activa-
da por TLR4 [29,30]. Ademas puede sufrir
acetilaciones por la activacion de la acetil-
transferasa P300 mediada por la endotoxe-
mia metabdlica e inducir inhibicién de la
senalizacion corriente abajo 30, 31]. Inter-
leucinas anti-inflamatorias como IL-4 [32] e
IL-10 [33] inducen la activacion de IRS2.'Y

al bloquear IL-10 se incrementan las fosfo-

rilaciones de serinas/treoninas en IRS2, lo
cual sugiere que podrian ser protectores de
la inactivacién de este molécula dado por

las citocinas pro-inflamatorias.

Obesidad y dietas altas en grasa

La obesidad es uno de los grandes pro-
blemas que acontece hoy en dia a nivel mun-
dial, y uno de los principales factores de ries-
go para el desarrollo de enfermedades cro-
nicas. Aunque el incremento de peso es da-
do por un sobre consumo de alimento, atn
existe un intenso debate sobre que macro-
nutriente es el responsable de dicho sobre
consumo [34]. En la hipotesis del consumo
de proteina (conocido en inglés como pro-
tein leverage PLH) propone que los orga-
nismos consumen alimentos hasta satisfacer
la demanda proteica requerida. Lo cual se
ha observado al analizar el consumo de die-
tas en humanos a lo largo de varios grupos
de distintas nacionalidades. Donde se ha en-
contrado que todos consumen aproximada-
mente 16 % de proteina, siendo el nutriente
més costante. Lo cual sugiere que podria ser
el mecanismo controlador [35]. El grupo de
Speakman se pregunt6 si la proteina podria

ser el macronutriente involucrado en el in-
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cremento de peso. Por lo que utilizaron va-
rias cepas de ratones alimentados con varias
proporciones de carbohidratos, proteinas y
grasas. Encontrando que la grasa es el ma-
cronutriente que induce un incremento de
peso y no asi la proteina. Sin embargo, el
incremento de peso dado por la grasa no

es lineal, su pico méaximo es entre los 50 %-

60 % de contenido [34].

Endotoxemia metabdlica

La obesidad mediada por DAG es un
factor de riesgo para el declive cogniti-
vo, ya que puede promover un estado
pro-inflamatorio cronico capaz de inducir
neuroinflamaciéon e inducir un perfil pro-
inflamatorio en microglia. La alimentacion
alta en grasa en roedores ocasiona alteracio-
nes en tareas dependientes del hipocampo,
ademaés de inducir un perfil pro-inflamatorio
en la microglia [36]. Las DAG también pro-
ducen un incremento en la concentracion
de LPS en el plasma proveniente de la mi-
crobiota endoégena, a la cual se le denomi-
na endotoxemia metabolica [37]. Este pro-
ceso es mediado por quilomicrones, decre-
mento de la integridad de la barrera in-

testinal y la actividad de fosfatasa alcali-

na (enzima responsable del rompimiento de
LPS en intestino) [38]. El porcentaje de gra-
sa en la dieta es determinante en la canti-
dad de LPS de microbiota que es trasloca-
do de intestino a sangre [39]. Una vez que
el LPS llega a sangre puede ser reconocido
por el receptor de superficie TLR4 asi co-
mo a agregados enddgenos y proteinas oxi-
dadas produciendo una inflamacién croéni-
ca [14]. Al mutar al co-receptor CD14 [37] y
al receptor TLR4 [40] en ratones alimenta-
dos con DAG las concentraciones de gluco-
sa e insulina, asi como la concentracion de
citocinas pro-inflamatorias no se incremen-
tan como en ratones controles. Por lo que
se ha propuesto que el incremento de glu-
cosa, insulina y citocinas pro-inflamatorias
dados por las DAG son dependientes de la
via de reconocimiento de LPS mediada por

CD14/TLRA4 [37].
Disbiosis

La disbiosis se refiere a una alteracion
de la microbiota del individuo [41]. La cual
puede ser inducida por DAG. Dicha dieta
favorece la proliferacion de una mayor pro-
porcién de bacterias Gram-negativas en in-
testino [42]. Lo cual es exacerbado por su

capacidad de alterar la cantidad de LPS
13
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Figura 3: La endotoxemia metabdlica incrementa el paso de LPS de intestino a sangre mediado
por la proteina de unién a LPS (LBP) y macrofagos. Este paso de LPS provoca un incremento
de citocinas proinflamatorias en periferia. Las cuales son capaces de llegar a cerebro e inducir una

respuesta pro-inflamatoria mediada por microglia.

(componente de la pared celular de las bac-
terias Gram-negativas) de microbiota que es

traslocado de intestino a sangre [37].

Memoria de reconocimiento es-

pacial

La memoria a corto plazo es el almace-
namiento temporal de la memoria. La me-
moria de trabajo es un tipo de memoria a
corto plazo, que se diferencia de esta por
la capacidad de almacenar temporalmente
y procesar la informaciéon para completar
un objetivo [43]. En experimentos con ani-
males, este tipo de memoria se define co-
mo la que es capaz de retener la informa-

cion durante una sola sesion, mientras que

la memoria de referencia puede permane-
cer a lo largo de varias sesiones o incluso
durante todo el experimento [44]. La me-
moria de trabajo depende mayoritariamen-
te entre la sincronfa de la corteza prefrontal
medial (mPFC) y de hipocampo (HC. Esta
sincronia se da por ritmos theta entre HC
dorsal (dHC) y HC ventral (vHC) con la
mPFC. Sin embargo, solo se conocen pro-
yecciones excitatorias directas de CAl ven-
tral a mPFC [45]. El dHC se conecta indi-
rectamente a mPFC mediante otras estruc-
turas como el nticleo reuniens del talamo
ventral medial (Re), el cual participa sin-
cronizando a dHC con mPFC [46]. Los de-
fecits méas robustos en la memoria de tra-

bajo se han encontrado al danar o inactivar
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el dHC. Mientras que al danar o inactivar
el VHC se afecta la memoria de trabajo ol-
fatoria, contextual y de miedo. Es decir, el
dHC esta més involucrado en la navegacion
y aprendizaje, mientras que el vHC es mas
importante en las emociones y olfacion [45].
Las proyecciones del giro dentado (DG) al
cuerno de Amon 3 (CA3) del hipocampo a
través de las fibras musgosas se han consi-
derado como criticas para las tareas de me-
moria de trabajo. Ya que estas soportan la
memoria al promover la generacion de dis-
tintos patrones de disparo hipocampales, asi
como las vias directas e indirectas recurren-
tes entre DG-CA3 que forman el circuito de
asociacion. El circuito de asociacion se ha
sugerido como critico para retener la memo-
ria de trabajo espacial. Ya que al lesionar el
DG se ven comprometidos los patrones de
disparo espaciales de CA3, esto dado por la
afectacion en las fibras musgosas que pasan

por el hilus del DG [43].

Efecto de las dietas altas en gra-
sa en cerebro
La exposicion prolongada de dietas altas

en grasa provoca el incremento de astroci-

tos y microglia en ciertas estructuras como

hipotalamo. Efecto acompanado de un au-
mento de citocinas pro-inflamatorias [47],
asi como incremento en el tamano de los
procesos de microglia [48]. Sila DAG es con-
sumida en la adolescencia pueden afectar
distintos tipos de memoria, siendo la me-
moria de trabajo una de las méas sensibles.
Su consumo en el adulto no se ha encon-
trado que pueda decrementar el desempe-
no de memorias como la de trabajo espa-
cial [49-51]. Las DAG aun sin inducir so-
brepeso u obesidad en ratones adolescentes,
pueden alterar la memoria de trabajo [52].
Los problemas de memoria relacionados al
consumo de dietas de grasa puede ser causa-
do por una disminucién en las espinas den-
driticas y sinapsis [48], asi como la perdi-
da de la funcién entre HC y PFC mediado
por receptores a glutamato [51|. La perdida
de estas espinas dendriticas puede estar re-
lacionado con un cambio en el fenotipo de
microglia, ya que la estimulacion de estas
con acidos grasos como el palmitico, favore-
ce la perdida de espinas dendriticas [53]. El
HC es més vulnerable a las dietas altas en
grasa que otras estructuras como PFC e hi-
potalamo [49], siendo el hilus del DG el mas

sensible de inducir una respuesta inflamato-
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ria [52]. Las dietas occidentales (las cuales
tienen una cantidad alta en grasa) se les ha
asociado con un menor desempeo en tareas
cognitivas. Asi como un factor de riesgo pa-

ra desarrollar demencia en el envejecimien-

to. Sin embargo en estudios de cohorte re-
cientes no se ha encontrado alguna relacion
entre el tipo de dieta y un deterioro cogni-

tivo [54,55).
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De acuerdo a la organizacion mundial de
la salud la obesidad es uno de los princi-
pales problemas de salud hoy en dia y que
estd asociada principalmente al porcentaje
de grasa presente en la dieta [34]. Lo cual
es un problema preocupante para México,
ya que es uno de los pafses con mayor can-
tidad de personas con obesidad alcanzando
el 28.9 % de la poblacion [56]. En México se
atribuye un 75 % de muertes y un 65 % de
incapacidades a las enfermedades no trans-
misibles relacionadas con la obesidad, por lo
que los problemas asociados a obesidad es
preocupante para el pais ya que se estima
un incremento de casos [57].

El consumo de dietas altas en grasa (DAG)
se ha asociado en humanos con un decre-
mento en el volumen del hipocampo, asi co-
mo un factor de riesgo para desarrollar de-
mencia en la vejez [58,59]. Sin embargo, al
modelar el efecto de las DAG en ratones.
Se ha encontrado que su consumo solo tie-
ne efecto en ventanas criticas como lo son

la ninez y adolescencia. Donde pueden pro-

vocar neuroinflamaciéon ademéas de un ba-
jo desempeno en memoria de trabajo espa-
cial [48,49,51,53]. Aunado a esto, se ha des-
crito que el efecto de las DAG puede ser
modificado si la respuesta inmune innata
se modifica. Como lo es la inmunotoleran-
cia que induce resistencia al incremento en
la concentraciéon de glucosa y citocinas pro-
inflamatorias en sangre [60]. Este efecto de
las DAG inducido por la inmunotolerancia
es desconocido en cerebro.

Ademas tultimamente han surgido muchas
discrepencias al respecto con las DAG, ya
que algunos autores no han encontrada una
relacion entre el consumo de DAG y aumen-
to de riesgo en demencia [54,55]. Por lo que
es importante esclarecer el origen de las dis-
crepancias encontradas con las dietas altas
en grasa. Nosotros proponemos que el esta-
do previo del sistema inmune innato a la ex-
posicion de las dietas altas en grasa puede
cambiar el curso de los efectos observados

en estas dietas.
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Hipoétesis

La desensibilizacion de la respuesta imune innata con LPS en el dia postnatal 3 provocara
inmuno tolerancia al consumo de dieta alta en grasa asi como resistencia al incremento de

insulina y glucosa sin proteccion del deterioro de la memoria de trabajo.
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Objetivo general

Evaluar la memoria de trabajo espacial y la morfologia de microglia en el hilus del giro
dentado en ratones inyectados con LPS en el dia postnatal 3 y alimentados con una dieta
alta en grasa en la etapa juvenil, asi como la concentracion de insulina, glucosa, la expresion
de mRNA de citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y enzimas involucradas en el

metabolismo de glucosa.

Objetivos particulares

» Evaluar el efecto de la dieta alta en grasa en la memoria de trabajo espacial
= Estimar las células totales y microglia en el hilus del giro dentado

= Analizar la morfologia de microglia del hilus del giro dentado para determinar el perfil

de la microglia
» Cuantificar insulina y glucosa de periferia

= Medir la expresion de mRNA de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias para

determinar el perfil de la respuesta inmune
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Se utilizaron ratones machos C57BL/6J
de 3 dias de edad, bajo la licencia nimero
057 del Comité de Etica en la Investigacion
del Instituto de Neurobiologia de la UNAM.
Para realizar el modelo de inmunotoleran-
cia, se realizaron dos eventos en ventanas
criticas: Primer ventana critica: Desen-
sibilizacién de microglia en el dia posnatal
3 (P3) con 100 pg/kg de LPS via subcu-
tanea, utilizando LPS de FEscherichia coli
0127:B8 (SIGMA). Segunda ventana cri-
tica: Consumo de DAG durante 4 meses
al dia posnatal 21. La dieta empleada fue
Chow 5001 como control (Laboratory Ro-
dent Diet, con 13.5 % de kcal derivados gra-
sa), la DAG fue preparada en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ) utilizando la
formulacion de Research Diets D12492 (con
60 % de kcal derivados de grasa). El dise-
no consistié en 4 grupos de 11 machos de

camadas distintas

P3 solucién salina -+ P21 dieta control

(Veh+Chow)

P3 solucién salina + P21 dieta alta en

grasa (Veh+DAG)

P3 LPS + P21 dieta alta en grasa
(LPS+DAG)

Se pesaron a los animales al destete, se man-
tuvieron en ciclo invertido 12 horas luz /os-
curidad y posteriormente se pesaron cada
semana, al termino de 16 semanas con la
DAG se realizaréon las pruebas conductua-
les dependientes de hipocampo y posterior-
mente se hicieron histologias en el hilus del
giro dentado y expresion de mRNA en hi-

pocampo.

