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Resumen

La exposiciéon juvenil a una dieta rica en grasas como factor de riesgo
para enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer. Estructuras cerebrales y vias involucradas.

La incidencia de los desdrdenes metabdlicos, incluyendo obesidad, diabetes de tipo 2
y sindrome metabdlico, ha aumentando draméaticamente en las ultimas décadas y
emerge como un problema relevante para la salud publica de nuestro tiempo. A su
vez, constituyen unos de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
desoérdenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (EA), cuyo impacto
es creciente en sociedades modernas. La resistencia a insulina y la inflamacion
promueven el dafio cognitivo, jugando un papel crucial en el desarrollo de la EA. Sin
embargo, es poco lo que se conoce acerca de las vias moleculares y celulares
involucradas a nivel del sistema nervioso central. El objetivo de este trabajo de Tesis
fue estudiar el impacto de una dieta moderadamente alta en grasas (HFD) sobre el
sistema limbico en etapas juveniles, donde la fisiologia y conectividad cerebral se

encuentran en plena maduracion, y los posibles mecanismos involucrados.

Para ello, trabajamos con ratones macho C57BL/6J alimentados con HFD o dieta
control desde el destete hasta los 2 0 5 meses de vida. La HFD provoco resistencia a
insulina, inflamacion periférica y central pero no obesidad. En el hipocampo se observé
activacion glial, disminucién de la capacidad neurogénica en el giro dentado y el
estudio de espinas dendriticas mostré6 predominio del tipo inmaduro (tipo Ill) en
detrimento de los otros tipos. Los ratones HFD perdieron la capacidad de construir un
nido, mostraron deficiencias cognitivas y alteraciones emotivas, en particular signos
asemejables a la ansiedad y la depresiéon. Con el objetivo de profundizar el estudio de
la interaccion glia-neurona en el contexto de la disfuncion metabdlica, nos propusimos
estudiar el efecto del acido graso saturado palmitato (PA), uno de los mas

representados en la HFD, sobre cultivos primarios de microglia. La exposiciéon a PA
1



Resumen

indujo un fenotipo microglial pro-inflamatorio y la liberacidén de vesiculas extracelulares.
Aislamos las microvesiculas y los exosomas provenientes de ese cultivo y estudiamos
su efecto sobre neuronas primarias de raton. Los exosomas de microglia estimulada
con palmitato se asociaron a un predominio de espinas inmaduras, tipo Ill o finas, en

consonancia con los estudios in vivo.

Este trabajo de Tesis muestra multiples alteraciones en parametros neurolégicos como
consecuencia de la exposicion temprana a una dieta moderadamente elevada en
grasas, muchas de las cuales se encuentran presentes en enfermedades tipo EA. A
partir del estudio de la dinamica temporal de la respuesta inflamatoria a lo largo de la
exposicion a la dieta asi como de la intervencién in vitro, puede inferirse que la
participacion de la microglia y su interaccion con las neuronas mediante vesiculas
extracelulares es fundamental para el desarrollo de la patologia neurolégica asociada

a la disfuncién metabdlica.

PALABRAS CLAVE:

Dieta hiperlipidica; periodo juvenil; insulino-resistencia; inflamacion; impedimento
cognitivo; hipocampo; plasticidad cerebral; microglia; vesiculas extracelulares; espinas

dendriticas



Abstract

Juvenile exposure to a high fat diet as a risk factor to neurodegenerative
disorders such as Alzheimer's disease. Structures and pathways
involved.

The incidence of metabolic disorders including obesity, type 2 diabetes and metabolic
syndrome has increased drastically in the last decades and represents an important
problem to public health. At the same time, they constitute one of the main risk factors
for the development of neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease (AD),
which has a growing impact in modern societies. Insulin resistance and inflammation
promote cognitive impairment, playing a key role in the development of AD. However,
little is known as regards the cellular and molecular pathways involved in the central
nervous system. The aim of this Thesis was to study the impact of a moderate HFD in
the limbic system during juvenile stages, where brain connectivity and physiology are

subject to plain maturation, as well as the possible mechanisms involved.

To this end, C57BL/6J male mice were exposed to a HFD or control diet since weaning
and until 2 or 5 months of age. HFD induced insulin resistance together with peripheral
and central inflammation, in absence of obesity. In the hippocampus, glial activation
was observed in association to a decreased neurogenic capacity in the dentate gyrus
and alterations in the structural plasticity of CA1 neurons, with a predominance of
immature or thin dendritic spines. HFD mice showed a diminished capacity to build a
nest, along with cognitive deficits and emotional alterations related to anxiety and
depression. In order to study the role of glia-neuron interaction in the context of a
metabolic insult in deep, we assessed the effect the saturated fatty acid palmitate (PA)
in murine microglia primary cultures. PA-exposed microglia showed a pro-inflammatory
phenotype and released extracellular vesicles to the conditioned media. Isolated
microvesicles and exosomes were incubated with primary mouse neurons. In

particular, exosomes derived from PA-exposed microglia induced alterations in



Abstract

dendritic spine morphology, with a predominance of immature thin spines, in

consonance with the results obtained in the in vivo HFD model.

This Thesis depicts several alterations in neurological parameters as a consequence of
an early exposure to a moderately high fat diet, many of which are common to AD-like
disorders. As a result of assessing the temporal dynamics of the inflammatory
response throughout HFD exposure, together with the outcome of the in vitro
approach, we can infer that the role of microglia and its interaction with neurons by
means of extracellular vesicles is crucial for the development of brain damage

associated to metabolic dysfunction.

KEYWORDS:

High fat diet; juvenile period; insulin resistance; inflammation; cognitive impairment;

hippocampus; brain plasticity; microglia; extracellular vesicles; dendritic spines.
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OMS = Organizacion Mundial de la Salud

PA = Palmitato

PAMPs = Pathogen- Associated Molecular Patterns, patrones moleculares asociados

a patdégenos.

ROS = Reactive Oxygen Species, especies reactivas del oxigeno

SFB = Suero Fetal Bovino

SNC = Sistema Nervioso Central

TLR = Toll Like Receptors, receptores tipo Toll

TNFao = Tumor Necrosis Factor a, factor de necrosis tumoral o

TST = Tail Suspension Test, test de suspension de la cola

UNV = Unidad Neurovascular

VEs = Vesiculas Extracelulares

ZSG = Zona Subgranular



INTRODUCCION GENERAL



Introduccién general

El sobrepeso y la obesidad como problemas de la salud publica actual

La especie humana evolucioné en un contexto caracterizado por cambios drasticos en
la dieta que incluyeron desde la incorporacién de la carne, la coccién, asi como los
cambios asociados a la domesticacién de plantas y animales para su consumo, en
consonancia con la disponibilidad de nutrientes, de calorias y los requerimientos de
gasto enérgetico, “moldeando” las bases genéticas del control del metabolismo (Luca,
Perry, & Di Rienzo, 2010). Podemos decir que las condiciones han cambiado
significativamente en un lapso de tiempo sumamente corto si tenemos en cuenta los
tiempos de la evolucion. A partir del desarrollo de la agricultura y de la ganaderia, la
alimentacion humana, y en general el estilo de vida, han experimentado grandes
cambios, especialmente en los ultimos 150 afios por efecto de la revolucién industrial.
De acuerdo con algunos autores, estos cambios incluyen un aumento de la ingesta
caldrica y una disminucién del gasto energético, incrementando el consumo de grasas
saturadas. Ademas, en las dietas de la actualidad ha aumentado significativamente la
proporcion ingerida de acidos grasos poli-insaturados (PUFAs) omega-6 versus los
omega-3, asi como los acidos grasos insaturados en trans, sumado a una disminucion

del consumo de carbohidratos complejos y de fibra (Simopoulos, 2006, 2011).

En nuestro tiempo entonces, numerosas sociedades modernas se encuentran ante el
paradigma de sobreabundancia de alimentos hipercaldricos disponibles con un minimo
de gasto energético. A su vez, el ejercicio fisico se convirtié en una actividad opcional
y la vida sedentaria domina los nuevos habitos de la especie. Estos cambios se
asocian a un alto costo de salud y a enfermedades que emergen en nuestra era,

coincidiendo con una mayor expectativa de vida (Simopoulos, 2001).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) incluyé a la obesidad en su Clasificacion
Internacional de Enfermedades en el afio 1948, en el momento de la creacion del

organismo, pero recién en la década del 70 las comunidades médicas expresaron la

Y



Introduccién general

necesidad de crear centros de investigacion con el objetivo de abordar el impacto de la
obesidad en la salud publica (Bray, Davidson, & Drenick, 1972; James & Trayhurn,
1976). En 1997 la OMS reconocié a la obesidad y a los trastornos metabdlicos como
epidemias globales y durante los ultimos 30 afios asistimos a un crecimiento sostenido
de la prevalencia de estas enfermedades. Se estima entonces que, de mantenerse los
actuales indicadores, el 60% de la poblaciéon adulta del mundo tendra sobrepeso o
sera obesa en el 2030. El exceso de peso ocupa el quinto lugar en los factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles como las

cardiovasculares, la diabetes tipo 2 y diversos tipos de cancer (WHO, 2009).

En forma mas reciente, también se reconoce un preocupante aumento de esta
epidemia en nifios y jovenes. La obesidad es la enfermedad mas comun en la
actualidad en paises desarrollados y en vias de desarrollo en esta franja etaria (Reilly

& Wilson, 2006).

Como se verd, los efectos de las enfermedades metabdlicas sobre la salud en general
y en particular sobre el cerebro han sido estudiados extensamente. Sin embargo, la
informacion sobre las consecuencias que estas enfermedades conllevan cuando se
inician en la nifiez o en la peri-adolescencia es escasa e incompleta. El cerebro
humano experimenta un rapido desarrollo durante los primeros afos de vida. El
hipocampo y el Iébulo frontal son estructuras responsables de los procesos de
aprendizaje y memoria y las funciones cognitivas establecen sus bases en este critico
periodo vital y gravitan significativamente sobre la vida adulta (Matheson & Eichen,

2018).

Estudiar de qué manera impacta el consumo temprano de una dieta alta en grasas
sobre las funciones cognitivas y el procesamiento emocional emerge como un tema

biomédico de suma actualidad y relevancia.
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Introduccién general

Deso6rdenes metabodlicos como factores de riesgo para la disfunciéon

cerebral

Mas alla de definirse como un alto indice de masa corporal (BMI = peso/altura? mayor
a 30 kg/m?), la obesidad puede asociarse con un conjunto de alteraciones que
constituyen lo que se conoce como sindrome metabdlico. Este desorden metabdlico
puede resultar de la interaccion de factores tanto genéticos como ambientales
(comportamiento alimentario, nivel de actividad fisica y componentes tdxicos del
ambiente) dando lugar a un contexto de inflamacién sistémica de bajo grado pero
cronica que afecta a distintos tejidos como el higado, el tejido adiposo, el muscular asi
como el sistema nervioso central. En este sentido, el hipotalamo ha sido una de las
estructuras del SNC mas estudiadas debido a su relevancia en la regulacion del
metabolismo, el balance energético, la ingesta y el peso corporal. Es asi, que la
inflamacién en el hipotalamo se ha encontrado involucrada tanto en la aparicion como
en el mantenimiento del fenotipo obeso (Guillemot-Legris & Muccioli, 2017). Sin
embargo, la inflamacién asociada a los desordenes metabdlicos se ha reportado en
areas extra-hipotalamicas como el hipocampo, la corteza y la amigdala, fenédmeno de
gran relevancia a la hora de estudiar los mecanismos de disfuncion cognitiva
asociados a la obesidad y los desérdenes relacionados. En términos de funcion
cerebral, la obesidad promoveria el impedimento cognitivo ya que diversos estudios
reportan déficits en el aprendizaje y la memoria en pacientes obesos (Parimisetty et

al., 2016; Xu et al., 2011).

La activacién del sistema inmune y la inflamacién crénica son eventos que relacionan
la hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo en obesidad con el sindrome metabdlico y
la enfermedad cardiovascular. Este fenomeno no sélo se manifiesta por los niveles de
moléculas pro-inflamatorias en circulacién sino por la infiltracién de macréfagos y otras

células del sistema inmune en tejido adiposo, higado y musculo, entre otros tejidos.

11
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Numerosos reportes indican que la respuesta inmune adopta un perfil pro-inflamatorio
acompanado por la produccion de citoquinas y adipoquinas que afectan las vias de
sefalizacion de insulina en los distintos tejidos y, en ultima instancia, la funcién
pancreatica y la secrecion de la hormona (Kloting & Bluher, 2014; Muriach, Flores-

Bellver, Romero, & Barcia, 2014; Parimisetty et al., 2016).

Teniendo en cuenta lo anterior, resulta evidente que la obesidad se encuentra
intimamente relacionada con el desarrollo de diabetes tipo 2, caracterizada
principalmente por una ineficiente sefializacion de la hormona insulina. La insulina es
una hormona peptidica sintetizada principalmente por las células B del pancreas y su
funcién primordial es mantener los niveles homeostaticos de glucemia, promoviendo la
entrada de glucosa a los tejidos sensibles a esta hormona tales como el cardiaco, el
muscular y el adiposo cuyas células expresan Glut4, transportador de glucosa
modulado positivamente por insulina. Ademas actua regulando el metabolismo de
hidratos de carbono, lipidos y proteinas, induciendo también la divisién celular y el
crecimiento a través de sus efectos mitogénicos (Wilcox, 2005). La insulina es una
hormona anabdlica, estimula la lipogénesis, glucogenogénesis y promueve la
acumulacion de triglicéridos en tejidos periféricos. Como se esquematiza en la Figura
1, los mecanismos de accién de la insulina son regulados principalmente por los
sustratos del receptor de insulina (IRSs). En condiciones normales, la union de la
hormona a su receptor (IR) promueve un cambio conformacional en el IR que lleva a
su auto-fosforilacion, mediada por su actividad tirosina quinasa, y el consiguiente
reclutamiento de las proteinas IRSs que son a su vez fosforiladas (Cai, 2013; Kido,
Nakae, & Accili, 2001). Luego de la interaccién con las IRSs, tipicamente IRS1 e IRS2,
el complejo enzimatico PI3K es activado y puede llevar a la activacién por fosforilacion
de Akt. Akt es uno de los componentes mas importantes en la via de sefalizaciéon de
insulina, como efector rio arriba de numerosas moléculas involucradas en los distintos

procesos regulados por la hormona. La fosforilacion en residuos tirosina es requerida
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para la activacion de IRS1 y sensibilidad a insulina, mientras que su fosforilacién en
residuos serina inhiben dicha actividad (Nieto-Vazquez, Fernandez-Veledo, de Alvaro,
& Lorenzo, 2008; Nieto-Vazquez, Fernandez-Veledo, Kramer, et al., 2008). Entre las
moléculas candidato que promueven las fosforilaciones inhibitorias en los sustratos de
insulina y en ultima instancia la inhibicibn de su sefializacién se encuentran las
especies reactivas del oxigeno (ROS), las citoquinas pro-inflamatorias como TNFa,
IL1B, IL6 y quinasas de estrés como JNK, IKK y PKC (Boucher, Kleinridders, & Kahn,
2014; Goktas et al., 2013; Hirosumi, 2002). En el contexto de la obesidad, diabetes
tipo 2 y los desérdenes metabdlicos asociados, los mecanismos mencionados son
reportados en tejidos sensibles a insulina y en dichos contextos el estrés de reticulo
podria ser uno de los disparadores (Velloso, Folli, & Saad, 2015). El reticulo
endoplasmico (ER) es un complejo sistema intracelular de membranas donde, en
conjunto con el aparato de Golgi, la mayoria de las proteinas de sintetizan, se pliegan
y modifican correctamente y son liberadas o dirigidas a su compartimiento
correspondiente, en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, en casos en los que se
produce un aumento desmedido en la sintesis de proteinas y aumenta la presencia de
proteinas mal plegadas en ER, se dispara la via de estrés de reticulo (ERS) o
respuesta por proteinas mal plegadas (UPR, del inglés unfolded protein response) que
activa las vias de JNK/AP1, IKK, NFkB y estrés oxidativo. Esta via se induce, por
ejemplo, en un contexto de sobrecarga de nutrientes o niveles elevados de acidos
grasos libres. En este sentido, Hotamisligil, uno de los primeros autores en poner en
relevancia la accién de citoquinas pro-inflamatorias como TNFa en respuesta a la
sobrecarga de lipidos provenientes de la dieta (Hotamisligil, Shargill, & Spiegelman,
1993), ha propuesto que el ER deberia considerarse un sistema esencial en la
coordinacién de las respuestas metabdlicas por su capacidad de controlar las vias
catabdlicas de varios nutrientes (Hotamisligil, 2010; Kloting & Bluher, 2014; Velloso et

al., 2015).
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Otro mecanismo probablemente subyacente a la inflamacidbn metabdlica es la
activacion de los receptores tipo Toll (TLRs), responsables de la respuesta inmune
innata. Se ha detectado que acidos grasos saturados de cadena larga son capaces de
estimular la transduccion de sefiales de TLR4, que podria desencadenar resistencia a
insulina a través de mecanismos similares al estrés de reticulo via JNK, IKK, etc
(Figura 1). Si bien originalmente se han estudiado las vias de ERS y activacién de
TLRs como mecanismos independientes en la inflamacidon asociada a patologias
metabolicas (Ozcan et al., 2009), existen evidencias que sugieren una constante
interaccion o cross-talk entre ellas, en la modulacién de la respuesta inflamatoria y
disfuncion metabdlica asociada al impedimento en las acciones de la insulina (Belkina
& Denis, 2010; Guillemot-Legris & Muccioli, 2017). Adicionalmente, se ha propuesto
que en el contexto de obesidad se producen alteraciones en la microbiota intestinal
que podrian favorecer un aumento en la permeabilidad de la pared intestinal y, por
ende, el incremento de componentes inmunogénicos como LPS en el torrente
sanguineo, fendmeno conocido como endotoxemia, contribuyendo asi con el
desarrollo de la respuesta inflamatoria y la resistencia a insulina (Carvalho et al., 2012;

Peter J.Turnbaugh, 2006).
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Figura 1. Senalizacién de insulina y moduladores negativos. La activacion del receptor de
insulina inicia una cascada de eventos de fosforilacion. Un cambio conformacional y
autofosforilacion del receptor, inducidos por la unién de la hormona, promueve el reclutamiento
de los sustratos IRS, activando o bien la via mitogénica mediante MAPKs o la via metabdlica
por activacion de PI3K-Akt. La sefalizacion se ve disminuida por la accién de fosfatasas o bien
quinasas de estrés como JNK, IKK que promueven fosforilaciones inhibitorias en IR e IRSs en
presencia de altos niveles de citoquinas inflamatorias, acidos grasos libres o glucosa.

Modificado de (King, Park, & Li, 2016).

Por tanto, la resistencia a la insulina seria un fendbmeno en comun entre las patologias
metabdlicas mencionadas y segun la funcion que la sefalizacién de insulina tenga en
cada tejido, sera la implicancia de este fendmeno en la disfuncién de dicho tejido y sus
consecuencias. Para abordar el estudio de los efectos que la resistencia a insulina
puede tener en el SNC, particularmente como factor de riesgo para el desarrollo de

impedimento cognitivo, es fundamental conocer no sélo las consecuencias de la
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resistencia a insulina a nivel sistémico sino las funciones de la hormona per se en el

cerebro.

Hasta fines de los afos 70 se consideraba que el cerebro no era un érgano sensible a
la insulina. Sin embargo, hoy sabemos que tiene un rol fisiolégico muy importante y
que alteraciones en su funcionalidad se relacionan con patologias neurodegenerativas
como la EA. En 1978, Havrankova fue el primero en reportar la presencia de insulina
en el SNC mediante radio-inmunoensayos en extractos de cerebro de rata
(Havrankova, Roth, & Brownstein, 1978). Se ha debatido ampliamente, y aun se
debate, sobre el origen de dicha insulina. En resumen, se ha detectado la expresion
del ARN mensajero de insulina en diferentes areas del cerebro como el hipotalamo,
corteza, en las regiones CA1, CA3 y giro dentado del hipocampo y en la capa granular
del bulbo olfatorio en roedores (Devaskar et al., 1994) y humanos (Young, 1986) asi
como también se ha detectado el transporte de insulina periférica a través de la
barrera hemato-encefalica (BHE) por medio de la trans-citosis mediada por su receptor
en las células del endotelio cerebral y este transporte se ve disminuido en pacientes
obesos y animales sometidos a dietas altas en grasa (Gray, Aylor, & Barrett, 2017;
May, Bedel, Shen, Woods, & Liu, 2016). En el hipotadlamo, la sefializacion a través del
receptor de insulina regula el metabolismo, la ingesta, y determina el balance
energético (E. B. Lee & Mattson, 2014), mientras que en estructuras extra-
hipotalamicas como el hipocampo, de especial interés por su rol en la funcion
cognitiva, los mecanismos de accién de la insulina se asocian a funciones
neurotroficas y neuromoduladoras, importantes para el crecimiento y la sobrevida
celular tanto en el desarrollo como en la adultez. El receptor de insulina se expresa de
modo abundante en neuronas y en menor medida en células gliales (Frolich et al.,
1998) y, en conjunto con los factores similares a insulina IGFs (del inglés insulin-like
growth factors) y sus receptores, regulan la diferenciacion neuronal, el crecimiento

dendritico, la activacion de precursores neuronales, mecanismos de reparacion y la
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conectividad sinaptica, jugando un papel fundamental en el aprendizaje y la memoria
(Blazquez, Velazquez, Hurtado-Carneiro, & Ruiz-Albusac, 2014; Ferrario & Reagan,

2017; O'Brien, Hinder, Callaghan, & Feldman, 2017).

En este sentido, individuos que padecen diabetes con resistencia a insulina presentan
atrofia del hipocampo y alteraciones en la conectividad implicada en la funcion
cognitiva, es decir, alteraciones en comun entre patologias asociadas a los
desérdenes metabdlicos asi como con envejecimiento y patologias
neurodegenerativas, en particular la enfermedad de Alzheimer (EA) (Dey, Hao,

Wosiski-Kuhn, & Stranahan, 2017).

El tipo de dieta y el estatus metabdlico durante la nifiez y adolescencia puede impactar
sobre la funcion cognitiva durante la adultez y precipitar el envejecimiento cerebral.
Varios factores pueden contribuir al desorden metabdlico en la infancia incluyendo la
predisposicion genética y epigenética, el aumento de la ingesta calérica, el bajo gasto
de energia y la obesidad de los padres. Incluso,la sobrealimentacion durante el
desarrollo intrauterino debido a la diabetes gestacional o a la obesidad materna son

factores que se asocian al alto peso en ninos (Mitanchez & Chavatte-Palmer, 2018).

Modelos animales de trastornos metabdlicos

El estudio de la relacion bi-direccional entre el metabolismo celular y la
neuroplasticidad ha sido posible, en gran medida, por los numerosos estudios a partir
de modelos animales. Es posible generar distintos tipos de modelos de obesidad en
animales a partir de la manipulacién del ambiente (obesidad inducida por la dieta), por
mutaciones espontaneas (ratones ob/ob deficientes en leptina, db/db deficientes en el

receptor de leptina, la rata Zucker de actividad deficiente del receptor de leptina) o bien
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géneticamente modificados (Bruce-Keller, Keller, & Morrison, 2009; A. M. Stranahan,
2015). En particular los modelos genéticos han posibilitado la identificacion de genes
asociados a la obesidad en humanos y vias asociadas a la regulacién del peso
corporal y la patogénesis relacionada con sindromes metabdlicos. Por su parte, el
modelo deficiente de leptina ob/ob muestra una marcada obesidad e hiperfagia asi
como alteraciones relacionadas con la diabetes tipo 2 y se ha utilizado ampliamente
para el estudio del efecto de la obesidad en el cerebro (Gratuze et al., 2017). Sin
embargo, muchos de los resultados obtenidos a partir de modelos genéticos o
farmacologicos pueden ser cuestionables en relacion a los efectos que las mutaciones
o0 drogas puedan tener en interaccion con otros mecanismos. En este sentido, los
modelos de trastornos metabdlicos inducidos por la dieta podrian considerarse mas
relevantes con respecto a la patologia en humanos, especialmente en sociedades
occidentales donde los alimentos industrializados e hiper-caléricos son de consumo

creciente.

Desérdenes metabolicos y envejecimiento prematuro

En términos demograficos, segun datos de la OMS (WHO, 2015b), la poblacion
mundial esta envejeciendo rapidamente y se espera que la proporcion de individuos
mayores de 60 afnos practicamente se duplique para el ano 2050, pasando del 12% en
2015 al 22%. A su vez, la edad es el principal factor de riesgo para la mayor parte de
las enfermedades que afectan a los seres humanos como cancer, enfermedades
cardiovasculares y desérdenes neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson

y enfermedad de Alzheimer (Guarente, 2014).

Por otra parte, existe una asociacion bi-direccional entre el envejecimiento y los

desérdenes metabdlicos como la obesidad y sus co-morbilidades asociadas. La edad
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es uno de los factores de riesgo para el desarrollo del sindrome metabdlico (Carnethon
et al., 2004; Hao, Dey, Yu, & Stranahan, 2016) asi como la disfuncién asociada a los
desordenes metabdlicos, en su mayoria causados por habitos alimentarios nocivos y
un estilo de vida sedentario, constituye uno de los principales factores modulables del
envejecimiento prematuro (Bruce-Keller et al.,, 2009). En vistas de esta clara
pandemia, estudiar el grado en que la obesidad afecta la funcién cerebral, asi como
los mecanismos implicados, podria no sélo redundar en avances significativos a nivel
de la salud publica, sino que podria desenmascarar los procesos fisiopatolégicos que

subyacen al impedimento cognitivo y la demencia (O'Brien et al., 2017).

El envejecimiento cerebral se asocia con una progresiva degradacion de las
capacidades cognitivas en forma dependiente de la edad cronolégica. Existen diversos
cambios dependientes de la edad que promueven respuestas bioldgicas celulares
alteradas y conducen a consecuencias neuropatolégicas. Entre los procesos celulares
mas relevantes para el dafio neurolégico asociado al envejecimiento se encuentran el
deterioro en la funcién mitocondrial, el creciente estrés oxidativo, la acumulacién de
proteinas toxicas, disfuncién en el proceso autofagico asi como un impedimento en
importantes cascadas de sefalizacién intracelular claves para la homeostasis celular
(Bishop, Lu, & Yankner, 2010). El deterioro asociado al envejecimiento cerebral puede
explicarse, en parte, por alteraciones en la plasticidad cerebral. Si bien un gran
numero de alteraciones neuroldgicas se han descripto en el contexto del
envejecimiento cerebral fisioldgico, éstos se manifiestan de una forma
considerablemente mas profunda o acelerada en desordenes neurodegenerativos
asociados a la edad como son las enfermedades de Alzheimer o Parkinson (Burke &

Barnes, 2006).

En el contexto del envejecimiento patoldgico, la EA tiene una prevalencia muy alta,

siendo la principal causa de demencia y formando parte de las diez principales causas
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de muerte a nivel mundial (WHO, 2015b). Es una enfermedad neurodegenerativa que
se manifiesta con deterioro cognitivo y trastornos conductuales. El hipocampo es una
de las estructuras primariamente afectadas y, lo por tanto, los fenbmenos que dan
lugar a la plasticidad hipocampal como la neurogénesis adulta y la conectividad
sinaptica que se mencionan posteriormente, también lo son (Bellot et al., 2014; Mu &

Gage, 2011; Zolezzi, Bastias-Candia, Santos, & Inestrosa, 2014).

Llamativamente, tanto las enfermedades cardiovasculares como los factores de riesgo
asociados son factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas. Entre ellos, se reconocen principalmente la diabetes de tipo 2, la
obesidad, la hipertension y el sedentarismo (Mayeux & Stern, 2012). Es interesante
destacar que, si bien es algo controversial, algunos autores postulan que la EA podria
representar una “Diabetes tipo 3”, ya que las etapas iniciales asociadas al dafo
cognitivo se ven acompanadas por multiples alteraciones en la via de sefalizacién de
la insulina en el hipocampo, que llevaria entre otros fendmenos, a un aumento de la
actividad de GSK3p, una de las quinasas principalmente involucradas en la
fosforilacion de Tau y podria tener un rol en la formacién de ovillos neuro-fibrilares (de

la Monte & Tong, 2014).

