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Resumen.
Las ceramidas son una familia de lipidos bioactivos involucrados en la regulacién de
diversas vias de sefalizacidn la inflamacion, la respuesta al estrésy la modulacion del
sistema inmune. Un desequilibrio en los niveles de ceramidas a nivel cerebral podria
estar asociado con procesos inflamatorios y el desarrollo de ansiedad. En este estudio,
se tuvo el objetivo de determinar el efecto de la administracion de una mezcla de
ceramidas (C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1) en la corteza prefrontal (CPF) de
ratones macho,en el desarrollo de conductas similares a la ansiedad, mediadas por
neuroinflamacion inducida por microglia reactiva. Para evaluar la conducta ansiosa, se
emplearon las pruebas de laberinto en cruz elevado, campo abierto y caja luz-oscuridad.
Adicionalmente, se aplicd la prueba de suspensidon de la cola para detectar posibles
conductas similares a la depresion. Se cuantifico la expresion relativa de genes
proinflamatorios (IL6, IL1B y TNFa) y de activacion microglial (TREM2 y CD68). Mediante
tinciones de H&E y Nissl, se examind la morfologia de la CPF y las poblaciones celulares
de neuronas y glia; ademas, se utilizé inmunohistoquimica con Iba1 para trazar y analizar
la morfologia de la microglia. Los resultados conductuales mostraron que los ratones
tratados con ceramidas pasaron mas tiempo en los brazos cerrados del laberinto
elevado, permanecieron preferentemente en la periferia del campo abierto y exhibieron
mayor permanencia en la zona oscura de la caja luz-oscuridad, patrones consistentes
con una conducta similar a la ansiedad. A nivel molecular, se observé la sobreexpresion
significativa de TNFa, IL6, IL1B, TREM2 y CD68 en la CPF de los animales tratados. Las
técnicas histolégicas revelaron un aumento en la densidad de células gliales sin pérdida
neuronal evidente, y la microglia mostré una morfologia ameboide caracteristica del
fenotipo M1, asociada a un estado reactivo proinflamatorio. En conclusion, la
administracion de ceramidas de cadena larga en la corteza prefrontal de ratones indujo
un fenotipo ansioso, probablemente mediado por un proceso de neuroinflamacion

asociado a la activacion de la microglia reactiva.

Dr. C. Alberto Camacho Morales

Director de Tesis

VI



Abstract.
Ceramides are a family of bioactive lipids involved in the regulation of multiple signaling
pathways, including inflammation, stress response, and immune system modulation. An
imbalance in ceramide levels in the brain may be associated with inflammatory processes
and the development of anxiety. In this study, we evaluated the effect of the local
administration of a mixture of ceramides (C16:0, C18:0, C22:0, C24:0, and C24:1) into
the prefrontal cortex (PFC) of a murine model, with the aim of determining their potential
role in the development of anxiety-like behaviors mediated by neuroinflammation driven
by proinflammatory microglia. To assess anxiety-like behavior, we employed the elevated
plus maze, open field, and light—dark box tests. In addition, the tail suspension test was
used to evaluate potential depression-like behaviors. We quantified the relative
expression of proinflammatory genes (IL6, IL1B, and TNFa) and microglial activation
markers (TREM2 and CD68). Using H&E and Nissl staining, we examined the
morphology of the PFC and the neuronal and glial cell populations. Furthermore, Iba1
immunohistochemistry was performed to trace and analyze microglial morphology.
Behavioral results showed that ceramide-treated mice spent more time in the closed arms
of the elevated plus maze, remained predominantly in the periphery of the open field, and
exhibited increased time spent in the dark compartment of the light-dark box, patterns
consistent with anxiety-like behavior. At the molecular level, significant overexpression of
TNFa, IL6, IL1B, TREM2, and CD68 was observed in the PFC of treated animals.
Histological analyses revealed an increase in glial cell density without evident neuronal
loss, and microglia exhibited an amoeboid morphology typical of the M1 phenotype,
indicative of a reactive proinflammatory state. In conclusion, the administration of long-
chain ceramides into the prefrontal cortex of mice induces an anxiety-like phenotype,

likely mediated by neuroinflammation associated with reactive microglial activation.
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1. Antecedentes.

1.1. Ansiedad.

Los trastornos de ansiedad (TA) constituyen un grupo de afecciones de la salud
mental caracterizadas por sentimeintos de miedo, preocupacion e inquietud persistentes,
intensos e irracionales que superan el nivel real de amenaza. Estas alteraciones
provocan reacciones emocionales y fisicas como tensiéon muscular, fatiga, irritabilidad y
dificultad para concentrarse. Entre los sintomas fisicos mas comunes se incluyen
taquicardia, sudoracién, mareos y problemas gastrointestinales (Park & Kim, 2020).
Estas afecciones impactan significativamente la vida diaria, las relaciones personales, el
desempeinio laboral y las interacciones sociales, favoreciendo conductas de evitacion e
hipervigilancia (Vanderlind et al., 2021).

En el DSM-5, los TA incluyen el trastorno de ansiedad por separacion, el mutismo
selectivo, las fobias especificas, el trastorno de ansiedad social, el trastorno de panico,
la agorafobia y el trastorno de ansiedad generalizada (Kupfer, 2015). Los TA mas
comunes son, el trastorno de ansiedad generalizada (TAG), el trastorno de ansiedad
social (TAS) y el trastorno de panico (TP), con o sin agorafobia. EI TAG tiene una
prevalencia a lo largo de la vida del 6.2%, el TAS del 13% y el TP del 5.2% (Szuhany &
Simon, 2022). El TAG se caracteriza por una preocupacion excesiva e incontrolable
sobre multiples aspectos de la vida, generalmente acompafada de busqueda constante
de seguridad. El TAS implica un temor persistente o evitacion de situaciones sociales en
las que la persona podria ser evaluada por otros. El TP se manifiesta como ataques de
panico repentinos e intensos, acompafados de temor a nuevos episodios y cambios de
comportamiento para prevenirlos. Estos ataques incluyen sintomas como disnea, dolor
toracico, mareos y sensacion de muerte inminente (Horenstein & Heimberg, 2020). A
nivel mundial, el impacto de los TA ha aumentado considerablemente en las ultimas
décadas. Se estima que los casos recién diagnosticados pasaron de 31.13 millones en
1990 a 45.82 millones en 2019, con una tasa de incidencia estandarizada por edad de
5.8 por cada 1,000 habitantes.



Trastorno Prevalencia | Caracteristicas clinicas Edad de mayor

(%) incidencia

TAG 6.2 Preocupacion - constante, | 44 5 Ja¢
somatizacion

Miedo a juicio social, .

TAS 13.0 evitacion Adolescencia

TP 59 Crisis subitas, sintomas 20-40 afios

fisicos intensos

Tabla 1. Caracteristicas y edad de incidencia de los TA mas prevalentes.

Asimismo, el numero total de casos acumulados crecio de 194.92 millones en
1990 a 301.39 millones en 2019, manteniéndose una prevalencia de aproximadamente
37.8 por cada 1,000 habitantes (Yang et al., 2021). La prevalencia alcanza su punto
maximo en adolescentes de 10 a 14 afos, se mantiene elevada hasta los 44 afos y
disminuye gradualmente después de los 60 afios (Grenier et al., 2019).

Datos epidemiologicos documentan la existencia de diferencias de género en la
prevalencia de los trastornos de ansiedad, por ejemplo, las mujeres son mas propensas
que los hombres a desarrollar estas afecciones, con una prevalencia dos a tres veces
mayor en el TAG y el TP, asi como tasas mas altas de TAS. Las mujeres también
presentan sintomas mas severos y una mayor cantidad de miedos relacionados con la
ansiedad social. Fluctuaciones hormonales, como las de progesterona y estrogeno,
influyen notablemente en la evolucion y severidad de estos trastornos (Bangasser &
Cuarenta, 2021). Ademas, estudios neuroanatémicos indican diferencias estructurales
en regiones como la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala, que pueden estar
asociadas con los sintomas de ansiedad, pues son algunas de las regiones relacionadas
al miedo en el cerebro del humano. El estrés o trauma infantil, especialmente durante
periodos sensibles del desarrollo, también aumenta el riesgo de padecer TAG y TAS,
con mayor impacto en mujeres (Irle et al., 2010).