Memoria espacial a corto plazo

por laberinto en Y
Se realiz6 en un laberinto de acrilico en
forma de Y con claves espaciales en las pa-

redes del cuarto donde se alojé a 30 luxes

de intensidad.
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Fase 1 Fase 2
» O N
Conocido
Novedoso ©
[ t=15minuto
Inicio
A A
t= 5 minutos t= 2 minuto

Figura 4: Fase 1: Se mantiene el brazo novedo-
so cerrado, ejemplificado de color rojo Fase 2:
Los 3 brazos se mantienen abiertos y se cuan-
tifica el tiempo que pasa el ratén en el brazo
novedoso.

En la fase 1 se mantuvo cerrado un brazo al
azar, al cual se le denominé brazo novedoso.
Posteriormente se coloco al raton aleatoria-
mente en uno de los dos brazos restantes
al cual se le denominé brazo de inicio y al
restante brazo conocido. Se dejo6 al raton ex-
plorarlos durante 5 minutos. Posteriormente
se retiro al raton del laberinto y se mantuvo
en su jaula durante 15 minutos. En la fase 2
se abri6 el brazo novedoso y se dej6 al ratéon
explorarlo durante 2 minutos. Aprovechan-
do la tendencia de los ratones a explorar

espacios novedosos si los recuerda [61,62].

Construcciéon de nido

Es una conducta innata dependiente de
hipocampo. Una hora antes del cambio a
ciclo oscuro se colocd a cada ratéon en una

caja separada con 3 gramos de algodon, al

Figura 5: Escala de calificaciéon en la construc-
cion de nido. Iméagen tomada de [63]

cambio de ciclo de luz se retir6 el algodon
que no fue utilizado por el ratéon y se peso
para sacar el porcentaje de algodén no uti-
lizado y se califico de acuerdo a la siguiente

escala [63,64]:

1. Mas del 90 % del algodén no fue ras-
gado

2. 50-90 % del algodon no fue rasgado

3. Del 50-90% fue rasgado y esparcido

por la caja

4. Mas del 90 % fue rasgado y utilizado

para hacer un nido, pero es plano

5. Mas del 90 % del algodon fue utilizado
para hacer el nido y tiene forma de

crater
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Recolecciéon de tejido

A 5 ratones de cada grupo se les inyecto
50ul de pentobarbital a una concentracion
de 125 mg.kg™! via intravenosa, para luego
ser perfundidos con solucién salina y poste-
riormente fueron fijados con parformaldehi-
do al 4 % en solucion amortiguadora de fos-
fatos al 0.1M, se extrajo el cerebro el cual se
dejo 24 horas en una solucion fijadora a 4°C
y posteriormente 3 dias a 4°C en una solu-
cion de sacarosa 30 % como crioprotector.
Los cerebros crioprotegidos se congelaron y
cortaron en criostato a 40um en orientacion

sagital.

Recoleccion de suero

A 9 ratones de cada grupo se les extrajo
sangre, la cual se les midi6 la concentracion
de glucosa con tiras reactivas (Accu-Check
instant, Roche) y posteriormente se centri-
fugd A 3200 revoluciones por minuto duran-
te 10 minutos para separar el suero, el cual
fue congelado en ultracongelador hasta su
posterior uso para la cuantificacion de insu-
lina por ELISA utilizando el kit (EZRMI-13
K Sigma-Aldrich). El calculo de HOMA-IR

(modelo homeostatico para evaluar la resis-

tencia a la insulina) fue mediane la equacion
1 anteriormente descrita [65-67|, donde la
concentracion de glucosa es mmol*L~! y la

insulina p U*mL™1.

glucosa x insulina

HOMA — IR =
O h 22.5

(1)

Histologia
Tincién de Nissl

Se montaron los tejidos en laminillas y
se hidrataron por 25 minutos en PBS, para
luego pasarlas al colorante (violeta de cresi-
lo). Las preparaciones tenidas se deshidra-
taron en alcohol al 50 %, 70 %, 80 % acidu-
lado, 96 %), absoluto, xilol y una solucién de
xilol fresca. Las preparaciones tenidas y des-

hidratadas fueron montadas con resina.

Inmunohistoquimica

Se desenmascararon los epitopes en los
tejidos cortados en sagital con buffer de ci-
tratos a pH=6 a 90°C por minutos, después
se incubaron en HyOy a 0.3% en PBS con
0.1 triton X-100 y 0.5 % Tween 20 por 30 mi-
nutos, bloquearon con la soluciéon descrita
por [68|. Posteriormente los tejidos fueron

incubados con Ibal como marcador de mi-
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croglia (PA5-18488 Invitrogen) a una con-
centracion de 1x10e™® mg.mL~! (dilucién
1:500) en la dilucion descrita por [68], incu-
bados con el sistema A+B y revelado con la
reaccion glucosa-oxidasa, la cual consiste en
una solucioén de sulfato ammonio niquel, clo-
ruro de amonio, D-glucosa y diamino benci-

dina a la cual se le agrega glucosa oxidasa.

Analisis de transcripcién rever-
sa por reacciéon en cadena de la

polimerasa

Se disect6 el hipocampo de seis ratones
por grupo, a los cuales se les extrajo RNA
utilizando 1mL de TRIzol (invitrogen”).
La cantidad y calidad del RNA fue estimado
por espectrofotometria a 260/280 nm, una

cantidad constante de 1-3 pug de RNA fue

transcrita utilizando transcriptasa reversa
(Roche™ ). Condiciones identicas de qPCR
fueron utilizadas para todos los genes, los
cuales fueron normalizados utilizando el gen
constitutivo Rrpl32 como control interno.
La amplificacion se realizé utilizando el ins-
trumento de qPCR en tiempo real Light
Cycler 2.0 (Roche’™), la mezcla maestra y
pruebas de hidroélisis fueron utilizando un
protocolo estandar (Biblioteca de pruebas
universales, Roche™). La activacion de la
polimerasa Taq DNA y desnaturalizacion de
DNA se realizo a 95 °C durante 10 minu-
tos, seguido de 45 ciclos de amplificacion
de 10 segundos de duracion a 95°C, 30 se-
gundos a 60 °C y 1 segundo a 72 °C. La
qPCR obtenida se analiz6 por el método de
2-AACT [69]. Se utilizaron los siguientes ce-

badores:
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] Gen

‘ Secuencia

G6PDH F: 5-ATCTTCACACCACTGCTGCA-3/

R: 5-CCGCGGCTGCCATATACATA-3/
GCK F: 5-ATCCGGGAAGAGAAGCAAGC-37

R: 5-GATGAGGGACAGAGGGACCT-3/
PCK F: 5-TGCGGATCATGACTCGGATG-3/

R: 5-GGCACTTGATGAACTCCCCA-3/
IRS2 F: 5-CGCCACAGTTCAGAGACCTT-3r

R: 5-CGCTTGGAATTGTGGGCAAA-3/
TMEM119 | F: 5-CGAGCTCACTCTCTGTGGTG-3/

R: 5-CATCGGCATTTTGAACGAG-3/
IBA1 F: 5-TGGGATCATCGAGGAATTG-3/

R: 5-GGATTTGCAGGGAGGAAAA-3/
CD14 F: 5-AAAGAAACTGAAGCCTTTCTCG-3/

R: 5-AGCAACAAGCCAAGCACAC-3/
TLR4 F:5-GGACTCTGATCATGGCACTG-3/

R: 5/-CTGATCCATGCATTGGTAGGT-3/
NRF2 F: 5-CAACAGTATTTCTGCCGCTGT-3/

R: 5-CACAGGGAGGACTTTGTGAGT-3/
IL-4 F: 5-CGAGCTCACTCTCTGTGGTG-3/

R: 5-CATCGGCATTTTGAACGAG-3/
IL-10 F: 5-AGTTGACGGACCCCAAAAG-3/

R: 5-AGCTGGATGCTCTCATCAGG-3/
TNF-«a F: 5-GACGGTGAGAGCCAGAGG-3/

R: 5-TGGTGGAAGTGATCACGAGT-3/
IL-6 F: 5-GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3/

R: 5-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3/
Rrpl32 F: 5-GCTGCCATCTGTTTTACGG-3/

R: 5-TGACTGGTGCCTGATGAACT-3/

Cuadro 2: Cebadores utilizados para evaluar metabolismo de glucosa y respuesta inflamatoria.
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Estereologia

Para realizar la estereologia se tomaron
cortes sagitales de lateral 0.48 a 2.16, se to-
maron 7 secciones con una separacion de
240 pm entre cada una y con un grosor de
40 pm, se tineron con violeta de crecilo y
posteriormente se realiz6 la captura con el
objetivo de 40x del hilus del giro dentado.
Todos los campos se empalmaron con el plu-
gin pairwise stitching [70] y se analizaron
con el disectador optico de Ip [71] con algu-
nas modificaciones para anexar la ecuacion
para el célculo del nimero de pruebas por
seccion [72]. Se contaron 150 pruebas en un
area total de 650983.885202138m? con una
rejilla de 64pm X 64pm, y un disectador 6p-
tico de 40 pm X 40 pm con altura de 40 pm.

Z Al—)n

Adistancia = 150 (2)
Aseccin

ruebai — 3

np ’ Adistancia ( )

Ecuaciones para determinar el niimero de
pruebas [72], la ecuacion 2 se utilizo para de-
terminar el factor Agisiancie SUponiendo que
se quiere 150 pruebas en » A;(sumatoria
del area de las 7), posteriormente se utili-

z6 la ecuaciéon 3 para determinar el niimero

de pruebas que le corresponde a cada sec-
cion. Dando como resultado Se utilizaron

750 pruebas de conteo en 35 secciones por

grupo.
_ 1 1 1

Ecuacién 4 para estimar el namero de célu-

las 71|, donde:

> @ (5)

es la suma de todas las células contadas en

las pruebas del hilus del giro dentado

ssf = % (6)

donde ssf=Fraccion de muestreo de la sec-

cion, y la distancia entre secciones la cual

240pum
40pm

es igual a 6m = , los 40pm es el espe-
sor del tejido y 240pum es la distancia entre

secciones, 7 secciones de separacion.

donde asf=Fraccién de muestreo del érea,
1600um?= area del disectador optico y
4096 pum?=area de la gradilla

~ 40pm

tsf =
s 40pum
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Donde tsf=Fraccion de muestreo del grosor,
longitud del disectador 6ptico=40um y gro-
sor de la seccion=40pm

CE?

CV?
errorestandar(z)

precision =

CE =

promedio(x)

oV — desviacionestandar(x)

promedio(x)

Ecuacion utilizada para calcular la preci-

sion |73, 74|, donde el ratio del coeficiente

de error (CE) y el coeficiente de variacion
debe de ser menor a 0.5 |74], por lo que nos
aseguramos que todas las estimaciones rea-
lizadas se mantuvieran por debajo de este
valor. Las ecuaciones para estimar el tama-
no de gradilla y disectador 6ptico se inser-
taron (en negritas) en el codigo de Ip para
ImageJ el cual sirve para generar el disecta-

dor optico [71].

26



INSTITUTO DE
NEURO!

//Optical Disector Grid.ijm

//simple imageJ implimentation of an optical disector grid for stereological counting
//code written by Christopher S Ward - 2013 for use in ImageJ/FIJI (Wayne Rasband)

//the code is distributed free of use, acknowledgements/citations appreciated if you

use/modify the code

//grid is created in center of image and is sized in pixels (modify code below)
//should be compatable with Cell Counter"plug-in

//user defined parameters

m=factor de conversion pixel/um;

//Area total de la sumatoria de las secciones de la regién de interes

areatotal= > A;jecuacion 5

ASTEP:%;Z
ASTEPM=ASTEP*(m*m);ecuaciéon

//Obtencion del tamano de gradilla
grid=sqrt(ASTEPM);

//Obtener dimensiones de la imagen cargada en ImagelJ
getDimensions(width, height, channels, slices, frames)
xlength=width;

ylength=nheight;

dy=ylength /grid;

dx=xlength /grid;

usergrid—22*m;

//Modificar setepx y stepy para mover el disectador optico por las gradillas

stepx=2;
stepy—=4;
imagex—(grid/2)+((stepx-1)*grid);
imagey—=(grid/2)+((stepy-1)*grid);
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//Crear disectador 6ptico

Overlay.remove;

setColor(red");
Overlay.drawLine(imagex-usergrid*0.5,imagey-usergrid*1.5,
imagex-usergrid*0.5,imagey-+usergrid*0.5);
Overlay.drawLine(imagex-usergrid*0.5,imagey-+usergrid*0.5,
imagex-+usergrid*0.5,imagey-+usergrid*0.5);
Overlay.drawLine(imagex-+usergrid*0.5,imagey-+usergrid*0.5,
imagex-usergrid*0.5,imagey -+ usergrid*1.5);

Overlay.add;

setColor("green");
Overlay.drawLine(imagex-usergrid*0.5,imagey-usergrid*0.5,
imagex-t+usergrid*0.5,imagey-usergrid*0.5);
Overlay.drawLine(imagex-+usergrid*0.5,imagey-usergrid*0.5,
imagex-usergrid*0.5,imagey-+usergrid*0.5);

Overlay.add;

//Anexo de cuadricula. Si se quiere inicio de cuadricula aleatorio modificar
0 por variable aleatoria

//Grid x

for (i = 0; i <dy; i++) {

e—grid*i;

Overlay.add;

setColor(¢yan");
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Overlay.drawLine(0,grid+e,xlength,grid+e);
Overlay.show

Overlay.add;}

//Grid y

for (i = 0; i <dx; i++) {

e—grid*i;

Overlay.add;

setColor(gyan");
Overlay.drawLine(grid+-e,0,grid+e,ylength);
Overlay.show

Overlay.add;}

//Enumerar cuadricula

for (i = 0; i <dx; i++) {

e—grid*i;

number—=0-i;

setColor(red");

setFont ("SansSerif", 40);

Overlay.drawString(number, ((grid-grid*2)+-e)+

grid/9, grid/5);}

for (i = 051 <dy; i++) {

e—grid*i;

number—0-i;

setColor("green");

setFont ("SansSerif", 40);
Overlay.drawString(number, grid/1.2,

((grid-grid*2)+-e)+grid/5);}
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El plugin del disectador 6ptico que se
utilizd6 tiene que ser empleado en captu-
ras tomadas por un microscopio con platina

motorizada, sin embargo al no contar con

(a) Campos obtenidos a 40x en 8 planos en Z.

esta, se hicieron las reconstrucciones de la
estructura de interés mediante empalme |75]

siguiendo los pasos que se muestran a con-

tinuacién:

(b) Ensamble de campos mediante el plugin pair-
wise stitching.