El cerebro se encuentra sometido a una constante demanda del ambiente y requiere
de mecanismos dinamicos para ejercer los distintos tipos de respuestas. La plasticidad
cerebral representa la capacidad intrinseca del sistema nervioso que le permite
responder a un ambiente sumamente cambiante a través de modificaciones
funcionales y estructurales. Entre los fendbmenos sujetos a tal capacidad de respuesta
se distinguen el fortalecimiento, debilitamiento, generacion o eliminacién de
conexiones sinapticas asi como la promocion de la neurogénesis (Kelly et al., 2006;

Pascual-Leone et al., 2011; Rosenzweig & Barnes, 2003).
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Fenotipicamente, estas alteraciones en la plasticidad suelen expresarse con un declive
en la funcion cognitiva en el envejecimiento, en particular en relacion a tareas que
involucran el hipocampo y estructuras corticales asociadas (Burke et al.,, 2011). En
este sentido, las condiciones asociadas a la obesidad y la diabetes tipo 2, como la
inflamacién y la resistencia a insulina, promueven una mayor vulnerabilidad en dichas
estructuras con una consiguiente mayor susceptibilidad al desarrollo de impedimento

cognitivo (Hao et al., 2016).

Hipocampo

El hipocampo es una estructura que forma parte del sistema limbico en el cerebro de
mamiferos y tiene un rol clave en el procesamiento de la memoria episédica y en el
aprendizaje (Rosenzweig & Barnes, 2003) siendo una de las regiones principalmente
afectadas durante el proceso del envejecimiento y de gran vulnerabilidad asociada con

distintos desérdenes neuroldgicos.

Se ubica debajo del I6bulo temporal medio en cada uno de los hemisferios del
cerebro. Diversos estudios de lesion selectiva en diferentes areas del hipocampo han
denotado la relevancia de dicha estructura en la conducta y los efectos asociados al
aprendizaje y la memoria, como por ejemplo la memoria espacial (Adams, Kusljic, &
van den Buuse, 2008; Eichenbaum, Yonelinas, & Ranganath, 2007). Segun el autor al
que se refiera, la nomenclatura de las estructuras comprendidas en la formacion
hipocampal puede variar pero, en términos generales, se reconocen las siguientes
regiones: el giro dentado (GD), el subiculo y el hipocampo propiamente dicho
compuesto por las subregiones CA1, CA2 y CA3 que forman el Asta de Amoén (Deng,
Aimone, & Gage, 2010; Mu & Gage, 2011; Yan et al., 2017). El circuito hipocampal ha

sido tradicionalmente caracterizado como un camino excitatorio, tri-sinaptico y
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unidireccional (Figura 2). En este sistema, la mayor parte de la informacion sensorial
llega al hipocampo a través de la corteza entorrinal (EC). Las neuronas de la capa |
de dicha corteza poseen axones que proyectan hacia el giro dentado y la regiéon CA3
del hipocampo a través de la region subicular. Estas proyecciones provenientes de la
corteza entorrinal conforman el principal input del circuito hipocampal y se denomina
via perforante. El siguiente componente en la conexion tri-sinaptica es el giro dentado.
Las neuronas granulares del giro dentado forman axones que se denominan fibras
musgosas e impactan en las dendritas proximales de las neuronas piramidales de
CAZ3, ademas de contactar a las interneuronas del hilio. Por su parte, las neuronas de
CA3 proyectan hacia otros niveles de CA3, como también hacia CA1. Los axones que
comunican CA3 con CA1 se denominan fibras colaterales de Schaffer. Por ultimo, las
neuronas CA1 proyectan tanto hacia la region subicular como las capas profundas de
la EC, que a su vez proyecta eferencias hacia otras regiones corticales que
originalmente le dieron input a la corteza entorrinal (Y. Li, Mu, & Gage, 2009; Mu &
Gage, 2011). Es decir, la informacion sensorial que converge desde distintas areas
corticales en la corteza entorrinal, vuelve a dichas regiones luego de ser procesada

por el circuito excitatorio hipocampal descripto mas arriba.
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Figura 2. llustracién de la organizacién del circuito hipocampal en roedores. En el
diagrama se esquematiza la via excitatoria tri-sinaptica (EC—giro dentado—CA3—CA1-EC). Las
aferencias de las neuronas EC Il hacia el giro dentado y CA3 constituyen la via perforante (PP),
incluyendo el camino perforante lateral (LPP) y el medial (MPP). EI GD envia proyecciones
hacia CA3 mediante las fibras musgosas y las neuronas CA3 transmiten la informacién hacia
las neuronas CA1 mediante las fibras colaterales de Schaffer. A su vez, estas neuronas reciben
input de neuronas EC lll a través de la via temporo-amoénica (TA). La informacién integrada por
las neuronas piramidales de CA1 es remitida nuevamente a las capas profundas de EC.

Modificado de (Deng et al., 2010).

Durante el desarrollo post natal que ocurre durante la infancia y adolescencia, las
estructuras cerebrales relacionadas con la regulaciéon del stress, en particular el
hipocampo y la amigdala, presentan una mayor vulnerabilidad a los eventos de stress

que durante la vida adulta, sobre estructuras ya maduras (Pervanidou & Chrousos,
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2012). Es por ello que resulta muy interesante estudiar el impacto de eventos
metabdlico-inflamatorios durante el periodo peri juvenil y su potencial proyeccién en la

adultez.

Neurogénesis adulta

Como mencionaramos previamente, uno de los mecanismo de plasticidad que ocurren
en el hipocampo es la incorporacién de nuevas neuronas al circuito hipocampal, es
decir, la neurogénesis adulta. Durante la mayor parte del siglo XX la idea imperante en
el campo de la neurociencia era que el cerebro postnatal de vertebrados superiores no
tenia la capacidad de generar neuronas nuevas, las neuronas se generarian
unicamente durante el desarrollo embrionario. No fue hasta los afios 60 que el trabajo
de Altman mostré los primeros indicios de que esto si podia ocurrir, mediante la
inyeccion de timidina tritiada en roedores y gatos (timidina->H). Encontré a partir de las
autoradiografias, que habia neuronas positivas en la regiéon basal de la capa de
células granulares en el hipocampo, como se muestra en la Figura 3 (Altman, 1962;

Altman & Das, 1965, 1966).
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Figura 3. Primeras evidencias de nuevas neuronas en cerebro postnatal. Microfotografia
autoradiografica del giro dentado del hipocampo de rata inyectada con *H-timidina a los 10 dias

de edad y sacrificada a los dos meses post inyeccion. Tomada de (Altman & Das, 1965).

Sin embargo, estos resultados fueron ignorados por el campo de estudio durante 3
décadas en parte debido a dificultades técnicas y también al rechazo en aceptar este
nuevo concepto. Se requirieron 30 afios de debate e incorporacion de nuevas técnicas
para que los neurocientificos aceptaran que el cerebro mamifero postnatal era capaz
de generar nuevas neuronas. Mediante la utilizacion del analogo de timidina
Bromodeoxiuridina (BrdU) y de la inmunomarcacion de distintos tipos celulares,
sumado a la microscopia confocal y el analisis estereolédgico de las células marcadas,
se confirmd la presencia de nuevas neuronas en el giro dentado del hipocampo de
roedores (G Kempermann, Kuhn, & Gage, 1997; Kuhn, Dickinson-Anson, & Gage,

1996) y humanos (Eriksson et al., 1998; Spalding et al., 2013).

Al dia de hoy la neurogénesis adulta en el cerebro de mamiferos se ha observado
consistentemente en dos regiones definidas: en la zona subventricular del ventriculo

lateral (SVZ, del inglés subventricular zone) y en la zona subgranular del giro dentado
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del hipocampo (ZSG). Las neuronas que se originan en la zona subventricular migran
hacia el bulbo olfatorio a través de la via migratoria rostral y cumplen su funcién en la
codificacion de los olores. Por su parte, las neuronas que se diferencian a partir de
precursores neurales en la zona subgranular del giro dentado daran origen a neuronas
excitatorias de la capa granular, incorporandose al circuito tri-sinaptico hipocampal

(Deng et al., 2010).

Neurogénesis adulta en el giro dentado del hipocampo

Durante el proceso de neurogénesis en la ZSG del hipocampo se originan neuronas
granulares nuevas a partir de un conjunto o pool de células madre neuronales (NSC,
del inglés neural stem cells). Este proceso ocurre de un modo finamente regulado, en
diversos pasos que involucran la activacion, determinacion de linaje, proliferacion de
precursores intermedios, maduracion y sobrevida de las nuevas neuronas, asi como
su integracion efectiva en el circuito hipocampal (G. Kempermann, Song, & Gage,
2015). Se estima que se incorporan aproximadamente 700 neuronas nuevas por dia
en el GD humano (Spalding et al., 2013). Si bien podria pensarse que la poblacién de
neuronas nuevas es muy pequeia en relacién al nimero total de neuronas granulares
en el giro dentado, el hecho de que se incorporen nuevas neuronas continuamente a
lo largo de la vida al circuito hipocampal resulta un fendmeno de gran importancia para
la plasticidad estructural y funcional de los circuitos involucrados en los procesos de
memoria y aprendizaje (Marin-Burgin, Mongiat, Pardi, & Schinder, 2012; Marin-Burgin
& Schinder, 2012). A su vez, al ser un proceso sumamente regulado por factores
intrinsecos y extrinsecos, su modulacién adquiere una gran relevancia a la hora de

estudiar la funcidén cognitiva asociada en distintos contextos.
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Como se ilustra en la Figura 4, las células madre neurales, con un fenotipo similar a la
glia radial presente en el desarrollo, tienen la capacidad de generar progenitores
(células tipo 2a y tipo 2b) que pueden amplificarse y originar neuroblastos (células de
tipo 3). Estas células conservan aun la capacidad de proliferar y pueden diferenciarse
dando lugar a neuronas granulares del GD (Toda & Gage, 2017). En las primeras
etapas de maduracién de las neuronas nuevas, el input que reciben es gabaérgico. En
este contexto GABA tiene un rol regulador de la supervivencia y maduracion de las
neuronas jévenes. Recapitulando etapas embrionarias, se comporta como excitatorio
hasta que se establecen los contactos sinapticos sobre CA3 y las células adquieren su
fenotipo glutamatérgico caracteristico (Esposito et al.,, 2005; Jagasia et al., 2009).
Ademas de neuronas del GD, las células madre neurales adultas de la ZSG pueden
dar origen a una pequefia poblacion de células gliales, en particular de astrocitos

(Encinas et al., 2011).
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Figura 4. Etapas del proceso de neurogénesis adulta. El proceso puede dividirse en 4
etapas: de células precursoras, de supervivencia temprana, de maduracién post-mitética
temprana y tardia. Segun la morfologia y la expresion de marcadores proteicos pueden
distinguirse los distintos estadios a lo largo del proceso. La fase de células precursoras permite
expandir el pool de células que potencialmente pueden diferenciarse a nuevas neuronas. La
fase de supervivencia temprana determina la salida de la etapa proliferativa y es donde la
mayoria de las células son eliminadas dependiendo fuertemente de sefiales del entorno.
Luego, en la etapa post-mitética se establecen o no conexiones funcionales, se produce el
crecimiento de axoén y dendritas y la sinaptogénesis. En la etapa de maduracién final se
produce la regulacion fina de la incorporacion de las nuevas neuronas al circuito. Se ha
estimado que la totalidad del proceso lleva aproximadamente 7 semanas en roedores (Toda &

Gage, 2017). Modificado de (G. Kempermann et al., 2015).

Factores que modulan la neurogénesis adulta

Existen numerosos factores que pueden modular el proceso de neurogénesis
localmente. No sdélo aquellos factores intrinsecos como factores de crecimiento o
neurotransmisores que pueden ser intercambiados por los distintos componentes
celulares del nicho neurogénico, sino también por factores externos o ambientales que
forman parte de la experiencia del organismo en un sentido mas amplio (Eisinger &
Zhao, 2018). Existe una amplia literatura sobre fenédmenos que regulan negativamente
el proceso neurogénico como pueden ser el aislamiento, el envejecimiento, la
obesidad, la diabetes y el estrés (Klempin & Kempermann, 2007; Knoth et al., 2010;
Kuhn et al., 1996; A.M. Stranahan et al., 2008; Trinchero et al., 2017) asi como otros
pueden ejercer una regulacion positiva. Entre estos ultimos pueden incluirse el
enriquecimiento del ambiente, el ejercicio voluntario y la dieta (Toda & Gage, 2017;
Vadodaria & Gage, 2014). En su mayoria, los factores moleculares descriptos

intervienen tanto en el desarrollo como en la neurogénesis adulta. La integracién de
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nuevas neuronas al circuito hipocampal dependera de los distintos factores que
modulen la proliferacion de precursores en la ZSG, la sobrevida y la correcta
diferenciacion y maduracion neuronal (morfolégica y sinaptica), gobernada por una
multiplicidad de factores interconectando distintos niveles desde el ambiente y el
comportamiento hasta la senalizacion molecular en el nicho neurogénico. Diversas
condiciones como el envejecimiento y el estilo de vida incluyendo la dieta y el ejercicio
fisico, son reguladores cruciales de las distintas etapas de este fenomeno (Trinchero
et al.,, 2017; Valero, Paris, & Sierra, 2016). La identificacion de morfégenos y
mediadores moleculares podria explicar, potencialmente, los mecanismos por los
cuales los precursores neurales adultos pueden responder a fenédmenos complejos del
ambiente, es decir los eventos que subyacen al grado de plasticidad que otorga la

neurogénesis adulta.

Plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica cumple un rol fundamental en la funcién cognitiva. Segun el
actual dogma de la neurobiologia del aprendizaje, la sintesis especifica de proteinas
es capaz de determinar el establecimiento de un proceso sinaptico o de formacién de
memoria de manera transitoria o persistente en el cerebro. La sintesis de proteinas de
novo podria o bien fortalecer una conexion sinaptica preexistente mediante el
remodelado estructural por aumento de receptores, por ejemplo, o bien por la
formacion de nuevas sinapsis. Se propone que la modulacion de la intensidad de las
conexiones sinapticas subyace a la dinamica de las redes neuronales involucradas en
el almacenamiento de la memoria (Buffington, Huang, & Costa-Mattioli, 2014). Un claro
ejemplo de este paradigma esta representado por el fendbmeno de potenciacion
duradera o LTP (del inglés long term potentiation) como correlato celular del
aprendizaje y la memoria. En este fendmeno, la liberacién de glutamato como

resultado de la estimulacién de las terminales pre-sinapticas, induce la sefializacion
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mediante receptores NMDA (N-metil-D aspartato) y el reclutamiento de receptores
AMPA (a amino-3-hidroxil-5-metil-4- isoxazolpropionato) en las terminales post-
sinapticas y de esta manera aumenta la amplitud de corrientes excitatorias post-

sinapticas (Spinelli et al., 2017).

Espinas dendriticas

El funcionamiento del cerebro radica principalmente en la organizacion de circuitos
neuronales en forma de redes sinapticas ampliamente interconectadas. Las espinas
dendriticas son protrusiones citoplasmaticas ricas en actina consideradas el locus
donde ocurren la gran mayoria de las sinapsis, ya que reciben la mayor parte de las
conexiones excitatorias en el sistema nervioso central. Las espinas dendriticas de
neuronas hipocampales son estructuras llamativamente plasticas que contienen un
gran numero de moléculas involucradas en la sefalizacion post-sinaptica y por ende
en la plasticidad sinaptica. Los cambios en la morfologia y el tamafo de las espinas
dendriticas se relacionan con la intensidad de la conexién sinaptica. Teniendo en
cuenta que las espinas dendriticas representarian las estructuras de mayor
importancia en relacién al procesamiento de la informaciéon en el SNC, cualquier
insulto en las sinapsis puede llevar a alteraciones morfolégicas de las espinas y, por
consiguiente, a la funcién cognitiva, como sucede en el envejecimiento y los
desoérdenes neurodegenerativos (Bellot et al., 2014; Calabrese, Wilson, & Halpain,
2006; A. D. Levy, Omar, & Koleske, 2014). Clasicamente, las espinas dendriticas
consisten en una cabeza relativamente esférica unida a la dendrita por un cuello
estrecho. Sin embargo, poseen una gran diversidad morfoldgica, particularmente en
neuronas piramidales. Segun su morfologia y basandose principalmente en las
dimensiones de cuello y cabeza, pueden subdividirse en las siguientes categorias

(Figura 5):
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o Tipo I: stubby o gruesa y corta, sin una constriccion evidente entre la cabeza y
la unién a la dendrita.

e Tipo Il: mushroom o con forma de hongo, con una cabeza grande y un cuello
estrecho.

e Tipo lll: thin o finas y alargadas, con una cabeza pequefa y cuello estrecho.

Figura 5. Clasificacion de espinas dendriticas segun su morfologia. (A) Reconstruccién
tridimensional de porcion dendritica terciaria de una neurona piramidal CA1 de ratén que
expresa la proteina fluorescente GFP. (B-D) Reconstrucciones representativas de espinas de

tipo I, Il y Ill respectivamente. Barra de escala= 1um. Figura tomada de (McKinney, 2010)

El tamafo de las espinas correlaciona con la intensidad de las sinapsis. Siendo que
las espinas de mayor tamafo contienen mayores areas post-sinapticas (PSDs) con
una mayor densidad de receptores AMPA y se encuentran yuxtapuestos a terminales
con mayor disponibilidad de neurotransmisores (Honkura, Matsuzaki, Noguchi, Ellis-
Davies, & Kasai, 2008), estas espinas tienen mayor probabilidad de producir corrientes

post-sinapticas mas intensas y, por ende, tener mayor influencia en la actividad
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neuronal (McKinney, 2010). A su vez, la plasticidad estructural se encuentra
fuertemente asociada con la edad. En comparacion con ratones adultos, los animales
jévenes (en una etapa que podria asimilarse al periodo adolescente en el humano)
poseen una mayor variabilidad en el tamafio de espinas, mayor motilidad (dinamismo)
y niveles mas altos de formacién y eliminacién (turnover). En el mismo sentido, la
pérdida de estabilidad de espinas dendriticas en la adultez es un fenbmeno comun a
los principales desérdenes neuroldgicos y psiquiatricos que cursan con impedimento
cognitivo, déficits en la percepcién y en la memoria, como por ejemplo en la

enfermedad de Alzheimer (A. D. Levy et al., 2014).

Los componentes de la unidad neurovascular

En la regulacion de la homeostasis neuronal y los mecanismos de plasticidad
mencionados anteriormente, las células de la vasculatura y de la glia cumplen un rol
fundamental, interactuando de distintas maneras, fisicamente y a través de sefales
paracrinas, por factores solubles o vesiculas extracelulares (VEs) (ladecola, 2013; E.

Levy, 2017).

Cada componente se encuentra intima y reciprocamente comunicado, de manera
anatoémica y funcional, constituyendo la llamada unidad neurovascular (UNV). La UNV
comprende multiples tipos celulares incluyendo células vasculares (endotelio,
pericitos), glia (astrocitos, microglia y oligodendrocitos) y neuronas. En la Figura 6 se
esquematiza la UNV al nivel de los capilares cerebrales (Muoio, Persson, & Sendeski,
2014; Nelson, Sweeney, Sagare, & Zlokovic, 2016). Funcionalmente, esta UNV
constituye una estructura que regula el flujo sanguineo cerebral a nivel local, la
permeabilidad de la barrera hemato-encefélica, el remodelado neurovascular y la

respuesta neuroinmune (Kapasi & Schneider, 2016; Price, Norris, Sompol, & Wilcock,
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2017). Las células endoteliales, mediante la presencia de uniones estrechas y
transportadores especificos, forman la BHE limitando activamente el intercambio de
moléculas entre el cerebro y la periferia, no sélo la entrada de elementos celulares
como glébulos rojos y leucocitos sino también de metabolitos y nutrientes que afectan
el funcionamiento neuronal (Zlokovic, 2011). Los pericitos rodean las paredes de los
vasos sanguineos, lo cual permite la regulacion de su didmetro y consiguiente flujo

sanguineo (Keaney & Campbell, 2015).

Pericito

Oligodendrocito - L/ Endotelio

Membrana
basal

Microglia
Astrocito

Figura 6. Representacion ilustrativa de la UNV. El compartimento vascular esta delimitado
por astrocitos, pericitos y células endoteliales. Estas ultimas se asocian mediante uniones
estrechas constituyendo la caracteristica principal de la BHE y la microglia en las cercanias
permite el sensado de moléculas de la circulacion asi como del tejido nervioso. Modificada de

(Nelson et al., 2016).

Reportes de la literatura asocian el consumo de dietas de tipo occidental (enriquecidas
en grasas saturadas e hidratos de carbono) con alteraciones en la plasticidad vascular
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y neuronal, constatandose la disfuncién de la microvasculatura en diversos modelos
de roedores expuestos a dietas HFD (L. R. Freeman & Granholm, 2012; Nelson et al.,

2016).

Astroglia

Los astrocitos cumplen un amplio rango de funciones en la homeostasis cerebral.
Como se expuso mas arriba, forman parte de la UNV constituyendo dominios
territoriales en los cuales, a través de sus procesos, contactan por un lado la
vasculatura (pies astrociticos) y por el otro el espacio peri-sinaptico de un gran niumero
de sinapsis. El contacto de los procesos astrogliales con el espacio peri-sinaptico
permite aislar las sinapsis y de esta manera proveer una plataforma fisica para la
especificidad del input sinaptico, el control local de la homeostasis de iones y
neurotransmisores y el soporte metabdlico para el mantenimiento de la conectividad
sinaptica. Los astrocitos estan involucrados en la sintesis de neurotransmisores y
precursores como glutamato, GABA y adenosina y son los principales responsables de
la nutricion neuronal asi como de la homeostasis de los iones de potasio extracelular,
critico para la excitabilidad neuroral (Verkhratsky, Rodriguez, & Parpura, 2013). La
configuracion espacial de los astrocitos permite que una unica célula esté en contacto
con aproximadamente 160000 sinapsis, teniendo en cuenta todos sus procesos, y
todas ellas dependen del soporte metabdlico de la misma célula astroglial (ladecola &

Nedergaard, 2007).

Por otra parte, los astrocitos son capaces de sensar distintos tipos de insultos que le
permiten montar un programa de defensa en respuesta al dafio denominado
astrogliosis. La gliosis reactiva se caracteriza por la proliferacién e hipertrofia de los

astrocitos, asociada con un aumento de los niveles de la proteina acida fibrilar glial
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(GFAP), componente principal de los filamentos intermedios que forman el
citoesqueleto, y participa de la regulacion de la respuesta inflamatoria local
(Verkhratsky et al., 2013). Dada la relevancia de este tipo celular en la homeostasis
neuronal, su disfuncion se ve involucrada en el envejecimiento asi como en la mayoria
de los desérdenes neurodegenerativos y patologias asociadas (Lucke-Wold, Logsdon,

Turner, Rosen, & Huber, 2014).

Microglia

Las células de la microglia son las células inmunes residentes en el parénquima
cerebral. Fueron caracterizadas a principios del siglo XX por Pio del Rio-Hortega
(Figura 7), distinguiéndolas como células independientes de la “neuroglia” descripta
por Virchow a mediados del siglo XIX como tejido conectivo y del “tercer elemento” de
Ramén y Cajal, siendo las neuronas el primer elemento y los astrocitos el segundo
(Perez-Cerda, Sanchez-Gomez, & Matute, 2015; Tremblay, Lecours, Samson,

Sanchez-Zafra, & Sierra, 2015).
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Figura 7. Descubrimiento de la microglia. (A) llustracion de Rudolph Virchow donde se
observan los “nucleos y corpusculos de tejido conectivo o neuroglia”. (B) llustraciéon del
denominado “tercer elemento” de Santiago Ramén y Cajal, células que se distinguen de los
astrocitos luego de la tincion con oro sublimado. Del Rio-Hortega continué el trabajo de Ramén
y Cajal y Achucarro y mediante la tincion con carbonato de plata y el método Golgi-Hortega

distinguié el “tercer elemento” en microglia (C) y oligodendrocitos (D), respectivamente.

En el cerebro murino, progenitores mieloides del saco vitelino colonizan el SNC al dia
E9.5-10.5 y dan origen a las células de la microglia del parénquima cerebral y
macrofagos perivasculares, de las meninges y del plexo coroideo y, una vez
establecida, en condiciones fisioldgicas, la poblacién se mantiene a lo largo de la vida
por proliferacion de las células a nivel local y no por células provenientes de la
circulacion (Friedman et al.,, 2018; Ransohoff, 2016). Ademas del orquestado de la
respuesta inflamatoria ante un insulto, la microglia cumple funciones cruciales en el
correcto funcionamiento del cerebro, tanto en el desarrollo como en el cerebro adulto

(Figura 8). En etapas del desarrollo, la microglia promueve el refinamiento de los
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circuitos neuronales, el guiado axonal, la supervivencia neuronal mediante la secrecion
de factores neurotréficos y la muerte programada y remocion de los productos
neuronales en consecuencia. Por otra parte, en el cerebro adulto, su funcionalidad
permite la optimizacién de la conectividad de redes neuronales y la produccién de
factores de crecimiento neuromoduladores relevantes para el proceso de
neurogénesis, como BDNF o el factor IGF1 (Kohman, DeYoung, Bhattacharya,
Peterson, & Rhodes, 2012). La microglia participa en la modulacion de la plasticidad
sinaptica, el aprendizaje y manteniendo las conexiones apropiadas mediante la poda
singptica (pruning) (Wake, Moorhouse, Miyamoto, & Nabekura, 2013). Dos
propiedades de las células microgliales que subyacen a su rol en la regulacion de la
plasticidad neuronal es que tienen la capacidad de detectar la actividad neuronal local
y regular la actividad sinaptica, mediante la presencia de receptores que permiten
evaluar los niveles de ATP o fluctuaciones en los niveles de neurotransmisores,
especialmente de glutamato. Como consecuencia de este monitoreo de la actividad
neuronal, la microglia puede responder mediante el contacto célula-célula, la liberacion
de vesiculas extracelulares, citoquinas como TNFa o IL1B, factores tréficos,
prostaglandinas o ROS (Kettenmann, Hanisch, Noda, & Verkhratsky, 2011; York,

Bernier, & MacVicar, 2017).
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Figura 8. Rol de la microglia en la fisiologia de la conectividad neuronal. Esquematizacién
de distintas funciones de la interaccion microglia- neurona en el desarrollo y en el cerebro post-

natal. Modificado de (Kim, Son, & Mook-Jung, 2013).

La actividad de las células microgliales depende, en dultima instancia, de la
convergencia de sefales de su ambiente que pueden promover diferentes estados o
programas de funcionalidad en relacién a los requerimientos de los distintos
compartimientos celulares en un contexto dado. En gran parte, como ocurre en todos
los tipos celulares en general, el repertorio de receptores de membrana determina la
capacidad de respuesta de la célula a distintos estimulos. La microglia puede sensar
la actividad neuronal, la presencia de patégenos o moléculas de dafio mediante
receptores de neurotransmisores, de glutamato, dopamina, purinérgicos, adrenérgicos,
de PAMPs y DAMPs (receptores de patrones asociados a patégenos o moléculas de
dafno), TLR, receptores de citoquinas, entre otros (Kettenmann et al., 2011; Kim et al.,

2013).
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Si bien hay cierta controversia en la literatura (Ransohoff, 2016), en términos
generales, se distinguen dos perfiles de activacion de la microglia posibles en funcion
de determinados marcadores moleculares y morfoldgicos y la funcion de las células en
consecuencia. Esta nomenclatura se ha tomado a partir de las caracteristicas de los
macrofagos en la periferia y se distinguen dos fenotipos: un perfil de activacion clasica,
también llamado M1 o pro-inflamatoria, potencialmente neurotéxica y un perfil de
activacion alternativa, M2 o anti-inflamatoria, potencialmente neuroprotectora. La
microglia clasicamente activada o M1 produce ROS, glutamato y citoquinas
inflamatorias como TNFa e IL1B que perpetuan el cuadro inflamatorio e inducen
neurotoxicidad y la microglia M2 produce citoquinas anti-inflamatorias como IL4, IL10 y
TGFp (Figura 9). Si bien se ha reportado que la microglia M1 tiene una morfologia
ameboide con procesos cortos y gruesos y un soma agrandado, mientras que la M2
poseeria un fenotipo ramificado, con procesos largos y finos y un soma pequeno,
estudios recientes han demostrado que estos parametros morfoldgicos no bastarian
para tal clasificacion sino que deberian tenerse en cuenta otros aspectos como el
comportamiento de la célula y los marcadores de superficie ademas de la morfologia
(Norden, Trojanowski, Villanueva, Navarro, & Godbout, 2016). Se ha mostrado que el
fenotipo M1 se asocia con marcadores de membrana como CD86, MHCII y el fenotipo
M2 con marcadores como CD 206, Arginasal, YM1, entre otros (Chunchai,

Chattipakorn, & Chattipakorn, 2017; Tang et al., 2017).
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Figura 9. Activaciéon de la microglia en respuesta al dafo. En condiciones fisioldgicas la
microglia suele presentar una morfologia ramificada que se modifica ante la activacion por un
insulto. En este caso, se retraen los procesos y el soma adquiere mayor tamafno, expresando
distintos marcadores asociados a la naturaleza de la noxa. La microglia se vuelve reactiva por
diferentes estimulos, como consecuencia de la pérdida de inhibicidon ténica por muerte
neuronal, citoquinas, agentes infecciosos o de dafio a través de los receptores PAMPs y
DAMPs y la liberacién de ATP sensada por receptores purinérgicos. Los diferentes estimulos
pueden polarizar el fenotipo de activacién de la microglia M1, M2 o un fenotipo intermedio

M1/M2. Adaptado de (Pierre et al., 2017).