Los TA son heterogéneos y suelen coexistir con otros trastornos psiquiatricos,
como los del estado de animo o el abuso de sustancias. No obstante, ya se han descrito



algunos mecanismos neurobioldgicos y moleculares relacionados. Los TA pueden estar
vinculados a las alteraciones en el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), que regula
la respuesta al estrés a través de la liberacion de cortisol (Packard et al., 2016). Bajo
condiciones de estrés cronico, este eje puede desensibilizarse, por el desequilibrio entre
los receptores de glucocorticoides y mineralocorticoides, esto provoca una disminucion
en su capacidad de respuesta y resulta en niveles reducidos de cortisol a largo plazo.
Estas alteraciones han sido observadas en personas con ansiedad cronica, quienes
muestran niveles de cortisol mas bajos que los individuos sin esta condicion (Hek et al.,
2013).

Las alteraciones en el eje HPA no solo afectan la regulacion del cortisol, sino que
también generan un estado de inflamacion sistémica que incrementa la produccion de
citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a. Estas moléculas no solo mantienen los
sintomas ansiosos, sino que también impactan negativamente la plasticidad neuronal, lo
que puede exacerbar los déficits cognitivos y emocionales asociados a los TA (Figura 1)
(Sha et al., 2023). Se destaca que las experiencias adversas durante la infancia juegan
un papel crucial en la regulacion del eje HPA y aumentan la vulnerabilidad en el desarrollo
del TAG y TP, asociados con mayores tasas de recaida incluso después del tratamiento
(Juruena et al., 2020).
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Figura 1. Mecanismos moleculares relacionados con la ansiedad. En la ansiedad patolégica
se reporta un ambiente de neuroinflamacién dado por varios mecanismos asociados. Existe un
incremento de la actividad de las células del Sistema Inmune, principalmente la microglia, en el
Sistema Nervioso Central y Periférica. Simultaneamente hay una activacién de NF-kB, ambos
fendmenos promueven la liberacion de citocinas proinflamatorias. Ademas, existe una capacidad
reducida de los glucocorticoides y una pérdida de la sensibilidad al cortisol para modular la
respuesta al estrés. Finalmente, se reporta una sobreactividad de Sistema Nervioso Simpatico y
un decremento en la actividad del Sistema Nervioso Parasimpatico, manteniendo sintomas

relacionados al miedo en los pacientes.

Otros mecanismos implicados involucran neurotransmisores y redes neuronales.
Entre los principales se encuentran el GABA, la serotonina y la dopamina (Nuss, 2015).
GABA, el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central, disminuye la
excitabilidad neuronal y ayuda a frenar respuestas excesivas al estrés. Disminuciones
en su actividad se han asociado con mayor excitacion neuronal y la aparicién de
trastornos de ansiedad, dado que el cerebro pierde la capacidad de mantener el equilibrio
emocional adecuado (Ghasemi et al.,, 2022). La serotonina regula el animo, las
emociones y las respuestas al miedo. Alteraciones en los sistemas de serotonina,
particularmente en los receptores 5-HT1A y 5-HT2A, se asocian con TA, ya que afectan
la forma en que se procesa el miedo y la estabilidad emocional (Zangrossi & Graeff,
2014). Por ultimo, la dopamina, asociada principalmente al sistema de recompensa y el
placer, también juega un papel importante en la regulacion emocional y las respuestas
al estrés (Bromberg-Martin et al., 2010). En los TA, los desequilibrios dopaminérgicos,
especialmente en su interaccion con la amigdala, pueden alterar las respuestas
emocionales y la reactividad ante situaciones percibidas como amenazantes. La
amigdala depende de una modulacion adecuada de la dopamina para regular las
respuestas emocionales, y una disfuncion en este sistema puede desencadenar una

mayor sensibilidad y reactividad emocional (Zarrindast & Khakpai, 2015).

El circuito neuronal del miedo es una red compleja de estructuras cerebrales y vias
neuronales que trabajan en conjunto para detectar, procesar y responder a estimulos

percibidos como amenazantes. El circuito del miedo se compone por tres grandes



regiones, la amigdala, el talamo, la corteza prefrontal (CPF) y el hipotalamo (Tovote et
al., 2015). La amigdala es el nucleo central de este circuito, su funcion es detectar
estimulos amenazantes y activar de manera inmediata respuestas fisiologicas vy
conductuales, como el aumento del ritmo cardiaco, la dilatacion pupilar y la movilizacion
de energia a través del eje HPA (Raio & Phelps, 2014). El tdlamo actua como un centro
de retransmision sensorial, enviando sefales rapidas a la amigdala para generar
respuestas inmediatas antes de que los estimulos sean procesados de manera
consciente en la corteza (Kirouac, 2021). La CPF tiene un papel modulador critico. En
particular, la CPF ventromedial inhibe la actividad de la amigdala, ayudando a extinguir
respuestas de miedo cuando los estimulos dejan de ser amenazantes. A su vez, la CPF
dorsolateral participa en la evaluacion cognitiva de las amenazas y en la planificacidon de
respuestas adaptativas. En condiciones de ansiedad, se observa una hiperactividad de
la amigdala y una disfuncion en la CPF, lo que dificulta la regulacion de las respuestas

de miedo y perpetua la ansiedad (Kenwood et al., 2022).

Finalmente, el circuito del hipotalamo regula las respuestas fisioldgicas al activar
el sistema nervioso autonomo y el eje HPA, lo que lleva a la liberacion de cortisol
(Herman et al.,, 2016). En los TA, las alteraciones en los circuitos se traducen en
respuestas desproporcionadas al miedo y en una dificultad para extinguir recuerdos
traumaticos o miedos aprendidos (Duval et al., 2015). Por ejemplo, la hiperactividad de
la amigdala puede intensificar la percepcion de amenazas, mientras que una funcion
reducida del hipocampo afecta la capacidad de contextualizar los estimulos. La
disfuncion de la CPF contribuye a la incapacidad de regular estas respuestas,

exacerbando la ansiedad.

Recientemente, se ha sugerido que lipidos bioactivos, como las ceramidas de
cadena larga, podrian participar activamente en la fisiopatologia de los trastornos del
estado de animo, incluida la ansiedad (Muller et al., 2015). En este contexto, alteraciones
en la homeostasis lipidica cerebral serian capaces de modular funciones cognitivas,

emocionales y conductuales.



1.2. Ceramidas.

Las ceramidas son una familia de lipidos bioactivos compuestas por una base de
cadena larga esfingoide unida a una cadena de acilo mediante un enlace amida (Figura
2A). Se diferencian entre si por la longitud, grado de hidroxilacion y saturacion tanto de
la base esfingoide como de los residuos de acidos grasos (Alonso & Goni, 2018). Estas
moléculas anfipaticas se encuentran principalmente en el higado, tejido adiposo y tejido
neural, donde regulan multiples vias de senalizacion celular relacionadas con el
crecimiento, el ciclo y la muerte celular, la senescencia, la inflamacién, la modulacion
inmune, la adhesion celular, la migracion, la autofagia y la respuesta al estrés (Olsen &

Feergeman, 2017).
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Figura 2. Estructura y sintesis de las ceramidas. (A) Estructura basica de una ceramida:
esfingosina unida a un &cido graso por enlace amida. (B) Vias de biosintesis: la via de novo
inicia con palmitoil-CoA y serina, generando dihidroceramidas que son procesadas por CerS
especificas. La via de salvamento recicla esfingolipidos complejos en esfingosina, que puede

reingresar al ciclo para formar ceramidas. La via de la esfingomielina las libera desde



membranas celulares. Distintas isoformas de CerS (CerS1 a CerS6) definen la longitud de la

ceramida sintetizada.