(¢) Ejemplo de imagenes ensambladas para formar el hilus del giro dentado compuesto de 3 a 5 campos,
dependiendo de la profundidad de la seccion.
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(a) Se cont6 cada espacio de la cuadricula con el disectador optico.
BMBES EDR [EBETaTTEA] prenaem B3 £T ke [E 588 [B558 [ nodaias] BN

(b) El conteo se realizo en todas las cuadriculas de las 7 secciones en la region de interés y planos en Z.
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Después de haber obtenido la cantidad de células por secciéon con ayuda del disectador

optico, se estimaron las células con la ecuacion 4.

Crear funciones en R de las formulas obtenidas de [72]
se <- function(x) sd(x)/sqrt(length(x))
ce<-function(x) se(x)/mean(x)
cv<-function(x) sd(x)/mean(x)
precision<-function(x) (ce(x)**2)/(cv(x)**2)
grid.area<-4096

counting.frame.area<-1600
thicknes.tissue<-40

optical.height<-40
asf<-counting.frame.area/grid.area

ssf<-1/6

tsf<-optical.height /thicknes.tissue

estimated cells=1/(asf*tsf*ssf)
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Estadistica

Los analisis de glucosa, insulina,
HOMA-IR, expresion de genes, estimacion
de células y ntmero de microglias fue por
ANOVA utlizando la biblioteca car de R
3.6.3. Para probar la homocedasticidad se
utilizo la prueba de Levene con biblioteca
lawstat y la normalidad con la prueba de
Shapiro, utilizando la biblioteca base. Dado
que los datos de HOMA-IR e insulina no

pasaron la prueba de normalidad, se trans-

formaron en escala logaritmica para realizar

el anélisis por ANOVA. Para el analisis de
laberinto en Y se utilizo6 modelos lineales
mixto. El p-valor de los efectos fijos fue cal-
culado mediante ANOVA por el método de
Satterthwaite y la comparacién de grupos
por Tukey HSD utilizando la biblioteca de
emmeans. El anélisis del cambio de pesos
se reliz6 mediante modelos lineales mixtos
con dos pendientes. Se utiliz6 la bibliote-
ca ImerTest para el modelo y optimz para
el optimizador utilizado el método de Nel-

der-Mead (nlminb).

Yi; = Boj + Bitaij + Bajtaij + Ry (10)

peso.lmer<—Imer (peso™ DietaxTratamientox(tempolttiempo2)+

(tiempol+tiempo2|raton), data=datos, REMI=FALSE, control =

ImerControl (optimizer =’optimx’, optCtrl=list (method="nlminb ")))

33




.
E isﬂﬂn’o DE
NEUROBIOLOGIA

4400 4600
1 1
°

°

4200
°

AIC_value

4000

3800
L
o

Grupo
- Vichow
-~ vioaG

gno (b) Tiempo fijado mediante AIC.

semana

8 2 T 15
Tiempo(semana)

(a) Ordenadas al origen tomadas.

Cc HFD

Inyecciones
— c
== LPS

Semana
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Figura 8: Se determiné la ordenada en el origen de la pendiente mediante criterios de informacién
de Akaike a dos tiempos.
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El analisis de microglia para 15 en C),
D) y E) fue mediante modelos anidados,

donde el nivel 0=microglia, nivel 1=seccion

donde se encontré la microglia y nivel 2=ra-
ton del cual proviene, de acuerdo a la ecua-

cion basada en |76]:

Yiik = Bojk + Bijitije + Rijk (11)

parametro.lmer<—lmer (parametro~ dietaxtratamiento-+

(1|raton/seccion), data—data, REML = FALSE)

Analisis morfométrico

De las fotomicrografias se obtuvieron
1400 microglias (10 por seccion es decir 70
por animal) las cuales se dibujaron a mano
sobre la imagen real y posteriormente se
convirtieron en binarias utilizando umbrales
de ImageJ. Las imagenes binarias se trans-
formaron a esqueletos utilizando la funcién
Skeletonize de ImagelJ y se analizaron me-
diante Analyze Skeleton, pasos que se mues-
tran de forma representativa en la 15, de

acuerdo a [77,78|

AnaAlisis de poblaciones micro-

gliales

Los datos obtenidos se utilizaron en R
para generar un marco de datos el cual se
transformo a un marco de datos para cito-
metria mediante la biblioteca premesa. Pos-
teriomente se separd en poblaciones utili-
zando k-means con la biblioteca flowClust,
la K se obtuvo por criterios de informaciéon
Bayesianos (BIC) [79]. El analisis de diversi-
dad de poblaciones con el indice de Shannon
y Simpson se realizo en R con la biblioteca

vegan.
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La dieta alta en grasa induce ga-

nancia de peso

Al dar una DAG durante 16 semanas,
se observo un incremento de peso dado por
la dieta (F 44=4.54, p=0.03), sin efecto da-
do por el tratamiento (Fy 44=2.68, p=0.14).
Sin embargo el grupo Veh+DAG gané un
incremento de peso estadisticamente signi-
ficativa a la semana 4 con respecto el grupo
control (Veh-+CHOW). Mientras que el gru-
po LPS+DAG la obtuvo a las 7 semanas, es
decir una diferencia de 3 semanas.

A

40

Peso (g)

o1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tiempo en semanas

@ Veh+Chow & Veh+DAG #® LPS+Chow & LPS+DAG

Figura 9: Ganancia de peso durante 16 semanas
de alimentacion con DAG y Chow.

Figura 9: Los datos son expresados en
promedioterror estandar por semana des-
pués del destete al dia p2l1. Veh+Chow
(n=11), Veh+DAG(n=11), LPS+Chow(n=11)
y LPS+DAG(n=11). Los datos se analizaron
por modelos lineales mixtos seguido de Tukey-
HSD. En el recuadro de color rojo se observa
un cambio significativo de Veh+DAG en com-
paracion con Veh+Chow y LPS+Chow, en mo-
rado LPS+DAG en comparacion de Veh+Chow
y LPS+Chow.

El LPS en P3 evito el incremen-
to de glucosa, insulina y HOMA -

IR en sangre

La DAG caus6 un incremento de glucosa

(F1732:15.94, p:OOOO?)), insulina <F1732:28.187
p=0.000008) y HOMA-IR (F 35— 28.2, p—0.000008).

Aunque el tratamiento no causo una dife-
rencia significativa (Fy 30=0.24, p=0.62), as{
como la interacciéon de tratamiento con die-
ta (F132=2.95, p=0.09) en la glicemia, si

hubo una diferencia significativa en el trata-

miento dado por insulina (Fy 3p=11.3, p=0.002)

y HOMA-IR (F 30=4.47, p=0.04), asi como

con la interaccién de tratamiento con dieta
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en insulina (F; 30=7.11, p=0.01) y HOMA-
IR (F1732:4.97, p:003>

B 100 c x
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=
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Figura 10: A) Concentracion de glucosa
B) concentracion de insulina y C) HOMA-
IR, datos expresados en promedioterror es-
tandar. Veh+Chow (n=9), Veh+DAG(n=9),
LPS+Chow(n=9) y LPS+DAG(n=9), analiza-
dos por ANOVA seguido de Tukey HSD.

La interaccién de LPS con die-
tas altas en grasa provocé un de-

cremento de IRS2 en el grupo

LPS+DAG

Al determinar la expresion de mRNA en
hipocampo de genes relacionados con el me-
tabolismo de glucosa no se encontr6 una
diferencia estadisticamente significativa en
glucocinasa (GCK) y protein cinasa C (PKC).
Sin embargo si hubo un incremento signifi-
cativo en la glucosa-6-fosfato (G6PDH) da-
do por el tratamiento (Fy 20=6.98, p=0.01).

Asi como un incremento significativo en el

Sustrato 2 del receptor a insulina (IRS2) da-
do por la dieta (F; 20=4.86, p=0.03).
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Figura 11: Expresiéon de mRNA en hipocam-
po de A) G6PDH, B) GCK, C) PCK y D)
IRS2. Datos expresados en promedioterror es-
tandar. Veh+Chow (n=6), Veh+DAG(n=6),
LPS+Chow(n=6) y LPS+DAG(n=6), analiza-
dos por ANOVA seguido de Tukey HSD.

La conducta innata de construc-
ciéon de nido no fue afectada por
la dieta alta en grasa y las inyec-

ciones pos-natales con LPS

Para evaluar el efecto de la dieta alta
en grasa y de la inyecciones de LPS en dia
pos-natal 3, se realiz6 la conducta innata de
construccion de nido. Esta conducta que es
dependiente de hipocampo, no se encontré

alguna alteracion en el desempeno.
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Figura 12: A) Promedio de las calificaciones ob-
tenidas en la construcciéon de nido con error es-
tandar. B)Porcentaje de algodon utilizado para
la construcciéon del nido.

La dieta alta en grasa provoco
deterioro en la memoria de tra-
bajo espacial

El tratamiento con LPS provocé una di-
ferencia estadisticamente significativa a lo
largo de la prueba (Fy 44=5.22, p=0.02). Asi
como la interaccion entre LPS y la dieta
(F1,44=5.7, p=0.02). Sin embargo la dieta
no provocd una diferencia significativa a lo

largo del tiempo (Fy 44=1.73, p=.19) en el

brazo novedoso a los 60, 90 y 120 segun-
dos. Los ratones LPS+DAG pasaron menos
tiempo en el brazo novedoso con respecto
los controles (Veh+Chow y LPS+Chow). A
los 120 segundos solo el grupo VEH+DAG
pasé menos tiempo en el brazo novedoso con

respecto los grupos controles.
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Figura 13: Porcentaje de tiempo que pasaron
los ratones en el brazo novedoso del laberinto en
Y. Datos expresados en promedio=terror estan-
dar y proporciones de tiempo en cada brazo por
grupo Veh+Chow (n=11), Veh+DAG.(n=11),
LPS+Chow(n=11) y LPS+DAG(n=11). Los
datos se analizaron con modelos lineales mixtos
via ANOVA seguido de Tukey HSD. El panel
derecho muestra las proporciones de preferen-
cia por brazo familiar (F), inicio(I) y novedoso
(N).
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La interaccion LPS+DAG provocd una di-
ferencia significativa en el recorrido total en

el laberinto en Y (F 44=4.63, p=0.003).

El LPS en el dia pos-natal 3 mas
el consumo de una DAG no pro-
vocod una diferencia en el nime-
ro de células en el hilus del giro

dentado

Dado que el hilus del giro dentado del

hipocampo es necesario para la memoria

de trabajo espacial y sensible a las die-
tas altas en grasa. Se estimdé la canti-
dad de células totales en busca de una
afectacion en el nimero total. Encontran-
do Veh+Chow (10524+242), Veh+DAG
(12042+381), LPS+Chow(11056+491) and
LPS+DAG (11384+501), donde no hubo
diferencia significativa dado por la die-
ta (F116=1.69, p=0.21), y la interacciéon
(F116=2.02, p=0.17). Sin embargo hubo
una diferencia significativa dada por efec-
to del tratamiento con LPS (F; ;64=4.20,
p=0.05).

13000 4
12000 4

11000 4

10000 4

R

Numero estimado de células 3

1 1 1 1
Veh Veh LPS LPS
+ + + +
Chow DAG Chow DAG

Figura 14: A)Fotomicrografia representativa a 40x de la reconstruccion del hilus del giro denta-
do tenido con Nissl. B) Numero estimado de células en el hilus del giro dentado. Los datos son
expresados en promedioterror estandar. Veh+Chow (n=5), Veh+DAG(n=5), LPS+Chow(n=5) y
LPS+DAG(n=5), analizados por ANOVA de dos vias seguido de Tukey HSD.
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El LPS provocé resistencia a
cambios morfolégicos en micro-

glia dado por la DAG

Nosotros estimamos el ndmero de
microglias en el hilus del hipocam-
po, Veh+Chow (1650 +133), Veh+DAG
(1742+85), LPS+Chow (1653+124) y
LPS+DAG (1545+86). No encontramos di-
ferencias en el nimero de microglias da-
dos por la dieta (F;16=0.355, p=0.5597)
o la interaccion de la dieta con el tra-
tamiento (Fy14=0.833, p=0.3749). Como
estda reportado la dieta provocd un incre-
ment6 en la longitud total de los proce-
sos de las microglias (Fy 20=9.54, p=0.005)
y numeros de ramificaciones (Fy90=13.77,
p= 0.001), pero no en los puntos finales
(F120=1, p=0.3). El LPS provocé una di-
ferencia estadistica en el tamano total de
los procesos (Fy20=9.54, p=0.005), ramifi-
caciones (Fy90=13.77, p=0.001) y namero
de puntos finales (Fy90=4.43, p=0.04). Sin
embargo la interaccion entre LPS+DAG
solo causo una diferencia estadistica en el
tamano total de los procesos (Fi20=6.03,
p=0.02). No hubo cambios en el numero de

ramificaciones (F; 20=2.58, p=0.1) y puntos

finales (F;20=0.21, p=0.64).