Comunicacion intercelular mediante Vesiculas Extracelulares

Es importante mencionar que todos los componentes celulares del SNC, asi como la
mayoria de los tipos celulares en general, ademas de la liberacion de sefales

solubles, como neurotransmisores, citoquinas y factores de crecimiento, entre otras
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moléculas, pueden comunicarse enviando sefales transportadas por vesiculas
extracelulares. Se sabe que ademas de la liberacion de vesiculas por células
especializadas en la secrecién de hormonas o neurotransmisores, todas las células
tienen la capacidad de liberar vesiculas membranosas denominadas vesiculas
extracelulares y es un proceso altamente conservado desde microorganismos hasta
plantas y animales (Deatherage & Cookson, 2012). Inicialmente, se describid la
liberacion de VEs como un mecanismo de eliminacién de compuestos de desecho de
la célula (Johnstone, Adam, Hammond, Orr, & Turbide, 1987). Sin embargo, hoy se
sabe que, lejos de ser transportadoras de “residuos celulares”, las VEs representan un
mecanismo de gran relevancia en la capacidad de comunicacion entre distintas
células, tanto en contextos fisiolégicos como patoldégicos. Son particulas de tamafio
nanomeétrico, delimitadas por una membrana, que tienen la capacidad de transportar
moléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos y se liberan al espacio
extracelular de manera altamente regulada, pudiendo provocar una respuesta en
células receptoras en las proximidades o bien siendo transportadas largas distancias a
través de los distintos fluidos. Cada tipo celular, en funcion del contexto en el que se
encuentre, tiene la capacidad de regular finamente la biogénesis y la carga de las

vesiculas liberadas (van Niel, D'Angelo, & Raposo, 2018).

Segun la biogénesis y el tamafio de dichas vesiculas, pueden clasificarse en distintos
tipos. Las vesiculas de mayor relevancia en términos de delivery de moléculas
sefalizadoras son las microvesiculas (MVs) y los exosomas. Las primeras se originan
por evaginacion de la membrana plasmatica y tienen un didmetro de 100-1000 nm, y
los exosomas se originan como vesiculas intraluminales en cuerpos multivesiculares
(CMV), permitiendo su liberacion al fusionarse con la membrana plasmatica (Figura
10). Tipicamente, tienen un diametro de 30-100 nm. Si bien la generacién de MVs y
exosomas tiene lugar en distintos compartimientos celulares, los distintos tipos de

biogénesis comparten componentes de la maquinaria endocitica y de formacion y
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transporte vesicular de la célula (Colombo, Raposo, & Thery, 2014). Como se muestra
en la Figura 10, las maquinarias moleculares requeridas para los distintos pasos que
llevan a la formacion de las VEs tienen componentes en comun, incluyendo el
complejo proteico ESCRT (del inglés Endosomal Sorting Complex Required for

Transport) y un enriquecimiento en ceramidas (van Niel et al., 2018).
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Figura 10. Biogénesis de las vesiculas extracelulares. Para la generacion de MVs y
exosomas se requieren multiples componentes de la maquinaria endocitica y de sorting para
las diferentes etapas de la biogénesis. (1) Lipidos y proteinas asociadas a la membrana
requeridos se encuentran formando dominios especificos de la membrana plasmatica para la
liberacion de MVs (panel superior) y de la membrana limitante de CMV para la liberaciéon de
exosomas (panel inferior). (2) A su vez, estos microdominios participan en el reclutamiento de
componentes solubles como proteinas y moléculas de ARN dirigidas a VEs. (3) La formacion
de dichos dominios en conjunto con los mecanismos que posibilitan la curvatura de la
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membrana plasmatica luego de la fusion con la porcién correspondiente para a las MVs o con
la del CMV para permitir la liberaciéon de las vesiculas al exterior. Los mecanismos de
biogénesis involucran maquinaria endosomal como el complejo de transporte ESCRT pero con

distinto grado de participacion segun el caso. Modificado de (van Niel et al., 2018).

Luego de ser liberadas, las VEs interactian con las células target y promueven una
diversidad de respuestas que pueden alterar su estado fisiolégico o patoldgico. La
comunicacién entre células a través de VEs requiere el contacto entre sus
membranas, seguido de la activacion de receptores de superficie y/o la internalizacion
del contenido de las vesiculas o bien su incorporacién por pinocitosis, fagocitosis o
endocitosis dependiente o no de clatrina, mediada por receptores, entre otros
mecanismos. Esta interaccion, asi como la transferencia de moléculas sefializadoras
es un proceso complejo y dependera en cada caso de las células de origen y
destinatarias de las VEs asi como de la naturaleza de los componentes que formen las

vesiculas (Mulcahy, Pink, & Carter, 2014).

En el SNC, este mecanismo se ha constatado en diversos fenomenos como en la
modulacion de la actividad eléctrica neuronal en comunicacion con células gliales, en
la respuesta inflamatoria asi como en la propagacion de dafio asociado a patologias
neurodegenerativas como EA y la enfermedad de Parkinson (Bahrini, Song, Diez, &
Hanayama, 2015; Fruhbeis, Frohlich, Kuo, & Kramer-Albers, 2013; Joshi, Benussi,

Furlan, Ghidoni, & Verderio, 2015; Kong et al., 2014).
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Objetivos

Objetivo general

Teniendo en cuenta la estrecha relacion entre los desérdenes metabdlicos y
neurodegenerativos, el objetivo general de este trabajo de Tesis es estudiar los
efectos neurologicos y conductuales de la exposicion juvenil a una dieta
moderadamente alta en grasas, poniendo el foco en estructuras del sistema limbico,
el estatus cognitivo y emocional. Se propone, ademas, estudiar mecanismos
especificos involucrados en la interaccién entre los compartimientos microglial y

neuronal y su relevancia en los fendmenos estudiados.

Objetivos especificos

Para abordar el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos.

In Vivo

1- Establecer un modelo de desorden metabdlico en ratones C57BL/6J,
caracterizando las alteraciones metabdlicas inducidas por la exposicion

temprana a una dieta alta en grasas (HFD).

2- Estudiar el impacto de la dieta HFD sobre el SNC, centrandonos en el sistema
limbico: parametros neuronales, gliales, endoteliales y sobre el perfil

conductual.

3- Evaluar la potencial resistencia a insulina e inflamacion a nivel periférico y en el

sistema nervioso central.
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In Vitro

1-

Caracterizar las alteraciones inducidas en cultivos primarios de microglia por
exposicion a niveles elevados del acido graso saturado palmitato como insulto
metabdlico, trazando un paralelismo con el modelo in vivo de exposicién a la
dieta HFD y asi estudiar posibles mecanismos que dan lugar al contexto

patoldgico.

Estudiar la interaccién microglia-neurona mediante la liberaciéon de vesiculas
extracelulares y su rol en la plasticidad estructural de cultivos neuronales de

hipocampo.
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La exposicion temprana a una dieta alta en grasas promueve alteraciones
en el sistema limbico y el fenotipo conductual de ratones C57BL/6J

adultos jovenes

Introduccion |

Como se menciond en la introduccion general, la incidencia de los desérdenes
metabdlicos asociados con la obesidad, la diabetes tipo 2 y el sindrome metabdlico
han aumentado dramaticamente en las ultimas décadas (WHO, 2015a). El exceso en
el consumo de alimentos industrializados con alto contenido graso, sumado al estilo de
vida sedentario, esta directamente implicado en este fenémeno. Los habitos
alimenticios y la calidad de los productos ingeridos, particularmente durante el periodo
juvenil, pueden tener un impacto en el comportamiento y en el procesamiento tanto
emocional como cognitivo en la adultez, siendo de gran relevancia al aumentar el
riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas en humanos y modelos

animales (Andersen, 2003; Vendruscolo, Gueye, Darnaudery, Ahmed, & Cador, 2010).

La obesidad y las dietas con elevado contenido en grasas se asocian con dislipidemia
y alteraciones en los niveles de colesterol, contribuyendo a un estado inflamatorio y
pro-aterogénico mediado, en parte, por un elevado estrés oxidativo (Welty, Alfaddagh,
& Elajami, 2016). Los procesos inflamatorios periféricos y cerebrales asociados a la
obesidad promueven el desarrollo de alteraciones emocionales y cognitivas
(Castanon, Luheshi, & Laye, 2015). Ademas, niveles elevados de citoquinas
inflamatorias pueden contribuir al impedimento en la senalizacion de insulina,

agravando aun mas el contexto patologico (Miller & Spencer, 2014).

Como han mostrado diversos grupos de investigacion, incluido el nuestro, uno de los

fendmenos presentes en los desdrdenes metabdlicos es la neuroinflamacion. La
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activacion de células de la astroglia y de la microglia en el hipocampo, entre otras
areas cerebrales, ademas de alteraciones en el eje hipotdlamo-pituitario-adrenal HPA
son caracteristicos de modelos espontaneos de diabetes tipo 1 y 2 (Beauquis et al.,
2010; Beauquis, Roig, Homo-Delarche, De Nicola, & Saravia, 2006; Beauquis et al.,
2008; Biessels, Kappelle, Bravenboer, & Gispen, 1994). Debido a la gran demanda de
glucosa y la elevada sensibilidad a insulina, el hipocampo podria participar en el
desarrollo de la resistencia a insulina central y por consiguiente, promover el
envejecimiento cerebral y enfermedades asociadas a la edad como la enfermedad de
Alzheimer (Dineley, Jahrling, & Denner, 2014; Fehm, Kern, & Peters, 2006). Se
reconoce a la amigdala y al hipocampo como estructuras cerebrales sensibles al
estrés (L.P. Spear, 2000) y que experimentan modificaciones cruciales durante el
periodo adolescente (LeDoux, 2003; Maren, 2005). Por ende, los desérdenes
metabodlicos que comienzan en el periodo juvenil pueden interferir en la maduracion
del sistema limbico e inducir, de esta manera, alteraciones cognitivas y emocionales
de largo plazo. Hasta el presente, se cuenta con escasa informacion acerca de este

fendmeno y el objetivo central de esta Tesis es estudiarlo en profundidad.

Teniendo en cuenta los antecedentes citados y con el objetivo de estudiar los efectos
neuroldgicos y conductuales de la exposicion juvenil a una dieta moderadamente alta
en grasas, en este primer capitulo de tesis abordaremos los siguientes objetivos

especificos:

e Establecer un modelo de desorden metabdlico en ratones C57BL/6J,
caracterizando las alteraciones metabdlicas inducidas por la exposicion

temprana a una dieta HFD.
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e Evaluar la potencial resistencia a insulina a nivel periférico y en el sistema

nervioso central.

e Estudiar las alteraciones provocadas por la dieta HFD en el SNC: parametros

neuronales, gliales y en el perfil conductual.

Disefio experimental Capitulo |

Para abordar los objetivos correspondientes al primer capitulo de esta tesis, se
procedid como se muestra en el esquema experimental de la Figura 11. Ratones
macho de la cepa C57BL/6J de 1 mes de vida fueron expuestos a la dieta HFD (cuya
composicion se detalla en la seccién de Materiales y Métodos) o bien continuaron con
la dieta control de bioterio (CD) hasta los 5 meses, es decir, completando 16 semanas
de exposicion. Al final del protocolo experimental, se registréo el peso corporal, la
glucemia y se obtuvieron los tejidos pertinentes para las distintas determinaciones que
se muestran en la siguiente seccion de Resultados. En el transcurso del ultimo mes de

exposicion a la dieta se llevaron a cabo los ensayos de conducta.

1 r 7] 1 [l
T 77 T T

Om Destete1 m 4m 5m
Perfil Conductual Eutanasia &
OF-EPM-NOL-NB-TST extraccion de tejidos

Y-maze

Figura 11. Esquema experimental Capitulo I. La exposicién a la dieta hiperlipidica se realiza

desde el primer mes de vida y hasta los 5 meses. Durante el ultimo mes de exposicion, se
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realiza la bateria de pruebas conductuales para los animales HFD y sus controles CD y luego
se lleva a cabo la eutanasia y la extraccion los tejidos pertinentes para todas las
determinaciones histolégicas y bioquimicas, como se detalla en la seccion de Materiales y

Métodos.

Resultados |

Caracterizacion metabédlica del modelo HFD

Con el fin de estudiar el efecto de la disfuncion metabdlica en el SNC por exposiciéon a
una dieta hiperlipidica, el punto de partida de este trabajo requirid el establecimiento
del modelo y su caracterizacion. A continuacion se describen las variables analizadas
resumidas en la Tabla 1. Uno de los datos que mas llamaron nuestra atencion fue que,
si bien los ratones expuestos a la dieta HFD mostraron alteraciones en numerosos
parametros metabdlicos, no se encontraron diferencias en el peso corporal luego de
las 16 semanas de dieta. Por otro lado, tampoco se encontré6 un aumento en la
glucemia, que solo mostré una tendencia no significativa en comparacién con los
ratones expuestos a la dieta control. Para profundizar en el metabolismo de la glucosa
a nivel sistémico, si bien el calculo del coeficiente de resistencia a insulina HOMA no
mostro diferencias entre ambos grupos experimentales, tanto la insulina sérica como el
contenido pancreatico medidos por RIA fueron elevados en el grupo HFD, sin
alteraciones en la masa total del pancreas extraido, sugiriendo una potencial
resistencia a la insulina. En relacién al perfil lipidico, mientras que no se encontraron
variaciones en los niveles de triglicéridos en los grupos experimentales, se constaté un
aumento en los niveles de colesterol total y c-HDL (la lipoproteina mas representativa
en roedores) (Camus, Chapman, Forgez, & Laplaud, 1983) en el suero de los ratones

HFD. Ademas, la actividad de la enzima proaterogénica LpPLA2 (del inglés
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Lipoprotein-associated phospholipase A2) se encontré elevada en los ratones

expuestos a la dieta hiperlipidica (p<0.01).

En lo que respecta a los niveles de citoquinas inflamatorias circulantes, los niveles de

IL13 o TNFa no mostraron diferencias entre los grupos experimentales al final del

periodo de exposicidon a la dieta a los 5 meses de edad.

Parametro cDh HFD

Peso final (g) 31.240 + 0.46 30.23+£0.40
Glucemia (mg/dl) 142.10 £ 9.23 150.41 £6.15
Insulina pancreatica (ng/mg) 1.32 £0.19 1.74+0.08 *
Insulinemia (ng/ml) 0.36 + 0.01 0.42+0.02*
HOMA 418 + 0.41 4.84 £ 0.52
Peso pancreas (g) 0.16 £ 0.01 0.14 £ 0.01
Triglicéridos (mg/dl) 93.75+9.72 86.50 + 4.57
Colesterol (mg/dl) 92.25+14.45 142.75+8.14 *
c-HDL (mg/dl) 70.75 £ 14.07 109.75 +6.09 *
LpPLA2 (umol/ml.h) 33.04 £ 1.19 37.82 £ 0.95**
TNFa (pg/ml) 39.88 +5.70 38.12 £ 5.36
IL1b (pg/ml) 198.28 + 64.62 247.7 + 41.66

Tabla 1. Parametros metabdlicos. Los parametros séricos y la medicién de insulina pancreatica

fueron determinados luego de 6 horas de ayuno. * p<0.05, ** p< 0.01 cuando se compara con el

grupo CD.
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Alteraciones a nivel hepatico

El higado es uno de los 6rganos mas importantes en la regulacién de la homeostasis
de la glucosa y el estudio de parametros histoldgicos y fisiologicos permite dar cuenta

de las consecuencias metabdlicas inducidas por la dieta.

En primer lugar, se realizd una tincion con los colorantes Hematoxilina y Eosina en
cortes de higado incluidos en parafina y ésta mostro indicios de un posible aumento en
el contenido lipidico de los hepatocitos de los ratones expuestos a la dieta HFD en
relacion a los de dieta control (Figura 12). Durante el procesamiento de deshidratacion
del tejido requerido para llevar a cabo esta técnica se produce la extraccién o lavado
de los lipidos que se evidencia por los espacios perinucleares blancos y éstos se
vieron con mayor frecuencia en cortes de animales HFD, denotando una posible

mayor acumulacién de lipidos en este grupo.

Figura 12. Potencial acumulacién de lipidos en hepatocitos de ratones HFD. (A-B)
Fotomicrografias representativas de los grupos CD y HFD luego de una tincién de Hematoxilina
& Eosina en cortes histolégicos de higados incluidos en parafina. Las flechas blancas

evidencian espacios que habrian contenido lipidos.
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Luego, nos propusimos profundizar el estudio del efecto de la dieta HFD en el
metabolismo y particularmente en relacion a la calidad de la respuesta a la hormona
insulina. Como resultado de la activacion de la via de sefalizacién de insulina, el
receptor de insulina promueve la autofosforilacion de sus sustratos IRS1 e IRS2,
llevando en ultima instancia a la activacion de Akt, uno de los integradores centrales
de la sefalizacién por insulina (Vadas, Burke, Zhang, Berndt, & Williams, 2011). La
evaluacion de los niveles de fosforilacion de Akt es una medida ampliamente aceptada
para la determinacion de resistencia a insulina. Teniendo en cuenta lo anterior,
procedimos a evaluar los niveles hepaticos de fosforilacion de Akt en respuesta al
estimulo con insulina y encontramos que dichos niveles se encontraban disminuidos
en los ratones expuestos a la dieta hiperlipidica en un 40% aproximadamente
(p<0.01), mostrando un impedimento en la capacidad de respuesta a la hormona
(Figura 13A). En linea con este resultado, encontramos un aumento del doble en los
niveles de la fosforilacion inhibitoria (ser636/639) del sustrato IRS1 (p<0.01; Figura

13B).
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Figura 13. La dieta HFD promueve alteraciones en la via de sefalizacién de insulina a
nivel hepatico. (A) Activacion de Akt en homogenatos de higado luego de la estimulaciéon
periférica con 5Ul/kg de insulina. Panel superior: bandas de una membrana representativa
correspondiente a Akt en su forma fosforilada (pAkt) o total (Akt) y en el panel inferior su
respectivo andlisis de densidad dptica a partir de 4 muestras por grupo. (B) Activacién de IRS1
en homogenatos de higado luego de la estimulacion periférica con 5Ul/kg de insulina. Panel
superior: bandas de una membrana representativa correspondientes a IRS1 en su forma
fosforilada (pIRS1ser) o total (IRS1) y en el panel inferior su respectivo analisis de densidad
Optica a partir de 4 muestras independientes por grupo.* p<0.05, ** p< 0.01 cuando se compara

con el grupo CD (test de t de Student).

La literatura sefala a las citoquinas inflamatorias dentro de las moléculas que
participan activamente en la disminucidén en la capacidad de sefializacion de insulina
(Watanabe, Nagai, & Takatsu, 2013; Wilcox, 2005). Evaluamos los niveles de
expresion del ARN mensajero de TNFa como un signo de inflamacién a nivel hepatico.
Como muestra el grafico de barras de la Figura 14, encontramos mayores niveles de
expresion de la citoquina inflamatoria TNFa mediante la técnica de RTqPCR en

homogenatos de higado (Figura 14, p<0.05).
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Figura 14. Aumento de los niveles de expresion de ARNm de TNFa en el grupo HFD.
Cuantificacion de la expresion relativa del mensajero de la citoquina pro-inflamatoria TNFa
evaluada por RT-gPCR a partir de homogenatos de higado empleando el método de Pfaffl (8
muestras por grupo). *p<0.05 con respecto al grupo control, test de t de Student para dos

muestras.

Caracterizacion del fenotipo conductual asociado al consumo de HFD

Luego de haber obtenido informacion acerca de las alteraciones metabdlicas inducidas
por la dieta, nos propusimos evaluar el efecto que dicho contexto metabdlico tiene en
el espectro conductual. Con el fin de estudiar el efecto de la dieta HFD en el estado
cognitivo de los animales, realizamos una serie de pruebas comportamentales
relacionadas con la funcionalidad de estructuras cerebrales de gran relevancia como el
hipocampo y la amigdala. En primer lugar evaluamos la habilidad de los ratones para
construir un nido, un comportamiento que se encuentra altamente conservado en los
roedores y esta asociado al desarrollo de actividades de la vida cotidiana (ADL, del
inglés activities of daily living). Para evaluar esta conducta, lo ratones fueron alojados
de manera individual durante 24 horas y provistos de material para la construccién de
nido (Figura 15A). Luego de 24 horas evaluamos la presencia de un nido y su
posicién, asi como el grado de utilizacion del material provisto para la tarea. Como se
ilustra en la imagen, la mayoria de los animales expuestos a la dieta control realizan
un nido en el extremo opuesto a la posicion inicial del material, que coincide con la
localizacion mas oscura de la jaula, como se espera. En contraste, los ratones
expuestos a la dieta alta en grasas presentaron un impedimento en esta conducta, que
se evidencié tanto por la ausencia de un nido propiamente dicho (Test de Chi? p<0.05)

asi como por el porcentaje de material utilizado (panel 15B). En diversos casos, el
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material provisto para la construccién de nido se encontré completamente ignorado por

los animales HFD, en la misma disposicién en que fue puesto inicialmente.
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Figura 15. Los animales HFD presentan deficiencias en el desarrollo de actividades
asociadas a la vida cotidiana como la construccion de nido. (A) Fotografias
representativas del test de construccion de nido. En el panel superior se muestra la
configuracion inicial del ensayo, la jaula con el material provisto donde los ratones se alojan
individualmente, y en el panel inferior se muestran fotografias representativas luego de 24 hs

57



Capitulo |

correspondientes a los grupos CD y HFD. El grupo HFD se asocio con la ausencia de un nido

aparente (Test de Chi?, p<0.05). (B) Cuantificacion del material utilizado para la tarea,

2 wx

analizado como material roido en una superficie mayor a 1 cm®. **p< 0.01 cuando se compara

con el grupo CD aplicando el test de t de Student.

Dados los resultados de este ultimo test, indicativos de una alteracién conductual
general, procedimos a estudiar un tipo de comportamiento dependiente de hipocampo
como es la memoria espacial. La memoria espacial de corto plazo fue evaluada
mediante el test de reconocimiento de la localizacion novedosa de un objeto (NOL, del
inglés novel object localization recognition test). Como se muestra en el esquema de la
Figura 16A, este test consiste en dos fases de exploracién de 10 minutos de duracién
separadas por un intervalo de 60 minutos. En la fase de adquisicién o T1 los objetos
idénticos se ubican en una determinada configuracién espacial y en la fase de testeo o
T2, uno de los objetos es relocalizado. Es importante destacar que en estudios de
exploracién novedosa, tanto distintas especies de roedores como monos, muestran
que los animales exploran en mayor proporcion el estimulo que ofrece una novedad y
este fendmeno es dependiente de la integridad del hipocampo (Eichenbaum et al.,
2007). A partir del grafico de barras en el mismo panel, puede observarse que el grupo
expuesto a la dieta HFD mostré un peor desempefio en el test, ya que el tiempo de
exploracién del objeto relocalizado no fue diferente de la exploracién esperada por
azar (50%), sugiriendo un impedimento en el reconocimiento de una dada localizacion
espacial. Es importante destacar que no se encontraron diferencias en la distancia
total recorrida para ninguno de los grupos o fases del test (Tabla 2), y por otro lado,
los ratones tampoco mostraron preferencia por ninguno de los objetos o localizaciones
en el T1 (p=0.17 y p=0.18 para la exploracién de uno de los objetos idénticos en
comparacion con la exploracion tedrica del 50 %, de los grupos CD y HFD

respectivamente). De manera similar, en un dispositivo diferente (esquema de la
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Figura 16B) se evalu6 el numero de entradas al brazo novedoso de un laberinto en
forma de “Y” y se encontré que los ratones expuestos a la dieta HFD nuevamente no
lo exploraban en una mayor proporcion a la dada por el azar, mientras que los
animales control visitaban mas el brazo novedoso, como es de esperar. Se
descartaron impedimentos motores dado que la distancia total recorrida no mostré
diferencias en ninguno de los casos (Tabla 2). En esta oportunidad, como el intervalo
entre los ensayos T1y T2 fue de 4 hs, los resultados obtenidos en el test implicarian

una potencial alteracion de la memoria espacial de plazo intermedio (Figura 16B).
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Figura 16. La exposicion a la dieta HFD promueve alteraciones en la memoria espacial.
(A) En el panel superior, esquema del Test de reconocimiento de la localizacion novedosa de
un objeto. Configuracion espacial de las fases T1 y T2, con un intervalo inter-ensayo (lIT) de
una hora luego del cual se re-localiza uno de los objetos idénticos. En el panel inferior se
muestra la cuantificacion de la exploracion del objeto re-localizado o novedoso (ON),

expresado como porcentaje de la exploracion de ambos objetos en total. ***p<0.001 Test de t
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de Student para una muestra, con una media tedrica del 50%. (B) En el panel superior,
esquema del Test de exploracion en un laberinto en forma de Y. Configuracion espacial de las
fases T1 y T2, con un intervalo inter-ensayo de 4 horas luego de las cuales se permite la
exploracion de un brazo novedoso. En el panel inferior se muestra la cuantificacion del niumero
de entradas al brazo novedoso, expresado como porcentaje del nimero total de entradas a
cualquiera de los 3 brazos. ** p<0.01 Test de t de Student para una muestra, con una media

tedrica del 33.3%.

CD HFD p-valor
NOL
Distancia total T1 (m) 17.89 + 3.81 14.18 £ 2.52 0.44
Distancia total T2 (m) 14.40 £ 1.09 13.69 £ 2.88 0.69
Laberintoen Y
Distancia total T1 (m) 23.68 £ 2.06 2544 £2.21 0.58
Distancia total T2 (m) 4.64 +0.97 5.09 £ 0.68 0.71

Tabla 2. Controles de locomocidn y exploracion en los dispositivos utilizados, expresados en metros

(m).

Por otra parte, abordando el espectro emocional de la conducta asociado a la
disfuncion metabdlica inducida, continuamos estudiando el efecto de la dieta mediante
la utilizacion de pruebas validadas para la evaluacion de aspectos relacionados con
ansiedad y depresidén. En particular, para estudiar el componente asociado con
ansiedad, realizamos el test de exploracién en un laberinto elevado en cruz (EPM, del
inglés elevated plus maze), donde dos de los brazos se encuentran flanqueados por
paredes mientras que los otros dos brazos se encuentran abiertos, como se puede

observar en el esquema de la Figura 17A. En esta configuracion, los ratones
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expuestos a la dieta HFD presentaron una exploracién disminuida en los brazos
abiertos del laberinto (Figura 17A, p<0.05), que representan el area mas iluminada,
expuesta y, por lo tanto, ansiogénica, mientras que el numero total de entradas asi
como el numero de entradas a los brazos cerrados no fue diferente entre los grupos
(p=0.99 y p=0.48, respectivamente). Este resultado sugiere la existencia de un
comportamiento relacionado con la ansiedad como producto de la exposicién a la dieta
HFD. A su vez, se realiz6 el Test de Campo Abierto (OF, del inglés open field) y no se
constataron diferencias en la distancia total recorrida, lo cual permite reforzar el hecho
de que las alteraciones mencionadas anteriormente son independientes de la
capacidad locomotora de los ratones de ambos grupos. Si bien en este ultimo caso no
se encontraron diferencias en la distancia recorrida en el centro de la arena, podemos
decir que el OF es un test de menor especificidad en la evaluacion de la ansiedad en

comparacion con el EPM (Figura 17B).