Existen tres rutas metabdlicas principales involucradas en la biosintesis de

ceramidas (Figura 2B):

Via de novo: localizada en el reticulo endoplasmico, inicia con la condensacion
de L-serina y palmitoil-CoA (u otros acil-CoA) para formar 3-cetoesfinganina, que
se reduce a dihidroesfinganina y es posteriormente acilada por CerS. La
dihidroceramida resultante se convierte en ceramida por una desaturasa (Grésch
et al., 2012; Quinville et al., 2021; Bernal-Vega et al., 2023).

Via de salvamento: los esfingolipidos complejos son degradados en el lisosoma,
generando esfingosina, que puede fosforilarse (formando S1P) o reacilarse para
regenerar ceramidas (Kihara, 2016; Bernal-Vega et al., 2023).

Via de la esfingomielina: implica la hidrdlisis de esfingolipidos complejos de
membranas celulares por esfingomielinasas (SMase), liberando ceramidas que
pueden ser convertidas en glucosilceramidas por la glucosilceramida sintasa
(GCS), incorporadas en esfingomielina por la esfingomielina sintasa (SMS) o
fosforiladas para formar ceramida-1-fosfato (C
1P). Ademas, las ceramidas pueden ser transportadas al complejo de Golgi para
generar esfingolipidos complejos como cerebrosidos, gangliésidos, sulfatidos y
globdsidos (Bernal-Vega et al., 2023).

Se han identificado seis isoformas de ceramida sintasa (CerS), cada una con

especificidad por diferentes longitudes de acil-CoA. CerS1 cataliza la unién de C18;

CerS2 tiene afinidad por cadenas muy largas como C22-C24; CerS3 se encarga de

acilos ultra-largos como C26; CerS4 especifica C18-C20; y CerS5 y CerS6 tienen

especificidad por C14-C16 (Bernal-Vega et al., 2023). La expresion de estas isoformas

varia por tejido: CerS1 predomina en cerebro, CerS2 en higado y rindn, CerS3 en

testiculos y piel, CerS4 en piel, corazon, higado y leucocitos, CerS5 en epitelio pulmonar



y cerebro, y CerS6 en intestino (Brachtendorf et al., 2019; Levy & Futerman, 2010).

Notablemente, la expresion de ARNm de CerS no se correlaciona siempre con los niveles

de ceramidas, lo que sugiere regulacion postranscripcional (Canals et al., 2018).

Isoforma CerS

Acido graso preferente

Tejido principal de expresiéon

CerS1 C18 Cerebro
CerS2 C22-C24 Higado, rifidn
CerS3 C26-C34 Testiculos, piel
CerS4 C18-C20 Piel, corazén, higado
CerS5 C14-C16 Pulmon, cerebro
CerS6 C14-C16 Intestino

Tabla 2. Expresion de las isoformas de CerS en el organismo y el acido graso preferente

para cada caso.

Las ceramidas también se sintetizan localmente en las mitocondrias. En modelos

murinos, se han identificado CerS1, CerS2 y CerS6 en las mitocondrias del cerebro
(Novgorodov et al.,, 2011; Ding et al., 2024). CerS2 colocaliza con TOM20 en la

membrana mitocondrial externa, mientras que CerS6 se asocia con ANT en la membrana

interna. Ademas, la mitocondria recluta enzimas relacionadas con el metabolismo de

ceramidas, como la esfingomielinasa neutra y la ceramidasa neutra (Rajagopalan et al.,

2015; Ding et al., 2024), lo que sugiere que este organulo integra una maquinaria

enzimatica autdbnoma para regular localmente las ceramidas y su actividad bioldgica.



1.3. Funciones de las ceramidas en el Sistema Nervioso.

En el sistema nervioso central, las ceramidas son moléculas esenciales para la
estructura y funcion de las membranas celulares, asegurando su integridad y estabilidad
(Figura 3). Regulan la fluidez y permeabilidad de las membranas. Por ejemplo, la
ceramida C24:0 mejora el empaquetamiento lipidico y la rigidez de la membrana,
mientras que la sustitucion por ceramidas de cadena corta como C16:0 aumenta la
permeabilidad, destacando el papel de las ceramidas de cadena muy larga en la funcion
de barrera (DiPasquale et al., 2022; Ventura et al., 2020). También actuan como
segundos mensajeros (Figura 3) en procesos de sefalizacion intracelular como
crecimiento celular, diferenciacion, apoptosis y respuesta al estrés, esenciales para la
supervivencia neuronal y la funcion sinaptica (Cruciani-Guglielmacci et al., 2017;
Chaurasia et al., 2019; Mullen et al., 2012).

Durante el desarrollo neuronal, las ceramidas regulan el crecimiento de los
neuritos, la guia axonal y la formacion de sinapsis, ademas de mantener las redes
neuronales durante el desarrollo cerebral. C16:0, producida por CerS6, facilita la
liberacion sinaptica de glutamato al organizar balsas lipidicas que estabilizan la
agregacion de proteinas SNARE y promueven la exocitosis dependiente de calcio
(Sapon et al., 2023). La ceramida C18:0, enriquecida en neuronas del hipocampo y
corteza, se ha relacionado con una eficiente liberacion de dopamina y funciones
relacionadas con la memoria y la plasticidad sinaptica (Sonnino & Prinetti, 2016). C1P
regula funciones celulares al activar vias como PI3K/Akt, ERK1/2 y NF-kB, promoviendo
la supervivencia celular y la respuesta antiinflamatoria (Gangoiti et al., 2008). C1P y C2
también regulan la dinamica del citoesqueleto y la guia axonal mediante efectos sobre
receptores acoplados a proteinas G y sefalizacion de GTPasas Rho, ademas de modular
la actividad de factores neurotréficos como BDNF (Dent & Gertler, 2003; Gomez-Mufioz,
2006).

Asimismo, las ceramidas modulan la liberacion de neurotransmisores clave
(Figura 3), incluyendo glutamato, dopamina y serotonina, fundamentales para la
comunicacion neuronal y la plasticidad sinaptica (Farsi et al., 2023; Teleanu et al., 2022).



C1P puede regular la sefalizacion asociada a receptores de serotonina y vias
relacionadas con la produccion de serotonina, posiblemente a través de la modulacion
de la actividad de la triptéfano hidroxilasa (TPH) en respuesta a estrés celular (Ji et al.,
2011; Sinenko et al., 2023). Una funcién clave de las ceramidas radica en su efecto
neuroprotector (Figura 3). Estas protegen a las neuronas de multiples formas de estrés,
como el estrés oxidativo, la inflamacidén y la excitotoxicidad, en parte mediante el
recubrimiento de las terminaciones neuronales y la preservacion de las sinapsis
(Buccoliero & Futerman, 2003; Mencarelli & Martinez-Martinez, 2013).
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Figura 3. Funciones de las ceramidas en el cerebro. Reproducido de Valenzuela-Ahumada
et al., 2025, con permiso del autor. Las ceramidas modulan el desarrollo, la funcién y la
proteccion neuronal. Las especies C18:0, C16:0 y C24:0 mantienen la integridad y fluidez de la
membrana plasmatica. Las ceramidas C20:0, C24:0 y la ceramida-1-fosfato (C1P) también estan
involucradas en la regulacion fina de procesos como el crecimiento celular, la diferenciacion, la
neuroplasticidad y la apoptosis. La ceramida C24:0 favorece la mielinizacion y la salud axonal,

protegiendo indirectamente las terminaciones neuronales y facilitando la propagacion del impulso
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hacia las terminales sinapticas. Las ceramidas, en particular C16:0, C18:0 y C24:0, desempefan
roles importantes en la modulacién de la liberacion de neurotransmisores, coordinando la

excitotoxicidad y asegurando una comunicacion neuronal adecuada.