Los expresién de citocinas proin-

flamatorias inducidas por la

DAG disminuyeron con la expo-

sicién postnatal a LPS

Debido a que la resistencia a cambios
morfologicos observados en la microglia pu-
diera ser una caracteristica de inmuno to-
lerancia, evaluamos la expresion de mR-
NA de un perfil pro-inflamatorio TNF-
a (Fy23=4.49, p=0.01), IL-18 (F;23=3.34,
p=0.04) and IL-6 (Fy 25 =0.81, p=0.5). Asi
como de un perfil anti-inflamatorio IL-4
(F123 =2.75, p=0.07), IL-10 (F;3=8.11,
p=0.001) y NRF2 (Fy 93=2.24, p=0.07). Y
el receptor TLR4 (Fy 23=0.62, p=0.6) y co-
receptor CD14 (F; 53=13.35, p=0.001) in-
volucrados en el reconocimiento de LPS,
Ibal (Fy93=6.12, p=0.004) y TMEM119
(F123=7.29, p=0.002) como marcadores de
microglia. LPS+DAG tuvo un incremento
en la expresion de IL-10, CD14, Ibal y
TMEM119 , lo que corresponde a un per-
fil anti-inflamatorio. En comparaciéon con
VEH-+DAG, el cual tuvo un incremento en
la expresion de un perfil pro-inflamatorio
con TNF-« y IL-13.
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Figura 15: A) Fotomicrografia representativa de una inmunohistoquimica de Ibal como marcador
de microglia en el hilus del giro dentado. 70 microglias por ratéon fueron convertidas en imagenes
binarias, esqueleto y analizadas en ImageJ, B) Microglias estimadas en el hilus del giro dentado,
C) Nuamero de puntos finales en los procesos, D) Longitud total de los procesos, E) ntimero de
ramificaciones por célula. Numero estimado de células en el hilus del giro dentado. Los datos son
expresados en promedioterror estandar. Veh+Chow (n=5), Veh+DAG(n=5), LPS+Chow(n=5) y
LPS+DAG(n=5), analizados por modelos lineales mixtos via ANOVA seguido de Tukey HSD.
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inflamatoria y anti-inflamatoria. Los datos son expresados en promedioterror estandar. Veh+Chow
(n=6), Veh+DAG(n=6), LPS+Chow(n=6) y LPS+DAG(n=6), analizados por ANOVA seguido de
Tukey HSD.
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Existen dos poblaciones de mi-

croglia dado por la morfologia

Al encontrar cambios en la morfologia
de la microglia y un perfil proinflamatorio
en el grupo Veh+DAG. Ademés de un per-
fil anti-inflamatorio en el grupo LPS+DAG.
Nos preguntamos si la morfologia de micro-
gli podria separarse en 2 grupos, uno pro-
inflamatorio y uno anti-inflamatorio. Por lo
que realizamos k-means en busca de dos po-
blaciones microgliales, encontrando asi que
en efecto existen dos poblaciones microglia-
les, la proporciéon de la poblaciéon 1 fue de
0.704 mientras que la poblaciéon 2 fue de
0.295. La separacion de poblaciones de mi-
croglia se hicieron en funcioén de los 4 grupos
debido a que las poblaciones tienden a ser

homogeneas por grupo.
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Figura 17: A)Grafica de densidad de microglia
presente en todos los grupos de acuerdo al ni-
mero de ramificaciones y tamaiio de procesos.
B)Poblaciones de microglia obtenidas mediante
k-means, donde k fue obtenida por BCI.

Poblaciones de microglia en los

distintos grupos

Las proporciones encontradas en la re-
lacién poblacion 1/ poblacion 2 fueron: 2.9
para Veh+Chow, 1.1 Veh+DAG, 7.3 para
Veh+LPS y de 3.5 para LPS+DAG. El gru-
po Veh+DAG tuvo la mayor proporcion de
poblacion microglial tipo 2, que se caracte-
riza por tener una mayor cantidad de ra-
mificaciones y mucho mas largas, mientras
que los grupos administrados con LPS tie-

nen mayores proporciones de la poblacion

1.
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gliales tipo 1y 2 por cada grupo A)Veh+Chow,
B)Veh+DAG, C)LPS+Chow y D)LPS+DAG,
la lista fue obtenida mediante k-means.

Las poblaciones de microglia son
homogeneas
Dado que se obtuvo que algunos grupos

tenfan mayor proporcion de algtin tipo de

poblacién de microglia, nos preguntamos

si existia diferencias de diversidad entre los
distintos grupos, sin embargo no encontra-

mos diferencias significativas.
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Figura 19: Poblaciones de microglia A) Indice
de Shannon B) Indice de Simpson.
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Las dietas altas en grasa producen cam-
bios metabdlicos, inflamacion y alteraciones
en la conectividad en el hilus del hipocam-
po dorsal. La microglia juega un papel im-
portante en estas alteraciones [53], ya que
tienen receptores de reconocimiento de pa-
trones moleculares, que incluyen el receptor
TLRA4 y el co-receptor CD14. Estos pueden
reconocer patrones asociados a patogenos
como LPS y disparar la respuesta inmune.
Esta respuesta inmune puede ser entrenada
o tolerante dependiendo del estado previo
de la microglia (desensibilizada o sensibili-
zada) [18]. Durante el desarrollo del cere-
bro en los primeros dias postnatales, la mi-
croglia es sensible a cambios a largo plazo
que pueden ser atribuidos a una inflamacion
sistémica. Estos cambios pueden ser perma-
nentes [40] y quiza puedan proteger contra
un segundo insulto del ambiente , como la
exposicion a dietas altas en grasa (DAG)
[60,80]. En este estudio, ratones machos fue-
ron expuestos a LPS en el dia postnatal 3 y
alimentados por una dieta alta en grasa du-
rante 16 semanas después del destete. Con

el fin de evaluar si una desensibilizacion in-

ducida en los primeros dias de vida del orga-
nismo con LPS; seguido de una inmunotole-
rancia en el adulto inducida por DAG puede
proteger contra un deterioro en la memoria
de trabajo, cambios metabdlicos e inducir
una respuesta anti-inflamatoria. Para nues-
tro modelo seleccionamos ratones machos
debido a que las hembras no son suceptibles
a generar memoria de la respuesta inmune
innata a edades tempranas con inmunoge-
nos [81]. Se inyectaron el dia postnatal 3 con
100 pg/kg de LPS el cual se ha reportado [7]
que puede inducir memoria del sistema in-
mune a largo plazo sin afectar el desarrollo
de estructuras involucradas en la memoria
a corto plazo como hipocampo. Al destete
se les proporcioné una dieta alta en grasa
(60 % kcal provenientes de grasa); edad en
que las DAG pueden afectar hipocampo y
la memoria de trabajo [52], asi como la die-
ta con el porcentaje de grasa que provoca la
mayor ganancia de peso [34]. Nosotros en-
contramos que aunque LPS+DAG produ-
ce un incremento de peso con respecto los
controles, incrementan su peso mas tardio.

Pero no asi las concentraciones de glucosa
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e insulina, con respecto a los ratones que
fueron solo alimentados con una DAG. Tras
encontrar que en periferia el LPS previene
el incremento de glucosa e insulina, analiza-
mos la expresion de genes involucrados en
el metabolismo de glucosa en hipocampo,
una estructura sensible a las DAG [53]. En-
contramos que LPS+DAG en el hipocampo
provocoé un incremento en la expresion de
IRS2. Sin embargo en el grupo alimentado
solo con DAG no encontramos un incremen-
to en la expresion de genes involucrados con
el metabolismo de la glucosa. La siguiente
pregunta fue realizar tareas dependientes de
hipocampo para evaluar su desempeno. No
encontramos diferencias en la construccion
de nido en los grupos alimentados con DAG.
Por lo que pensamos que el efecto de DAG
no fue tan agresivo como para ver un decre-
mento en el desempeno de esta tarea. Por lo
que nos preguntamos si el efecto seria visible
en una memoria sensible a DAG, como lo es
la memoria de trabajo espacial. La cual se
ha descrito en la literatura que es afectada
por DAG |[8,52,53|. La DAG repercutio en
el desempeno de la memoria espacial de am-
bos grupos (Veh+DAG y LPS+DAG), co-

mo anteriormente se ha reportado. La DAG

perjudicé més al grupo LPS+DAG, los cua-
les a lo largo de la sesién no tuvieron pre-
ferencia por el brazo novedoso. En cambio
el grupo Veh-+DAG en el primer medio mi-
nuto tuvo el desempeno comparado con los
controles. Como la memoria de trabajo es
altamente dependiente del hilus giro denta-
do [43] y sensible a DAG con cambios en la
morfologia de microglia [53]. Nosotros anali-
zamos la morfologfa de la microglia y encon-
tramos que estas células tuvieron los cam-
bios antes descritos por otros autores [4§]
por efecto de DAG (Veh+DAG). Pero no asi
en el grupo LPS+DAG donde no se obser-
varon cambios en la morfologia de microglia
con respecto los controles, es decir, se indujo
una resistencia a cambios en la morfologia.
Al encontrar cambios en la morfologia de
la microglia, nos preguntamos si estos iban
acompanados de un mayor nimero de célu-
las, como usalmente ocurre en un proceso
inflamatorio en periféria. Por lo que estima-
mos el namero de microglias presentes en el
hilus del GD. No encontramos un incremen-
to en el nimero de microglias descrito en
otras estructuras [47] lo que contrasta con
lo encontrado por otros autores en el hilus

del giro dentado [52,53].

46



INSTITUTO DE
NEURO

La siguiente pregunta fue evaluar la expre-
sion de genes de citocinas, para determinar
el perfil del sistema inmune en hipocam-
po. Encontramos un incremento en la expre-
sion de genes de citocinas pro-inflamatorias
IL-18 y TNF-a. Mientras que en el gru-
po LPS+DAG encontramos un incremento
de la expresion de genes de citocinas anti-
inflamatorias I1L-10 e IL-4, sin un incremen-
to de citocinas pro-inflamatorias 1L-15 y
TNF-a. Por lo que asumimos como un perfil
de inmuno tolerancia a DAG mediado por
LPS con base a lo anteriormente reportado
por otros autores [60]. Es decir, una inmu-
notolerancia en el grupo LPS+DAG.

Experimentos en los que se han mutado re-
ceptores como TLR4 [40] y co-receptores co-
mo CD14 [37] involucrados con el reconoci-
miento de LPS, se ha observado tolerancia
a las DAG asi como lo es una resistencia al
incremento de glucosa e insulina en perife-
ria [37,40]. Y dado que una disminucion en
la expresion de receptores TLRA4 es caracte-
ristico de inmuno tolerancia [82]. Pensamos
que LPS en etapas del desarrollo podria in-
ducir un decremento en la expresion de los
genes TLR4 y CD14, asi como un decremen-

to de genes pro-inflamatorios, acompanado

de un incremento en la expresion de genes
anti-inflamatorios en respuesta a la DAG.
Por lo que evaluamos TLR4 y CD14. No en-
contramos cambios en la expresion de TLR4
y CD14 en el grupo Veh+DAG en compara-
cion con los deméas grupos. Por lo que supo-
nemos que la respuesta inmune observada
en hipocampo es producto de periferia y no
de LPS traslocado a hipocampo [83|. Tam-
bién encontramos un incremento de CD14,
IBA1 y TMEM119 en el grupo LPS+DAG
lo cual podria ser contradictorio a un perfil
caracteristico de una inmunotolerancia. Pe-
ro recientemente se ha descrito que el CD14
puede sobre expresarse en la microglia pa-
ra inducir una respuesta supresora, contra-
rio a lo que se observa en la periferia [84].
La expresion de genes pro-inflamatorios en
el grupo Veh+DAG, contrasta con los cam-
bios en la morfologia de la microglia obser-
vados en este grupo. Como lo es un incre-
mento en el tamano y niimero de procesos,
caracteristicos de un perfil pro-inflamatorio
dado por DAG [48]. Mientras que el gru-
po LPS+DAG present6 una expresion de
genes de citocinas anti-inflamatorias y sin
cambios en la morfologia de la microglia.