Por ofra parte, realizamos el test de suspensiéon de la cola (TST, del inglés tail
suspension test), un test ampliamente utilizado para validar farmacos antidepresivos
donde el tiempo de inmovilidad o freezing del raton esta asociado con la desesperanza
o0 un menor esfuerzo por intentar escapar de una situacion indeseada. En esta prueba,
el grupo HFD mostré un aumento significativo en este parametro en comparacion con

el grupo control (Figura 17C, p<0.05).
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A Laberinto Elevado en Cruz B Test de Campo Abierto
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Figura 17. El consumo de una dieta enriquecida en grasas tiene efectos en componentes
del procesamiento emocional de la conducta. (A) Panel superior: esquema del laberinto
elevado en cruz para evaluar el comportamiento asociado a la ansiedad. Panel inferior:
cuantificacion del tiempo de exploracién de los brazos abiertos (Test de t de Student *p<0.05
con respecto al grupo control). (B) En la tabla se muestra la distancia recorrida tanto en la
totalidad como en el centro de la plataforma del campo abierto (Test de t de Student). (C)
Grafico de barras que muestra el tiempo de inmovilidad en el test de suspension de la cola.

Test de t de Student *p<0.05 con respecto al grupo control.

A partir de todos los ensayos conductuales realizados, estamos en condiciones de
concluir que las alteraciones observadas no se relacionan con un impedimento motriz
o0 motivacion para el desarrollo de los ensayos, ya que la locomocién no se encontrd
alterada en ninguno de los dispositivos utilizados. Dado que los grupos experimentales

no difirieron en cuanto al peso corporal al final de la exposicién a la dieta control 0 a la
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HFD, el desempefo en la Prueba de suspensiéon de la cola tampoco puede asociarse

con dificultad de movimiento debido al mayor peso.

Actividad neuronal en la amigdala luego de la exposiciéon a HFD

En lo que respecta a las conductas relacionadas con ansiedad y depresién,
exploramos la posible intervencion de alteraciones en la actividad de la amigdala, ya
que esta estructura ejerce el principal control emocional sobre el comportamiento
(Boitard et al., 2015). Para ello, estudiamos la actividad neuronal mediante la
inmunohistoquimica para el factor de transcripcién c-Fos en la amigdala basolateral.
Encontramos un aumento en el nimero de nucleos c-Fos positivos en el caso de los
animales expuestos a la dieta HFD, como se muestra en la Figura 18. Esta
hiperactivacion de la amigdala podria estar asociada con las alteraciones emocionales
que se encontraron inducidas por la exposicion a la dieta hiperlipidica, mencionadas

anteriormente.
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Figura 18. Aumento de la actividad neuronal en amigdala luego de la exposiciéon cronica
a la dieta HFD. Inmunohistoquimica para el marcador de actividad neuronal c-Fos en
amigdala. En (A) y (B) se muestran fotomicrografias (barra de escala= 200 pym) con sus
respectivos recuadros de mayor magnificacion (barra de escala= 50 ym), representativas de
cada grupo, CD y HFD. (C) Cuantificacion de los nucleos positivos para c-Fos en amigdala

basolateral. Test de t de Student, *p<0.05 cuando se compara con el grupo CD.

Caracterizacion de parametros hipocampales

Volumen del hipocampo

El hipocampo, como fuera mencionado en la introduccion, forma parte del sistema
limbico y es una estructura sumamente plastica y sensible a las sefiales del ambiente.
Para comenzar a estudiar distintos pardmetros morfologicos Yy fisiolégicos asociados a
su funcionalidad, evaluamos el volumen que ocupa la estructura. Para ello, realizamos
una inmunohistoquimica para el marcador de neuronas maduras NeuN, el cual nos
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permite delimitar el area de la estructura en cortes coronales y asi estimar el volumen
a partir de 6 cortes representativos de la estructura, el espesor del corte y el total de
cortes correspondientes a la estructura hipocampal. En la Figura 19A puede
observarse una imagen representativa y a partir del grafico de barras correspondiente
a la cuantificacion en (B) podemos ver que no hay diferencias en el volumen del

hipocampo entre los grupos expuestos a la dieta control o HFD.

Volumen Hipocampo
(mm®)

DN HFD

Figura 19. La exposicion HFD no altera el volumen del hipocampo. (A) Imagen
representativa de la inmunohistoquimica para el marcador neuronal NeuN (barra de escala=
200 pm). (B) Cuantificacion del volumen de la estructura delimitada por las capas de neuronas

hipocampales positivas para NeuN (Test de t de Student, diferencias no significativas).

Neurogénesis adulta en el giro dentado del hipocampo

Se estudié la capacidad proliferativa en la capa de células granulares del giro dentado
mediante una inmunohistoquimica para el marcador Ki67 en cortes de cerebro
conteniendo hipocampo. El numero total de células Ki67+ disminuy6 en un 30% en los
ratones expuestos a la dieta HFD en relacion con los animales del grupo control, como

se muestra en la Figura 20B. Esta disminucién en la tasa de proliferacion se observo
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tanto en hipocampo dorsal como ventral (Figura 20C, ANOVA 2V p<0.05, efecto

significativo de la dieta).

En relacién al proceso de diferenciacién de células recientemente divididas al linaje
neuronal en el giro dentado, se examind la expresién del marcador de neuronas
jévenes Doublecortin (DCX). En este caso, se evidencié una disminucion de neuronas
DCX+ especificamente en la subregion dorsal del hipocampo de ratones HFD versus

CD (p<0.05), en tanto que no se constataron diferencias en el hipocampo ventral

(Figura 20F).
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Figura 20. Los ratones expuestos a la dieta HFD presentan una menor capacidad
neurogénica. (A) Fotomicrografia representativa de la inmunohistoquimica para el marcador
de proliferaciéon Ki67 (barra de escala= 100 um) en hipocampo. (B) Cuantificacion de células
positivas para Ki67 en la zona subgranular del giro dentado total (Test de t de Student, *p<0.05
cuando se compara HFD con CD). (C) Cuantificacion de células positivas para Ki67 en la zona
subgranular del giro dentado discriminando las regiones dorsal y ventral del hipocampo
(PANOVA 2V<0.05). (D) Imagen representativa de la inmunohistoquimica para el marcador de
neuronas jovenes DCX (barra de escala= 100 um). (E) Cuantificacion de células positivas para
DCX en la zona subgranular del giro dentado total (Test de t de Student), o bien discriminado

las regiones dorsal y ventral del hipocampo (F). *p<0.05 contraste ortogonal.

Senalizacion de insulina en el hipocampo

Con el fin de estudiar la capacidad de respuesta a la insulina en el cerebro como
resultado de la exposicién a la dieta hiperlipidica, los ratones recibieron una inyeccion
intraperitoneal de insulina (5 Ul/kg peso corporal), tal como fue descripto para el
estudio en el higado. Los niveles de Akt en su estado fosforilado se encontraron
disminuidos en un 37% en el hipocampo de los ratones HFD (Figura 21A, p<0.05).
Concomitantemente, como fuera encontrado en el higado previamente, los niveles de
la fosforilacion de IRS1 en serinas 636/639 fueron mayores en los animales expuestos

a la dieta HFD (Figura 21B, p<0.05).
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Figura 21. La dieta HFD promueve alteraciones en la via de sefalizacion de insulina en
hipocampo. (A) Activacion de Akt en homogenatos de hipocampo luego de la estimulacion
periférica con 5Ul/kg de insulina. Panel superior: bandas de una membrana representativa
correspondiente a Akt en su forma fosforilada (pAkt) o total (Akt) y en el panel inferior su
respectivo analisis de densidad optica a partir de 4 muestras por grupo. (B) Activacion de IRS1
en homogenatos de hipocampo luego de la estimulacién periférica con 5Ul/kg de insulina.
Panel superior: bandas de una membrana representativa correspondientes a IRS1en su forma
fosforilada (pIRS1ser) o total (IRS1) y en el panel inferior su respectivo andlisis de densidad
Optica a partir de 4 muestras independientes por grupo.*p<0.05, cuando se compara con el

grupo CD (test de t de Student).

Parametros morfolégicos de la vasculatura hipocampal

Posteriormente, llevamos a cabo una primera aproximacion hacia el estudio de la
vasculatura del hipocampo, elemento clave de la unidad neurovascular, fundamental
en la fisiologia de la estructura y potencialmente susceptible al dafio asociado a la
exposicion de una dieta hiperlipidica. Para ello, realizamos una tincion con lectina de

tomate acoplada a fluoresceina en cortes de cerebro coronales de animales CD y HFD
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y analizamos la proporcion del area ocupada por vasos (area inmunoreactiva de
lectina o AIR), su complejidad y la densidad de alteraciones morfolégicas, tanto en la
subregion del hilio como en stratum radiatum. En la Figura 22A & E se muestran
reconstrucciones representativas en hilio y stratum radiatum respectivamente, a partir
de imagenes de distintos planos en el eje z obtenidas con un microscopio confocal.
Como puede observarse en la Figura 22, no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos experimentales en los parametros estudiados. Particularmente en el
caso de las alteraciones vasculares en stratum radiatum podria decirse que hay una
tendencia hacia un aumento en la densidad de alteraciones pero no alcanza la

significancia estadistica.
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Figura 22. La dieta HFD no induciria alteraciones morfométricas en la vasculatura
hipocampal. Tincion de lectina fluorescente. Imagenes representativas de la tincion de
lectina en el hilio del giro dentado (A) o bien en la region de stratum radiatum (E) del

hipocampo luego de la reconstruccion a partir de imagenes de distintos planos en el eje z,
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tomadas por microscopia confocal (barra de escala= 50 pm). Cuantificacion del AIR de lectina,
expresada como porcentaje del area del hilio (B) o de stratum radiatum (F) ocupada por vasos
positivos para la sefial de lectina. Analisis de la complejidad de la vasculatura en el hilio (C) o
de stratum radiatum (G), evaluada como el numero de bifurcaciones de los vasos positivos
para lectina, por mm?. Cuantificacién de alteraciones vasculares como angostamientos o
repliegues de los vasos sanguineos por mm? de la region analizada, en hilio (D) o stratum
radiatum (H). En todos los casos se realizaron tests de t de Student que no arrojaron

diferencias significativas.

Astroglia: densidad de astrocitos GFAP positivos y area inmunoreactiva

Como se ha mencionado anteriormente, las células de la astroglia cumplen un rol
primordial en la homeostasis neuronal, y su funcionalidad puede verse afectada ante
un insulto. La densidad de células astrociticas se estudi6 mediante una
inmunofluorescencia para el marcador GFAP. Como puede observarse en la Figura
23, no se observaron alteraciones en la densidad de células positivas para GFAP o
bien en el area inmunoreactiva para dicho marcador en las dos subregiones
estudiadas. A partir de estos resultados, no podemos descartar que la funcionalidad de
este tipo celular se encuentre afectada por la exposicion a la dieta, pero al menos en
nuestro modelo, a los 5 meses de edad, no habria una alteracion cuantitativa en la

poblacién de astrocitos positivos para GFAP.
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Figura 23. El numero de astrocitos positivos para GFAP no se ve alterado luego de la
exposicion a la dieta HFD. Imagenes representativas de la inmunofluorescencia para el
marcador astrocitico GFAP en el hilio (A) y en la region de stratum radiatum (D) del giro
dentado del hipocampo luego de la reconstruccion a partir de z-stacks, obtenidos por
microscopia confocal (barra de escala= 50 ym). Cuantificacion de la densidad de astrocitos,
expresada como numero de células positivas para GFAP por unidad de volumen en el hilio (B)
y en stratum radiatum (E). Cuantificacion del AIR de GFAP en hilio (C) y en stratum radiatum
(F), expresada como porcentaje del area ocupada por células positivas para la sefial de GFAP.
En todos los casos se realizaron tests de t de Student que no arrojaron diferencias

significativas.
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Respuesta inflamatoria en hipocampo de ratones HFD: rol de la microglia.

El estudio morfolégico de la microglia en el hipocampo de ratones CD y HFD fue
abordado mediante la inmunohistoquimica para Iba1, marcador especificamente
expresado en dicho tipo celular (Figura 24A). A partir de resultados obtenidos
previamente en el laboratorio, identificando una vulnerabilidad diferencial segun la
subregién del hipocampo que se analice (Pomilio et al., 2016), la densidad de células
positivas para Iba1 fue estudiada en el area del stratum radiatum y en el hilio del giro
dentado. El numero de células Iba1+ mostré un significativo aumento del 40% en la
regién del hilio en ratones HFD en comparacién con el grupo control (Figura 24B),
mientras que en stratum radiatum encontramos una tendencia no significativa al

aumento de la densidad (Figura 24D).

El tamafio del soma de las células microgliales es un parametro de respuesta asociado
a la activacion de dichas células. En ratones HFD se encontré un aumento en el area
somatica de las células Iba1+, en ambas subregiones del hipocampo, sugiriendo que
la microglia se encontraria en un estado de activacion en respuesta a la exposicion a

la dieta (p<0.05y p<0.001 para hilio y stratum radiatum, respectivamente; Figura 24C

y E).
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Figura 24. La dieta hiperlipidica promueve un aumento de la reactividad microglial en
términos morfométricos. (A) Imagen representativa de la inmunohistoquimica para el
marcador microglial Iba1 (barra de escala= 100 uym) y su respectivo recuadro (barra de escala=
20 ym). (B) Cuantificacion de la densidad de células microgliales en el hilio, expresada como el

numero de células positivas para Iba1 por unidad de volumen. Test de t de Student, *p<0.05 en
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comparacion con grupo CD. (C) Cuantificacion del area del soma de las células positivas para
Iba1 en el hilio del giro dentado del hipocampo, expresada en pmz. Test de t de Student,
*p<0.05 en comparacion con grupo CD. (D) Cuantificacion de la densidad de células
microgliales en la region stratum radiatum, expresada como el nimero de células positivas para
Iba1 por unidad de volumen. Test de t de Student, no significativo. (E) Cuantificacién del area
del soma de células microgliales en stratum radiatum, expresada en pmz. Test de t de Student,

*** p<0.001 cuando se compara HFD con CD.

Para profundizar en el estudio de la respuesta inflamatoria en el hipocampo,
realizamos la medicién de los niveles de expresion de la citoquina TNFa (Figura 25A)
y de la proteina inducible por Interferon] (IP10, conocida también como CXCL10,
Figura 25B) por RT-PCR en tiempo real. Los niveles de ARN mensajero de estas
citoquinas no se encontraron alterados en homogenatos de hipocampo CD o HFD.
Ademas, se evaluaron los niveles proteicos de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa e
IL-1B por ELISA en homogenatos de hipocampo. Los niveles proteicos de TNFa e IL13

no fueron diferentes entre los grupos CD y HFD (Figura 25C y D).
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Figura 25. Los niveles de citoquinas inflamatorias no se ven alterados en homogenatos
de hipocampo luego de la exposicion a la dieta HFD. Expresién de ARNm de TNFa (A) y de
IP10 (B) medida por RT-gPCR, relativa a la expresion de ciclofilinaB y normalizada al control
CD, cuantificada por el método de Pfaffl. Se utilizaron 8 hemi-hipocampos por grupo.
Cuantificacion de los niveles proteicos de la citoquina TNFa (C) y de la citoquina IL13 (D)
evaluados mediante el ensayo de ELISA en homogenatos de hipocampo, expresados como pg
de citoquina por unidad de masa de proteina total (ug) en el homogenato, teniendo en cuenta 4
muestras independientes. En todos los casos se realizaron tests de t de Student que no

arrojaron diferencias significativas.

Discusion |

Mas allda de las evidencias clinicas y epidemiolégicas, numerosos grupos de
investigacion trabajando en neurociencia basica en roedores han abordado el estudio

del impacto de las dietas hiperlipidicas en el cerebro, enfatizando la magnitud y
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relevancia de dicho fenémeno (Boitard et al.,, 2012; L.R. Freeman, Haley-Zitlin,
Rosenberger, & Granholm, 2014; Sobesky et al., 2014; Vendruscolo et al., 2010). Sin
embargo, la gran variabilidad en las cepas utilizadas, la diversidad de dietas
administradas y los periodos estudiados de exposicion a dichas dietas, hacen que
exista una enorme heterogeneidad a la hora de discutir los resultados obtenidos en la

literatura.

Este primer capitulo examina los efectos neurolégicos del consumo de una dieta
moderadamente elevada en grasas en el periodo juvenil. Este periodo coincide con
eventos bioloégicos cruciales como el crecimiento corporal, cambios hormonales,
maduracion del sistema nervioso y establecimiento de circuitos neuronales (L.P.
Spear, 2000), determinandolo como una ventana temporal de alta vulnerabilidad a

estresores tanto ambientales como enddgenos.

La dieta rica en grasas administrada a ratones macho C57BL/6J durante 4 meses fue
capaz de inducir hiperinsulinemia, mayor produccion de insulina pancreatica,
dislipidemia, sin impactar en el peso corporal o la glucemia. Ademas, la dieta HFD
mostré indicios de un estado inflamatorio a nivel hepético, contribuyendo con la menor
sensibilidad a la insulina en dicho tejido. Esto ultimo, sumado a los niveles elevados de
insulina en suero y pancreas, sugieren la presencia de resistencia a insulina periférica
en este modelo. Se verificd también una menor capacidad de respuesta a la hormona
a nivel del sistema nervioso central, en el hipocampo de ratones HFD. Por otra parte,
esta dieta podria promover el desarrollo de un contexto pro-trombotico, evidenciado
por el aumento en la actividad de la enzima plasmatica LpPLA2, asociada a riesgo

cardiovascular (Sofogianni, Alkagiet, & Tziomalos, 2018).

El desempefio en tests relacionados tanto con el estado cognitivo como emocional fue
significativamente perturbado luego de la exposicion a la dieta. Los ratones HFD

mostraron un impedimento en la construccién de nido en comparacién con los CD.
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Este trabajo ha sido de los primeros en reportar alteraciones en el comportamiento de
anidamiento como consecuencia de la exposicion a una dieta alta en grasas. La
realizacion de nidos es una conducta altamente conservada tanto en machos como en
hembras, en contextos parentales y no parentales y se asocia con la flexibilidad
cognitiva, controlada en gran medida por los niveles de motivacion (Wesson & Wilson,
2011). Segun la bibliografia, ratones que fueron oportunamente lesionados a nivel del
hipocampo mostraron impedimento en la construccion de nido, y entre otros
comportamientos tipicos como excavacion y acaparamiento (burrowing y hoarding),
estas conductas son asociadas con dificultades en el desarrollo de actividades de la
vida cotidiana o ADL, caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer (R. Deacon,
2012; R. M. Deacon et al., 2015; Filali & Lalonde, 2009). Por ende, nuestros resultados
sugieren una disrupcién temprana en el comportamiento motivado, indicativa de una

disfuncion cognitiva asociada a la ejecuciéon de ADL.

La memoria espacial de plazo corto e intermedio también fue alterada como
consecuencia de la dieta HFD. Este tipo de memoria depende fuertemente de la
integridad del hipocampo y se ha distinguido al hipocampo dorsal y ventral como
estructuras funcionalmente diferenciables (Fanselow & Dong, 2010; Moser & Moser,
1998). Mientras que la memoria espacial y contextual se asocian principalmente con el
hipocampo dorsal, las lesiones ventrales alteran respuestas relacionadas con el estrés
(Henke, 1990). Existen trabajos donde se muestra una fuerte correlacion entre
lesiones hipocampales (distinguiendo entre dorsal y ventral) y un pobre desempeno en
ensayos de memoria espacial (Broadbent, Squire, & Clark, 2004). Nuestros resultados
muestran un desempeno defectuoso de los ratones HFD en el NOL y en el test de
exploracién en el laberinto en forma de Y, sugiriendo cierta deficiencia en la memoria

espacial.
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La neurogénesis en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo es
ciertamente un proceso clave involucrado no sélo en el estado cognitivo, la formacion
de memoria y la capacidad de aprendizaje, sino también en el estado emocional, los
comportamientos asociados al estrés y a la depresion (Boitard et al., 2015;
Papazoglou, Jean, Gertler, Taouis, & Vacher, 2015). Encontramos una disminucion
general en la proliferacion celular en el giro dentado de los ratones HFD, que fue
evaluada como el numero de células positivas para Ki67 a lo largo del hipocampo. La
neurogénesis se encontrd particularmente afectada en el hipocampo dorsal, con un
menor numero de neuronas jovenes positivas para el marcador DCX, lo cual podria
explicar en parte la disfuncion en la memoria espacial encontrada en ratones
expuestos a la dieta HFD. Como se mencioné anteriormente, una disminuida
neurogénesis se encuentra asociada con el envejecimiento (Saravia, Beauquis,
Pietranera, & De Nicola, 2007), desordenes neurodegenerativos (Beauquis et al. 2008)
y especificamente con algunas condiciones psiquiatricas como la depresion (Tanti &

Belzung, 2013).

A su vez, la exposicion a la dieta hiperlipidica se asocié a un fenotipo emocional
alterado, promoviendo un componente relacionado con ansiedad y depresion. En linea
con estos resultados, se encontr6 una elevada actividad neuronal en la amigdala
basolateral. Si bien la amigdala, en estrecha relacién con el hipocampo, es un actor
destacado en la compleja regulacién de la respuesta al estrés y el control emocional
de la conducta, sélo recientemente algunos reportes estudian el impacto de
desérdenes metabdlicos en el periodo juvenil asociado a la funcionalidad de esta
estructura cerebral (Boitard et al., 2015). Los resultados de este trabajo en relacion al
componente de ansiedad, comportamiento tipo depresivo y la activacion de la
amigdala enfatizan el involucramiento de la emocionalidad en la disfuncion metabdlica

asociada al consumo HFD durante el periodo peri adolescente.
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Por otra parte, la inflamacion representa un importante fendmeno en un abanico de
condiciones patoldgicas. Distintos tipos de citoquinas y quemoquinas tienen una
variedad de efectos negativos en la fisiologia del cerebro en distintos niveles,
afectando la conducta, la neurogénesis, la expresién de factores neurotréficos como
BDNF y en la activacion de la microglia, entre otros (L.R. Freeman et al., 2014; Russo,
Barlati, & Bosetti, 2011). Ademas, las citoquinas inflamatorias y quinasas de estrés
JNK, IKK y PKR juegan un papel clave en el desarrollo de mecanismos de resistencia
a la insulina, afectando procesos de gran relevancia que involucran la homeostasis
celular, viabilidad y plasticidad sinaptica (Bomfim et al., 2012; de la Monte & Tong,
2014). En el sistema nervioso central, la respuesta inflamatoria esta principalmente
dirigida por las células residentes del sistema inmune, la microglia. La astroglia
también participa, dada su capacidad de responder a distintos tipos de insultos de un
modo similar a la microglia, pero el papel de ambos tipos celulares en la promocién de
la neuroinflamacién puede variar segun el contexto patoldgico y la region del cerebro
que se estudie (Guillemot-Legris & Muccioli, 2017; Gupta, Goel, Shah, & Misra, 2012).
A partir de los resultados presentados en este capitulo, si bien no encontramos
astrogliosis asociada a un aumento en la densidad de células positivas para GFAP o
en el area inmunoreactiva de dicho marcador en dos importantes regiones del
hipocampo, no podemos descartar que la astroglia cumpla un rol en el dafio asociado
a la disfuncion hipocampal. En contraposicion a esto, si se detecté un aumento en la
densidad de células microgliales positivas para Iba1, asi como un aumento en su area,
indicando la reactivad de este tipo celular, al menos en términos morfolégicos. Cabe
destacar que los niveles de TNFa e IL1B no se encontraron aumentados en suero o en
hipocampo de ratones HFD de 5 meses, como si o muestran otros reportes en la
literatura (Miller & Spencer, 2014). Este fendmeno resulta muy interesante por diversos
motivos e implica la necesidad de estudiar en mayor profundidad la cinética de la

respuesta inflamatoria en nuestro modelo. Es importante mencionar que, en
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concordancia con estos resultados, Boitard y colaboradores han sugerido la nocién de
que la produccién de citoquinas inducida por la dieta podria estar exacerbada
Unicamente en presencia de un insulto inmune como puede ser LPS, actuando como
un segundo golpe o hit y no de manera basal (Boitard et al., 2014). Otra hipotesis que
deberia ser explorada contempla el hecho de que 4 meses de exposicion a la dieta
hiperlipidica podria considerarse un largo periodo y podria existir una dinamica
temporal en los niveles de citoquinas. En este contexto, podria ocurrir que exista un
pico inicial en un punto temporal anterior al analizado de los niveles de citoquinas
inflamatorias, que fuera capaz de inducir daino aun en el caso de su posterior
compensacion. Por ultimo, no es posible excluir la intervencién de la sefalizacién por
leptina y sus receptores como es sugerido por el grupo de Del Olmo que estudia el
efecto de una dieta rica en grasas en ratones adolescentes (Valladolid-Acebes et al.,
2013) o bien de mecanismos alternativos a la inflamacién subyacentes a las
alteraciones del SNC observadas. Por ejemplo, se sabe que los acidos grasos libres
contribuyen con la toxicidad lipidica en distintos paradigmas asociados a HFD. Se ha
estudiado que una unica inyeccion de acido palmitico puede tener efectos directos
sobre el metabolismo de dopamina y serotonina en el hipocampo y la amigdala de
ratones, sugiriendo la participacion de vias metabotrépicas alternativas a través de los
receptores de acidos grasos e independientemente de la via inflamatoria candnica
mediada por el receptor TLR4 (Moon et al., 2014). Por otra parte, lipoproteinas que
han sido encontradas aumentadas por el consumo de dietas grasas asi como
productos de dlicosilacidon avanzada y lipoproteinas oxidadas podrian actuar
directamente sobre receptores TLR o bien sobre sitios alternativos, promoviendo
cambios gliales y/o neuronales asi como vasculares (Velloso et al., 2015). Si bien
nosotros no encontramos alteraciones morfolégicas relacionadas con un proceso

angiogénico o bien con aberraciones vasculares estructurales en el hipocampo, no
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podemos excluir al compartimento vascular de su involucramiento en el desarrollo de

la patologia asociada al consumo de la dieta HFD.

Fisiolégicamente, en un cerebro intacto, la microglia ramificada es esencial en el
establecimiento de un nicho neurogénico exitoso, de manera tal de promover la
proliferacion de precursores neurales, su diferenciacion y supervivencia e integracion
al circuito hipocampal (Santos, Beckman, & Ferreira, 2015). Los resultados de este
capitulo muestran una mayor activacion microglial en la subregion del hilio del giro
dentado, regién aledana al nicho neurogénico, sugiriendo por un lado un fenotipo
asociado a una pérdida de funcion en relacion al rol trofico y de soporte de la microglia
ramificada en el proceso neurogénico, y por otro lado, un fenotipo asociado a una
ganancia de funcion en relacion a los efectos patologicos del perfil pro inflamatorio de
la microglia reactiva. Estos resultados estuvieron asociados a una disminuida
proliferacion en la ZSG, sumada a una menor diferenciacién de neuronas jovenes en
el hipocampo dorsal. Es interesante notar que investigaciones emergentes asocian la
disfuncion microglial con condiciones psiquiatricas y éstas se encuentran a su vez
asociadas al desarrollo de desérdenes neurodegenerativos. Un apartamiento de la
homeostasis microglial ocurre tanto en patologias neurodegenerativas asociadas al
envejecimiento o bien durante procesos inflamatorios como consecuencia de estrés,
infecciones o infarto, todos fendmenos que pueden converger en trastornos asociados
a la depresion (Yirmiya, Rimmerman, & Reshef, 2015). La activacion microglial en el
hipocampo podria jugar un rol critico en la relacion entre patologias metabdlicas y

neuroldgicas y merece ser investigada en profundidad.
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Dinamica de la respuesta inflamatoria por exposicion juvenil a una dieta

alta en grasas. Cambios tempranos en ratones C57BL/6J.

Introduccioén |l

Como consecuencia de los resultados obtenidos en la primera parte de esta Tesis, y
en consonancia con una gran parte de la bibliografia, podria afirmarse que los
fendmenos asociados a la alimentacién enriquecida en grasas promueven un conjunto
de alteraciones metabdlicas con efectos posiblemente directos e indirectos sobre el
SNC. En diversos trabajos se ha postulado a la inflamacion como uno de los
fendmenos involucrados en la promocién o bien la profundizacién del dafo asociado a
la disfuncion cerebral en contextos de sobrecarga de nutrientes (de la Monte & Tong,

2014; Guillemot-Legris & Muccioli, 2017).