En las células gliales, que incluyen astrocitos, microglia y oligodendrocitos, las
ceramidas desempefian funciones criticas y, a menudo, especificas de cada tipo celular,
influenciando tanto la homeostasis como la patologia del sistema nervioso central (SNC)
(Mclnnis et al., 2024). El estudio de Mclnnis y colaboradores (2024) reveld que las
ceramidas C16 y C18 se encuentran en mayor concentracién en el citoplasma de las
neuronas motoras, mientras que los astrocitos presentaron los niveles mas altos de
ceramida C24 y las microglias de C24:1. Ademas, tanto astrocitos como microglia
mostraron niveles significativamente mas altos de ceramidas C22 y C24 en comparacion
con las neuronas motoras. Por otro lado, estudios in vivo han mostrado que la CerS1 se
localiza predominantemente en neuronas y es responsable de la sintesis de ceramida
C18 (Cai et al., 2016). La desregulacion del metabolismo de ceramidas en las células
gliales ha sido implicada en multiples trastornos del SNC, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas, condiciones desmielinizantes y estados neuroinflamatorios (Afridi
et al., 2022).

Los astrocitos son actores clave en la respuesta neuroinflamatoria, y las
ceramidas participan principalmente en procesos como la astrogliosis y la autofagia
(Oksanen et al., 2019). Derivados de las ceramidas como la esfingosina-1-fosfato (S1P)
pueden modular vias inflamatorias importantes, como la translocacion del factor NF-kB
al nucleo en astrocitos (Rajagopalan et al., 2015). Tras su activacién, los astrocitos
incrementan la expresion del receptor S1PR1, y la eliminacion condicional de este
receptor en astrocitos ha demostrado reducir la severidad de la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), mejorando la supervivencia neuronal (Linnerbauer et
al., 2020). Rothhammer y Quintana (2015) demostraron que la modulacion de S1PR1
atenua la astrogliosis al disminuir la produccion de mediadores proinflamatorios como IL-
6, TNF-a, GM-CSF, CCL2 y 6xido nitrico (NO). Otro esfingolipido bioactivo derivado de

ceramidas, la lactosilceramida (LacCer), ha surgido como un regulador critico de las
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respuestas astrociticas durante la inflamacion en el SNC (Yu et al., 2021). En astrocitos,
la LacCer activa factores de transcripcién como IRF-1 y NF-kB, promoviendo la expresion
de genes proinflamatorios clave como Ccl2, Csf2 y Nos2 (Giovannoni & Quintana, 2020).
Esta cascada molecular conduce a la produccion de citocinas, activacion microglial y
reclutamiento de monocitos proinflamatorios, amplificando aun mas la respuesta

inflamatoria (Linnerbauer et al., 2020).

Ademas, se ha propuesto un modelo patolégico en el que la resistencia a la
insulina, la acumulacién de ceramidas y el estrés del reticulo endoplasmatico (ER)
forman un bucle de retroalimentacion negativa que acelera la progresion de la
enfermedad de Alzheimer (EA) (de la Monte et al., 2012). El analisis de tejido cerebral
humano post mortem en diferentes etapas de la EA revelaron que la resistencia a la
insulina/IGF se correlaciona con la sobreexpresion de genes pro-ceramida, niveles
elevados de ceramidas y un aumento de marcadores pro-apoptéticos relacionados con
el estrés del ER.

En las células microgliales, las ceramidas estan implicadas directamente en la
regulacion de la inflamacion. Factores nutricionales como dietas altas en grasas pueden
inducir un estado proinflamatorio caracterizado por la activacion de NF-kB y una mayor
produccion de citocinas como TNF-a e IL-6 (Alexaki, 2021). Especificamente, la
exposicidon al acido palmitico (C16:0) incrementa la expresion de marcadores
proinflamatorios en microglia, incluyendo IL-6, TNF-a y la 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS) (Duffy et al., 2015).

Ademas, esfingolipidos esenciales para la estabilidad de la mielina como la
galactosilceramida (GalCer), la sulfatido (ST) y la esfingomielina (SM) se sintetizan a
partir de ceramidas de cadena muy larga (C22-C24) producidas por la CerS2 (Ho et al.,
2022). La eliminacion genética de CerS2 en ratones causa la pérdida de estas ceramidas
en la mielina, lo que activa una poblacion microglial especializada. Estas microglias
muestran una elevada expresién de marcadores fagociticos como CD64, CD11¢c, MHC
clase Il y CD68, lo que contribuye a atrofia progresiva de la mielina, disfuncion motora y
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presencia de “beading” axonal, un marcador temprano de degeneracion axonal (Teo et
al., 2023). También se ha observado que en microglia los niveles de ceramida C16:0
estan inversamente correlacionados con los de C24:1, lo que indica una transicion hacia
un ambiente mas proapoptético (de Wit et al., 2019). Recientemente, se ha descrito que
la regulacion de ceramidas C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1 por mediadores
neuroinflamatorios liberados por la microglia activa la enzima neuronal NOX2 (NADPH
oxidasa 2), la cual provoca estrés oxidativo perjudicial (Arsenault et al., 2021). Asi, esta
via mediada por esfingolipidos conecta directamente la inflamacion neuroglial con el

dafio neurodegenerativo.

En los oligodendrocitos, las ceramidas cumplen funciones esenciales en la
integridad de la mielina y en la regulacion de la muerte celular. Las ceramidas
precursoras de esfingolipidos complejos como la esfingomielina y la GalCer son
principalmente de cadena muy larga, en especial C22:0, C24:0 y C24:1 (Hammerschmidt
& Brining, 2022). Un desequilibrio en estas ceramidas puede inducir estrés del ER,
promover la apoptosis de oligodendrocitos y activar microglia, lo cual contribuye a
procesos de desmielinizacion y neurodegeneracion (Garcia-Gonzalez et al., 2018). Kim
y colaboradores (2012) observaron una acumulacion de ceramidas en astrocitos
reactivos tanto en lesiones activas como en modelos animales de desmielinizacion,
acompafnada de un aumento de esfingosina y una disminucion de esfingosina-1-fosfato.
Finalmente, Qin et al., (2010) demostraron que los oligodendrocitos diferenciados poseen
un metabolismo esfingolipidico activo, convirtiendo rapidamente ceramidas de cadena
corta (C2, C6) en esfingosina y S1P, aunque con escasa conversion hacia ceramidas de
cadena larga (C16—C24). La S1P exdégena se metaboliza principalmente hacia
esfingosina y ceramida C18. La desregulacion de esta via, como el exceso de C2-
ceramida o S1P, provoca muerte celular por apoptosis, lo que evidencia el equilibrio
delicado que rige la via de reciclaje de esfingolipidos (Young et al., 2013).

La desregulacion del metabolismo de ceramidas tiene implicaciones significativas

para diversas enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas. En la enfermedad de
Alzheimer, se ha observado que niveles elevados de ceramidas estan asociados con
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disfuncion sinaptica y neuroinflamacion, dos rasgos caracteristicos de la enfermedad
(Chowdhury et al., 2022). En el caso de la enfermedad de Parkinson, las ceramidas
inducen respuestas inflamatorias que exacerban la degeneraciéon neuronal y afectan
negativamente la funcién motora (Vos et al., 2021). Ademas, cambios en el metabolismo
de ceramidas se han documentado en trastornos psiquiatricos como la ansiedad,
depresion y esquizofrenia que pueden alterar la comunicacion entre células cerebrales y
la actividad de neurotransmisores, contribuyendo al desarrollo de los sintomas
psiquiatricos (Bernal-Vega et al., 2023). Cuando se altera el metabolismo de ceramidas,
pueden verse afectados procesos como la sinapsis y la plasticidad neuronal, esenciales
para el bienestar emocional y cognitivo.