Lo que refuerza la propuesta de que el per-
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fil encontrado en el grupo LPS+DAG es in-
munotolerancia. El perfil pro-inflamatorio y
anti-inflamatorio no son excluyentes, por lo
que buscamos grupos de microglia en los da-
tos obtenidos de la morfologia de la micro-
glia. Encontramos dos poblaciones de mi-
croglia, la proporcion de la tipo 1 se en-
contré preferentemente en los grupos inyec-
tados con LPS, mientras la tipo 2 solo en
el grupo Veh+DAG; nosotros proponemos
que la tipo 2 tiene un fenotipo relaciona-
do con un estado pro-inflamatorio ya que
es la que tiene procesos mas largos asi co-
mo una mayor cantidad de estos, morfologia
que se ha observado anteriormente en rato-
nes alimentados con DAGs [48| y acompafia-
dos de un perfil pro-inflamatorio de citoci-
nas [52,53|, ademaés los ratones LPS+Chow
tienen una mayor proporciéon de microglia
tipo 1 que los demas grupos lo cual con-
trasta con la expresion de mRNA de IL-10
el cual es anti-inflamatorio y se encuentra
elevado con respecto de los grupos inyecta-
dos con Veh, lo cual podria indicar una des-
ensibilizaciéon (un incremento de IL-10 con
una mayor proporcion de microglia tipo 1),
a diferencia del grupo control Veh-+Chow,

el cual tiene una proporciéon mayor de mi-

croglia tipo 2 (pro-inflamatoria). Aunque
encontramos inmunotolerancia en el grupo
LPS+DAG, se ha reportado que la inmuno-
tolerancia puede provocar proteccion a de-
terioros como estres cronica inducida en la
juventud [85], deterioro cognitivo inducido
por cirugia en el envejecimiento [86] y an-
siedad [80]. Sin embargo nosotros no encon-
tramos proteccion en la memoria de trabajo
espacial por el grupo LPS+DAG | incluso
su desempeno a lo largo del tiempo fue me-
nor que el grupo Veh+DAG. Esto podria
ser explicado por el incremento de IRS2, el
cual es superior en LPS+DAG en compa-
racion de los grupos Chow. Ya que se ha
encontrado que su sobre expresion es un re-
gulador negativo de la formaciéon de la me-
moria [87]. Por lo que el aumento de IRS2
en hipocampo en LPS+DAG explicaria en
parte el decremento en el desempeno de la
memoria de trabajo espacial. Esto podria
explicar el porque el desempeno de la me-
moria de trabajo espacial fue peor en el gru-
po LPS+DAG que en el Veh+DAG. Esto
se puede ver reflejado en el desempeno de
la memoria de trabajo, es decir, el grupo
LPS+DAG tienen un peor desempeno que
los Veh+DAG dado por una mayor expre-
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sion de IRS2 activados. Por lo que nosotros
hipotetizamos que el incremento observado
de TRS2 dado por DAG, podria ir acom-
panado de un incremento en la activacion
de esta molécula mediado por la expresion
de IL-10. Por lo que la sobre expresion de
IRS2 seria favorecida por la respuesta anti-
inflamatoria [33]. Recientemente no se ha
encontrado una relaciéon entre el consumo
de DAG en la mediana edad y un deterio-
ro cognitivo [54,55]. Aunque otros autores
han sugerido que en realidad el consumo de
DAG solo puede inducir un deterioro cogni-
tivo si se da en etapas criticas en las cuales
hay maduraciéon de circuitos neuronales co-
mo la adolescencia [49,51-53], y no asi en la
adultez. Nosotros sugerimos que el curso de
los efectos inducidos por las DAG puede mo-
dificarse en funciéon de la programaciéon que
un individuo sufre en su desarrollo, es decir,
una sensibilizacion de la respuesta inmune
innata podria exacerbar los efectos observa-
dos por las DAG induciendo inmunidad en-
trenada e incrementando la probabilidad de
enfermedades como las neurodegenerativas.
Mientras que una desensibilizacion disminu-
yé evita la respuesta pro-inflamatoria dada

por DAG (inmuno tolerancia) disminuyen-

do la probabilidad de enfermedades neuro-
degenerativas. Lo que quiza podria explicar
las discrepencias obervadas en varias inves-
tigaciones con respecto a las DAG [54, 55|,
es decir, que si el sistema (tanto en perife-
ria como SNC) posee una desensibilizacion
previa a la exposicion de una DAG capaz de
inducir inmunotolerancia durante etapas de
desarrollo como la adolescencia.

En los experimentos de Hu [34], se obser-
va que la grasa incrementan la ganancia de
peso. Pero este incremento de peso no es li-
neal, al sobrepasar los 60 % de grasa en la
dieta, la ganancia de peso ya no es éptima
(los ratones alimentados con un porcentaje
mayor, como lo es 70 % de grasa en la die-
ta, ganan menos peso que los alimentados
con 60 %). Un efecto parecido se observa con
LPS [18,27], el cual tampoco tiene un efecto
lineal. Ya que puede incrementar la concen-
tracion de citocinas pro-inflamatorias con-
forme se incrementa su concentracién, hasta
que llega a un punto (la dosis depende de la
edad y cepa de bacteria) en que el LPS em-
pieza a decrementar la concentracion de ci-
tocinas pro-inflamatorias e incrementar las
de anti-inflamatorias. Es decir pasa de un

estado de inmunidad entrenada a uno de in-
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muno tolerancia [15]. Lo que quiza apoye la
propuesta de Cani [37]|. Quien propone que
el estado pro-inflamatorio favorece el incre-
mento de peso asi como las concentraciones
de glucosa e insulina. Ya que al sobrepasar
los 60 % de grasa es posible que se llegue a
la tolerancia como ocurre con el LPS.

Sin embargo nosotros adicionamos a su pro-
puesta que el estado pro-inflamatorio indu-
cido por las DAG, depende ademés del esta-
do previo del sistema inmune innato (sensi-
bilizado o desensibilizado). Como se observa
en nuestros resultados y otros autores [60],
ya que se observa resistencia al incremento
de las concentraciones de glucosa e insuli-
na, asi como a la expresion de mRNA de
citocinas pro-inflamatorias. Es decir, el in-
cremento en la concentracion de glucosa e
insulina, asi como el incremento de citoci-
nas pro-inflamatorias por las DAG ya no es
a los 60 % de grasa en ratones cuyo sistema
inmune innato fue desensibilizado.
Nosotros proponemos que al inducir una
desensibilizaciéon, se requerira més porcen-
taje de grasa en la dieta para inducir el
mismo efecto que en individuos no desen-
sibilizados. Y un menor porcentaje de grasa
en la dieta para inducir un incremento de

peso. Es decir la curva de ganancia de pe-

so dado por la grasa descrita anteriormente
por otros autores [34], la maxima ganancia
de peso ya no serd a los 60% de grasa en
la dieta en ratones desensibilizados o sen-
sibilizados. Dicha curva se desplazara a la
ordenada de la origen en ratones sensibiliza-
dos o se alejara en ratones desensibilizados.
Por lo que es de esperar que las dietas altas
en grasa afecten mas a unos individuos que
otros, lo que explicaria porque algunos au-
tores encuentran discrepancias con el efecto
de las DAG [54,55].

Aunque no hemos hecho hincapié en los
carbohidratos, estos tienen una participa-
cion importante en la reprogramacion del
sistema inmune innato, como lo es la glu-
cosa [15,16]. Ya que aunque es reconoci-
do que la grasa en la dieta puede inducir
una respuesta pro-inflamatoria [37], un per-
fil pro-inflamatorio requiere de la glucolisis
y en ausencia de glucosa no puede montar
una respuesta pro-inflamatoria. En cambio
una respuesta anti-inflamatoria depende de
la B-oxidacion [15,16]. Por lo que ademaés
del estado previo de la memoria del siste-
ma inmune innato (sensibilizaciéon o desen-
sibilizacién), también se requiere de cierta
cantidad de glucosa para inducir un estado

pro-inflamatorio.
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Conclusion

Nosotros sugerimos que el consumo de la dieta alta en grasa después de la exposicion a
LPS induce inmuno tolerancia con la expresion de genes de un perfil anti-inflamatorio en el
hipocampo asi como la resistencia a un incremento de insulina en suero, glucosa en sangre y
a cambios en la morfologia de la microglia en el hilus del giro dentado, sin prevenciéon en el

deterioro de la memoria de trabajo en ratones machos.
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Anexos

Pesos con n incrementada

A continuacion se presenta el peso de los ratones que no estuvieron a tiempo para la
publicacién de 1 articulo. Hubo un incremento estimado de 0.73+0.32g (x?(5)=38.1, p=
0.000000003) por semana dado por la DAG, y un decremento dado por la interaccion de LPS
con DAG estimado de -6540.44g (x*(2) = 5,9, p=0.05)

40=

30~

Grupo
254
== iChow
- V:DAG
== LPS+Chow
=y LPS.DAG

Peso (g)

o 2 4 6

Tlempo{iemana} b
Figura 20: Peso a lo largo de 16 semanas desde el destete de los grupos V+Chow (n=12), V+DAG

(n=15), LPS+Chow (n=12) y LPS+DAG(n=13). *p<0.05,**p<0.005 y *** p<0.001, se analiz6
mediante modelos mixtos por razén de verosimilitud.

64



W\

N\
INSTITUTO DE
NEUROBIOLOGIA

Efecto de la respuesta inmune maternal por

nancia de peso de las crias

45+

-

o 1 H
Tiempo (semana)

Grupos

inmunoégenos en la ga-

0.5 mg'kg-1 LPS + HFD (n=2)
~+ 0.5mg*kg-1 LPS + Chow (n=2)

~#~ 1.5mg'kg-1 LPS + Chow (n=2)

—+ 1.5mg'kg-1 LPS + HFD (n=3)

~#= 2mg'kg-1 LPS + Chow (n=6)

~#= 2mg'kg-1 LPS + HFD (n=6)

—=— 5mg’kg-1 poly :C+HFDin=1)

—== saline+HFD (n=1)

Figura 21: Efecto de la respuesta inmune maternal a inmundgenos en la ganancia de peso a dietas

altas en grasa o chow
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Efecto de la respuesta inmune maternal a distintas dosis de LPS en
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: High-fat diet (HFD) consumption has been related to metabolic alterations, such as obesity and cardiovascular
Microglia problems, and has pronounced effects on brain plasticity and memory impairment. HFD exposure has a pro-
H.igh-fat diet . inflammatory effect associated with microglial cell modifications in the hippocampus, a region involved in the
,IEBZE:;}C]ZaCChaHde working memory process. Inmune tolerance can protect from inflammation in periphery induced by HFD
Working memory consumption, when the immune response is desensitized in development period with lipopolysaccharide (LPS)
Hippocampus exposure, maybe this previously state can change the course of the diseases associated to HFDs but is not known
Innate immune memory if can protect the hippocampus’s inflammatory response. In the present study, male mice were injected with LPS
Cytokines (100 pg.kg-1 body weight) on postnatal day 3 and fed with HFD for 16 weeks after weaning. Ours results

indicated that postnatal exposure to LPS in the early postnatal developmental stage combined with HFD con-
sumption prevented glycemia, insulin, HOMA-IR, microglial process, and increased pro-inflammatory cytokines
mRNA expression, without changes in body weight gain and spatial working memory with respect vehicle + HFD
group. These findings suggest that HFD consumption after postnatal LPS exposure induces hippocampal immune
tolerance, without prevention in spatial working memory impairment on male mice.

1. Introduction concomitant increased lipopolysaccharides (LPS) concentrations in

plasma [6]. Metabolic endotoxemia is high-fat dietary content depen-

High-fat diets (HFDs) impair “hippocampal-dependent memory”.
However, HFD consumption in adulthood produces fewer adverse neu-
rocognitive outcomes than at an infant-juvenile age [1], near weaning
[2,3]. Animal studies have shown that HFD consumption in early stages
alters hippocampal function by impairing spatial working memory [3].
This impairment can be attributed to synaptic pruning by microglia [1]
and is associated with changes in microglial morphology [4]. Spatial
working memory is dependent on the function of the hippocampus, but
part of there is the dorsal dentate gyrus, which with an HFD sensitive
structure with a pro-inflammatory profile in the hilus as well as micro-
glial morphological changes [5].

Additionally, HFD can produce metabolic endotoxemia with

* Corresponding author.
E-mail address: yoldi@unam.mx (S. Diaz-Cintra).

https://doi.org/10.1016/j.bbr.2022.113776

dent and a possible risk factor for developing cognitive impairment. It
can also cause chronic peripheral inflammation [7]. Peripheral inflam-
mation insults can exacerbate microglial inflammatory responses if
these cells are primed [8]. Microglia can be primed with an immunogen
during the developmental stage and unmasked later in life, producing an
exacerbated immune response [9], with this response being dose
dependent. Low doses of LPS in the periphery can elicit a
pro-inflammatory response in the brain along with an augmentation of
cytokines without changes in the microglial process length, but
consecutive low doses of LPS induce tolerance characterized by
pro-inflammatory cytokines reduction [10]. This immune tolerance
phenomenon can be generated in the developmental stages, providing
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protection to HFDs and lowering pro-inflammatory cytokines in pher-
iphery [11] and amygdala [12]. Therefore, we hypothesize that expo-
sure to LPS in developmental windows combined with HFD
consumption induces hippocampal immune tolerance and spatial
working memory impairment on male mice.

2. Material and methods
2.1. Animals and experimental design

All animal protocols used in this study complied with the National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
and were approved by the Animal Care and Use Committee of the
Institute of Neurobiology at Universidad Nacional Auténoma de México
(License No. 057). C57BL/6 mice were individually caged with water
and food ad libitum and kept in a room with 12 h of artificial light
beginning at 7:00 h. The room temperature was 23 + 1 °C. Males at
postnatal (P) day 3 (P3), taken from different litters (5-6 pups per litter),
were used, and injected subcutaneously with.9% NaCl solution as
vehicle (V) or 100 pg.kg'1 of LPS (Escherichia coli 0127: B8 from
SIGMA). On day P21, the pups were weaned and changed to an inverted
cycle room where they were fed a high-fat diet (HFD, Research Diets
D12492 with 60% Kcal derived from fat) or control diet (Laboratory
Rodent Diet, Chow; 5001, Purina 13.5% derived from fat). Food and
water were available ad libitum. The mice were divided into four
groups: V4+Chow (n = 11); V+HFD (n = 11); LPS+Chow (n = 11); and
LPS+HFD (n = 11). All groups were kept on their respective diets after
weaning throughout the study. The animals were weighed at weaning
and weekly thereafter until adulthood at 16 weeks.