Atendiendo a la hipétesis de que la exposicidn crénica a la dieta HFD pueda provocar
una respuesta inflamatoria temprana que sea soslayada en el transcurso de un
periodo de exposicion mas prolongado, y dada la relevancia de esta ventana temporal
en la plasticidad hipocampal, en el desarrollo y remodelado de los circuitos neuronales

en el SNC, los objetivos especificos de este capitulo son:

e Evaluar el efecto de la exposicion a la dieta HFD en el estado inflamatorio a nivel
periférico y central, en un periodo acotado de 6 semanas, previo a la adultez.
e Evaluar alteraciones provocadas por la dieta HFD en dicho periodo en el sistema

nervioso central, particularmente asociadas con la conectividad hipocampal.
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Disefio experimental Il

Para abordar los objetivos propuestos en este segundo capitulo de la Tesis, un grupo
de ratones macho de la cepa C57BL/6J fue expuesto o bien a la dieta HFD o bien a la
dieta control hasta los dos meses de edad. Como se muestra en el esquema
experimental (Figura 26), el protocolo comenzé a partir del destete (21 dias) y
continué durante 6 semanas. En el transcurso de las ultimas dos semanas de
exposicion se realizaron las evaluaciones conductuales mediante el test de
exploracion en el laberinto elevado en cruz y el test de reconocimiento de Ia
localizacion novedosa de un objeto. Luego, se evalué el peso corporal y la glucemia a
punto final y se llevé a cabo la eutanasia de los animales con la correspondiente

extraccion de los tejidos a analizar.

Om Destete 1m 2m
Perfil Conductual Eutanasia &
EPM-NOL extraccion de tejidos

Figura 26. Esquema experimental Capitulo Il. La exposicion a la dieta hiperlipidica se realizd
desde el destete y hasta los 2 meses de vida. Durante las Ultimas semanas de exposicion, se
realizaron los tests conductuales para los animales HFD y sus controles CD y luego se llevo a
cabo la eutanasia y la extraccion los tejidos pertinentes para las determinaciones histolégicas y

bioquimicas, como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos.
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Resultados Il

En la primera parte de este capitulo se describiran los resultados de algunos
parametros que nos permiten tener una nocidn del estado metabdlico como
consecuencia del consumo hiperlipidico a los 2 meses de edad, que se detallan en la
Tabla 3. De la misma manera que con el protocolo prolongado, luego de ser
expuestos durante 6 semanas a la dieta HFD, los animales no mostraron diferencias
en el peso corporal. Sin embargo, en este caso si se detectd un aumento de la
glucemia que se vio acompafiado de un menor contenido de insulina en el pancreas y
una menor masa total de pancreas extraido. Los niveles séricos de la citoquina pro-
inflamatoria IL13 mostraron un marcado aumento al final de este periodo, a los dos

meses de edad (Tabla 3, p<0.05 cuando se compara con el grupo CD).

Parametro cbh HFD

Peso final (g) 2423 +0.52 23.97 £ 0.44
Glucemia (mg/dl) 177.10 £ 5.47 196.89 + 7.63*
Insulina pancreatica (ng/mg) 1.78 £0.14 1.36 £ 0.05*

Peso pancreas (g) 0.19+£0.02 0.15+£0.01*
TNFa (pg/ml) 34.64 +2.44 38.96 + 7.45

IL1b (pg/ml) 182.06 + 84.50 1108.45 + 319.64*

Tabla 3. Parametros séricos y contenido de insulina pancreatica. Los parametros séricos y la
determinacién de insulina pancreatica fueron determinados luego de 6 horas de ayuno. *p<0.05,

cuando se compara el grupo HFD con el grupo CD.
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Neuroinflamacion en el hipocampo

En linea con nuestra hipotesis y habiendo constatado que el contexto metabdlico luego
de 6 semanas de exposicion a la dieta hiperlipidica se asocia con una importante
inflamacién a nivel sistémico dada por los niveles elevados de la interleuquina 1B, el
paso siguiente consistidé en evaluar el estado inflamatorio a nivel del hipocampo. Para
ello, en primer lugar, estudiamos los niveles de expresion de las citoquinas TNFa e

IL1B mediante RT-PCR en tiempo real a partir de homogenatos de hipocampo entero.

Expresién relativa
ARNm TNFa
Expresion relativa
ARNm IL1B

N

cD HFD CcD HFD

Figura 27. La dieta HFD promueve un aumento de la expresiéon de citoquinas
inflamatorias en el hipocampo. Cuantificacién de la expresion relativa del mensajero de la
citoquina pro-inflamatoria TNFa (A) o IL1[3 (B) evaluada por RT-gPCR a partir de homogenatos
de hipocampo y analizada por el método de Pfaffl. Se analizaron 8 muestras por grupo. *p<0.05

con respecto al grupo control (test de t de Student).

Como se puede observar en la Figura 27, se encontré un aumento significativo de
aproximadamente el 100-150 % en la expresion del ARN mensajero de ambas
citoquinas (TNFa e IL1B, paneles A y B respectivamente). Por otra parte, se realizd

una inmunohistoquimica para el marcador microglial Iba1 sobre cortes coronales
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conteniendo hipocampo y se analizé la densidad de células positivas para dicho
marcador y el area del soma celular en la subregién del hilio del giro dentado
hipocampal, como una medida de reactividad microglial en términos morfologicos. A
los 2 meses, el numero de células Iba1+ no varidé entre los grupos experimentales
como se observa en el grafico de barras de la Figura 28C. Sin embargo, al igual que
luego del protocolo HFD prolongado, el area del soma de dichas células se vio

aumentado en la regién hilar del hipocampo (Figura 28D).
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Figura 28. La dieta hiperlipidica promueve un aumento de la reactividad microglial en
términos morfolégicos. Inmunohistoquimica para el marcador microglial Iba1. Imagenes
representativas de los grupos CD (A) y HFD (B) (barra de escala= 200 ym) y sus insets (barra
de escala= 50 ym). (C) Cuantificacion de la densidad de células microgliales en el hilio,
expresada como el numero de células positivas para Iba1 por unidad de volumen. Test de t de

Student, sin significancia estadistica. (D) Cuantificacion del area del soma de las células
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positivas para Iba1 en el hilio del giro dentado del hipocampo, expresada en umz. Test de t de

Student, **p<0.01 cuando se compara HFD con CD.

Capacidad neurogénica en ZSG de ratones expuestos a la dieta HFD

Se evalud el numero de neuronas inmaduras positivas para el marcador DCX en la
zona subgranular del giro dentado, como una medida de la capacidad neurogénica y
en ultima instancia como una medida de plasticidad hipocampal. Como se puede
observar en la Figura 29, a partir de la inmunohistoquimica para DCX, el consumo del
alimento hiperlipidico se asoci6é con una disminucion de neuronas jévenes en la region

subgranular del giro dentado.
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Figura 29. Los ratones expuestos a la dieta HFD presentan una impedida capacidad

neurogénica. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica para el marcador de
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neuronas jovenes DCX correspondientes al grupo CD (A) o HFD (B) (barra de escala= 200
Mm), con su respectiva ampliacion (barra de escala= 50 um). (C) Cuantificacién de células
positivas para DCX en la zona subgranular del giro dentado total (Test de t de Student),

**p<0.01 cuando se comparan los grupos CD y HFD.

Remodelado sinaptico en neuronas piramidales de CA1 luego de la

exposicion a HFD

Con el fin de estudiar el posible efecto de la disfuncidon metabdlica sobre la plasticidad
estructural en hipocampo, se analizé la densidad y morfologia de las espinas
dendriticas mediante una tincién inyectando el fluoréforo Dil en la zona de neuronas
piramidales de la regién CA1. Como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos,
secciones coronales de cerebros de animales CD y HFD de 150 um fueron inyectadas
en distintos sitios de CA1 como se ilustra en la Figura 30. Luego de permitir la difusion
del colorante por los arboles dendriticos de las neuronas inyectadas durante 24 hs, se
montaron adecuadamente las secciones para ser evaluadas por microscopia confocal.
A partir de reconstrucciones deconvolucionadas de z-stacks de segmentos dendriticos
apicales se analizé la densidad de espinas dendriticas y la morfologia de las mismas.
La clasificacion morfolégica de cada espina dendritica se realizd segun las

dimensiones de la espina y sus compartimientos, como se detallan a continuacion.
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Figura 30. Tincién con el colorante lipofilico Dil (Perclorato de 1, 1'-dioctilo-3,3,3 ', 3'-
tetrametilindocarbocianina) para el analisis de espinas dendriticas en la region CA1 del
hipocampo dorsal de animales CD y HFD de 2 meses. Imagen de un corte de hipocampo
dorsal en campo claro, acoplada a una imagen de fluorescencia correspondiente a la emision

del colorante. En rojo se detectan los sitios de inyeccion del colorante.

Siguiendo los criterios de clasificacion de diversos autores en la literatura, como se
menciond en la introduccién general anteriormente, las espinas se clasificaron como
de tipo | o stubby, de tipo Il o mushroom y de tipo Il o finas. Utilizando el software
Imaged para analizar las imagenes, se tomaron las siguientes medidas tal como se
muestra en el esquema de la Figura 31: el largo (L) de la espina, desde la base hasta
el borde de la cabeza de la espina; el diametro maximo del cuello (dn) y el diametro
maximo de la cabeza de la espina (dh). Para incluir cada espina en la categoria que le

correspondiese, se tuvieron en cuenta las relaciones entre el largo de la espina y el
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diametro del cuello (L/dn) y la relacién entre los diametros de la cabeza y el cuello

(dh/dn).

Cabeza (h)

Cuello (n)

Figura 31. Esquema de una espina dendritica. Medidas registradas para su clasificacién
morfolégica. L= largo de la espina; dh= diametro maximo de la cabeza y dn= diametro maximo

del cuello de la espina dendritica.

Las espinas stubby o de tipo | presentan un largo L similar al diametro del cuello asi
como el de la cabeza, tipicamente menor a 1 uym (L = dn = dh < 1 ym). Las espinas
mushroom o de tipo Il poseen una cabeza considerablemente mayor que el cuello (dh
>>dn) y las espinas finas o de tipo Ill son de mayor longitud, L> 1 ym y mucho mayor
que el diametro del cuello (L >> dn). En la Figura 32A se sefialan ejemplos de cada

una de las categorias sobre un segmento dendritico.

En primera instancia se identificaron las dendritas apicales de las neuronas
piramidales del area CA1 tefiidas con Dil y se tomaron una serie de imagenes en el eje
z por microscopia confocal, constituyendo un z-stack. Luego, se analizaron las
imagenes realizando la deconsvolucion de los z-stacks obtenidos, se cuantificaron las

espinas dendriticas por segmento (densidad normalizada a 10um de segmento) y se
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las categorizé morfolégicamente teniendo en cuenta los parametros mencionados en

la Figura 32.

Luego de realizar la cuantificacion y categorizacién morfoldgica de espinas dendriticas
correspondientes a dendritas apicales de neuronas piramidales CA1, se grafico el
numero de espinas correspondiente a cada categoria normalizado a 10 pym de
segmento dendritico. El analisis estadistico de los resultados mostrd que en el
hipocampo de los ratones expuestos tempranamente a la dieta grasa predominaban
las espinas dendriticas de tipo Ill o finas en tanto que la densidad de las tipo Il o
mushroom se encontré disminuida respecto al grupo control alimentado con la dieta
standard de bioterio. La dieta no modificé significativamente la densidad de las espinas

de tipo | o stubby (Figura 32 B-D).
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Figura 32. La exposicion a la dieta HFD promueve alteraciones en la morfologia de

espinas dendriticas en el area de CA1 del hipocampo dorsal. (A) Imagen representativa de
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un segmento de dendrita tefiida con Dil, obtenida a partir de la maxima proyeccién de un stack
de distintos planos en el eje z, tomadas por microscopia confocal, (barra de escala= 2um). Se
identifican ejemplos de los distintos tipos de espinas segun su morfologia: S para las Stubby
(tipo |, cortas y gruesas); M para las de tipo Mushroom (tipo Il, en forma de hongo); o F para las
finas (tipo IIl). (B) Cuantificacion de las espinas de tipo | (Stubby), expresada como la densidad
de espinas cada 10 ym de segmento dendritico. Test de t de Student para dos muestras, sin
diferencias significativas. (C) Cuantificacion de las espinas de tipo Il (Mushroom), expresada
como la densidad de espinas cada 10 ym de segmento dendritico. Test de t de Student para
dos muestras, **p<0.01 cuando se compara HFD con CD. (D) Cuantificacién de las espinas de
tipo Il (Finas), expresada como la densidad de espinas cada 10 um de segmento dendritico.

Test de t de Student para dos muestras, **p<0.01 cuando se compara HFD con CD.

Es importante destacar que, interesantemente, la densidad total de espinas dendriticas
se mantuvo sin cambios entre los grupos experimentales (Figura 33C). Es decir que
las alteraciones en las distintas categorias, la disminucién de espinas tipo Il y aumento
de las de tipo lll, se dieron de manera tal de que no se produjeran cambios a nivel

global.

Teniendo en cuenta que las espinas de mayor tamafo correlacionan con conexiones
sinapticas de mayor intensidad y que diversos reportes muestran que las espinas de
tipo | y Il poseen una mayor densidad de receptores AMPA vy proteinas relevantes para
la senalizacién post-sinaptica, como se menciona anteriormente en la Introduccién, se
pueden considerar a este tipo de espinas en conjunto como espinas maduras (Calfa et
al., 2012; Chapleau et al., 2009). Como podemos ver en la Figura 33D, si analizamos
la relaciébn entre espinas maduras e inmaduras en cada grupo experimental,
encontramos que la proporcion de espinas maduras disminuye en el grupo expuesto a

la dieta HFD.
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Figura 33. El consumo temprano de dieta alta en grasa altera el fenotipo de las espinas
dendriticas en el hipocampo. Imagenes representativas de segmentos dendriticos de
neuronas piramidales de la regiéon CA1 del hipocampo dorsal del grupo CD (A) o HFD (B) luego
de la tincién con Dil. Fueron generadas a partir de la maxima proyeccion de z-stacks, obtenidos
por microscopia confocal (barra de escala= 2um). Las puntas de flecha sefialan espinas de tipo
Il, presentadas con mayor frecuencia en el grupo CD. (C) Cuantificacion del numero total de
espinas dendriticas de neuronas piramidales de CA1 de hipocampo dorsal, expresado como la
densidad de espinas cada 10 um de segmento dendritico. Test de t de Student para dos

muestras, sin diferencias significativas. (D) Calculo de la relacion de espinas maduras e
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inmaduras, teniendo en cuenta las espinas maduras como el conjunto de las espinas de tipo | y
Il'y las espinas inmaduras como las espinas de tipo lll. Test de t de Student para dos muestras,

** p<0.01 cuando se compara HFD con CD.

Componentes del fenotipo conductual asociado a la dieta HFD

En concordancia con las alteraciones en la plasticidad hipocampal en relacién a la
incorporacion de nuevas neuronas granulares al circuito (neurogénesis) asi como al
remodelado de las espinas dendriticas en neuronas piramidales de CA1, estudiamos
el desempeno de los animales expuestos a la dieta en el test de reconocimiento de la
localizacion novedosa de un objeto. De la misma forma que mostramos anteriormente
en el Capitulo |, luego de la adaptacion correspondiente, los animales CD y HFD
fueron sometidos a dos fases de exploracion de objetos idénticos segun la
configuracién que se muestra en el esquema de la Figura 34A. Luego de analizar el
tiempo de exploracién del objeto re-localizado en la fase T2 del ensayo (expresado
como el porcentaje del tiempo de exploracidn del objeto de localizacion novedosa -ON-
con respecto al tiempo total de exploracion en la fase T2), encontramos que ambos
grupos experimentales eran capaces de reconocer la nueva localizacién cuando
comparamos con el azar (Figura 34B, test de t para una muestra con una media
tedrica del 50 %, ***p<0.001 y *p<0.05 para los grupos CD y HFD respectivamente).
Sin embargo, cuando analizamos el indice de discriminacion de la nueva posicion
(calculado como la diferencia en el tiempo de exploracion del objeto re-localizado y el
objeto de posicién conocida, en relacion al tiempo de exploracion total en la fase T2 y
expresado en porcentaje), se puede verificar que los animales expuestos a la dieta
HFD poseen una menor capacidad de discriminacién de la localizacién novedosa del

objeto (Figura 34C).
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Figura 34. La exposicion a la dieta HFD es capaz de promover alteraciones en la memoria
espacial tempranamente a los 2 meses. (A) En el panel superior, esquema del Test de
reconocimiento de la localizacién novedosa de un objeto. Configuracion espacial de las fases
T1 y T2, con un intervalo inter-ensayo de una hora luego del cual se re-localiza uno de los
objetos idénticos. (B) Cuantificacion de la exploracién del objeto re-localizado o novedoso
(ON), expresado como porcentaje de la exploracion de ambos objetos en total. *p<0.05,
***n<0.001 Test de t de Student para una muestra, con una media tedrica del 50%. (C) Analisis
del indice de discriminacion expresado en porcentaje y calculado como la diferencia en el
tiempo de exploracién del objeto re-localizado y el objeto de posicién conocida, en relacién al

tiempo de exploracion total en la fase T2. **p<0.01 cuando se compara con el grupo CD, Test

de t de Student para dos muestras.

En relacién a la conducta relacionada con la ansiedad, realizamos el test de
exploracién en el laberinto elevado en cruz, tal como fue presentado en el capitulo

anterior. En este caso, no encontramos diferencias significativas en la exploracién de
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los brazos abiertos de la plataforma entre los grupos CD y HFD a los 2 meses (Figura

35).
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Figura 35. El consumo de una dieta enriquecida en grasas no afecta el desempeiio en el
Test del laberinto elevado en cruz a los 2 meses. Cuantificacion del tiempo de exploracion

de los brazos abiertos de la plataforma (Test de t de Student, diferencias no significativas).

Discusién

Los resultados de este capitulo muestran que la exposicion una dieta moderadamente
alta en grasas circunscripta al periodo previo a la adultez promueve alteraciones
metabdlicas asociadas a un estado inflamatorio con efectos de gran relevancia en la

plasticidad hipocampal.

En ausencia de sobrepeso, la dieta HFD indujo un aumento de la glucemia y una leve
disminucion en el contenido pancreatico de insulina que se detectd en paralelo con
una menor masa total de pancreas. Con respecto a esto ultimo, existe un gran numero
de reportes que difieren con respecto a los niveles de insulina como consecuencia de
desérdenes metabdlicos, encontrando o bien un aumento o bien una disminucion de
sus niveles (Guillausseau et al., 2008), estableciendo por lo general un contexto de

hiperinsulinemia en casos de resistencia a insulina y desérdenes cronicos asociados
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(Boitard et al., 2012; H. Lee, Lee, Cho, & Lee, 2013). Las alteraciones de los niveles
insulinicos podrian atribuirse a una variedad de eventos, ya sea al numero de islotes
beta pancreaticos, su sintesis o bien la regulacidén de la calidad y pulsatilidad de su
secrecion (Wilcox, 2005). En particular, en nuestro modelo a los 2 meses de edad, no
contamos con toda la informacidon necesaria para definir exhaustivamente el
fendmeno. En principio deberiamos contar con los valores séricos de insulina en este

punto para poder determinar el indice de homeostasis de la glucosa HOMA.

Notablemente, si bien los niveles proteicos de la citoquina TNFo no mostraron
diferencias en el suero de animales HFD respecto a los controles, encontramos niveles
séricos muy aumentados de la citoquina pro-inflamatoria IL1f, indicativos de una
inflamacién sistémica considerable. Por otra parte, dada la implicancia de las
consecuencias de la respuesta inflamatoria en la funcién hipocampal, evaluamos
alteraciones caracteristicas de la inflamacién en dicha estructura y encontramos un
importante correlato del contexto en la periferia. A nivel morfolégico, encontramos un
aumento en el area del soma de células de la microglia positivas para el marcador
Iba1, indicativo de su aumentada reactividad. Asimismo, a partir de analisis de RT-
PCR en tiempo real, encontramos un significativo aumento de la expresion de las
citoquinas TNFa e IL1f3 en extractos de hipocampo. A partir de diversos reportes en la
literatura, se infiere que mientras que niveles bajos de citoquinas pueden ser
facilitadores del proceso de aprendizaje, altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias,
en particular de IL1B, podrian provocar un impedimento de la memoria hipocampo-

dependiente en roedores adultos no obesos (Goshen et al., 2007; Hein et al., 2010).

En relacion a los mecanismos de plasticidad hipocampal responsables de la
flexibilidad a la hora de responder a las exigencias del ambiente, estudiamos el efecto
de la exposicién a la dieta HFD en el periodo adolescente-juvenil en la capacidad de

incorporar nuevas neuronas al circuito hipocampal asi como el remodelado sinaptico
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en neuronas de la region CA1 del hipocampo. Con respecto a la neurogénesis adulta,
encontramos un numero disminuido de neuronas jovenes positivas para DCX en la
ZSG del giro dentado, en concordancia con muchos otros reportes de la literatura que
se mencionaron anteriormente. Es interesante destacar que este fendmeno lo
encontramos alterado en animales HFD a los 5 meses, como mostramos en el capitulo
anterior, pero los resultados del presente capitulo confirman que el fenémeno ya se ve

afectado tempranamente.

Ademas, luego de esta temprana y acotada exposicién, encontramos alteraciones
estructurales en las espinas dendriticas de neuronas piramidales de CA1, sin cambios
en la densidad global de espinas por dendrita que se asocian a franca obesidad o
diabetes establecida (Calvo-Ochoa, Hernandez-Ortega, Ferrera, Morimoto, & Arias,
2014; Hao et al., 2016). Notablemente, mediante la tincién de los arboles dendriticos
con el colorante fluorescente Dil, pudimos observar que luego de la exposicion a la
dieta HFD, disminuyd la proporcion de espinas maduras (stubby + mushroom) con
respecto a las inmaduras (finas). La forma y el tamafio de la espina dendritica son
factores determinantes para su madurez y resultan clave para su funcionalidad. Han
mostrado influenciar las propiedades eléctricas y Ila capacidad de
compartimentalizacion de la espina y los cambios morfologicos se relacionaron con la
funcién sinaptica (Noguchi, Matsuzaki, Ellis-Davies, & Kasai, 2005; Yuste &
Bonhoeffer, 2001). El citoesqueleto de actina es un elemento estructural fundamental
en el desarrollo y la morfologia de las espinas dendriticas. Los filamentos de actina
son estructuras dinamicas con un extremo positivo (+) por el cual polimeriza mas
rapidamente que el otro (-). Las subunidades de actina sufren un recambio constante y
forman filamentos que interactian entre si mediante proteinas de unién, formando
estructuras con distinto grado de estabilidad, siendo los mas gruesos de mayor

estabilidad (Figura 36). En funcion de la tasa de recambio, se pueden distinguir
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conjuntos de filamentos dinamicos o estables, con constantes de 1 minuto a 17

minutos, respectivamente (Bellot et al., 2014; Honkura et al., 2008).

Espina inmadura Espina madura

®Pool de F- actina dindmico = Proteinas de crosslink de F-actina

oExtremo + (actina-ATP) '
®Extremo - (actina- ADP) Receptores NMDA

©Pool de F- actina estable D Receptores AMPA

Figura 36. Dinamica del citoesqueleto de actina en el proceso de maduracién de las
espinas dendriticas. Las espinas con un mayor grado de madurez coinciden con una mayor
proporcién de receptores AMPA y un mayor tamano dado por el pool de F-actina estable
(circulos grises). A su vez, también poseen una mayor tasa de recambio en el pool dinamico de
F-actina (circulos azules) que en las cercanias de la superficie de la cabeza permite una fina
regulacién de la forma de la espina. Modificado de (Hlushchenko, Koskinen, & Hotulainen,

2016).

La conectividad neuronal mediada por la dinamica de espinas dendriticas supone una
fina regulacion de su estructura y consiguiente funcionalidad. Por ende, la regulacién
del citoesqueleto de actina y proteinas adaptadoras que permiten su remodelado
juegan un papel crucial en el orquestado de las respuestas al medio ambiente, asi

como a la estabilidad de la informacién codificada por los circuitos involucrados. Tanto
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los factores que regulan este proceso de polimerizacion-despolimerizacion de actina,
como las propiedades de la membrana que conforman las espinas, constituyen
mediadores clave para adaptar la respuesta sinaptica a los diferentes estimulos
(Holtmaat & Svoboda, 2009; Kasai, Fukuda, Watanabe, Hayashi-Takagi, & Noguchi,
2010). Defectos en la regulacién del citoesqueleto que llevan a una plasticidad
alterada podrian estar implicados en el desarrollo de desérdenes neurolégicos

(Hlushchenko et al., 2016).

En consonancia con las alteraciones en la plasticidad hipocampal entendida como una
disminucion en la capacidad neurogénica y en el remodelado de espinas dendriticas
asociado a un impedimento en su madurez o estabilidad, encontramos que los
animales HFD tuvieron un peor desempefio en el test hipocampo-dependiente

relacionado con la memoria espacial (NOL).

Los datos de este trabajo sugieren la existencia de una dinamica temporal en la
respuesta inflamatoria como consecuencia de la dieta hiperlipidica, tanto a nivel
sistémico como a nivel central, particularmente en el hipocampo. Estas alteraciones
encontradas en etapas tempranas, donde los circuitos neuronales se encuentran en
plena maduraciéon y son altamente susceptibles, pueden implicar una modificacion de

la plasticidad de manera irreversible en la vida adulta.

Los resultados encontrados son de gran relevancia ya que sugieren que la exposicion
temprana a una dieta rica en grasas provoca impedimento cognitivo y altera la
plasticidad hipocampal, favoreciendo el riesgo de desarrollo de enfermedades

neuroldgicas en la adultez.
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Interaccion entre microglia y neuronas. Alteraciones neuronales
mediadas por vesiculas extracelulares derivadas de microglia expuesta a

palmitato

Introduccioén 1l

Como se ha discutido anteriormente, diversos estudios clinicos y epidemioloégicos han
mostrado que los desdrdenes metabdlicos estan fuertemente asociados con el
desarrollo de patologias neurodegenerativas como la EA, de la misma manera que
diversos estudios han reportado efectos beneficiosos de la utilizacién de terapias para
tratar enfermedades metabdlicas en la fisiopatologia de EA en roedores y monos
(Bomfim et al., 2012; Dinarello, 2010). Esta influencia bidireccional entre las patologias
metabdlicas y neurodegenerativas pone en evidencia la existencia de mecanismos en
comun. En este sentido, de la misma manera que la disfuncién metabdlica en los
tejidos de la periferia como el higado, musculo, tejido adiposo y pancreas, sensibles a
insulina e involucrados en la regulacion de la utilizacién y acumulacién de nutrientes,
se ha encontrado siempre asociada a un contexto de inflamacién local, el SNC no es
una excepcioén. Es por ello que estudiar la fisiologia de las células involucradas en la

respuesta inflamatoria y sus consecuencias, es fundamental.

Efecto de los acidos grasos

Si bien los mecanismos mediante los cuales la obesidad afecta negativamente la
funcion cerebral no se conocen en profundidad, como se ha dicho anteriormente, la
inflamacién y la resistencia a insulina serian fenomenos clave (Hotamisligil, 2006). Los
niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias tienen efectos deletéreos en procesos

cognitivos y se han encontrado presentes tanto a nivel sistémico como en areas del
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SNC como corteza e hipocampo en condiciones de obesidad o sindrome metabdlico
(Gupta et al., 2012). Entre los mecanismos ligados a la obesidad y al consumo de
dietas elevadas en grasas, consistentes con el desarrollo de resistencia a insulina e
inflamacion crénica, se ha reportado que elevadas concentraciones séricas de acidos
grasos tienen un rol importante (Chunchai et al., 2017). En particular, los acidos grasos
saturados de cadena larga como el acido palmitico o el estearico tienen efectos
téxicos en diversos tejidos. Se sabe que los acidos grasos libres son capaces de
penetrar la barrera hemato-encefalica e incluso hay reportes que indican que su
transporte desde la circulacion hacia el cerebro estaria aumentado en casos de
exposicion a dietas hiperlipidicas y sindrome metabdlico (Gupta et al., 2012; Karmi et

al., 2010).

El acido palmitico o palmitato (PA) es uno de los componentes principales de las
grasas saturadas ingeridas por la dieta y se ha estudiado ampliamente su efecto como
promotor de resistencia a insulina en numerosos tejidos. En estudios in vitro, se ha
reportado que el PA induce resistencia a insulina en un rango de concentraciones de
250-1000 pM durante 24 hs en una linea de células endoteliales y en cultivos primarios
de miocitos (S. Li et al., 2017). También se ha reportado este efecto en las células
intestinales humanas Caco 2- TC7 (Tran et al., 2016), en musculo esquelético murino
(Tang et al., 2017), asi como también en neuronas hipotalamicas (Mayer & Belsham,
2010) y en células derivadas de neuroblastoma humano (Calvo-Ochoa, Sanchez-
Alegria, Gomez-Inclan, Ferrera, & Arias, 2017). Ademas, se reconocen a los acidos
grasos saturados como moléculas de dafio capaces de activar los receptores TLR en
adipocitos y macrofagos, tanto in vitro como en modelos de exposicion a dietas HFD

(Ganz & Szabo, 2013).