Finalmente, en contextos de dafo neurolégico agudo, como accidentes
cerebrovasculares o traumatismos craneoencefalicos, se ha observado una alteracion
en el metabolismo de ceramidas como parte de la respuesta celular al estrés. Este
desequilibrio puede contribuir a la muerte celular y agravar el dafio neuronal, dificultando
la recuperacion cerebral (Lei et al., 2025).

1.4. Ceramidas en los Trastornos de Ansiedad.

En los ultimos afos, se ha demostrado que el metabolismo sistémico impacta
significativamente en la funcion cerebral. Diversos estudios han confirmado que sefiales
periféricas, incluidos los mediadores lipidicos, pueden modular la actividad neuronal a
través de la infiltracion celular y los metabolitos circulantes (Custers et al., 2022).

En la amigdala, una region clave en el procesamiento emocional y del miedo, se
han asociado niveles elevados de ceramidas de cadena larga y muy larga (como C18:0
y C20:0) con respuestas emocionales exacerbadas, caracteristicas de los trastornos de
ansiedad. Estas ceramidas activan vias de sefalizacién que incrementan la excitabilidad
neuronal, favoreciendo la hiperactividad de las neuronas amigdalinas y promoviendo la
propagacion de sefales ansiégenas. Ademas, su participacion en la modulacién de la

neuroinflamacion, ha sido relacionada con disfunciones en areas cerebrales criticas para
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la regulacion emocional, como la corteza prefrontal y la corteza orbitofrontal (Jana et al.,
20009).

Un estudio lipidomico revel6 una correlacion inversa entre los sintomas de
ansiedad y la proporcidn de esfingomielina C23:1 a esfingomielina C16:0, asi como entre
la fosfatidilcolina O-36:4 y la ceramida C20:0 en plasma. Ademas, se observo que los
bajos niveles de N-(hexadecanoyl)-deoxysfingosina-1-sulfonato en plasma se
correlacionaron negativamente con los puntajes en la Escala de Calificacion de Ansiedad
de Hamilton. Los analisis de plasma de pacientes con sintomas depresivos/ansiosos
indican niveles elevados de ceramidas C20:0 y C22:0, junto con una mayor actividad de
esfingomielinasa en comparacion con los controles sanos, independientemente del uso

de medicamentos antidepresivos o ansioliticos (S. Wang et al., 2025).

En modelos preclinicos que exhiben conductas similares a la ansiedad, también
se han observado alteraciones significativas en el perfil de ceramidas plasmaticas vy
cerebrales. En particular, se han reportado aumentos en las ceramidas C16:0, C16:1,
C18:1, C22:1 y C26:1, junto con niveles elevados de lactosilceramida C18:0, C24:0 y
C26:1 en la corteza prefrontal y el hipocampo (Sambolin-Escobales et al., 2022). Cabe
destacar que la infusion de ceramida C16:0 en la amigdala basolateral puede inducir un

fenotipo ansidégeno en ratones (Zoicas et al., 2020).

El estrés también regula la expresion de receptores de esfingolipidos en el sistema
nervioso central. Por ejemplo, en el hipocampo de ratas ansiosas se ha observado una
reduccion en los niveles del receptor de esfingosina-1-fosfato tipo 2 (S1PR2), el cual
desempeifia un papel crucial en varios procesos biologicos, como la proliferacién celular,
la angiogénesis, la migracion celular, la organizacion del citoesqueleto, el trafico de
células inmunitarias y la mitogénesis (van Echten-Deckert, 2023).

La evidencia sugiere que las ceramidas pueden modular la susceptibilidad al

desarrollo de trastornos de ansiedad. Los hallazgos mas consistentes indican que los
altos niveles de ceramidas de cadena larga y muy larga en regiones como la amigdala y
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la corteza prefrontal son significativos. Sin embargo, los mecanismos a través de los
cuales las ceramidas se relacionan con los trastornos del estado de animo siguen siendo
inciertos. Un modelo propuesto sugiere que la neuroinflamacion mediada por lipidos

podria jugar un papel importante en esta relacién (Bernal-Vega et al., 2023).

1.5. Ceramidas y neuroinflamacién.

Como se ha mencionado, alteraciones en el metabolismo de ceramidas se
asocian al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (EA) y el
Parkinson (EP). En este contexto, la inflamacion crénica y la disfuncion mitocondrial
desempefian mecanismos patogénicos clave. Especificamente, la acumulacion de
ceramidas en las mitocondrias ha demostrado afectar directamente la integridad vy
funcionalidad de las membranas, contribuyendo a la disfuncion mitocondrial y a procesos
inflamatorios cerebrales. Ademas, especies especificas como la C16:0 y la C2:0 pueden
aumentar la permeabilidad mitocondrial y favorecer la liberacién de citocromo c, un
evento proapoptotico que activa la cascada de caspasas y amplifica la neuroinflamacion
(Garcia-Ruiz et al., 1997; Siskind & Colombini, 2000). En modelos animales y en
cerebros de pacientes con EA, se ha observado un contenido elevado de ceramidas
mitocondriales asociado con alteraciones estructurales en las mitocondrias y un
incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales inducen
dafo neuronal e inflamacion (Crivelli et al., 2024).

Estudios recientes han revelado que especies de ceramidas de cadena larga
como C18:0, C22:0 y C24:1 reducen la eficiencia de la cadena de transporte de
electrones (ETC) e incrementan la produccion de ROS, tanto en mitocondrias sinapticas
como no sinapticas (Carr et al., 2023; Kennedy et al., 2016). Estas ROS pueden
desencadenar respuestas inflamatorias a través de la liberacion de sefales de dafo
intracelular (DAMPs), que promueven el reclutamiento de microglia y la secrecién de
citocinas proinflamatorias. Ademas, las ceramidas regulan procesos mitocondriales
criticos como la mitofagia, esencial para la eliminacion de mitocondrias disfuncionales.
Se ha reportado que la ceramida C18:0, sintetizada por la CerS1, regula la mitofagia
mediante su interaccion con el transportador p17/PERMIT, contribuyendo al
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mantenimiento del control de calidad mitocondrial en el cerebro (Oleinik et al., 2023). Por
su parte, la enzima esfingomielinasa acida (ASM), encargada del catabolismo de
esfingomielina a ceramidas, modula rutas celulares como el complejo LYNUS vy la via
mTOR-TFEB, que integran sefales de estrés con respuestas autofagicas e inflamatorias
(Justice et al., 2018; J. K. Lee et al., 2014).

En enfermedades neurodegenerativas como la EP, la disfuncién del sistema
PINK1/Parkin, encargado de la degradacion mitocondrial, se ha vinculado con la
acumulacion de ceramidas y la activacidn de procesos apoptoticos e inflamatorios en
neuronas dopaminérgicas (Vos et al., 2021; Vos & Klein, 2022). La ceramida C16:0,
sintetizada por la CerS6, también ha sido implicada en la amplificacion de la apoptosis y
el deterioro de la dinamica mitocondrial tras eventos como la hemorragia intracerebral.
Esta disrupcion afecta negativamente la mitofagia y exacerba la neuroinflamacion (Xu et
al., 2024). Asimismo, estimulos metabdlicos como la insulina pueden inducir la sintesis
de ceramidas proinflamatorias en el cerebro, particularmente en modelos con
predisposicidn genética, como aquellos portadores del alelo ApoE4, exacerbando el
estrés mitocondrial y la inflamacion (Carr et al., 2023).