The animals were maintained on a reverse 12 light/dark cycle (lights
off from 8 am until 8 pm). The Y maze task (spatial working memory)
was evaluated at post-natal week 16 (between 09:00 h and 14:00 h). At
the end of the behavioral assessment (post-natal week 17), the food was
withdrawn 4 h before anesthetized for intravenous puncture to assess
the blood glucose concentration and insulin was determined by ELISA
(EZRMI-13 K Sigma-Aldrich), homeostasis model assessment (HOMA)
was calculated from HOMA=glucose(mmol*L-1)*insulin (pU*mL-1)
22.5 [13]. After, the animals were euthanized (P140), five mice per
group were perfused to obtain the brain for histological analysis and six
mice per group were dissected for gene expression analysis in
hippocampus.

2.1.1. Behavior task (Y-shaped maze)

The test was conducted in a clear acrylic Y-maze inside a room with a
white light at 30 lux intensity and walls covered with spatial keys. In
phase 1, one arm was kept closed (novel arm). The mouse was placed in
arandom arm (start arm) and allowed to explore the other arm (known
arm) for 5 min. After that, the mouse was removed from the maze and
placed in its cage for 15 min. The maze was cleaned with alcohol (70%)
and the sawdust was replaced. In phase 2, the mouse was allowed to
explore the three arms for 120 s. Each mouse had a different starting
position and novel arm. We evaluated the time spent (%) in the novel
arm. The animal behavior was recorded and analyzed with Smart 2.0
software.

2.1.2. Tissue collection

Five animals from each group were euthanized with Pentobarbital
(125 mg.kg-1) and transcardially perfused with 4% paraformaldehyde
in 0.1 M phosphate buffer (7.4 pH). The brains were removed from the
skull and left for 24 h in this solution at 4 °C and then transferred to a
cryoprotectant solution of 30% sucrose. After three days, the brains were
frozen in a cryostat to obtain serial sagittal sections that were trimmed at
a thickness of 40 pm following the coordinates 0.48-2.16 mm lateral to
bregma [14]. All sections including the dorsal hippocampus were
analyzed at 240 pm of separation.
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2.2. Immunohistochemistry assay

After unmasking epitopes with citrate buffer pH = 6 at 90 °C for 20
min, we incubated tissues with.3% HyO4 in saline phosphate buffer
with.1% Triton X-100 and.5% Tween 20 for 30 min. Tissues were sub-
sequently incubated with Ibal (PA5-18488 Invitrogen) at 1x10e> mg.
mL! (1:500 dilution) with Antibody Signal Enhancer [15], then incu-
bated overnight at 4 °C with the A + B system and revealed with the
glucose oxidase reaction with diamine benzidine solution.

2.3. Morphometric analysis

2.3.1. Estimated cells in the hilus of the dentate gyrus and microglia from
immunohistochemistry

From each Nissl-stained hippocampus, 7 sections were analyzed with
a separation of 240 um between each one. A Nikon Eclipse Ci microscope
(40x NA =0.65 Plan objective) was used to observe sections on different
focal planes and fields to include the entire hilus area of the dentate
gyrus. The images were captured using NIS-Element’s software and
overlapped with the stitching plugin [16] in ImageJ (1.52p version) to
reconstruct the 7 virtual sections of the entire hilus of the dentate gyrus
of the dorsal hippocampus. For the cell count, the macro from Ip was
used with some modifications [17] in the code to include the equation in
[18] to calculate grid size (64 x64 um) and optical dissector size (40
x40 um). The number of cells was estimated considering the thickness of
the cut as the height of the optical dissector.

2.3.2. Microglia analysis

Ten well-impregnated and differentiated microglial cells were
randomly taken per hilus section of the photomicrographs of the dentate
gyrus hilus (70 microglial cells per mouse). Microglial morphology was
analyzed with ImageJ’s AnalyzeSkeleton plugins following the protocol
from [19].

2.3.3. Analysis of reverse transcription real-time quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR)

Six animals from each group were anesthetized and euthanized to
dissect the fresh hippocampus. Gene expression was studied by
extracting the total RNA from hippocampus using 1 mL of TRIzol reagent
(Invitrogen ™) and the number of independent replicates. The amount
and quality of RNA were estimated spectrophotometrically at 260,/280
nm and a constant amount of RNA (1-3 ug) was reverse transcribed
using a reverse transcription assay (Roche Diagnostics). Identical gPCR
conditions were utilized for all genes, which were normalized against
the housekeeping gene Rrpl32 as internal control. The list of primer
sequences used in qPCR are presented in supplementary 1. Amplifica-
tions were performed on a Light Cycler 2.0 real-time qPCR instrument
(Roche) using the Roche master mix in combination with hydrolysis
probes (Universal Probe Library; Roche) following a standard protocol.
Briefly, activation of Taq DNA polymerase and DNA denaturation was
performed at 95 °C for 10 min, followed by 45 amplification cycles
consisting of 10 s at 95 °C, 30 s at 60 °C and 1 s at 72 °C. Data obtained
from qPCR were analyzed using the 2-AA CT method [20].

2.4. Statistical analysis

All data are expressed as Mean + SEM from groups. To assess dif-
ferences between treatment (vehicle and LPS) and diet (Chow and High-
fat diet), data were analyzed using two-way analysis of variance
(ANOVA). p < 0.05 for the analysis of glucose, insulin, HOMA-IR, gene
expression, estimated cell and microglia number with the car library of R
3.6.3, “lawstat” for the “levene” test (homoscedasticity) and the core
base libraries for Shapiro (normality), the not normal data from the
insulin and HOMA-IR were transformed to log scale to performance two-
way ANOVA.

Microglial morphology analysis was performed with nested linear
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mixed model using “lmerTest” library, where 3 levels were considered:
microglia as level 0, the section from which microglia was obtained as
level 1, and the mouse as level 2 [21]. For body weights (with two slope
coefficients) and the behavioral task (Y maze), linear mixed models were
also used; the p-values of the fixed effects were calculated using ANOVA
with Satterthwaite’s method. For ANOVA and mixed models, the groups
were compared with the emmeans library using HSD Tukey as a post hoc
test.

3. Results

3.1. A high-fat diet induces weight gain and spatial working memory
impairment

Mice were fed with HFD for 16 weeks and weight gain was observed
as the diet’s effect over time (F1,44 =4.54, p =0.03). No statistical
differences were observed in the main effect of treatment (F1,44 =2.68,
p =0.14); as expected, HFD exposure induces weight gain, but V+HFD
group gain weight (at week 4) before than LPS+HFD (at week 7) with
respect Chow fed groups (V+Chow and LPS+Chow) Fig. 1 A.

Here we measured working memory performance with the Y-maze
task. We observed a significant difference over time with treatment
(F1,44 =5.22, p = 0.02) and an interaction between LPS treatment and
diet (F1,44 =5.7, p =0.02), as well as diet-induced spatial working
memory impairment (F1,44 =10.26, p = 0.002) without changes in the
diet for novel arm preference over time (F1,44 =1.73, p = 0.19), as
shown in Fig. 1B.

At 30, 60 and 90 s, we observed that LPS+HFD mice spent less time
in the novel arm in comparison to V+Chow and LPS+Chow mice,
however at 120 s the V+HFD group was different to Chow fed groups
(V+Chow and LPS+Chow).
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Fig. 1. - A) Mice weight gain during 16 weeks of feeding with HFD or Chow.
Data are expressed as Mean+SEM per week after weaning on postnatal day 21.
Saline solution + commercial diet (V4+Chow) n = 11; Saline solution + high-fat
diet (V4+HFD) n = 11; lipopolysaccharide + commercial diet (LPS+Chow)
n =11 and lipopolysaccharide and high- fat diet (LPS+HFD) n = 11. Mixed
model followed by Tukey’s test. B) Mice percentage (%) of time spent in the
novel arm in the Y maze after 16 weeks of feeding with HFD or Chow. Data are
expressed as Mean+SEM; V+Chow (n = 11); V+HFD (n = 11); LPS+Chow
(n =11) and LPS+HFD (n =11). * P < 0.05. Two-way ANOVA followed by
Tukey’s test.
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Regarding distance traveled in the maze, there was a difference over
time given by the interaction LPS treatment with diet exposure
(F1,44 =4.63, p = 0.03). The distance traveled in V4+HFD group was
more than the others group (V+Chow, LPS+Chow and LPS+HFD).

3.2. Postnatal exposure to LPS prevent blood, insulin, and HOMA-IR
glucose increase

As expected, the diet caused a significant difference in blood glucose
concentration (F1,32 =15.94, p = 0.0003), serum insulin concentration
(F1,32 =28.18,p = 0.000008) and HOMA-IR (F1,32 =28.2,
p = 0.000008), but LPS treatment (F1,32 =0.24, p = 0.62) or the vari-
ables interaction (F1,32 =2.95, p = 0.09) did not cause a statistical
difference in glycemia, but LPS cause statistical differences in insulin
(F1,32 =11.3, p = 0.002) and HOMA-IR (F1,32 =4.47, p = .004), as
well as the interaction treatment and diet in insulin (F1,32 =7.11,
p = 0.01) and HOMA-IR (F1,32 =4.97, p = .003). V+HFD group was
different from all experimental groups (V-+Chow, LPS+Chow and
LPS+HFD) as observed in Figs. 2A, 2B and 2C. Then were measured
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), glucokinase (GCK), pro-
tein kinase C (PKC) and Insulin receptor substrate 2 (IRS2) in hippo-
campus, but only G6PDH had a statistical significance given by the
treatment (F1,20 =6.98, p = 0.01) and IRS2 in diet effect (F1,20 =4.86,
p = 0.03).

3.3. LPS exposure and HFD feeding caused resistance to morphological
changes in microglia

We estimated the number of microglia in the hilus from V+Chow
(1650 + 133), V+HFD (1742 + 85), LPS+Chow (1653 + 124) and
LPS+HFD (1545 + 86). We did not find any difference in the number of
microglia given by diet (F1,16 =.355, p = 0.5597) or an interaction
treatment-diet (F1,16 =.833, p = 0.3749), as shown in Figure 5B. Diet
exerted changes in the total length of processes (F1,20 =9.54,
p = 0.005) and number of branches (F1,20 =13.77, p = 0.001) but not
in endpoints (F1,20 =1, p =0.3) as shown in Figs. 3D, 3E and 3 C.

LPS treatment induced a significant difference in total process length
(F1,20 =9.54, p = 0.005), branches (F1,20 =13.77, p =0.001) and
number of end-points (F1,20 =4.43, p = 0.04); however, the interaction
of treatment-diet only caused changes in the total length of microglial
processes (F 1,20 =6.03, p = 0.02), without changes in branches
(F1,20 =2.58, p = 0.1) or end-point numbers (F1,20 =.21, p = 0.64).

We observed that the total process length (Fig. 3D) and number of
branches per cell (Fig. 3E) were higher in the V4+HFD group in com-
parison to chow fed group (V+Chow), but a protection in morphological
changes exerted by HFD was observed given by LPS post-natal exposure
(LPS+HEFD).

3.4. Increased pro-inflammatory cytokines mRNA expression induced by
HFDs is down regulated by post-natal LPS exposure

The resistance to morphological changes observed in microglia from
mice exposure to LPS in post-natal age and fed with HFD (LPS+HFD) can
be a characteristic from immune tolerance, for this reason we measure
gene expression in the hippocampus to find an immune tolerance pro-
file. TNF-a (F1,23 =4.49, p = 0.01), IL-1f (F1,23 =3.34, p = 0.04) and

IL-6 (F1,23=.81, p=0.5) as pro-inflammatory profile, IL-4
(F1,23 =2.75, p=0.07, (F1,23=8.11, p=0.001) and NRF2
(F1,23 =2.24, p=0.07) as anti-inflammatory profile, TLR4

(F1,23 =.62, p = 0.6) and CD14 (F1,23 =13.35, p = 0.001) the prin-
cipal receptor and co-receptor for LPS recognition, Ibal (F1,23 =6.12,
p=0.004) and TMEM119 (F1,23 =7.29, p = 0.002) as principal
microglial markers. The LPS+HFD group has increased IL-10, CD14,
TMEM119 and Ibal gene expression (anti-inflammatory profile Fig. 4C,
Co-receptor to LPS Fig. 4B and microglia markers Fig. 4D) in comparison
with V+HFD, which shown an increased TNF-a and IL-1f gene
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Fig. 2. - A) Mice blood glucose levels, B) serum insulin and C) HOMA-IR after 16 weeks of feeding with HFD or Chow. Data are expressed as Mean+SEM; Groups
V-+Chow (n = 9); V+HFD (n = 9); LPS+Chow (n = 9) and LPS+HFD (n = 9). Hippocampal, mRNA gene expression D) G6PDH, E) GCK, F) PCK and G) IRS2. Groups
V-+Chow (n = 6); V+HFD (n = 6); LPS+Chow (n = 6) and LPS+HFD (n = 6). * p < 0.05, * ** P < .0001; Two-way ANOVA followed by Tukey’s test.

expression (pro-inflammatory Fig. 4A). The anti-inflammatory profile
given by HFD in LPS+HFD group is an immune tolerance characteristic.