En relacion a los mecanismos implicados tanto en la induccion de la resistencia a

insulina como en la respuesta inflamatoria y la propagacién del dano asociado al
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palmitato, en distintos tejidos sensibles a insulina de la periferia se ha encontrado un

rol de la liberacidon de vesiculas extracelulares.

En relacion a escenarios de niveles elevados de acidos grasos saturados, existen
diversos reportes sobre el rol de la comunicacion mediante VEs entre distintos tipos
celulares periféricos en respuesta a un contexto lipotéxico. Se ha reportado que en un
contexto de insulino-resistencia, las vesiculas exosomales derivadas de células
musculares expuestas a palmitato juegan un papel importante en la comunicacion con
las células B del pancreas (Jalabert et al., 2016). Por otro lado, en la toxicidad ejercida
por un exceso de lipidos en el higado, se ha reportado que la exposicion a palmitato
promueve la liberacion de VEs que inducirian una respuesta inflamatoria como
consecuencia de su interaccién con macrofagos (Hirsova et al., 2016). La exposicion a
PA también aumenta la liberacion de VEs en adipocitos 3T3-L1 (Durcin et al., 2017).
Sin embargo, el rol de las vesiculas extracelulares en el SNC en el contexto de la

obesidad y la diabetes no se encuentra explorado.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en este capitulo nos proponemos
explorar los efectos del dafo lipotéxico causado por el acido palmitico directamente
sobre la microglia e indirectamente sobre las neuronas, mediante la interaccion entre

los dos tipos celulares. En particular, los objetivos especificos de este capitulo son:

o Estudiar el efecto del palmitato sobre la viabilidad y el perfil secretor de cultivos
primarios de microglia murina.

e Evaluar la capacidad del palmitato de promover la liberacion de vesiculas
extracelulares microgliales.

o Ensayar el efecto de las vesiculas extracelulares derivadas de microglia

primaria tratada con palmitato sobre cultivos primarios de neuronas de

106



Capitulo 1l

hipocampo murino. Estudiar el efecto de las vesiculas sobre la plasticidad

estructural de espinas dendriticas.

Disefio experimental Ill

Con el fin de estudiar la interaccidon microglia-neurona en el contexto de un insulto
metabdlico, como se muestra en el esquema experimental de la Figura 37, expusimos
células microgliales provenientes de corteza e hipocampo de ratones neonatos
C57BL/6J de 1-3 dias de edad a diferentes concentraciones de palmitato (PA)
acomplejado con BSA libre de acidos grasos. Luego de exponer las células durante
24 hs a dos concentraciones diferentes de palmitato, una baja de 125 yM y una
moderada a alta de 500 uM, se analizaron distintos parametros en relacion a la
respuesta microglial en comparacion con el control correspondiente al vehiculo BSA (0
PA). Se obtuvieron las fracciones correspondientes a microvesiculas y exosomas a
partir de los sobrenadantes de microglia tratada y se expusieron a cultivos de
neuronas hipocampales de 14 dias in vitro (DIV), previamente transfectadas de
manera que expresaran la proteina verde fluorescente GFP, para analizar su efecto en

el remodelado de espinas dendriticas (Figura 37).
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Cultivo microglial
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Figura 37. Esquema experimental lll. Células microgliales aisladas por agitaciéon a partir de

cultivos gliales mixtos de corteza e hipocampo de neonatos P1-3 fueron estimulados durante
24 hs con palmitato (125 uM o 500 uM PA) o vehiculo (0 uM PA). A partir de los sobrenadantes
correspondientes se aislaron las VEs liberadas y se utilizaron para ensayar su efecto sobre

cultivos de neuronas de hipocampo de 14 DIV.
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Resultados llI

Con el fin de profundizar en el rol de la microglia en el dafio asociado a la disfuncién
metabdlica por exposicién a niveles elevados de lipidos, en este capitulo realizamos
un abordaje in vitro, emulando el contexto lipotoxico mediante la exposicién a

palmitato.

En primer lugar, para validar la preparacién del palmitato detallada en la seccion de
Materiales y Métodos, se utilizd una linea celular de células B pancreaticas de rata
(INS1E). En la literatura se encuentra ampliamente reportado el efecto de toxicidad del
PA sobre estas células, por lo cual realizamos un ensayo de viabilidad por MTT a partir
de una curva de exposicion a distintas concentraciones de PA por 24 hs (Figura 38) y

verificamos el efecto reportado (Martino et al., 2012).
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Figura 38. Curva de toxicidad de PA en linea celular pancreatica INS1E. En el gréafico de
barras se muestra la viabilidad de células INS1E expuestas durante 24 hs a distintas
concentraciones de PA, evaluada por el ensayo de MTT. ANOVA de una via (p<0.01) y *p<0.01

500 uM PA vs 0 uM PA, #p<0.05 vs 125 uM PA, contrastes post hoc de Tukey.
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Efecto de la exposicion de PA sobre cultivos primarios de microglia

De esta manera, una vez validada la preparacion del PA en nuestras manos
corroborando uno de los efectos reportados del acido graso, continuamos con los
experimentos de exposicién de cultivos primarios de microglia murina, utilizando dos
concentraciones diferentes de PA, 125 yM y 500 uM. Para comenzar a estudiar el
efecto del PA sobre la microglia, en primer lugar realizamos un ensayo de viabilidad
celular a partir de una incubacion con los colorantes DAPI y ioduro de propidio (PI),
luego de la exposicién de las células microgliales a PA durante 24 hs. Ambos
colorantes se unen al ADN doble cadena, posibilitando la tincién de los nucleos. La
diferencia entre ellos, ademas de sus espectros de excitacion y emision, es que el Pl
es incapaz de atravesar la membrana celular en el caso de que se encuentre intacta.
Sdlo tefiira el nucleo cuando las células estén muertas y por ende se haya perdido la
integridad de sus membranas, permitiendo la internalizacion del fluoréforo rojo. Como
se puede observar en la Figura 39, hay una leve disminucién de la viabilidad
(aproximadamente del 15%) de las células microgliales como consecuencia de le

exposicion a la concentracion mas elevada de PA.
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Figura 39. Efecto de PA sobre la viabilidad de células microgliales. (A) Panel de imagenes
obtenidas con un microscopio de fluorescencia correspondientes a las sefiales de DAPI, Pl con
su respectiva imagen en campo claro (DIC) de células microgliales tratadas con 0, 125 y 500
MM PA. Las puntas de flecha sefalan células muertas, positivas para PIl, en mayor numero
utilizando en respuesta a la mayor concentracion de PA. (B) Cuantificacion de la viabilidad
celular expresada como el porcentaje de células vivas (proporcion inversa de los nucleos
positivos para Pl). ANOVA 1V (p<0.05) y *p<0.05 500 yM PA vs 0 uM PA, contraste post hoc

de Tukey.
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Luego, teniendo en cuenta que niveles elevados de PA se encuentran asociados a una
respuesta inflamatoria, tanto en diversos tejidos in vivo como in vitro en tipos celulares
de la periferia y del SNC, evaluamos el efecto de la exposicién de las células
microgliales a las distintas concentraciones del acido graso en el perfil de secrecion de
citoquinas. Para ello, luego de la exposicién de 24 hs a palmitato o su control, se
tomaron los sobrenadantes para evaluar los niveles proteicos de las citoquinas TNFa,

IL1B e IL4 por la técnica de ELISA (Figura 40).
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Figura 40. Niveles proteicos de citoquinas en medios condicionados de microglia tratada
con palmitato. Se midié por ELISA los niveles de TNFa, IL13 e IL4 que se muestran en los
graficos de barras de izquierda a derecha, respectivamente, en relacién a los niveles obtenidos
en el control (valores normalizados a 1). *p<0.05, test de t de Student para una muestra, con

una media tedrica de 1.

A partir de la Figura 40, podemos observar que el tratamiento con 500 uM de
palmitato indujo un aumento en la liberacion de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa e

IL1B (si bien no es estadisticamente significativo en el caso de TNFa), en
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concomitancia con una disminucion en la liberacién de la citoquina anti- inflamatoria
IL4 (p<0.05). Segun la nomenclatura en referencia a los fenotipos de activacion
microglial que se han detallado en la introduccion, estos resultados indicarian que el
palmitato, en las condiciones experimentales empleadas, induce un perfil de activacion

pro-inflamatorio o del tipo M1.

Aislamiento de vesiculas extracelulares provenientes de microglia

primaria expuesta a palmitato

Nuestro principal interés radica en la busqueda de posibles mecanismos asociados al
rol de la microglia en un contexto lipotoxico y el efecto en su comunicacién con las
neuronas. Sabiendo que en distintos tejidos sensibles a insulina en la periferia, los
efectos deletéreos y la propagacién de dafio por exposicion a palmitato estan
mediados, en parte, por la liberacion de VEs, nos propusimos aislar las fracciones
correspondientes a microvesiculas y exosomas a partir de los medios condicionados
de microglia tratada con palmitato o BSA, mediante centrifugacion diferencial seguida
de ultracentrifugacion. Como se detalla en la seccién de Materiales y Métodos, es
importante destacar que el suero utilizado en el medio de cultivo fue previamente
depletado de vesiculas mediante su ultracentrifugaciéon durante 18 hs, de modo que la
procedencia de las VEs aisladas luego de la estimulacion con palmitato fuera
unicamente del cultivo microglial. Luego de estimular las células de la microglia con las
distintas concentraciones de palmitato y su respectivo control, se realizaron los pasos
de centrifugacion para eliminar restos celulares y cuerpos apoptéticos primero y como
resultado de la centrifugacion de los medios resultantes a 15000g durante 60 minutos
se obtuvo la fraccion correspondiente a microvesiculas (Figura 41). Posteriormente,
se procedid a la ultracentrifugacién de los sobrenadantes a 110000g durante 90

minutos y se obtuvo la fraccidn exosomal (Figura 42). Para abordar la caracterizacion
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de las vesiculas obtenidas, se realizé6 una tincion con acetato de uranilo para su
visualizacion al microscopio electrénico de transmision, lo que permitié corroborar la
morfologia y el tamafio que definen cada categoria o subpoblacién de vesiculas
extracelulares. Por otra parte, se realizé una cuantificacién del contenido proteico total
de cada fraccibn mediante el método colorimétrico del acido bicinconinico (BCA),
disefiado para detectar bajos niveles de proteina (micro BCA). Con respecto a esto
ultimo, tanto para las MVs como para los exosomas, no se encontraron diferencias en
la cantidad de proteina total (Figuras 41 y 42E), si bien en este ultimo caso pareceria
haber un leve aumento en la cantidad de proteina correspondiente a la fraccion
exosomal de las células tratadas con 500 uM de PA (Figura 42E). Como se puede
observar en las figuras correspondientes a la caracterizacion por microscopia
electrénica, las vesiculas obtenidas poseen la morfologia caracteristica y los diametros
reportados, de manera homogénea. A partir de la determinacién del diametro de las
vesiculas identificadas por TEM, se obtuvo un promedio alrededor de los 230-260 nm
de diametro para el caso de las MVs (Figura 41D) y de 55-70 nm para el caso de la
fraccion exosomal (Figura 42D), sin diferencias entre los grupos experimentales en

cada caso.
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Figura 41. Caracterizaciéon de microvesiculas derivadas de cultivos microgliales tratados
con PA. (A) Esquema del protocolo de aislamiento de microvesiculas por centrifugacion
diferencial. (B-D) Imagenes representativas de la preparacion de MVs aisladas por
centrifugacion a 15000g, tefiidas con acetato de uranilo, visualizadas por microscopia
electrénica de transmision. Todas las barras de escala representan una longitud de 200 nm. (E)
Andlisis del diametro de las MVs aisladas. ANOVA 1V, sin diferencias significativas. (F)
Cuantificaciéon por micro BCA de los niveles de proteina total correspondiente a la extraccion de

MVs a partir de 2 millones de células microgliales. ANOVA 1V, sin diferencias significativas.
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Figura 42. Caracterizacion de vesiculas exosomales derivadas de cultivos microgliales
tratados con PA. (A) Esquema del protocolo de aislamiento de exosomas centrifugacion
diferencial seguida de ultracentrifugacion. (B-D) Imagenes representativas de la preparacion de
exosomas aislados por ultracentrifugacion a 110000g, tednidos con acetato de uranilo,
visualizados por microscopia electronica de transmision. Barras de escala en (B) representan
una longitud de 200 nm, en (C) y el panel izquierdo de (D) de 100 nm y en el panel derecho de
(D) de 50nm. (E) Analisis del diametro de los exosomas aislados. ANOVA 1V, sin diferencias

significativas. (F) Cuantificacion por micro BCA de los niveles de proteina total correspondiente
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a la extraccion de vesiculas exosomales a partir de 2 millones de células microgliales. ANOVA

1V, sin diferencias significativas.

Efecto de MVs y exosomas derivados de microglia tratada con palmitato

sobre la plasticidad estructural de neuronas hipocampales

En funcion de los resultados obtenidos en el capitulo anterior, observamos que la
exposicion a una dieta hiperlipidica induce alteraciones en el remodelado de espinas
dendriticas en neuronas piramidales del hipocampo de ratones jovenes en asociacion
con una respuesta inflamatoria local, ademas de sistémica. A partir de estos
resultados nos planteamos profundizar el estudio de la interaccién microglia- neurona
y decidimos evaluar la dinamica estructural de las espinas dendriticas de cultivos
primarios de hipocampo en respuesta a las VEs liberadas por cultivos primarios de
microglia expuesta a palmitato. Para ello, se utilizaron cultivos de neuronas de
hipocampo de 14 DIV de ratén que fueron previamente transfectadas en el dia DIV 12
con el fin de que expresaran la proteina GFP y asi permitir el analisis de espinas

dendriticas (Figura 43).
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Figura 43. Reconstruccion representativa del arbol dendritico de una neurona
hipocampal control que expresa la proteina GFP. Imagen obtenida mediante el

procesamiento de un z-stack tomado por microscopia confocal.

Luego de realizar el protocolo de aislamiento de VEs a partir de los medios
condicionados de microglia tratada con 125 pMPA, 500 uMPA o vehiculo y obtener las
fracciones correspondientes a MVs y vesiculas exosomales, éstas se adicionaron a los
cultivos neuronales durante 24 hs. Posteriormente, las neuronas cultivadas sobre
cubreobjetos de vidrio fueron debidamente fijadas y montadas en portaobjetos como
se detalla en Materiales y Métodos, y procesadas utilizando un microscopio confocal
para obtener z-stacks de porciones del arbol dendritico de distintas neuronas. A partir
de las imagenes obtenidas, se realizaron reconstrucciones utilizando el software
Image J y se analiz6 la densidad de espinas dendriticas y su morfologia como se
explicd anteriormente, normalizando el numero de espinas de cada subtipo por
segmento dendritico de 10 um. En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos
para las neuronas tratadas con las microvesiculas derivadas de microglia tratada.

Como se puede observar a partir de los distintos graficos de barras, el analisis
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estadistico de la densidad de espinas dendriticas totales (44A) o bien de tipo
mushroom (44B) o maduras teniendo en cuenta las de tipo | en conjunto con las tipo Il

(44C), o bien las finas o de tipo Il (44D) no arrojo diferencias significativas.
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Figura 44. La plasticidad estructural de espinas dendriticas no se ve afectada por la
exposicion a MVs derivadas de microglia tratada con PA. Los graficos de barra muestran la

cuantificacion de la densidad de espinas dendriticas de neuronas GFP+ sin tratar (ST), o
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tratadas con las MVs provenientes de microglia expuesta a 0, 125 o 500 JMPA. (A) Analisis de
la densidad total de espinas; (B) Analisis de la densidad total de espinas dendriticas de tipo
mushroom; (C) Andlisis de la densidad total de espinas dendriticas maduras (mushroom +
stubby) y (D) Analisis de la densidad total de espinas dendriticas finas. En todos los casos el
analisis estadistico realizado fue ANOVA 1V vy los resultados no arrojaron diferencias

significativas.

En cambio, cuando analizamos el remodelado de espinas al exponer las neuronas a la
fraccion correspondiente a las vesiculas exosomales, encontramos alteraciones en la
morfologia de las protrusiones. Como muestra la Figura 45B, al igual que antes, no
encontramos diferencias significativas en la densidad global de espinas entre los
grupos experimentales. Sin embargo, al evaluar la morfologia, encontramos que hay
diferencias en la densidad de espinas maduras (pANOVA<0.05) vy finas
(PANOVA<0.01) al incubar las neuronas hipocampales con los exosomas derivados de

la microglia tratada (Figura 45 D-E).
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Figura 45. La exposicion de neuronas a las vesiculas exosomales derivadas de microglia
tratada con PA afecta la plasticidad estructural de espinas dendriticas de neuronas
hipocampales. (A) Reconstruccion de segmentos dendriticos representativos de cada
condiciéon experimental del tratamiento con exosomas. Barra de escala = 10 uym. Los graficos
de barra muestran la cuantificacion de la densidad de espinas dendriticas de neuronas GFP+
sin tratar (ST), o tratadas con las vesiculas exosomales (Ex) provenientes de microglia
expuesta a 0, 125 o 500 uMPA. (B) Andlisis de la densidad total de espinas. ANOVA 1V, sin

diferencias significativas. (C) Andlisis de la densidad total de espinas dendriticas de tipo
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mushroom. ANOVA de una via, sin diferencias significativas. (D) Andlisis de la densidad total
de espinas dendriticas maduras (mushroom + stubby). ANOVA 1V (p<0.01) y *p<0.05 500 uM
PA vs 0 uM PA, contraste post hoc de Tukey. (E) Analisis de la densidad total de espinas
dendriticas finas. ANOVA 1V (p<0.01) y **p<0.01 500 uM PA vs 0 uM PA, contraste post hoc

de Tukey.

En particular, como se sefiala en los respectivos graficos, las diferencias se observan
cuando se tratan las neuronas con los exosomas provenientes de la microglia tratada
con PA 500 uM. A partir de estos resultados podemos inferir que algin componente de
estas vesiculas exosomales, ya sea de su contenido intraluminal como de su
membrana, tiene la capacidad de producir alteraciones en la plasticidad neuronal, al

menos en términos de la morfologia de las espinas dendriticas.

Discusion |l

A partir de los resultados obtenidos en este capitulo podemos concluir que la
interaccion entre la microglia y las neuronas hipocampales, en el contexto de un
insulto metabdlico, es de gran relevancia en relacion al microambiente generado y sus

consecuencias en la plasticidad estructural de las neuronas.

En concordancia con lo reportado sobre el tratamiento con palmitato en macrofagos
asociados a tejidos de la periferia como el higado (Ganz & Szabo, 2013) y el tejido
adiposo (Namgaladze et al., 2014) asi como en células de la microglia (Valdearcos et
al., 2014; Wang et al., 2012), observamos que la exposicion de cultivos microgliales a
palmitato se asocidé con una respuesta de tipo M1 o pro-inflamatoria. Luego de 24 hs
de estimulacion, el PA provocé un aumento de los niveles de citoquinas pro-

inflamatorias como IL18 y una disminucion en los niveles de citoquinas anti-
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inflamatorias como IL4 en los medios condicionados de los cultivos primarios de
microglia. En este sentido, diversos reportes, tanto in vivo como in vitro, sugieren que
niveles elevados de acidos grasos saturados promueven una respuesta pro-
inflamatoria a través de la sefalizacién de los receptores TLR2 y TLR4, actuando

como moléculas de dano (DAMPS) (Huang et al., 2012).

Como ha sido expuesto anteriormente, es sabido que en diversos contextos
patologicos en general, y en condiciones de exposicion a niveles elevados de lipidos
en particular, la inflamacién y los altos niveles de citoquinas se asocian con dafio
neuronal y una disrupcioén en la homeostasis celular que llevan a la disfuncion cerebral
(Duffy et al., 2015; Jastroch, Morin, Tschop, & Yi, 2014). Si bien la respuesta
inflamatoria tiene efectos deletéreos per se, podria a su vez comprenderse como una
expresion fenotipica de las alteraciones en la funciéon microglial, con una pérdida del
rol en los procesos homeostaticos en los que esta involucrada, en distintos aspectos
de la fisiologia de la conectividad neuronal. En este sentido, se conoce que la
capacidad de enviar sefales de unas células a otras no se limita a los factores
solubles sino que el perfil secretor de una célula se complejiza ain mas si tenemos en
cuenta las sefiales enviadas a través de vesiculas extracelulares y su regulacion en

diferentes contextos.

Notablemente, uno de los componentes clave en la biogénesis de las VEs son las
ceramidas. Las ceramidas son lipidos que juegan un importante papel en la respuesta
al estrés y regulan vias asociadas a la apoptosis y al crecimiento y diferenciacion
celulares. Sus efectos deletéreos estarian mediados por la induccion de insulino-
resistencia, por la activacion de vias pro-inflamatorias y por la induccién de la
apoptosis (Stratford, Hoehn, Liu, & Summers, 2004). En estudios recientes se ha

demostrado que la alimentacion alta en grasa se asocia a un aumento de ceramidas
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séricas y cerebrales (Dube et al., 2011; Hanamatsu et al., 2014) y éstas se asocian a

su vez con una produccion elevada de vesiculas extracelulares (Trajkovic et al., 2008).

En este capitulo, atendiendo a que las VEs derivadas de diversos tipos celulares de la
periferia expuestos a una elevada concentracion de acidos grasos saturados tienen un
rol en la promocién y propagacion del dafo asociado al estimulo lipotdxico,
exploramos la implicancia de este mecanismo en la interaccidon microglia- neurona.
Los resultados de los experimentos de exposicion de neuronas hipocampales maduras
de 14 DIV a VEs derivadas de microglia tratada con PA mostraron que los exosomas,
pero no las microvesiculas, tienen un efecto en la morfologia de las espinas
dendriticas, promoviendo un balance hacia una mayor densidad de espinas inmaduras
o finas, de menor estabilidad, en detrimento de las espinas maduras (de mayor
tamafo y estabilidad: tipo | y Il) pero sin alterar la densidad global de espinas
dendriticas en ningun caso. Esto resulta sumamente interesante por distintas razones.
En primer lugar, hasta donde conocemos, este trabajo seria el primero en reportar la
liberacion de exosomas provenientes de células microgliales tratadas con palmitato
como posible mecanismo implicado en la alteracion de la plasticidad sinaptica de
neuronas hipocampales, al menos en términos morfolégicos. El hecho de que las
alteraciones se hayan encontrado a partir de la exposicion a los exosomas y no a las
MVs da cuenta de la especificidad de la regulacién de la sefalizacion por este
mecanismo y exige una profundizacién de su estudio en cuanto a la maquinaria de
biogénesis como a la composicion de las vesiculas, que se abordara en una etapa

futura.

Por otra parte, le otorga una gran relevancia a este mecanismo el hecho de que en
este abordaje in vitro, de un grado de complejidad simplificado por su naturaleza,
donde se han aislado especificamente los componentes de interés, se hayan podido

corroborar los mismos efectos que observamos en el modelo in vivo de ratones de 21
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dias de edad a una dieta alta en grasa hasta los 60 dias. En las dos aproximaciones
se observa un efecto sobre la madurez y el tipo de espinas dendriticas que predomina,
asociado al dafo lipotdxico. Tanto in vivo (ratones HFD y posterior analisis de espinas
empleando inyeccién de Dil) como in vitro (efecto de la fraccion exosomal del
sobrenadante de microglia primaria expuesta a PA sobre cultivo de neuronas GFP+),
se constatd la predominancia de espinas inmaduras, sin efecto sobre el nimero total

de espinas.

A partir de estos resultados reconocemos, al menos, dos temas importantes e inter-
relacionados a evaluar con respecto a la accion de los exosomas asociados al
contexto de disfuncién metabdlica y sus consecuencias en la dinamica estructural de
espinas dendriticas: el contenido de los exosomas y el modo en que las vesiculas
ejercen su sefializacion en las neuronas receptoras. Por un lado, como se discutiera
en el capitulo anterior, uno de los elementos fundamentales en la regulacion de la
estructura y la dinamica de las espinas dendriticas es el citoesqueleto y, por tanto, las
moléculas reguladoras de proteinas involucradas en la tasa de polimerizacién-
despolimerizacion y su estabilidad son posibles targets en el fendmeno que
observamos. Por ejemplo, todas aquellas moléculas (de naturaleza proteica, lipidica o
de ARN) que modulen en algun sentido la funcionalidad de las ABPs (del inglés actin
binding proteins) como Arp2/2 o cortactina, cofilina, profilina, CamKIIp, IRSp53, entre
otras (Bellot et al., 2014), se vislumbran como candidatos interesantes. Por otro lado,
las caracteristicas de la membrana plasmatica y las alteraciones en su composicion
cumplen un papel crucial en la interaccion con proteinas adaptadoras o moduladoras
del citoesqueleto y se puede inferir que esto ultimo, a su vez, puede estar relacionado
con el mecanismo por el cual los exosomas pueden ejercer su funcién, siendo

reconocidos por componentes en la membrana y ser internalizados o no (Figura 46).
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Figura 46. Destino de VEs en célula receptora. Las VEs interactian con la superficie celular
y pueden mantenerse unidas mediante integrinas e iniciar una cascada de sefalizacion. Por
otro lado, pueden ser internalizadas por multiples vias y unirse a CMV en conjunto con las
vesiculas intraluminales (ILVs) enddgenas y por ende a la via endocitica, que puede llevar a la
degradacion o liberacion intracelular del contenido vesicular. A su vez, las VEs pueden

fusionarse a la MP y liberar su contenido al citoplasma. Modificada de (van Niel et al., 2018).

Para profundizar sobre los resultados obtenidos en este trabajo es fundamental, en el
futuro cercano, poder identificar moléculas en el contenido de los exosomas, como
proteinas, lipidos o microARNs (miRNAs) que puedan modular la estructura de las
espinas dendriticas a través de la regulacion del citoesqueleto de actina o bien

mediante mecanismos alternativos.
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La conducta alimentaria de los seres humanos esta gobernada por diversos factores,
desde sefales hormonales, neuronales hasta factores psicoldgicos. A lo largo de la
evolucion, la regulacién del apetito y los cambios en los patrones de alimentacion
estuvieron sujetos a un ambiente cambiante en relacion a la disponibilidad de

alimento, el estilo de vida y la tecnologia disponible (Luca et al., 2010).

Desde una perspectiva bio-cultural, es importante tener en cuenta que los factores
culturales que acompanian la historia evolutiva de nuestra especie han moldeado los
patrones de alimentacion y éstos, a su vez, tienen consecuencias bioldgicas. Los
cambios en los habitos de vida nos han llevado a un creciente sedentarismo y al
consumo de alimentos industrializados de alto contenido energético y menor
contenido nutricional, contribuyendo al escenario actual, donde la alimentacion y el
estilo de vida son fendmenos clave en la promocion de enfermedades cronicas
(Armelagos, 2014). Las alteraciones biologicas adquieren una relevancia aun mayor
cuando se tiene en cuenta el nivel de plasticidad de las estructuras potencialmente
afectadas y su capacidad de responder en respuesta al ambiente. En este contexto,

el periodo juvenil y la adolescencia representan etapas clave (L. P. Spear, 2013).

Estudiar el impacto que el consumo de una dieta grasa tiene sobre la cognicién y la
plasticidad sinaptica en circuitos neuronales por fuera de los considerados nucleos

canodnicos en el control metabdlico es sumamente relevante.

Recapitulacion de resultados

Los resultados in vivo e in vitro obtenidos en este trabajo de Tesis nos permiten

concluir que la disfunciéon metabdlica asociada a una sobrecarga de lipidos tiene un
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impacto deletéreo en parametros relacionados con el desarrollo de patologias

neurodegenerativas.

A partir del modelo animal de exposicién a la dieta enriquecida en grasas HFD,
estudiado en los Capitulos | y I, encontramos multiples alteraciones en el fenotipo
conductual de ratones C57BL/6J jovenes, en asociacion con alteraciones gliales y
neuronales. Este fenotipo se manifestd en ausencia de obesidad y se vio acompafado
por un contexto pro-inflamatorio tanto a nivel periférico como central, en el hipocampo,

con una determinada dinamica temporal en el transcurso de la exposicion (Figura 47).

Luego de 6 semanas de consumo elevado de lipidos a través de la dieta HFD, los
ratones de 2 meses de edad presentaron alteraciones en la glucemia y la produccion
de insulina pancreatica, en conjunto con una inflamacion sistémica de gran magnitud
expresada por los elevados niveles de la citoquina IL18 en circulacion. En este
contexto, a nivel del SNC, se encontré una disminuida capacidad neurogénica en la
ZSG del giro dentado, ademas de alteraciones morfoldgicas relacionadas con la
estabilidad y madurez de las espinas dendriticas en neuronas piramidales de CA1, con
una mayor proporcion de espinas inmaduras (tipo Ill) concomitantemente con una
disminucion de las espinas maduras (tipo | y II). Ambos fendmenos podrian llevar una
disminucion de la plasticidad hipocampal en los animales HFD, quienes mostraron un

deterioro en el procesamiento de la memoria espacial.