Mas alla de sus efectos sobre las mitocondrias, las ceramidas juegan un papel
activo en la regulaciéon de la neuroinflamacion. En el cerebro, modulan eventos
intracelulares asociados a la senalizacion de citoquinas, produccién de eicosanoides,
activacion de la apoptosis, astrogliosis y migracion de células T (Yin et al., 2013). Estas
funciones son fundamentales para la respuesta inmunitaria cerebral, y su disrupcion ha
sido relacionada con patologias neuroinflamatorias como EA y EP. Especificamente, las
ceramidas pueden activar moléculas proinflamatorias como TNF-a, iNOS, IL-1 e IL-6,
probablemente a través de la activacion del factor de transcripcion NF-kB (de Wit et al.,
2019). La activacion de este factor también puede ser inducida por ceramidas de cadena
larga (C16-C24), generadas por la esfingomielinasa microglial (J. Y. Lee et al., 2020).
Por el contrario, ciertas ceramidas de cadena corta han demostrado efectos
antiinflamatorios, particularmente en la modulacion de la microglia, lo que sugiere que su

actividad puede ser dependiente de la longitud de la cadena.
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Se conocen diversos mecanismos moleculares que vinculan a las ceramidas con
la generacion de un perfil proinflamatorio. Por ejemplo, se ha documentado que las
ceramidas facilitan la ensamblaje del inflamasoma NLRP3, promoviendo la secrecion de
IL-18, una citoquina activada por caspasa-1 que amplifica la inflamacion cerebral
(Scheiblich et al., 2017, 2021). Asimismo, se ha sugerido que las ceramidas favorecen la
translocacion nuclear de NF-kB tras su fosforilacion, desencadenando la expresion

génica proinflamatoria (Zheng et al., 2021).
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2. Antecedentes directos.

En el grupo de trabajo, al utilizar ratones C57BL/6 alimentados con una dieta rica en
grasas Yy ultraprocesados, se observo la manifestacion de un fenotipo conductual
relacionado con la ansiedad. Este fenotipo se evalué mediante pruebas estandar, como
el laberinto elevado y el campo abierto, que son modelos comunes para medir el
comportamiento ansioso en roedores. Los resultados indicaron que los ratones con dieta
alta en grasas mostraron un comportamiento caracteristico de ansiedad, con un aumento
en el tiempo de permanencia en las areas cerradas del laberinto y una menor exploracion
del centro en el campo abierto. En paralelo a estas observaciones conductuales, se llevd
a cabo un analisis lipidomico del plasma de los ratones, el cual revelé un aumento
significativo en las concentraciones de ceramidas de cadena larga, especificamente
C16:0, C22:0, C24:0, C24:1 y C25:0 (Figura 4). Estos resultados sugieren que las
ceramidas de cadena larga podrian estar involucradas en la modulacion de respuestas
ansiosas, posiblemente mediadas por alteraciones en la estructura y funcion de las

membranas celulares, especialmente en areas cerebrales criticas para la regulacion

emocional.
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Figura 4. Analisis lipodémico de las especies de ceramidas en ratones con conductas
ansiosas. Se reportd un aumento significativo de las ceramidas C16:0, C22:0, C24:0, C24:1y
C25:0 en los ratones que tuvieron una dieta de cafeteria (CAF) y que ademas provenieron de
madres CAF. El aumento significativo de las ceramidas se correlacion6 con conductas similares

a la ansiedad en comparacion a los controles.

Finalmente, una de las preguntas que permanece sin respuesta, es el demostrar
si el incremento de ceramidas en sangre induce disfuncion cerebral y el desarrollo de
ansiedad. Con esta informacién, se administr6 una mezcla de ceramidas por via
intravenosa, ajustando las concentraciones de acuerdo con los datos obtenidos en el
perfil lipidomico. Como resultado, se observd que la administracion de intravenosa de
ceramidas indujo un fenotipo ansioso en las hembras, pero no en machos (Figura 5A).
Este hallazgo refuerza la hipétesis de que las ceramidas de cadena larga podrian
desempenar un papel clave en la modulacion de la ansiedad, posiblemente mediando
una disfuncion en las vias de sefializacién cerebral relacionadas con el estrés y las

emociones.

Adicionalmente, se identificd incremento en la poblacién de células microgliales
en el cerebro de los ratones tratados con ceramidas, destacando la corteza prefontal, lo
anterior con el marcador de superficie CD86+ (Figura 2B), CD86 es una glicoproteina de
membrana que se expresa principalmente en células inmunes como macrofagos, células
dendriticas y microglia. Su funcion principal es proporcionar una sefial coestimuladora
necesaria para la activacion de linfocitos T al unirse a CD28 o CTLA-4 en células T
(Zhang et al., 2023). La microglia son células del sistema inmunologico del cerebro que
desempeiian un papel fundamental en la respuesta a la inflamacién y en la homeostasis
neuronal. Este aumento en la activacion de la microglis sugiere que las ceramidas
pueden estar involucradas en procesos de neuroinflamacion, lo que podria contribuir al

desarrollo y mantenimiento del fenotipo ansioso observado en los animales tratados.

Finalmente, se evaluaron perfiles transcriptomicos en un cultivo de células
cerebrales. Se cuantificaron genes inflamatorios como IL-6, IL-18 y TNF-a, los cuales

son esenciales en la respuesta inmunitaria del SNC. Los resultados revelaron una mayor
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expresion de marcadores inflamatorios en comparacion a los controles, lo que respalda
la hipdtesis de que una las ceramidas puede inducir alteraciones en el metabolismo de
lipidos y promover la activacion neuroinmune. TNF tuvé mayor expresion en el grupo

CER aun cuando se dio el estimulo con LPS (Figura 5C).
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Figura 5. Los ratones con una administracién periférica de una mezcla de ceramidas de
cadena larga presentaron una conducta similar a la ansiedad, un aumento de céluas
microgliales y la expresion de marcadores de inflamacion. (A) Los ratones hembra
administrados periféricamente con una mezcla de ceramidas de cadena larga tuvieron un
incremento significativo en los brazos cerrados del laberinto elevado, caracteristico de una
conducta ansiosa, reportandose una tendencia similar en machos. (B) Los ratones adminsitrados
con la mezcla de ceramidas presentaron mayor problacién CD86+, lo que se traduce en una
mayor activacion de la microglia en la corteza de los animales. (C) El marcador de inflamacion
TNF tuvo una mayor expresiéon cuando las células cerebrables se pusieron en contacto con la

mezcla de ceramidas en comparacion a cuando se les dio el estimulo con LPS.

En su conjunto, los resultados proponen que la administracion estereotaxica en
la corteza preforntal de la mezcla de ceramidas de cadena larga en ratones C57BL/6. A
los ratones se les realizaron pruebas conductuales en busequeda de una conducta
similar a la ansiedad, cuantifiacién de genes relacioandos a inflamacion y activacion de
la microglia y tinciones histologicas en conjunto con un marcaje para Iba1 con el fin de

analizar signos de inflamacion y activacion de la microglia.
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3. Justificacion.
Los trastornos de ansiedad (TA) son los desdrdenes psiquiatricos mas prevalentes
a nivel mundial, afectando significativamente la calidad de vida de quienes los padecen.
Investigaciones recientes han identificado niveles elevados de ceramidas de cadena
larga en el suero de individuos con TA en comparacion con controles sanos. Sin
embargo, el mecanismo por el cual las ceramidas contribuyen al desarrollo de la

ansiedad y la neuroinflamacion aun no esta completamente dilucidado.