4. Discussion

HFD consumption from weaning to adulthood produces metabolic,
inflammatory and brain connectivity alterations that make the hilus of
the hippocampus vulnerable. Microglial cells play an important role in
these alterations [5], as they have pattern recognition receptors,
including TLR4 and the CD14 co-receptor, which can recognize
pathogen-associated molecular patterns like LPS and trigger an immune
response. This response can either be trained or tolerant depending on
the previous state of the microglia (i.e., primed or desensitized) [8].

During brain development (early postnatal days), microglial cells are
sensitive to long-term changes that can be attributed to systemic
inflammation. Those changes can be permanent [9] and may protect
against a second environmental insult, like exposure to an HFD [11,12],
but little has been explored on this matter. In the present study, mice

were exposed to LPS on postnatal day 3 and fed with HFD for 16 weeks
after weaning to evaluate if LPS can protect against spatial working
memory impairment and microglial changes exerted by HFD.

We observed that post-natal exposure to LPS combined with HFD
consumption causes increased weight gain in comparison to Chow-fed
groups. Regarding blood glucose, insulin, and HOMA-IR concentra-
tion, we showed that LPS+HFD condition prevented the increase of this
levels observed in mice V4+HFD in the periphery, but in hippocampus
IRS2 have an increase level in LPS+HFD, maybe in hippocampus there is
not protection as was found in periphery given by LPS in postnatal stage.
These results could be associated with changes in the immune response
co-receptor and/or receptors, as has been observed in other experiments
where resistance to the increase of glucose in blood was found in CD14
[6] and TLR4 [22] mutant mice fed with HFD. The expression of TLR4
and other proteins from the pathway is characteristic of tolerant cells
[23]. We think that tolerance induction by LPS early post-natal exposure
has a similar response to that of TLR4 and CD14 mutant mice, for this
reason we measured TLR4 and CD14 mRNA expression in hippocampus
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Fig. 3. - A) Representative photomicrograph showing immunohistochemistry with Ibal as a microglial marker and pairwise in ImageJ. Seventy microglia per mouse
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LPS+Chow, (n = 5) and LPS+HFD (n = 5). * p < 0.05, * * p <[0.01, ** p < 0.001. Two-way ANOVA followed by Tukey’s test for estimated number and multi-level

mixed model followed by Tukey’s test.

as well as pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines gene
expression.

We observed an increased expression in the pro-inflammatory cyto-
kines: as TNF-a and IL-1p, without changes in TLR4 and CD14 in com-
parison to V+HFD group. Interestingly, in mice exposed to LPS before
than HFD consumption, we found an opposite profile, were the CD14,
Ibal, TMEM119 and IL-10 shown an increased expression without
changes in TNF-a and IL-1p in comparison to V+HFD. We consider that
this phenotype could be related to tolerance induction by the LPS [10,
11] and the group LPS+C with a IL-10 increase, related to desensitized

phenotype. Despite CD14 was increased with respect all groups, it may
seem a pro-inflammatory profile, however in microglia CD14 can
enhancer or suppress a pro-inflammatory response [24]. In the present
study, CD14 could have a suppressive effect because we observed an
increased IL-10 expression, without pro-inflammatory profile increases
as we observed in the V+HFD. The tolerance phenotype shown in hip-
pocampus could be related to blood glucose increase resistance, as were
observed in TLR4 and CD14 mutant mice [6,22], further studies need to
explore the mechanistic process. In addition to assessing the effect of
increase on the body weight and glycemia increase of mice, we analyzed
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the spatial working memory and found that it was impaired in HFD-fed
mice as previous reported [3,5].

However, mice were not protected against this cognitive impairment
when exposed to LPS and fed an HFD. Interesting, IRS2 was increased in
mice LPS+HFD, a negative regulator in memory formation [25], maybe
this increase in LPS+HFD cause a worse performance in LPS+HFD in the
y-maze than V+HFD. Other authors have reported that the LPS
pre-condition protects against chronic stress-induced in juvenile [26],
surgery-induced cognitive impairment in aging [27] and anxiety [12].
Perhaps the LPS concentration, doses and critical window exposure in
our model were not enough to protect the working memory from
impairment caused by exposure to HFD. Spatial working memory de-
pends on the dentate gyrus, a HFD-sensitive structure [5] where synaptic
stripping is related to microglia [1]. We explored whether there was a
relationship between HFD consumption and the microglial cell numbers
and morphological alterations in the dentate gyrus hilus in our model.
No differences were observed in the estimated number of microglial cells
in response to HFD consumption, as previously reported [5], and the
differential morphological changes, such as process length, were as
previously reported for other regions [4], although HFD did not change
the length and quantity of the microglial processes of mice exposed to
LPS which supports tolerance phenotype observed with mRNA expres-
sion of anti-inflammatory and pro-inflamatory cytokines in hippocam-
pus as has been observed in peripheral response with prenatal exposure
to LPS [11] and amygdala [12]. Although we found that LPS exposure in
the developmental stage causes a resistance to glycemia, insulin and
HOMA-IR increase without alterations in microglia morphology and
pro-inflammatory cytokines mRNA expression, there was no protection
against spatial working memory impairment caused by HFD
consumption.

Postnatal days’ exposure to immunogens can change the response to
HFDs through life, a primed response it cause pro-inflammatory
response (trained) as has been observed with immunogens as the sec-
ond hit instead of HFD, while a desensitized response can cause an anti-
inflammatory response (tolerance) to HFDs, which depends from
immunogen type and dose as well diet composition. This change in the
response to HFDs have a clinical relevance, because can explain why
HFDs in some studies have found an increase in the probability to
develop diseases, as dementia and in others not [28,29].

5. Conclusion

We suggest that HFD consumption after postnatal LPS exposure in-
duces immune tolerance (anti-inflammatory profile with resistance to
morphological changes in microglia) in hippocampus, without preven-
tion in spatial working memory impairment on male mice.
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PALABRAS CLAVE
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Microglia;

Plasticidad sinaptica;
Radicales libres;

Estrés oxidativo, respuesta inmune, plasticidad sinaptica y cognicion en modelos
transgénicos de la enfermedad de Alzheimer

Resumen

Introduccion: En el mundo, alrededor de 50 millones de personas padecen demencia; la forma
mas comun es la enfermedad de Alzheimer (EA), que representa el 60—70% de los casos. Dada su
altaincidencia, se hace imperativo disenar estudios que permitan ampliar el conocimiento sobre
su aparicion y desarrollo, para proponer diagndsticos tempranos y/o posibles tratamientos. Una
de las estrategias metodologicas que se han desarrollado son los modelos transgénicos murinos
para el estudio de los factores involucrados en su etiologia, y entre ellos, el estrés oxidativo y

Desarrollo: Se realizé una bUsqueda de articulos originales y revisiones en PubMed, Scopus y
Google Scholar (2013—2019). En esta revision abordamos dos factores que han sido estudiados
de forma independiente: el estrés oxidativo y la respuesta inmune en modelos transgénicos
para la EA, y se discute la relacion que existe entre ellos y que impacta en la pérdida de la
plasticidad sinaptica y estructural, produciendo como efecto final el deterioro cognitivo.

Conclusion: Esta revision describe posibles mecanismos en donde participan el estrés oxidativo
y la respuesta inmune sobre los efectos moleculares, celulares y conductuales en la EA, obser-
vando una estrecha relacion entre estos elementos que conducen hacia el deterioro cognitivo.
© 2019 Sociedad Espaiiola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espaia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-

Alzheimer;
Hipocampo
la respuesta inmune.
nc-nd/4.0/).
Introduction

Dementia is a syndrome, normally chronic or progressive, that
causes cognitive impairment. Nearly 50 million people worldwide
have dementia, and the incidence increases every year. Several
forms of dementia have been described, with the most common
being Alzheimer disease (AD), which accounts for 60%-70% of cases.'

AD is a neurodegenerative disorder characterised by presence in
the brain of diffuse neuritic plaques containing beta amyloid protein
(AB) and neurofibrillary tangles containing hyperphosphorylated tau
protein.?

AD is a multifactorial neurodegenerative disease; research is
constantly identifying new factors involved in the appearance and
progression of the disease. This complicates the study and design
of treatments that focus on the symptomatic phase of AD.

The use of transgenic mouse models of AD has provided much
information on the appearance, progression, and early and late
diagnosis of the disease, as well as on possible prevention strategies,
including symptomatic treatments or even the design of new treat-
ments aimed at eliminating this type of dementia. However, the
animal models currently available do not replicate all the symptoms
observed in humans. In this review of studies with transgenic mouse
models, we use the term AD to refer to Alzheimer-type disease in a
broader sense.

Over 160 transgenic animal models of AD are currently available,
and differ according to the mutated gene and the number of overex-
pressed proteins. The most frequently used models of AD are shown
in Table 1; some are double- or triple-transgenic models based on
the metabolism of the amyloid precursor protein (APP), presenilin,
or both. Other models are based on tau protein metabolism, and
some are triple-transgenic models expressing presenilin/APP/tau
(Manzano et al., 2009). Some lines present alterations in apolipopro-
tein E (ApoE), and are used to study the effects of AR oligomers
(soluble toxic species).

In this review, we focus on the role of oxidative stress and the
immune response on AD in different transgenic animal models of

the disease. We also analyse the impact of the disease on synaptic
plasticity and cognition.

Oxidative stress

Oxidative stress has been widely linked to neurodegen-
erative diseases,* including AD.°° Oxidative stress and
ApB oligomerisation precede the onset of clinical demen-
tia in AD.'° Studies with several mouse strains serving as
transgenic models of AD have revealed increased levels of
oxidative stress markers. !

The brain is particularly vulnerable to oxidative stress
due to its high demand for oxygen, high levels of polyunsat-
urated fatty acids, low levels of antioxidants, and relatively
high concentration of transition metal ions.'> "

Transgenic mice expressing different mutations linked to
AD have enabled research into the role of oxidative stress
in the disease. It should be noted that oxidative stress
markers (most of which are lipid peroxidation products) are
detectable before the appearance of AB plaques and cog-
nitive alterations, which suggests that these markers may
help in early diagnosis of the condition.” '

One of the main hallmarks of oxidative stress is
lipid peroxidation, which results in the formation of
F2-isoprostanes, F4-neuroprostanes, malondialdehyde, and
4-hydroxy-2-nonenal (HNE); these molecules are used as
in vivo biomarkers of oxidative stress.' "7 Oxidative stress
also causes protein oxidation, the main marker of which
is protein carbonylation,’®' and oxidation of nitroge-
nous bases, with 8-oxo-2’-deoxyguanosine (8-oxo-dG) and
8-hydroxyguanosine (8-OHG) being the main markers of
oxidative stress to DNA and RNA, respectively.?0-%2
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Table 1

Articles including transgenic mouse models of AD (3xTg-AD, 5xFAD, Tg2576, APP/PS1, and rTg4510) published on

PubMed in the last 5 years (2015-2019). Four of these models are based on the metabolism of the amyloid precursor protein
(APP), 3 feature mutations in the PSENT gene, and only 2 present a mutation in the MAPT gene.

Model Mutated genes or overexpressed proteins No. articles published

2019 2018 2017 2016 2015
3xTg-AD APP, PSEN1, MAPT 10 47 44 39 49
5xFAD APP, PSEN1 12 67 62 50 56
Tg2576 score APP 8 20 41 42 58
APP/PS1 APP, PSEN1 2 26 19 29 16
rTg4510 MAPT 3 12 8 9 6

For example, the Swedish APP mutation found in Tg2576
transgenic mice induces an increase in F2-isoprostane levels
in the urine, plasma, and brain tissue at 8 months of age,
i.e., 2-4 months before the appearance of A plaques and
spatial memory impairment. This increase becomes more
marked at the age of 12 and 18 months, which has been cor-
related with onset and progression of AR accumulation.?
Furthermore, increased detection of HNE immunoreactiv-
ity has been observed in dystrophic neurites adjacent to A
plaques.?* Regarding direct oxidation of proteins, increased
levels of protein carbonyls have been observed in the hip-
pocampus of transgenic mice.?> %/

The Thy1—APPz515. mouse strain presents reduced activ-
ity of the Cu/Zn-SOD antioxidant enzyme and increased lipid
peroxidation, as detected with the HNE marker. This mouse
strain is characterised by overexpression of the 751 isoform
of human APP (APPss1) and carries the London and Swedish
mutations, which induce high expression of APP, high AB lev-
els, and onset of plaque formation at the age of 6 months.?®

The PDGF-APPggssp. line, which presents the 695 iso-
form and carries the Swedish, Dutch, and London mutations,
presents lower AB plaque load, with AR accumulation being
observable until the age of 18 months.? This mouse strain
does not present decreased Cu/Zn-SOD activity or increased
lipid peroxidation, which suggests that the decrease in
antioxidant activity that leads to oxidative stress is linked
to B-amyloidogenic cleavage of APP.?°

In transgenic mice carrying PSEN1, the gene has been
shown to induce early AR, accumulation in senile plaques.*°
Mice expressing human mutant PS7 present increased lev-
els of oxidative stress markers, protein carbonylation, and
HNE.?" Furthermore, APP/PSEN1 double-transgenic mice
present higher levels of these markers, as well as increased
F2-isoprostane levels.?'-3?