Al continuar con la exposicion cronica de la dieta enriquecida en grasas, los ratones
HFD mostraron, no soélo un robusto impedimento en el procesamiento de la memoria
espacial hipocampo-dependiente, sino en el desarrollo de actividades cotidianas como
la elaboracién de un nido y en el procesamiento emocional asociado a la ansiedad y al
comportamiento de desesperanza o depresion. Este fenotipo conductual se constato
en paralelo con fendmenos celulares en el sistema limbico como una disminucién de la

neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, una disminucion en la sefializacion
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molecular de la insulina en el hipocampo (resistencia a insulina) y mayor activaciéon de
la amigdala basolateral. Si bien se detectaron cambios morfolégicos asociados a la
reactividad de la microglia, no se encontraron aumentados los niveles de citoquinas

inflamatorias en el hipocampo, como si se los detectd a los 2 meses.

Déficits en memoria espacial y ADL
Conducta emocional alterada

Déficits en memoria espacial |

Alteraciones estructurales
de espinas dendriticas

T )t ‘l’ ;; Neurogénesis disminuida

Resistencia a insulina

Hiperactivacion de
la amigdala

A"

? TNFa, IL1B

Reactividad,microglial

Inflamacioén, Resistencia a Insulina,
lipidos en la periferia

Figura 47. Resumen de resultados del modelo de exposicién a la dieta HFD.

Cabe destacar que a nivel de las alteraciones metabdlicas inducidas en la periferia, los
ratones expuestos a la dieta HFD presentaron dislipidemia, hiperinsulinemia,
resistencia a insulina e inflamacion hepaticas, pero una vez mas, en ausencia de

sobrepeso. Sin embargo, tanto la hiperglucemia como la inflamacién sistémica
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observadas a los 2 meses, no se verificaron luego de la exposicidon prolongada. A
partir de esto podria inferirse que en respuesta a una exposicién cronica y prolongada
a la dieta hiperlipidica existen mecanismos de compensacion, asociados tanto a la
respuesta inflamatoria como a la regulacion de la glucemia, aunque las alteraciones
tanto neuronales como gliales y en el fenotipo conductual en etapas tempranas
parecerian mantenerse o bien profundizarse con el tiempo, adquiriendo una relevancia
crucial a la hora de analizar las implicancias en el envejecimiento de dichas

estructuras y en ultima instancia, del organismo.

En la busqueda de posibles mecanismos subyacentes a las alteraciones en la
plasticidad neuronal asociados a la exposicion a un contexto lipotéxico de disfuncion
metabdlica, en el Capitulo Ill aislamos algunos de los componentes posiblemente

involucrados, para estudiarlos en un escenario simplificado in vitro.

Como se discutiera a lo largo de las distintas secciones de este trabajo, la inflamacion
y la resistencia a insulina son dos fendmenos cruciales que se verifican en las
patologias metabdlicas asociadas a la obesidad y tienen una gran relevancia en la
promocién de dafo cognitivo asociado al envejecimiento cerebral y a las patologias
neurodegenerativas (Cai, 2013; de la Monte & Tong, 2014; O'Brien et al., 2017). Uno
de los posibles mediadores del dafo asociado a dichos fendmenos es la elevada
concentraciéon de acidos grasos saturados como el acido palmitico, el cual es uno de
los mas frecuentes en las dietas de tipo occidental y se ha reportado en diversos
estudios que tanto sus niveles en circulacién como su transporte al cerebro se ven
aumentados en contextos de consumo elevado de grasas y patologia metabdlicas
asociadas (Karmi et al., 2010). A partir de los resultados obtenidos mediante el
abordaje del Capitulo Il podemos inferir que el palmitato sobre las células
microgliales induce alteraciones en su funcionamiento y particularmente en su perfil

secretor, promoviendo distintos tipos de dafio neuronal, potencialmente mediante la
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liberacién de citoquinas inflamatorias como TNFa e IL1B asi como otro tipo de sefales
a través de vesiculas extracelulares. En particular, analizamos el efecto de
microvesiculas y exosomas derivados de cultivos primarios de microglia tratados con
distintas concentraciones de palmitato y encontramos que cuando se trataron las
células con 500 uM de PA, los exosomas liberados por dichas células provocaron
alteraciones estructurales en las espinas dendriticas de neuronas hipocampales,
induciendo un aumento de las espinas inmaduras (tipo Ill) y una disminucion de las
espinas maduras (tipo | y 1l) (Figura 48). Estos resultados sugieren que la liberacion
de vesiculas exosomales derivadas de microglia en un contexto lipotdxico, seria un
mecanismo de gran relevancia en la potencial pérdida de plasticidad neuronal en el

hipocampo.
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Figura 48. Resumen de resultados de la exposicion de células microgliales a PA y su

interaccion con neuronas hipocampales 14 DIV mediante exosomas.

132



Discusién general

Relevancia de los resultados obtenidos

A partir de un gran caudal de trabajos de investigacion en las ultimas décadas, tanto
epidemiolégicos, clinicos como de ciencia basica, se ha establecido que existe una
clara asociacion bi-direccional entre patologias metabdlicas y neurodegenerativas
(Alford, Patel, Perakakis, & Mantzoros, 2018; Parimisetty et al., 2016). Tanto las cifras
que muestran el aumento de la expectativa de vida con el consiguiente aumento de
enfermedades asociadas a la edad, asi como la alarmante proporciéon de personas con
sobrepeso, obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico (WHO, 2018),
representan un cuadro preocupante para la salud publica. En relacion a esto ultimo, se
agrava aun mas si se tiene en cuenta que una gran proporcion corresponde a
personas jovenes, incluso nifios y adolescentes, con las implicancias que tienen las
alteraciones en estructuras cerebrales que se encuentran en plena maduracion,
provocando cambios y patrones que pueden resultar irreversibles en la vida adulta
(Boitard et al., 2012; Borenstein, Copenhaver, & Mortimer, 2006; Puder & Munsch,
2010). Los resultados de exposicion juvenil a una dieta enriquecida en grasas en

ratones de esta Tesis aportan fuertemente a esta nocion.

Por otra parte, un fendmeno importante a tener en cuenta es que la mayoria de los
reportes contemplan condiciones establecidas como obesidad o diabetes y, a su vez,
los modelos experimentales utilizados son considerablemente severos. El hecho de
que en este trabajo las alteraciones encontradas se manifiesten en ausencia de
obesidad, e incluso de sobrepeso, pone en evidencia la necesidad de estudiar si este
fendbmeno se presenta en humanos con caracteristicas similares y de re-definir
eventualmente los parametros o el umbral con que se determina el segmento
poblacional en riesgo. Existiia un dafo metabdlico de caracter subclinico e
indetectable segun los métodos actuales de monitoreo en salud publica que, sin

embargo, representaria a un gran sector de la poblacién con riesgo de desarrollar
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patologias neurolégicas, en estrecha relacion con el estilo de vida y la conducta

alimentaria modernos.

A partir de los resultados de este trabajo, en relacién a la patogénesis del fenotipo
conductual asi como a las alteraciones en distintos tipos celulares del sistema limbico
observados en el transcurso de la exposicién a la dieta HFD, el impacto de los acidos
grasos sobre la interaccion microglia-neurona a través de vesiculas exosomales
estudiado en el Capitulo Ill podria ser uno de los posibles mecanismos involucrados.
Ademas de generar un microambiente pro-inflamatorio como se ha detectado en el
hipocampo de ratones HFD de 2 meses, la estimulacion de células microgliales con
palmitato ha inducido la liberacién de exosomas capaces de producir alteraciones en
la plasticidad estructural de neuronas hipocampales en cultivo, recapitulando los

mismos efectos detectados en neuronas piramidales de CA1 en el modelo animal.

Cabe destacar que los cambios en la proporcion del tipo de espinas que observamos
en los ratones HFD, mayor densidad de espinas inmaduras y menor densidad de
espinas maduras, han sido reportados en un modelo de estrés juvenil asociado al
estrés social o bullying en ratones de 35 dias considerados adolescentes (Iniguez et
al., 2016). Este fendmeno es sumamente interesante, ya que este tipo de estrés social
y particularmente en la ventana temporal juvenil-adolescente, representan un
importante riesgo para el desarrollo de patologias psiquiatricas asociadas a la
depresion en la adultez (Ttofi, 2015). Llamativamente, los desoérdenes psiquiatricos
relacionados con el procesamiento emocional y la respuesta al estrés, constituyen a su
vez factores promotores de dafo asociado a mecanismos comunes con el

envejecimiento cerebral (Macht & Reagan, 2017).
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Perspectivas

Los resultados que se detallan en esta Tesis demuestran la capacidad de la
microglia de comunicarse con la neurona mediante vesiculas extracelulares en
respuesta al microambiente inflamatorio y de toxicidad que percibe por componentes
presentes en las dietas HFD de tipo occidental. No podemos descartar que otros
mecanismos participen en esa compleja comunicaciéon ni tampoco que el insulto
metabdlico provoque una respuesta per se actuando en forma directa sobre la
membrana neuronal. Es por ello que el fendmeno de interaccién entre la microglia y

las neuronas a través de VEs merece ser estudiado en profundidad.

Algunos de los fendmenos que seria relevante estudiar para profundizar en el analisis

de los resultados obtenidos en este trabajo, son:

o Las sefales moleculares que promueven la biogénesis de los distintos tipos de
vesiculas extracelulares.

e Los componentes de las VEs responsables de las alteraciones neuronales
inducidas.

¢ La modulacion del balance entre la liberacion de VEs y las vias de degradacion
asociadas con la maquinaria endocitica.

e La utilizacion de las VEs o las moléculas que transportan como posibles
biomarcadores de la patologia asociada al dafio neuronal en contextos de

patologias metabdlicas.
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Reflexion final

Al comienzo de este trabajo hemos definido el envejecimiento desde el punto de vista
biolégico y epidemiolégico y su asociacion bi-direccional con las patologias
metabdlicas, haciendo foco en la alteracion de la plasticidad cerebral, como complejo
fendmeno de adaptacion al ambiente y al cambio que acontece. Sin embargo, tanto la
concepcion del envejecimiento como sus implicancias y su dinamica en la sociedad, se
complejizan mas aun si lo abordamos desde una postura filosoéfica, y, en un punto, lo

entendemos como una construccion social.

Una de las visiones que mayoritariamente prevalece en la sociedad es una
connotacién negativa del envejecer, asociandolo al miedo a enfermar, al aislamiento y,
en concordancia con esta idea, lo que predomina es el culto a la juventud. En
contraposicion a esto, la doctrina estoica y sus antiguos admiradores como Cicerdn
(106 AC- 43 AC) y su “apologia” del envejecimiento, reivindicaban los aspectos

positivos del envejecimiento, entendiéndolo como una oportunidad y no un problema.

Si desde la ciencia, y como una respuesta a la demanda de la sociedad, el objetivo es
procurar juventud y salud eternas, evitar que el envejecimiento ocurra, derrotarlo como
una enfermedad que no es, entonces siempre sera un fracaso para la biologia y la
medicina. En lugar de ello, si desde la bioética, y en conjunto como sociedad,
lograramos consensuar una perspectiva mas humanizada de la vejez, aceptando la
finitud de nuestra condicién y valorando cada etapa de la vida con sus caracteristicas,
los objetivos de la ciencia podrian direccionar la generacion de conocimiento en pos
de mejorar la calidad de vida en la vejez en lugar de intentar ofuscadamente “curarla” y
simplemente alargar la vida en anos. De este modo, y como proponen algunos
filésofos y expertos en bioética como Daniel Callahan (Callahan, 1986, 1994), es

necesario debatir como debe entenderse la medicina para ayudar a los mayores a vivir
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mejor, y de manera complementaria, cdmo el imaginario social del envejecimiento

podria ayudar a la medicina.

Si entendemos el proceso de envejecimiento no sélo desde el punto de vista
cronoloégico, sino teniendo en cuenta la constante interaccion con el ambiente y la
experiencia, y la particular implicancia de los patrones establecidos en la edad juvenil,
desde la ciencia podremos brindar mas herramientas para mejorar la calidad de vida y
como planted el padre de la neurobiologia, Santiago Ramén y Cajal: “que podamos

morir de una vez y no por parcelas”.

En este sentido, nuestro interés a partir de esta Tesis es aportar al conocimiento de los
mecanismos involucrados en los efectos del ambiente y el estilo de vida, en particular
en relacion a los habitos alimentarios sobre la funcién cerebral, desde edades
tempranas y su impacto potencial sobre el organismo adulto. Nos enfocamos en la
etapa juvenil en particular, por ser una ventana de oportunidad fundamental para los
fendmenos de plasticidad cerebral y sus consecuencias en la calidad de la funcién

cognitiva en la adultez y en el envejecimiento.

“Todo ser humano, si se lo propone, puede ser escultor de su propio cerebro”

(Santiago Ramoén y Cajal).
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Animales y dietas

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J (Laboratorios Jackson, Bar Harbour, ME),
mantenidos en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME,
UBA—CONICET; Certificacion NIH # A5072-01) bajo condiciones controladas de
temperatura (22°C) y humedad (50%), con ciclos de luz/oscuridad de 12hs/12hs (luces
encendidas a las 7:00hs am). Todos los experimentos con animales se realizaron de
acuerdo a la Guia NIH para el uso y cuidado de animales de laboratorio y aprobados
por el Comité de Etica del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME). Se
realizd el mayor esfuerzo por utilizar el minimo numero de ratones y reducir el
potencial sufrimiento de los mismos. Ratones macho de 3-4 semanas de edad fueron
expuestos o bien a una dieta control (CD) o a una dieta alta en grasas (HFD) hasta los
2 0 5 meses de vida. Ambos tipos de alimento fueron provistos por Gepsa Feeds
(Grupo Pilar, Pilar, Buenos Aires, Argentina). Los pellets de la dieta control proveyeron
2.5 Kcal/lg de energia y estaban compuestos por un 28.8% de hidratos de carbono,
25.5% de proteinas, 3.6% de grasas, 27.4% de fibras, 8.1% de minerales y humedad
del 6.7%. Los pellets de la dieta HFD proveyeron 3.9 Kcal/g de energia, siendo su
composicion: 22.5% de hidratos de carbono, 22.8% de proteinas, 21.1% de grasas,
23.0% de fibras, 5.6% de minerales y humedad del 5%. Los principales componentes
de la grasa correspondieron a acidos grasos mono-insaturados (44.7%), acidos grasos
saturados (29.8%) y acidos grasos poli-insaturados (20.9%), entre otros, como fue
reportado por Valdivia et al utilizando esta dieta (Valdivia, Patrone, Reynaldo, &

Perello, 2014).

Procesamiento del tejido
A menos que se especifique otro procedimiento, los animales fueron rapidamente

decapitados para proceder a la extraccion de los tejidos. Para el estudio de la
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sefalizacion de insulina en higado e hipocampo, los ratones fueron previamente
anestesiados con ketamina (80 mg/Kg Peso corporal, ip; Holliday-Scott, Argentina) y
xilacina (10 mg/Kg peso corporal, ip; Bayer, Argentina), estimulados durante 10

minutos con insulina (5 UI/Kg, ip; Beta Laboratory, Argentina) y luego decapitados.

Se colecto la sangre troncal, fue centrifugada a 13000 rpm durante 20 min a 4° C y el
suero resultante fue conservado a -20° C hasta la determinacion de los parametros

metabdlicos.

El higado fue rapidamente extraido; un l6bulo fue congelado en hielo seco vy
conservado a -80° C hasta su utilizacién para los estudios de expresion de ARN
mensajeros y proteinas, y un segundo lobulo fue post-fijlado 18-24 hs en una solucion
de paraformaldehido al 4% a 4° C, luego adecuadamente deshidratado en etanol,
aclarado en xilol e incluido en parafina para obtener secciones de 10 uym en un
microtomo rotatorio y ser tefiidos posteriormente con los colorantes hematoxilina y

eosina.

El pancreas también fue rapidamente removido, congelado en hielo seco y guardado a

-80° C hasta su procesamiento para la determinacion del contenido insulinico.

Luego de la obtencion del cerebro, el hemisferio izquierdo fue disecado y el hipocampo
congelado en hielo seco y conservado a -80° C hasta su utilizacién, mientras que el
hemisferio derecho fue post-fijado en una solucion de paraformaldehido al 4% a 4° C
durante 16 h y luego incubado en PBS a 4° C. Se obtuvieron secciones coronales de
60 ym en un micrétomo vibratorio (Vibratome 1000P, USA). Se colocé un total de 6
secciones cada 8 cortes sucesivos, (48 secciones totales), por pocillo de una placa
multiwell con una solucion crioprotectora (25% glicerol, 25% etilen glicol, 50% buffer
fosfato 0.1 M, pH 7.4) a -20°C hasta su utilizaciéon, de manera que en cada pocillo se
encuentra representado la totalidad del hipocampo. Todos los ensayos de

inmunohistoquimica, inmunofluorescencia y tinciones fueron realizados en las

140



secciones en modo suspension. Para las determinaciones morfométricas se utilizaron

6 secciones cerebrales por animal.

Anticuerpos utilizados

Materiales y Métodos

Anticuerpo Origen Empresa Concentracion  Ensayado por
Anti Iba1 Conejo Wako 1/1500 IHC
Anti DCX Cabra Santa Cruz 1/400 IHC
Anti NeuN Raton Millipore 1/250 IHC
Anti Ki67 Conejo Novocastra/Leica 1/2000 IHC
Anti c-Fos Conejo Santa Cruz 1/3000 IHC
Anti GFAP Conejo Sigma 1/400 IF
Anti Akt S473 Conejo Cell Signaling 1/500 WB
Anti Akt Cabra Santa Cruz 1/500 WB
Anti IRS1 S636/639  Conejo Cell Signaling 1/500 WB
Anti IRS1 Ratoén Santa Cruz 1/500 WB
Anti IgG de ratén Caballo Vector 1/500 IHC
biotinilado
Anti IlgG de conejo Cabra Vector 1/500 IHC
biotinilado
Anti IgG de cabra Conejo Vector 1/400 IHC
biotinilado
Anti IgG de conejo Cabra Invitrogen 1/1000 IF
alexa 555
Anti IgG de ratén Cabra Santa Cruz 1/1000 WB
HRP
Anti IgG de conejo Cabra Santa Cruz 1/1000 WB
HRP
Anti IgG de cabra Burro Santa Cruz 1/1000 WwB
HRP

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en las distintas técnicas

ensayadas. IHC: inmunohistoquimica; IF: inmunofluorescencia; WB: western blot
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Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica para c-Fos se realizé para evaluar la actividad neuronal en la
amigdala. La proliferacion celular en la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo se estudi®é mediante la inmunomarcacion por Ki67. La capacidad
neurogénica en el giro dentado se estudio a partir de la inmunohistoquimica para DCX,
doublecortin. Para estudiar la densidad y las caracteristicas morfolégicas de las
células microgliales se utilizd el marcador Iba1. El marcador de neuronas jovenes

NeuN se utilizé para estimar el volumen del hipocampo.

Los cortes de cerebro de 60 um fueron debidamente lavados con buffer fosfato salino
PBS para remover la solucion crioprotectora mencionada en que fueran conservados.
Luego se realizé la inhibicién de la peroxidasa endogena utilizando una solucién
50:50:1 metanol: PBS: H202 y posteriormente se llevd a cabo el bloqueo de sitios
antigénicos inespecificos con suero de cabra o caballo 1% en PBS-Triton 0.1%. Las
secciones fueron incubadas 18-24 hs con los anticuerpos primarios detallados en la

Tabla 4.

Utilizamos anticuerpos secundarios biotinilados (Vector Laboratories USA, Tabla 4),
seguido del procesamiento con el kit ABC para la amplificaciéon de la sefial (Vector
Laboratories) y revelado mediante diaminobenzidina (DAB) 2 mM (Sigma, USA) y
peréxido de hidrogeno 0.5 mM en buffer Tris 0.1 M. Los cortes fueron colocados en
portaobjetos previamente tratados con gelatina, luego deshidratados en soluciones de

etanol de porcentaje creciente, aclarados en xilol y montados con balsamo de Canada.

En todos los casos se utilizaron entre 4 y 5 animales por grupo.
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Nucleos c-Fos positivos en la amigdala

El numero de nucleos positivos para el marcador c-Fos se evalud en la amigdala
basolateral. Se contaron los nucleos positivos para c-Fos utilizando el objetivo 40x de
un microscopio Nikon E200 y la densidad de nucleos (nlcleos c-Fos+/mm?) se
determiné analizando campos de 63,523.02 uym? en la amigdala basolateral de cada

corte de cerebro para obtener un promedio de nticleos c-Fos+/mm?.

Capacidad proliferativa: células positivas para Ki67 en la ZSG

La inmunomarcacion de Ki67 permitié evaluar la capacidad proliferativa en la ZSG del
giro dentado del hipocampo. La cuantificacién del nimero de células Ki67+ se realizo
bajo un objetivo 40x de un microscopio Nikon E200. Se analizé toda la extension
rostrocaudal del giro dentado de cada ratéon a partir de secciones de 60 pm. Se
contaron las células tanto en la hoja superior como inferior de la ZSG vy los resultados
fueron expresados como el numero total de células Ki67+ por hemi-giro dentado. Este
numero se obtiene luego de calcular el promedio de los cortes analizados por animal,
multiplicado por el numero total de secciones: 48 cuando se tiene en cuenta el
hipocampo total, 18 cuando se tiene en cuenta hipocampo dorsal y 17 en el caso del

hipocampo ventral.

Neuronas positivas para DCX en el Giro Dentado

Se realizé la inmunohistoquimica de doublecortin (DCX) para estudiar la neurogénesis
adulta en el hipocampo. La cuantificacion de las células positivas para DCX se realizé
bajo un objetivo 40x de un microscopio Nikon E200, como fue previamente reportado
por nuestro grupo (Beauquis et al., 2014). Se analiz6 toda la extension rostrocaudal

del giro dentado de cada ratén a partir de secciones de 60 um. Se contaron las células
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tanto en la hoja superior como inferior de la ZSG y los resultados fueron expresados
como el numero total de células DCX+ por hemi-giro dentado, luego de obtener el
promedio de los cortes analizados por animal, multiplicado por el numero total de
secciones: 48 cuando se tiene en cuenta el hipocampo total, 18 cuando se tiene en

cuenta hipocampo dorsal y 17 en el caso del hipocampo ventral.

Volumen del hipocampo

El volumen del hipocampo fue calculado a partir de la inmunohistoquimica para el
marcador neuronal NeuN. Utilizando el software Optimas (Media Cybernetics), se
realizé la medicion del area a partir de imagenes 4x ensambladas que contuvieran la
totalidad de la estructura y se multiplicd por el espesor de la seccion (60 um) y el

numero de secciones correspondientes al hipocampo.

Densidad de células microgliales

La densidad microglial Iba1+ fue estimada como se reportdé anteriormente por nuestro
grupo (Pomilio et al., 2016), utilizando cuadros de conteo de 6x10° pm?® ubicados al
azar en dos subregiones diferentes del hipocampo: stratum radiatum y el hilio. Se

conté un minimo de 100 células por animal.

Tamano del soma microglial

El tamafno del soma |Iba1+ fue evaluado como una medida indirecta de la activacion
microglial, empleando los cortes de cerebro conteniendo hipocampo que se
procesaron para la inmunocitoquimica de |Iba 1. Se tomaron fotomicrografias de
células individuales elegidas al azar en las regiones de stratum radiatum e hilio del

hipocampo segun corresponda. El soma fue delineado a partir de fotomicrografias
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debidamente calibradas y se midié su superficie utilizando el software Imaged. Se

midieron al menos 50 células por animal.

Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia para el marcador astroglial GFAP se realizdé para evaluar la
densidad y el area ocupada por este tipo celular. La tincién con lectina fluorescente

permitié el estudio morfométrico de la vasculatura en el hipocampo.

De la misma manera que para los ensayos de inmunohistoquimica en cortes de
cerebro, la técnica se realizé en suspension. Luego de la remocién de la solucion
crioprotectora con lavados en PBS, los cortes destinados para la inmunofluorescencia
contra GFAP, fueron sometidos al proceso de bloqueo de sitios inespecificos con una
solucion de suero de cabra al 3% en PBS- Triton 0.1%. Posteriormente se realizé la
incubacién con el anticuerpo primario anti-GFAP (Tabla 4) durante una noche en la
solucion de bloqueo conteniendo ademas, la lectina de Lycopersicon esculentum
(1/400, Vector) a 4°C. Luego de los lavados correspondientes, se realizo la incubacion
con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a Alexa rojo (Tabla 4) y los
cortes fueros colocados en portaobjetos previamente tratados con gelatina y montados
utilizando alcohol polivinilico con DABCO (Sigma). Se utilizé un numero de 4 - 5

animales por grupo.

Porcentaje de area ocupada por vasos Lectina positivos

La evaluacién del area ocupada por vasos se realiz6 a partir de la inmunofluorescencia
de lectina. Se tomaron imagenes por microscopia confocal (Nikon Eclipse E80) de

distintos planos cada 0.65 pym a lo largo del eje z de los cortes coronales de cerebro,
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tanto en la regién del hilio como de stratum radiatum del hipocampo. Se promediaron
los valores obtenidos en las imagenes correspondientes utilizando la opciéon de
maxima proyeccion del software ImageJ y se analizaron dichas imagenes
promediadas y en escala de grises mediante el programa Optimas. Se establecié un
umbral para determinar la sefal positiva de lectina y se obtuvo el area positiva en

relacion a las areas de interés.

Complejidad vascular
La complejidad vascular se estudié a partir de la misma inmunofluorescencia de
lectina, en términos del numero de puntos de bifurcacion de los vasos en relacién al

area analizada, hillio o stratum radiatum.

Porcentaje de area positiva para GFAP y densidad de células astrogliales

De la misma manera que para evaluar el AIR lectina positiva, a partir de la
inmunofluorescencia para GFAP, se tomaron imagenes por microscopia confocal
(Nikon Eclipse E80) de distintos planos cada 0.65 um a lo largo del eje z de los cortes
coronales de cerebro, tanto en la region del hilio como de stratum radiatum del
hipocampo. Se promediaron las imagenes correspondientes utilizando la opcién de
maxima proyeccion del software ImageJ y se analizaron dichas imagenes
promediadas y en escala de grises mediante el programa Optimas. Se establecié un
umbral para determinar la sefial positiva de GFAP y se obtuvo el area positiva en
relacion a las areas de interés. Para la cuantificacion de la densidad de células
positivas para el marcador astroglial GFAP, se utilizaron marcos de conteo en las
imagenes previamente obtenidas y como éstas corresponden a la totalidad del
espesor del tejido, se tuvo en cuenta el numero total de secciones y se expresé en

unidad de volumen de cada subregién analizada.
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Tincién con el colorante lipofilico Dil (Perclorato de 1, 1'-dioctilo-3,3,3 ', 3'-

tetrametilindocarbocianina) y analisis de espinas dendriticas

Para este experimento, luego de ser sometidos a la dieta HFD o control hasta los dos
meses, 4 ratones de cada grupo fueron profundamente anestesiados con ketamina (80
mg/Kg Peso corporal, ip; Holliday-Scott, Argentina) y xilacina (10 mg/Kg peso corporal,
ip; Bayer, Argentina) para luego ser sometidos a la perfusion trans-cardiaca con 20 ml
de solucion fisioldgica primero y 20 ml de solucion fijadora después (paraformaldehido
al 4% en PBS). Los cerebros fueron removidos rapidamente y post- fijados en la
misma solucion durante 24 hs a 4° C y posteriormente incubados en PBS a la misma
temperatura. Luego se utilizé un vibratomo para obtener secciones coronales de 150
pMm de grosor, conteniendo hipocampo fundamentalmente dorsal. Se realizé la tincion
de neuronas CA1 de hipocampo dorsal con pequefias gotas de una solucion saturada
de Dil (Invitrogen, USA) en aceite de pescado (Pozzo-Miller, Inoue, & Murphy, 1999).
Se introdujo el colorante por microinyeccién utilizando una pipeta de vidrio de patch
clamp sujetada a un micromanipulador y acoplada a una jeringa para la aplicacién de
presion positiva. Las secciones fueron incubadas a temperatura ambiente y en
oscuridad por 24 hs. Luego, las secciones fueron post- fijadas en PFA 4% durante 2 hs
a temperatura ambiente, lavadas con PBS y fueron montadas en portaobjetos con
medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories; Burlingame, CA). Para el analisis
de la tincion de dendritas se tomaron imagenes de distintos planos cada 0.1 ym en el
eje z (z-stacks) utilizando un microscopio confocal FV-300 Olympus con un objetivo
60x de aceite de inmersion (NA 1.42) en el Centro de Microscopia Optica y Confocal
Avanzada de la Universidad de Coérdoba. Los z-stacks obtenidos fueron
deconvolucionados utilizando el software Huygens Professional (Scientific Volume
Imaging, Leica, Holanda) mediante el algoritmo de estimacion de maxima verosimilitud

a partir de 15 iteraciones. Se analiz6 la densidad de espinas dendriticas y su
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morfologia a partir de segmentos dendriticos de dendritas secundarias o terciarias
apicales en stratum radiatum de neuronas CA1 utilizando el programa ImageJ (NIH,
USA). La densidad de espinas totales y de cada categoria morfolégica se expresé por
cada 10 ym de longitud de segmento dendritico. Se analizaron 2 cortes de cada uno
de los 8 animales, sumando un total aproximado de 1500 um de longitud dendritica

por grupo experimental.