Por esta razon, el presente estudio se enfoca en evaluar el impacto de la
administracion local de una mezcla de ceramidas de cadena larga en la modulacion de
la neuroinflamacion y su relacion con conductas ansiosas en un modelo murino. Los
hallazgos de esta investigacion podrian respaldar el papel de las ceramidas de cadena

larga como biomarcadores de neuroinflamacion en pacientes con TA.
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4. Hipoétesis.
La administracion de una mezcla de ceramidas de cadena larga (C16:0, C18:0,
C22:0, C24:0 y C24:1) en la corteza prefrontal de ratones induce una conducta similar a
la ansiedad mediante la expresion de genes proinflamatorios y la activacion de la

microglia.
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5. Objetivos.
5.1. Objetivo General:
Evaluar el papel de la administracion de ceramidas de cadena larga/muy larga
(C16:0, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1) en la corteza prefrontal de un modelo murino en
el desarrollo de una conducta similar a la ansiedad mediante neuroinflamacién inducida

por microglia proinflamatoria.

5.2. Objetivos Especificos:

1. Analizar la conducta similar a la ansiedad en ratones administrados con una

mezcla de ceramidas de cadena larga en la corteza prefrontal.

2. Cuantificar la expresion relativa de genes relacionados con la inflamacion y la
activacion microglial en ratones administrados con una mezcla de ceramidas de

cadena larga en la corteza prefrontal.
3. Evaluar los cambios morfolégicos y la activacion de la microglia en la corteza

prefrontal de ratones localmente administrados con una mezcla de ceramidas de

cadena larga, mediante analisis histologico.
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6. Estrategia experimental.
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7. Metodologia.
7.1. Modelo animal. Todos los experimentos se realizaron empleando ratones macho
de la cepa C57BL/6J de 8-10 semanas de edad, con un peso de 20-25 g. Los ratones
fueron alojados por pares en jaulas de plexiglas, mantenidas a 23 °C en una habitacién
con temperatura controlada con un ciclo luz / oscuridad de 12 horas. El agua y comida
(Labdiet 5000) se dispusieron ad libitum en la jaula.

7.2. Definicion de los grupos de estudio. Se trabajé con cuatro grupos de estudio para
validar que la conducta similar a la ansiedad es inducida por la administracion de
ceramidas de cadena larga respecto al vehiculo.

e Grupo CON: Ratones que no tuvieron ninguna intervencion quirurgica.
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e Grupo SHAM: Ratones que se trataron unicamente con la puncion con la aguja
durante el tiempo correspondiente a la cirugia (el tejido fue hidratado
constantemente con solucion fisiologica).

e Grupo VEH: Ratones administrados con la 5uL de una solucién de cloruro de sodio
al 0.9% con 1% de albumina bovina sérica libre de acidos grasos (Equitech-Bio,
BAHG6).

e Grupo CER: Ratones administrados con 5uL de la solucién de ceramidas de
cadena larga que contiene a C:16, C18:0, C22:0, C24:0 y C24:1 (Avanti Polar
Lipids Inc) en las concentraciones dispuestas en la tabla 1. Las ceramidas fueron
diluidas en una solucion de cloruro de sodio al 0.9% con 1% de albumina bovina

sérica libre de acidos grasos (Equitech-Bio, BAHGG6).

Nomenclatura Longitud (Carbonos) Concentracioén final
d18:1/16:0 16 0.47 nM
d18:1/18:0 18 0.60 nM
d18:1/22:0 22 0.50 nM
d18:1/24:0 24 3.5nM
d18:1/24:1 24 0.9 nM

Tabla 3. Concentracion final de las ceramidas dispuestas en la mezcla de ceramidas de
cadena larga administrada a los ratones del grupo CER. Las ceramidas dispuestas en la
mezcla tienen un esqueleto de esfingosina (d18:1) y 16-24 carbonos de longitud de su acido
graso. Las concentraciones utilizadas son en base a las obtenidas en el plasma de ratones con

una conducta similar a la ansiedad (Figura 4).

7.2.1. Calculo de la poblacién por grupo de estudio. Para el calculo de la N de
los individuos por grupo se utilizé la siguiente formula: X =N/ ((A/100) x (B/100)), donde,
N (6) es el numero final de animales necesarios para el tratamiento. A es la resta del
100% de los roedores y el porcentaje que no genera una conducta similar a la ansiedad
con la administracion de ceramidas, segun Zoicas y colaboradores (2020) es de

aproximadamente del 15%. B es la resta del 100% de los roedores y el porcentaje que
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muere posterior a la intervencion estereotaxica realiza correctamente, segun Fornari y
colaboradores (2012) es el 5%. Entonces: X =6/ ([100-15)/100] x [(100-5)/100]. X = 7.43
(7 ratones).

7.3. Administracién estereotaxica de la mezcla de ceramidas. Para la administracion
del complejo de ceramidas de cadena larga en la corteza prefrontal de los ratones, se
realizo la anestesia con Zoletil 100/Xilacina (Virbac) via intraperitoneal. Los ratones se
colocaron en el equipo estereotaxico con la barra de incisivos a 10 mm por debajo de la
linea interaural (Doccol corporation). Posteriormente se despejé el area de cirugia, para
ello, se rasuro la cabeza con una rasuradora eléctrica. Después, con ayuda de un bisturi
se expuso el craneo de los animales para identificar el bregma (interseccion de las
comisuras del cerebro). Partiendo del bregma, con las coordenadas AP +0.98 mm desde
la linea interaural, ML -1.7 mm desde la linea media se ubico al nucleo M1 de la corteza
prefrontal, siendo el mas extenso de dicha region cerebral. Con ayuda de un taladro
dental se perforé el craneo (fresa dental D3.35) en el sitio de la intervencidn. Y se
procedid con la ultima coordenada DV: -1.5 mm desde la linea vertical. Se micro-
inyectaron 5 puL del complejo lipidico a una velocidad de 9 uL / hora con ayuda de una
bomba de flujo conectada (Fermelo biotec; NE-1002X) a una jeringa de 0.675mm de
grosor (Hamilton Company; 0.775mm). Posterior a la administracion se molded
nuevamente el craneo con cera de hueso (Stock Salud; UNIWAX) y se uni¢ el tejido con
ayuda de pegamento de contacto (Industrias KolaLoka). Posterior a una semana de la
administracidon se procedio con las pruebas conductuales tomando en cuenta el tiempo

necesario para la recuperacion de los animales después de la intervencion quirdrgica.

La seleccion del punto de administracion se basé en el centro del nucleo mas extenso
de la corteza prefrontal, es decir el M1. Para el AP, se seleccion6 +0.98 en funcién a la
densidad presentada de la corteza prefrontal en relacion al cuerpo estriado. Para las
coordenadas MLy DV, -1.7 y -1.5, respectivamente, se utilizo el critrio de administrar en

el centro del nucleo. Lo anterior se describe con la siguiente figura:
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7.4. Pruebas conductuales. Para confirmar una conducta similar a la ansiedad en los
CER, los ratones se sometieron a cuatro pruebas conductuales. Las pruebas tuvieron
lugar una semana posterior a la cirugia, teniendo un espacio de 24 horas entre cada
prueba. Se realizaron en el siguiente orden: Laberinto Elevado, Campo Abierto, Caja
Luz-Oscuridad y Suspension de la Cola. La primera fase de cada una de las pruebas es
el periodo de aclimatacion, en el cual, los ratones pasaron una hora en el cuarto

dispuesto para las grabaciones antes de iniciar el tiempo de prueba.

7.4.1. Laberinto Elevado. La prueba del laberinto elevado es el estandar de oro
para evaluar la conducta similar a la ansiedad en ratones. Se basa en los estimulos
naturales, miedo a los espacios abiertos y el miedo a caminar sobre una plataforma
elevada y relativamente estrecha. Para ello, se tuvo una plataforma de plexiglas elevada
del suelo (38.5 cm) en forma de cruz con dos brazos abiertos y dos brazos cerrados (15
cm de cada extremo). Los ratones comenzaron la prueba en el centro de la prataforma
con direccion hacia uno de los brazos cerrados, de forma aleatoria, para evitar el sesgo.
Se grabo su recorrido durante 5 minutos. Los datos fueron analizados con el Software
AnyMaze del cual se extrajeron el numero de transiciones (desde un brazo abiero a uno

cerrado y viceversa) y el tiempo que pasan en cada uno de los brazos (Kraeuter et al.,
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2019a). Los ratones con un fenotipo ansioso disponen mayores tiempos en los brazos

cerrados de la prueba en comparacion a los controles.