PS19 transgenic mice have been used extensively in the
study of tauopathy in AD, and express the P301S mutant
form of the human tau protein. They present iron over-
load in the cortex and hippocampus at 7.5 months of age.?*
Iron accumulation has been linked to hyperphosphorylated
tau aggregation and redox imbalance.** Furthermore, PS19
transgenic mice also present decreased expression of antiox-
idant enzymes GPx4, xCT, and SOD1, and decreased SOD
activity.’* Research has also shown that transgenic mice
expressing human tau protein present increased protein
carbonylation in the cerebral cortex and increased lev-
els of 8-oxo-dG, a marker of oxidative damage to nucleic
acids.*’

Triple-transgenic mice (3xTg-AD) expressing PS1(M146V),
APP(Swe), and tau(P301L) transgenes*® have been shown
to present lower levels of glutathione and vitamin E and
increased lipid peroxidation. They also present greater
glutathione peroxidase and superoxide dismutase activity.
These alterations are detectable during AR oligomerisation
and before the appearance of Ap plaques and neurofibrillary
tangles, indicating that oxidative stress occurs early in the
course of the disease.?’

A recent study also observed that the hippocampus of
3xTg-AD mice presents a twofold increase in levels of reac-
tive oxygen species and reactive nitrogen species, which
explains the accumulation of such markers of lipid peroxida-
tion as HNE, malondialdehyde, and 8-iso-PGF2.¢ In terms of
protein damage, increased protein carbonylation and tyro-
sine nitration have been reported.'” 3 Lastly, research has
also shown an increase in the levels of 8-oxo-dG and 8-OHG
(markers of DNA and RNA oxidative damage, respectively).3?

Immune response and microglia

The role of inflammation in AD was first described, almost
simultaneously, by Oskar Fischer and Alois Alzheimer,
although for many years little attention was paid to the
study of the immune response in the central nervous system
of these patients. In recent years, this topic has become
increasingly important,® as new evidence suggests that
inflammation plays a causal role in AD, with its contribu-
tion to disease pathogenesis being equally or even more
significant than that of tau and Ap.“°

Genome-wide association studies have found an associ-
ation between the microglial immune response and AD.*'
Most of the genes identified as risk factors are present in
the microglia, as is the case with TREM2 and APOE.*"*

The microglia may present a proinflammatory response
in AD: post mortem studies have shown that the morphol-
ogy of microglial cells associated with Ap plaques and/or
neurofibrillary tangles is similar to that of microglial cells in
such proinflammatory events as sepsis. Cells presenting mor-
phological alterations are known as dystrophic or senescent
microglia.”® It has been suggested that dystrophic microglia,
rather than proinflammatory microglia, may be related to
synaptic dysfunction and neurodegeneration in AD.** The
microglial phenotype of the 5xFAD transgenic mouse model
differs from the proinflammatory phenotype, and has been
termed DAM (disease-associated microglia); this phenotype
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is characterised by TREM2 and APOE overexpression.** Like-
wise, APP/PS1 transgenic mice are reported to present
a different microglial phenotype from the proinflamma-
tory phenotype near AB plaques; this phenotype has been
termed MGnD (microglial neurodegenerative phenotype).
These microglial phenotypes observed in the 3 transgenic
mouse models of AD overexpress TREM2 and APOE,* which
have been associated with increased risk of developing AD.*
It should be noted that the expression of these genes is inhib-
ited by the proinflammatory microglial phenotype induced
by lipopolysaccharide or interferon-v.*

During postnatal development, microglia play a signif-
icant role in eliminating neurons that do not belong to
functional circuits and in remodelling synapses via the C1q
and C3 proteins of the complement pathway.*” Unused
synapses are tagged by these complement pathway pro-
teins and subsequently recognised by microglial complement
receptor 3 (CR3) for clearance.” This process is known
as trogocytosis,” and only affects presynaptic boutons and
axons.”® This finding is interesting since the main charac-
teristic of AD is presence of A plaques and neurofibrillary
tangles; other characteristics include synaptic loss, cog-
nitive impairment, and neurodegeneration in advanced
stages,* in which microglia are also thought to play a role.

Amyloidogenic models such as 5xFAD transgenic mice
display synaptic dysfunction, synaptic loss, and neuronal
death.® However, microglial elimination prevents the loss
of dendritic spines and neurons without changes in AB lev-
els or AR plaque size, which suggests that the microglial
phenotype observed in this animal model is responsible
for dendritic spine loss and neuronal death.“>5'" AB has
been found to play a major role in dendritic pruning,
since DAM and MGnD phenotypes are observed in advanced
stages of AD in amyloidogenic mouse models, but not in
non-transgenic mice.*** Furthermore, AR oligomers can
activate the complement pathway, causing C1q to tag
synapses for subsequent recognition by CR3 and elimination
by microglia.>?

AB plaques have been shown to contain complement
pathway proteins®’; in non-transgenic mice, C3 and CR3
favour AB phagocytosis by microglial cells.”® This suggests
that complement pathway proteins tag A plaques, making
them recognisable by microglia for subsequent clearance.

Such amyloidogenic models as APP transgenic mice
have shown that CR3 decreases microglial phagocytic
activity®; ablation of C3 in APP/PSI mice prevents synaptic
loss, despite increased Ap plaque load.” The differences
observed between non-transgenic models and APP/PS1
transgenic models may be explained by the microglial phe-
notype; this suggests that C3 and CR3 may protect neurons
in the proinflammatory phenotype but promote synaptic loss
and neurodegeneration in the DAM and MGnD phenotypes.

Interestingly, the DAM and MGnD phenotypes overexpress
TREM2 in the vicinity of A plaques,*“ since this receptor

 Trogocytosis has been described in the immune system as a
non-apoptotic mechanism for the rapid capture of cell mem-
brane components. It differs from phagocytosis in that the former
involves engulfment and elimination of cellular structures measur-
ing >1 pm.*®

displays a preference for AB oligomers,“® which may induce
synaptic elimination via the complement pathway.*?

One important question remains: why do microglia lose
homeostasis and eliminate synapses in an uncontrolled man-
ner? A plausible hypothesis is that the gene encoding C-X3-C
motif chemokine receptor 1 (CX3CR1) is involved in this
process; this gene inhibits microglia and its expression is
reduced in early stages in amyloidogenic transgenic models,
which may cause TREM2 overexpression in advanced stages
of the disease.*

Microglia have also been found to play a major role in the
MAPT P301S transgenic model (whose main characteristic is
the development of tauopathy), since clearance of this cell
type and of senescent astrocytes prevents fibrillary tangle
deposition and neurodegeneration.®® This suggests that, as
occurs in amyloidogenic models, some microglial phenotype
other than the proinflammatory phenotype is involved in AD.

Synaptic plasticity and cognition

Synaptic plasticity is the mechanism that induces changes in
synaptic efficiency as a result of high-frequency, experience-
dependent neuronal activity.”” It involves a wide range
of structural and functional changes, including long-term
potentiation, synaptogenesis, axonal and dendritic remod-
elling, and in some cases adult neurogenesis.”®

Some of these mechanisms of structural synaptic plastic-
ity involve synaptic remodelling, that is, structural changes
in dendrites, specifically in dendritic spines. Dendritic spines
are cellular compartments mainly composed of cytoskele-
tal elements.” Their internal structure contains a protein
complex termed postsynaptic density, which anchors a wide
range of molecules, including such neurotransmitter recep-
tors as the AMPA, NMDA, and kainate receptors.®® The
morphology of dendritic spines varies, and is classified
into different types, including thin, mushroom, and stubby
spines.®' Dendritic spine morphology is linked to their func-
tion: thin spines have been associated with such cognitive
processes as learning, whereas mushroom spines have been
associated with memory®? and stubby spines are thought to
regulate excitability by regulating calcium ions.%?

Such brain structures as the hippocampus, amygdala,
striatum, and cortex participate actively in information
processing during learning and memory processes; these
cognitive processes induce changes in synaptic plasticity in
normal conditions,® % but are impaired in patients with
AD and transgenic models of the disease. Transgenic models
have been used to study the impact of AD on synaptic plas-
ticity at the molecular, cellular, and cognitive/behavioural
levels.

At the molecular level, 3-month-old female 3xTg-AD
mice have been observed to display increased expression
of GluA3 and GluA4 in the hippocampus. However, expres-
sion decreased at the age of 12 months, as compared to
non-transgenic mice,® which suggests that the glutamater-
gic transmission system is impaired in AD. Likewise, altered
expression of the activity-regulated cytoskeleton-associated
protein (Arc) has been observed in the dorsal hippocampus
of 3xTg-AD mice. Arc has been used as a marker of neu-
ronal activity,’® since the gene encoding the protein is an
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Effects of alterations in redox balance (chronic oxidative stress), immune response (microglial trogocytosis), and AB

plaque formation on loss of structural synaptic plasticity, which results in a pattern of cognitive impairment characteristic of

Alzheimer disease.

immediate-early gene, as well as a marker of synaptic plas-
ticity due to its involvement in AMPA receptor endocytosis
and synaptic scaling.”" Arc expression is increased in the hip-
pocampal CA3 region of 10-month-old male 3xTg-AD mice.
However, when mice are trained in the Morris water maze,
Arc expression does not change with respect to baseline
values; furthermore, most Arc-expressing cells are neurons
presenting Ap plaques.’? Recent evidence suggests that Arc
plays a relevant role in synaptopathy in AD.”?

A study with one-month-old male 3xTg-AD mice showed
that tau phosphorylation is associated with changes in hip-
pocampal theta oscillations and decreases the excitability
of neurons in the CA1 region and subiculum.” Other studies
with this animal model have also shown long term poten-
tiation deficits secondary to the formation of A plaques
and fibrillary tangles.” A study including 3xTg-AD mice aged
12-16 months found an increase in voltage-dependent CaZ*
currents in the hippocampal CA1 region, which increased
Ca?* concentration within neurons,”® resulting in neuronal
excitotoxicity.””78

Neurotransmission activates multiple specific signalling
cascades, depending on the receptor activated and the
experience of the individual. Some of these signalling path-
ways induce the expression of genes that encode structural
proteins, which are responsible for dynamic restructuring of
neurons, as is the case with dendritic spines.

In 13-month-old ABPP/PS1 transgenic mice, AD has been
observed to alter the levels of such proteins as ERK44,
pERK44, c-Fos, mTOR, and ABPP in the parietal cor-
tex and the CA1 region and dentate gyrus of the dorsal
hippocampus.”® This indicates impairment of the signalling
cascades involving these proteins; as a result, downstream
molecular signalling is also altered. This has an indirect
impact on molecules involved in structural synaptic plastic-
ity, such as Ca?*/calmodulin/CaMKIll/CaV1.2,% which affect
such cytoskeletal proteins as F-actin. This is another path-
way that may interfere in structural synaptic plasticity; as
previously mentioned, microglial trogocytosis also causes
synaptic loss, which may lead to dendritic spine loss.

In APP/PS1 transgenic mice of 1-2 months of age, AR
protein has been found to induce F-actin depolymerisation,
which in turn decreases dendritic spine density.®' Likewise,
4-month-old APP23 and APPswe/PS1dE9 transgenic mice
show lower dendritic spine density near AR plaques and
a decrease in the number of mushroom spines, which are
linked to such cognitive processes as memory.%?

In animal models of AD, synaptic dysfunction has
been linked to cognitive impairment. 3xTg-AD mice have
been observed to perform poorly in innate and learned
behavioural paradigms. Regarding learned behaviour, these
animals spend less time in the open arms of the elevated
plus maze and present a lower object discrimination index,
as well as long-term retention deficits in the Morris water
maze. Studies with female 3xTg-AD mice aged 8-9 and 11
months old have reported shorter distance travelled in the
open field and longer time spent in inner square.?4% In this
transgenic model, researchers also report poorer acquisition
in female mice of 8-9 months of age,®* and impaired long-
term memory formation in 10-month-old male and female
mice trained in the Morris water maze.®>’> Memory has
also been found to be impaired in fear conditioning and
T-maze paradigms.8¢ Regarding innate behaviour, 11-month-
old female 3xTg-AD mice have been observed to display
alterations in nesting behaviour.?’

Conclusions

In transgenic animal models, AD is considered a multifactorial dis-
ease involving numerous elements at different stages. Significant
interaction is also reported between these factors, aggravating cog-
nitive impairment.

Cognitive impairment is a typical symptom of AD that results
from the interaction between oxidative stress and the immune
response, which have a direct impact on structural synaptic plas-
ticity, specifically in studies with different transgenic models of
AD.

Interestingly, microglial cells are involved in this process,
through complement-mediated synaptic trogocytosis; this may
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entail a loss of dendritic spines, a key element in memory formation
(Fig. 1).

Oxidative stress and the immune system may modulate the
appearance and development of A plaques, which directly affect
synaptic transmission, altering cognitive processes (Fig. 1).

Studies with transgenic models of AD have evaluated multiple
behavioural paradigms, frequently reporting cognitive impairment
at different ages (i.e., at different stages of the disease). However,
some elements have not been considered in the assessment of the
effect of AD on behavioural task performance, with the most rel-
evant being stress. Some behavioural tasks induce the release of
high levels of stress hormones, which may interfere with learning
and memory consolidation. Another element is motor activity: mul-
tiple studies have shown that AD has a negative impact on motor
function in transgenic animal models. The results of these studies
reflect cognitive impairment, which may be masked by the motor
deficits reported.
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