Parametros Metabdlicos

Todos los parametros metabdlicos fueron determinados luego de 6 horas de ayuno. Se
utilizé6 un minimo de 4 animales para las determinaciones séricas y de 8 para la

glucemia y el contenido pancreatico de insulina.

La glucemia fue medida utilizando un glucometro One Touch Ultra (Johnson&Johnson,

USA) en una gota de sangre obtenida de la cola.

Perfil lipidico

Los niveles séricos de triglicéridos y colesterol fueron determinados por métodos
estandarizados (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) en un autoanalizador
Selectra-2. Las lipoproteinas HDL fueron aisladas a partir del sobrenadante obtenido
luego de la precipitacion de lipoproteinas apoB, utilizando acido fosfotingstico (40g/L)

en presencia de iones magnesio (Warnick, Benderson, & Albers, 1982).

Actividad de la enzima LpPLA2 (Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas)

La actividad de fosfolipasa A;asociada con lipoproteinas (LpPLA;) se determiné

siguiendo un ensayo radiométrico descripto por Blank y colaboradores (Blank, Hall,
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Cress, & Snyder, 1983) con modificaciones minimas (Muzzio et al., 2007).
Brevemente, se separd el acetato radiactivo liberado del sustrato lipidico mediante
extraccién y posteriormente se midié la radiactividad de la fase acuosa por centelleo
liquido usando un analizador de centelleo liquido Packard 210TR (Packard
Instruments, Meridian, CT).
También se midié la radioactividad del sustrato-buffer. Los resultados se expresaron
como pmol/ml.h. Todas las mediciones se realizaron dentro del mismo ensayo. La

precision dentro de la curva (CV) para la actividad Lp-PLA2 fue del 5,1%.

Contenido insulinico en pancreas

Como fue descripto previamente (Bonaventura et al., 2008), para medir el contenido
de insulina, los pancreas fueron pesados y la insulina fue extraida a partir de
homogenatos en etanol acido. Brevemente, el tejido fue homogeneizado en 40
volumenes de etanol acido (75% etanol, 20% agua, 5% &acido acético) y la insulina fue
extraida luego de una incubacién de 18-24 hs a 4° C. Los homogenatos fueron
centrifugados 10 minutos a 2000g a 4° C y los sobrenadantes fueron neutralizados con

un volumen de 0.85 M de buffer Tris.

Luego de una segunda incubacion de 60 minutos a -20 ° C y centrifugacion de 30
minutos a 4° C a 3000g, los sobrenadantes fueron mantenidos a -70° C hasta su
utilizacién. La insulina pancreatica se midié por el ensayo de RIA usando insulina
humana provista por Laboratorios Beta y anticuerpo anti insulina (Sigma, St. Louis,
MO). Todas las muestras fueron analizadas en el mismo ensayo de RIA. La minima
concentracion detectada fue de 2 ng/ml y el coeficiente de variacion intra-ensayo fue

del 6.8%.
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Célculo del indice HOMA

El indice HOMA fue calculado como:

Glucosa x insulina

HOMA =
405

Cuando la glucemia esta expresada en mg/dl y la insulina sérica en mUI/L, luego de 6

horas de ayuno.

Tincion de Hematoxilina- Eosina

Brevemente, las secciones de higado incluidas en parafina fueron desparafinadas en
xilol sobre portaobjetos y luego re-hidratadas mediante soluciones de concentracion de
etanol decreciente hasta el agua destilada. Luego, las secciones fueron incubadas
durante 2 minutos con hematoxilina de Carazzi. Se realizaron lavados con agua
corriente y luego se incubaron 1 minuto con eosina. Finalmente, las secciones fueron
deshidratadas en soluciones graduadas de etanol, aclaradas en xilol y montadas con

balsamo de Canada.

Evaluacion de citoquinas por ELISA

Los niveles de TNFa e IL1p fueron medidos tanto en el suero como en homogenatos
de hipocampo de ratones luego de 6 o0 16 semanas de exposicién a la dieta CD o HFD
por ELISA. Se utilizd un kit de ELISA Set Il BD OptEIA™ para la citoquina TNFa de
ratén (nimero de catalogo: 558534, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) y para
la citoquina IL1B de ratén (mini ABTS Development ELISA kit, niumero de catalogo:
900-M47, PreproTech, Rocky Hill, NJ, USA) siguiendo las especificaciones del

fabricante. Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados fueron
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obtenidos a partir de un espectrofotémetro de placa. Se utilizé6 un n =4 de muestras

por grupo en cada caso.

Western Blot

El tejido congelado de hipocampo e higado fue homogeneizado en buffer RIPA
suplementado (en una relacién tejido: buffer de 1:10), utilizando un homogeneizador
Polytron. La cuantificacion de proteinas totales se realizd6 mediante el método
estandarizado de Bradford y luego de la lisis con buffer de carga 5x, fueron sembradas
en geles de acrilamida 10%, separadas electroforéticamente por SDS-PAGE vy
transferidas a membranas de nitrocelulosa. Los sitios inespecificos de las membranas
fueron bloqueados con leche descremada en polvo o BSA 5% en buffer TBS con
detergente Tween-20 al 0.5% (TTBS). Para evaluar los niveles de las proteinas de
interés, las membranas fueron incubadas a 4° C durante 18-24 hs con los anticuerpos
primarios detallados en la Tabla 4. Luego, las membranas fueron adecuadamente
lavadas en soluciones TTBS 0.5% y TBS, incubadas durante una hora con diluciones
1:1000 de los anticuerpos secundarios especie-especificos, conjugados a HRP (Tabla
4). La inmunoreactividad fue revelada mediante la reaccién con los reactivos ECL
(luminol y acido p-cumarico; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) por 3 minutos,
seguido de la exposicién inmediata en el sistema Chemi gel doc G-Box (Syngene, UK).
La densidad Optica de las bandas correspondientes a los pesos moleculares
especificos de las proteinas de interés fue cuantificada utilizando el plug-in del
software ImagedJ para analisis de geles. Se comparé la relacion proteina fosforilada/
proteina total para Akt1 e IRS1 de los grupos experimentales CD y HFD. Se usaron al
menos n=4 animales para el analisis de expresidn de proteinas por western blot. Las
proporciones pAkt/Akt y pIRS1/IRS1 se calcularon como un promedio del resultado de

la cuantificacion de la densidad 6ptica de 2-3 membranas independientes.
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RT-gPCR (Reacciéon de la polimerasa en tiempo real con transcriptasa

reversa)
Gen Secuencia primer forward Secuencia primer reverse
5-3 5-3
TNFa GAAAAGCAAGCAGCCAACCA CGGATCATGCTTTCTGTGCTC
IL1 8 AACCTGCTGGTGTGTGACG CAGCACGAGGCTTTTTTGTT
IP10 CAGTGAGAATGAGGGCCATAGG CGGATTCAGACATCTCTGCTCAT
CiclofilinaB AAGCATACAGGTCCTGGCATCT CATTCAGTCTTGGCAGTGCAG

Tabla 5. Secuencia de primers o cebadores utilizados en RT-qPCR.

El tejido congelado de hipocampo e higado fue homogeneizado en el reactivo de Trizol
(Life Technologies-Invitrogen, CA, USA) con un homogeneizador Polytron o bien con
sonicador y el ARN total se extrajo como recomienda el fabricante. La concentracién y
pureza del ARN se determind midiendo la densidad éptica a 260 y 280 nm en un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific USA). EI ADNc para amplificar por PCR fue
sintetizado a partir de 1 pyg de ARN total, usando la enzima transcriptasa reversa
MMLV (MMLV High Performance Reverse Transcriptase enzyme, Epicentre, USA) por
60 minutos a 37°C en presencia de random primers. Las secuencias de las sondas de
amplificacion utilizadas se muestran en la Tabla 5. Se utilizé el gen Ciclofilina B como
gen de referencia o housekeeping basandonos en la regularidad de su expresion a lo
largo de las muestras experimentales. Se utilizaron los sistemas de deteccién ABI
PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) o Bio-Rad CFX (Hercules,
CA, USA), alternativamente. Se analizé la expresion relativa calculada mediante el

método de Pfaffl (Livak & Schmittgen, 2001) segun la ecuacion detallada mas abajo, y
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se expres6 como el numero de veces de aumento con respecto al grupo control. E=
eficiencia de de los primers para cada gen (blanco o de referencia), calculada a partir
de una curva con distintas concentraciones de ADNcopia; y ACt calculado como la
diferencia entre el Ct promedio del grupo control y el valor promedio de los duplicados

para cada muestra, para cada gen correspondiente.

(Eblanco)ACtblanco

Expresion relativa = N .
, ) referencia
referencia

La especificidad de la amplificacién por PCR y la ausencia de dimeros fueron
verificadas por el analisis de las curvas de disociacion. Los primers se utilizaron en
una concentracion final de 0.3 yM. Se utilizé una dilucién 1:5 de ADNc obtenido para
cada reaccion de amplificacion y los protocolos de qPCR fueron optimizados para

cada gen utilizando las siguientes condiciones:

Ciclofilina B = 10 minutos a 95° C seguidos por 40 ciclos a 95° C por 15

segundos y a 60° C por 1 minuto.

e TNFa =10 minutos a 95° C seguidos por 40 ciclos a 95° C por 30 segundos, a
58° C por 30 segundos y a 72° C por 1 minuto.

e IL1B =10 minutos a 95° C seguidos por 40 ciclos a 95° C por 20 segundos, a
60° C por 30 segundos y a 72° C por 1 minuto.

e [P10 = 10 minutos a 95° C seguidos por 40 ciclos a 95° C por 15 segundos y a

60° C por 1 minuto.

Se utilizaron 8 hemi-hipocampos de cada grupo experimental.

Procedimientos de evaluacién conductual

Para todas las pruebas de conducta efectuadas, se utilizaron al menos 7 animales de

cada grupo experimental.
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Test de Construccién de Nido

Para evaluar la capacidad de construir un nido, los ratones fueron alojados
individualmente y provistos de material para la construccién del nido que consistioé en
16 porciones de papel tissue con un area de 5x5 cm?, dispuestos uno sobre otro en la
parte frontal de la jaula. Luego de 24 hs se analizé la construccion del nido de manera
cualitativa y cuantitativa. Se cuantificé el papel utilizado, teniendo en cuenta el nimero

de papeles roidos en al menos 1 cm?de superficie.

Test de Reconocimiento de una Localizacion Novedosa

El test de reconocimiento de la localizacién novedosa de un objeto fue llevado a cabo
tal como se encuentra publicado anteriormente (Beauquis et al., 2014), con el fin de
evaluar la memoria espacial (Revsin et al., 2009). Los animales CD y HFD de ambos
grupos etarios realizaron el ensayo en una caja de plastico negra de 30 x 30 x 30 cm®
a la que fueran debidamente habituados durante los 6 dias previos al test. Durante el
primer dia de adaptacion, los animales pertenecientes a la misma jaula fueron
colocados en la caja durante 10 minutos y durante los 5 dias subsiguientes, cada
animal fue colocado en la caja individualmente por 5 minutos. El ensayo propiamente
dicho consistio en dos fases de exploracién de 10 minutos, la fase de adquisicién o T1,
y la fase de testeo o T2, separadas por un intervalo inter ensayo de 60 minutos, en el
cual los animales vuelven a sus respectivas jaulas. En T1, los ratones son expuestos a
dos objetos plasticos (moldes de gelatina, precisamente) idénticos en dos esquinas
determinadas, contigua una de la otra, mientras que en T2, uno de los objetos es
desplazado hacia una nueva localizacion en la esquina opuesta respecto del objeto no
re-localizado. Las fases T1 y T2 fueron grabadas con una cdmara de video ubicada
siempre en la misma posicion para la posterior evaluacion de la exploracion a partir de

los videos. Se considerdé como exploracion positiva de cada objeto cuando el hocico
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del animal estuviera en direccién al objeto y a menos de 1 cm de distancia. Como
criterio de inclusion al test, se tuvo en cuenta un minimo de 20 segundos de
exploracién en la fase T1 de manera de establecer una correcta habituaciéon a los
objetos. El desempefio en el test se obtuvo como el porcentaje del tiempo de
exploracién del objeto re-localizado con respecto al tiempo total de exploracién en la
fase T2. Se determiné la validez del ensayo a partir de la evaluacion de la exploracién
aleatoria de los objetos durante la fase de adquisicién. El control de locomocién en
ambas instancias se realizé a partir del software Any-maze (Stoelting, USA) que

permite el rastreo del animal en la plataforma (tracking) y evaluar la distancia recorrida.

Test de Exploracion en un Laberinto en Y

El dispositivo del laberinto en Y consistié en una plataforma de madera revestida con
melamina negra con 3 brazos de 30 cm de largo y dispuestos formando angulos
iguales. Los ratones fueron adecuadamente habituados a la sala de conducta donde
realizaron el test. El test consistié en dos fases de 10 minutos (T1= fase de adquisicion
y T2= fase de testeo), separadas por un intervalo de 4 hs, grabadas con una camara
de video. Durante la fase T1, los animales estaban habilitados a explorar dos de los 3
brazos de la plataforma, mientras que en la fase T2, se les permitié explorar los 3
brazos libremente. Habiendo verificado que en T1 la exploracion en ambos brazos no
fuera diferente del 50%, se evalud el comportamiento en T2 como el niumero de
entradas al brazo novedoso durante los primeros 2 minutos. El control de locomocion
en ambas instancias se realizd a partir del software Any-maze (Stoelting, USA), que

permite el rastreo del animal en la plataforma (tracking) y evaluar la distancia recorrida.
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Laberinto Elevado en Cruz

El dispositivo del laberinto elevado en cruz consistié de 4 brazos de 30 cm de largo,
dos abiertos y dos cerrados por paredes, elevados a 50 cm de altura fabricado en
policloruro de vinilo rigido espumado. Luego de 15 minutos de adaptacion a la sala de
conducta, se ubicé a cada ratén en el cuadrante del centro, mirando hacia uno de los
brazos abiertos, y se les permitié explorar el laberinto durante 10 minutos que fueron
grabados por una camara de video. A partir del analisis de los videos obtenidos, se
cuantificd el tiempo de exploraciéon y el nimero de entradas a los brazos abiertos. De
la misma manera que para los ensayos anteriores, se realizé el control de locomocién

a partir del software Any-maze (Stoelting, USA), para cada grupo.

Test de Suspension de la Cola

Para llevar a cabo este test, los animales fueron sujetados con cinta adhesiva desde
aproximadamente el segundo tercio de la cola, a una plataforma a 50 cm de altura y se
grabd su actividad durante 6 minutos. A partir del analisis de los videos obtenidos, se

cuantifico el tiempo de inmovilidad con un cronémetro digital.

Test de Campo Abierto

El test de exploracion en un campo abierto se llevd a cabo como se publico
anteriormente en el laboratorio (Beauquis et al., 2014) para evaluar la conducta
exploratoria. El dispositivo utilizado consistié en una plataforma de madera revestida
con melamina blanca de 55 x 55 cm? de area con paredes de 25 cm altura. Los
animales fueron colocados individualmente en el centro de la arena y se evalu6 su
conducta exploratoria durante 5 minutos, a partir de archivos de video. Se determiné

una regioén central de la plataforma digitalmente teniendo en cuenta un area central de

156



Materiales y Métodos

15 x 15 cm?. En este trabajo de tesis se muestran las variables distancia total recorrida
y distancia recorrida en el centro, evaluadas utilizando el software Any-maze

(Stoelting, USA).

Cultivos Celulares

Células pancreaticas

La linea de células pancreaticas INS1E se mantuvo en una atmésfera humeda a 37°
C, 5% CO; y 95% aire, en medio RPMI 1640 (Lonza) suplementado con suero CALF
10% (Lonza), piruvato de sodio 1 mM (Lonza), B-mercapto-etanol 50 uM, glutamina 2
mM (Lonza), HEPES 10 mM (Lonza), penicilina 100 unidades/mL y estreptomicina 100

mg/mL (Thermo Fisher Scientific) y se sembraron a una densidad de 400 células/mm?.

Microglia

Los cultivos primarios de microglia se obtuvieron por agitacion mecanica de cultivos
gliales mixtos. Brevemente, se decapitaron crias de ratones C57BL/6J de 1 a 3 dias
postnatal (P1-3), se obtuvo el cerebro y disecaron corteza e hipocampo. Luego de
extraer exhaustivamente las meninges y un primer paso de trituracidon mecanica, las
cortezas e hipocampos fueron sometidas a dos pasos de digestion enzimatica en
solucion de sales de Hank’s (Lonza), DNAsa 0.1% (Sigma) y tripsina 0.025% (Lonza) a
37° C durante 15 minutos en agitacion. La actividad enzimatica fue neutralizada por
dilucion en medio MEM con sales de Earle (Thermo Fisher Scientific) suplementado
con suero fetal bovino (SBF, Euroclone) 20%. El extracto fue filtrado mediante una
malla (Cell Strainer, Falcon) cuyo diametro de poro es de 70 um y luego centrifugado a
800g durante 10 minutos. Las células obtenidas en el pellet fueron resuspendidas en

medio completo (MEM, SFB 20%, glucosa 0.6%, penicilina 100 unidades/mLy
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estrepomicina 100 mg/mL), sembradas en botellas T-75 y mantenidas en una
atmaosfera humeda a 37° C, 5% CO, y 95% aire. Para obtener las células microgliales,
los cultivos fueron sometidos a agitacion orbital a los 10-14 dias cuando se hubiera
formado la monocapa de astrocitos. Las botellas se agitaron durante 45 minutos a 240
rpm. Los sobrenadantes recuperados fueron centrifugados durante 10 minutos a 800g
y las células obtenidas se contaron en camara de Neubauer y se sembraron en placas
tratadas previamente con poli-L-ornitina (Sigma) a una densidad aproximada de 700

células/mm? en el medio glial y las condiciones de incubacién antes mencionadas.

Figura 49. Cultivo primario de células microgliales. (A) Células microgliales vivas en cultivo
observadas con objetivo 10x. (B-E) Doble-inmunofluorescencia de células microgliales para los
marcadores Iba1 y GFAP. (B) Imagen obtenida por microscopia de fluorescencia muestra que
todas las células son positivas para el marcador microglial Iba1 y la imagen (C) muestra que
son negativas para el marcador astroglial GFAP. (D) Tincion de DAPI que muestra los nucleos

celulares. (E) Imagen de las células en campo claro.
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Neuronas

El cultivo primario de neuronas de hipocampo se preparé a partir de embriones de 18
dias (E18) de ratones de C57BL/6. Brevemente, al igual que con el cultivo glial, se
extrajo el cerebro y se removieron las meninges. Se disecé el hipocampo y fue
disociado enzimaticamente en una solucion salina de Hank’s con tripsina 0.025%
durante 15 minutos a 37° C y posterior trituracién mecanica con una pipeta p-1000. La
reaccion fue neutralizada con medio Neurobasal (Thermo Fisher Scientific)
suplementado con SFB 10% y luego las células disociadas se contaron en camara de
Neubauer y sembradas en cubreobjetos de vidrio previamente tratados con poli-L-
lisina a una densidad de 400 células/mm?. Las células se mantuvieron en medio
Neurobasal suplementado con B27 2% (Thermo Fisher Scientific), glutamina 2 mM,
glutamato 12,5 uM, penicilina 100 unidades/mL y estreptomicina 100 mg/mL (Thermo

Fisher Scientific) en una atmésfera humeda a 37° C, 5% CO, y 95% aire.

Figura 50. Cultivo de neuronas de hipocampo. Fotografia de neuronas hipocampales vivas

en cultivo observadas con objetivo 10x.
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Preparacion de palmitato

El acido palmitico (Sigma) se disolvio en una solucion de etanol 50% a una
concentracién de 150 mM, calentando la solucién a 60° C. Luego, el PA se acomplejo
en una solucion de BSA libre de acidos grasos (Sigma) 10% en una relacién 5:1 de
palmitato: BSA, incubando la soluciéon a 37° C durante una hora en agitacién, de
manera tal de que quede un stock de palmitato 7.5 mM- BSA 10%. La dilucién de
trabajo para estimular la microglia se obtuvo diluyendo el stock a las concentraciones
0.5 mM y 0.125 mM en el medio glial con 2% suero SFB, al momento de cada

experimento.

Ensayo de viabilidad por reducciéon de MTT

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en un compuesto coloreado de color azul (formazan), lo
cual permite determinar la actividad mitocondrial de las células tratadas como una
medida de viabilidad celular (Mosmann, 1983). Las células INS1E sembradas en placa
de 96 pocillos fueron tratadas con distintas concentraciones de palmitato durante 24
hs, lavadas con solucion buffer de Krebs-Ringer-HEPES (KRH) con glucosa 11 mM y
luego, las células fueron incubadas con MTT 0.5 mg/ml durante 30 minutos a 37° C. El
depdsito de formazan fue solubilizado con DMSO y se midié la absorbancia a 570 nm

mediante un espectrofotdmetro de placa, por triplicado.

Tincion DAPI/PI para ensayo de viabilidad

Para evaluar el efecto de la exposicion del cultivo microglial al palmitato, las células de

la microglia fueron sembradas en una placa de 24 pocillos y estimuladas durante 24 hs
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con las distintas concentraciones de palmitato y su control con BSA libre de acidos
grasos. Durante los ultimos 15 minutos de exposicidn las células se incubaron con los
colorantes fluorescentes DAPI 1/500 y loduro de propidio (PI) 1/500 en el medio de
cultivo. Se tomaron imagenes de distintos campos con un microscopio de
fluorescencia del centro de investigacion Humanitas Research Hospital en Milan, Italia
para analizar el numero de células positivas para Pl, marcador de células muertas. El

resultado se obtuvo a partir de 2 experimentos independientes por duplicado.

Evaluacion de citoquinas por ELISA en sobrenadantes

Los niveles de TNFa, IL1B e IL4 fueron medidos por ELISA en los medios
condicionados de células microgliales tratadas con PA o vehiculo. Se emplearon los
kits comerciales para la medicion de las citoquinas IL13, TNFa, IL4 de ratén por
ELISA (900-K54, 900-K47, 900-K49) siguiendo las especificaciones del fabricante
PrepoTech. Las determinaciones se realizaron por triplicado a partir de 3-5
experimentos independientes y los resultados fueron obtenidos a partir de un
espectrofotdmetro de placa. Luego de obtener los valores de las citoquinas utilizando
las curvas estandar correspondientes, se normalizaron con respecto a los valores
control para comparar experimentos independientes. De esta manera, el valor
correspondiente al control es igual a 1 y el andlisis estadistico se realizé mediante un

test de t de Student para una muestra, con una media tedrica de 1.

Purificacion de vesiculas extracelulares (VEs)

El aislamiento de vesiculas extracelulares se realizé a partir del medio condicionado
de células microgliales tratadas con distintas concentraciones de PA o vehiculo. Se
sembraron 2 millones de células en placas de Petri de 60 mm de diametro

previamente tratadas con poli-L-ornitina, utilizando 3 ml de medio con SFB 2%
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depletado de VEs por ultracentrifugacion durante 18 hs (Shelke, Lasser, Gho, &
Lotvall, 2014). La extraccion de VEs se realizé por centrifugacion diferencial (Figura
51), donde todos los pasos de centrifugacion y ultracentrifugacion fueron a 4° C. En
primer lugar, se realizé una centrifugacién a 800g por 5 minutos para descartar debris
celulares (P1); el sobrenadante obtenido se centrifugd a 4000g por 20 minutos para
obtener la fraccion vesicular donde sedimentan organelas y cuerpos apoptoéticos (P2).
Luego, el sobrenadante resultante fue centrifugado a 15000g durante 60 minutos para
obtener la fraccién correspondiente a microvesiculas de 100-1000 nm (P3). Por ultimo,
la fraccion correspondiente a los exosomas (30-100 nm) se obtuvo ultracentrifugando
(Ultracentrifuga Beckman, rotor SWTi55) el sobrenadante a 110000g durante 90
minutos (P4). Los pellets correspondientes a las fracciones P3 y P4 fueron sometidas
a un lavado con PBS repitiendo el mismo paso de centrifugacion mediante el que
fueron obtenidas y luego fueron resuspendidas o bien en PBS para ser utilizados en
los ensayos funcionales (estimulacion de neuronas en cultivo) y para su observacion al
microscopio electronico (TEM), o bien en el buffer de lisis pertinente para analisis de
proteinas que se cuantificd por el método colorimétrico de acido bicinconinico (Micro

BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, catalogo nimero 23235).
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Figura 51. Esquema del protocolo de aislamiento de vesiculas extracelulares a partir de
medios condicionados de cultivos microgliales tratados con PA por centrifugacion

diferencial.

Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Para la evaluacion morfologica de las VEs extraidas como se detallé en la seccion
anterior, las fracciones sedimentadas correspondientes a MVs y exosomas se
resuspendieron en PBS y se mantuvieron a 4° C durante un lapso menor a las 24 hs
post- extraccidn hasta ser procesadas para TEM, en el servicio de microscopia del
LANAIS-MIE (Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios de Microscopia
Electrénica, UBA-CONICET). Brevemente, se tomaron 10 ul de cada suspension y se
los deposité sobre grilla con membrana de LRW hidrofilica, luego se realizé la tincion
con Acetato de Uranilo 2% durante 3 minutos, se hicieron lavados con agua
bidestilada y se secdé a temperatura ambiente hasta ser observadas al TEM
(Microscopio Electronico de transmisién Zeiss EM 109T equipado con camara digital

Gatan ES1000W).

Transfeccion de neuronas y analisis de espinas

Para realizar el analisis de espinas dendriticas, neuronas hipocampales de raton de 12
DIV fueron transfectadas con el plasmido pEGFP-C1 con Lipofectamina 2000 (Thermo
Fisher Scientific) en medio Neurobasal sin suplementar. Las neuronas se incubaron
con los complejos ADN- Lipofectamina durante 30 minutos a 37° C y luego se
transfirieron a su medio original. Luego de 48 hs las neuronas se trataron con las
distintas preparaciones de VEs derivadas de microglia tratada con PA o vehiculo y

luego de 24 hs se fijaron en PFA 4% durante 10 minutos, se realizaron lavados con
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PBS y se montaron los cubreobjetos en medio PBS:glicerol. Los preparados fueron
observados en el microscopio confocal del servicio de microscopia del centro de
investigacion Humanitas Research Hospital en Milan, Italia. Se realizaron z-stacks de
porciones del arbol dendritico de neuronas GFP+, utilizando un objetivo 60x de aceite
de inmersion (NA 1.42) cada 0.4 pym en el eje z. Mediante el software ImageJ se
realizd la reconstruccion de los stacks y se cuantifico la densidad de espinas
dendriticas y sus distintas morfologias por segmento dendritico (10 pum)
correspondientes a dendritas secundarias o terciarias, como fue explicado en
secciones anteriores. Se analizaron segmentos dendriticos de al menos 15 neuronas
por grupo, en dos experimentos independientes y el analisis estadistico se realizd

mediante ANOVA 1V seguido de comparaciones de Tukey.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media +/- el error estandar de la media. Los diferentes
analisis se realizaron a ciegas con respecto a los grupos experimentales. El analisis
estadistico se realizé utilizando las siguientes pruebas segun corresponda y como se
especifica en cada caso: Test de t de Student (para una muestra en comparacion con
una media tedrica o bien comparando dos muestras), ANOVA de una via (1V) o de
dos vias (2V) o bien Test de Chi2 y se realizaron mediante el software de Prism 3.02

(GraphPad Software).
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