7.4.2. Campo Abierto. La prueba de campo abierto consiste en una zona amplia
abierta limitada por paredes. Esta prueba evalua la respuesta innata del rodeador a los
espacios abiertos y su impulso exploratorio, basada en la tendencia de los roedores con
una conducta similar a ansiedad a evitar areas expuestas. Para ello, se dispuso de una
caja de plexiglas transparente (50 x 50 x 50 cm) con cuadrantes de 12 x 12 cm
delimitados por el sftwate ToxTrac V.1.0. Se coloco a los animales en una esquina al
azar de la arena en direccion a la pared y se les permitio explorar la arena durante 10
minutos. Su recorrido fue grabado durante 10 minutos complementaron los datos
utilizando un sistema automatico de deteccion de movimiento (ToxTrac V.1.0.). Los datos
recopilados fueron la velocidad promedio, la distancia total recorrida, el porcentaje de
inactividad, y el tiempo que pasaron en la periferia y el centro de la arena
Los ratones con un fenotipo ansioso pasan mas tiempo en la periferia del campo en
comparacion a los controles. Ademas, los datos de velocidad promedio e inactividades
se relacionan con la actividad locmotora de los animales (Kraeuter et al., 2019b).

7.4.3. Caja Luz-Oscuridad. El principal factor ansiogénico se fundamenta en el
conflicto entre el comportamiento exploratorio del raton y la aversion natural hacia el area
abierta e iluminada. La prueba se baso en una caja de plexiglas (44 x 21 x 21 cm) con
una zona de color negro, denominada area/zona oscura que abarco la tercera parte de
la caja, con una abertura de 13 x 5 cm que separa la zona oscura de la zona iluminada
la cual fue irradiada con una lampara de 22 W. El ratbn comenzo6 su recorrido en la zona
oscura y se grabo durane 5 minutos. Los datos se obtuvieron con el software AnyMaze
y constaron del tiempo de latencia, que se define como el tiempo que tardan los ratones
en salir desde la zona oscura a la iluminada por primera vez y el tiempo que se
dispusieron en cada una de las zonas de la caja. Los ratones con un fenotipo ansioso se
disponen mayormente en la zona oscura de la caja, con menor numero de transiciones
y menor tiempo de exploracion de la zona iluminada en comparacion a los controles
(Kraeuter et al., 2019b).
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7.4.4. Suspensién de la cola. Como ultima prueba conductual se optd por una
relacionada a la depresion, tomando en cuenta la comorbilidad que pueden tener las
conductas ansiosas y depresivas en ratones dadas por el componente inflamatorio. La
prueba de suspension de la cola es un modelo conductual que evalua el comportamiento
relacionado a la desesperanza o depresion en los animales (Nomura et al., 1992). Para
ello, los ratones fueron suspendidos por la base de la cola usando una cinta adhesiva no
dafiina. La suspensidon de realizé durante 6 minutos, que se dividen en 1 minuto de
aclimatacion y en los 5 minutos restantes se cuantificaron el tiempo total de inmovilidad
y los intentos de escape. El raton puede mostrar una conducta de lucha activa o
inmovilidad pasiva. En donde, los ratones con un fenotipo depresivo tienen menores

intentos y tiempo de escape en coparacion a los controles.

7.4.5. Calculo de los niveles relacionados a la ansiedad (Z-score). Los z-
scores son medidas matematicas sin unidad que permiten estandarizar los resultados
dentro de un estudio, facilitando asi la comparacion entre datos provenientes de
diferentes investigaciones. Estas puntuaciones normalizadas muestran cuantas
desviaciones estandar se encuentra un dato especifico por encima o por debajo del
promedio de un grupo de referencia. En este estudio, donde se evaluaron los efectos de
la administracién de ceramidas se utilizé el grupo de estudio mas cercano al tratamiento

para normalizar los datos, el grupo SHAM.

X — j
(0)

zZ =

Donde X corresponde al valor individual observado para cada parametro, y y o
representan la media y desviacion estandar del grupo control, respectivamente.

7.5. Cuantificacion relativa de la expresion de genes relacionados a la inflamacién
y la activacion de la microglia. Se realizaron PCR cuantitativas en dos pasos para
cuantificar los niveles de IL-6, IL-13, TNF-a, TREM2 y CD69 utilizando como gen
endogeno a 36B4 que codifica para una fosfoproteina ribosomal acida (PO).
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7.5.1. Sacrificio de los animales. Posterior a la ultima prueba conductual
(Suspension de la Cola) los ratones fuerdn anesteciados utilizando una mezcla de Zoletil
100/Xilacina (Virbac) via intraperitoneal con una désis de 1 uL/gpc. Una vez que el ratén
no mostrd signos de reflejo, se procedié a realizar la dislocacion cervical como método
de eutanasia. Después de la muerte de los animales, se colocaron posicion dorsal y se
realizé una incision longitudinal en la piel sobre el craneo para exponer la superficie 6sea.
Con ayuda de unas tijeras se corté cuidadosamente el craneo a lo largo de la sutura
sagital. Una vez abierto el craneo, se retiraron los huesos parietales y frontales para
exponer el cerebro. Los cerebros se extrajeron utilizando una tenaza concava y se en
solucion fisioldgica para preservar su integridad durante el manejo. A continuacion, se
identificd la corteza prefrontal en la cual se realizé la intervencidn quirdrgica, que se
separo utilizando un bisturi. El tejido fue recuperado en 1mL de trizol frio (Fihser scientific;
15596018) que se almacend en una hielera con hielo seco para poder realizar la

extraccion del ARN.

7.5.2. Extraccion de ARN con Trizol. El tejido recuperado en 1mL de trizol
(Fisher scientific; 15596018) frio se homogenizo por sonicacion (Fisherbrand™
Desmembrador sénico modelo 120) durante 15 segundos a 5 pulsos y con una amplitud
de 30%. Después de la homogenizacion el tejido se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se agregaron 200 pL de cloroformo frio (Sigma-Aldrich; UN1888) y a
las muestras se les di6é un ciclo en el vortex (SI-0236) de 15 segundos. Después se
centrifugaron las muestras a 14,000 rpm por 15 minutos (Eppendorf™ Centrifuge
5425/5425 R). Se recupero la fase acuosa a la que se le agregan 500uL de Isopropanol
frio (Quality Chemical) y se incubaron durante toda la noche. Pasada la incubacion las
muestras se centrifugaron para formar la pastilla de ARN. Se descart6 el sobrenadante
y se realizaron dos lavados con Etanol 75% y un lavado con Etanol al 100% (Quality
Chemical), entre cada lavado las muestras se centrigufaron a 14,000 rpom durante 10
minutos y se descarto el Etanol. Para una mejor calidad de la extraccién, con ayuda de
una mciropipeta con volumen de 10 pL se retird el Etanol excedente y se dejo secar la
pastilla durante 5 minutos. El ARN se resuspendio en 50uL de agua DEPC (Invitrogen™
DEPC-Treated Water). Se midio la calidad del ARN con ayuda de un Nanodrop (Thermo
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Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers) utilizando solo aquellas
muestras con relaciones de absorbancias A260/A280 = 1.8-2.0 y A260/A230 > 2.0. Las
muestras se llevaron a una concentraciéon de 1,000 ng/uL y se almacenaron a -20°C
procurando realizar la retrotranscripcion en un tiempo menor a una semana después de

la extraccion.

7.5.3. Cuantificacidon de los genes blanco. El ADN complementario se sintetiz6
utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription de Applied Biosystems con
las concentraciones dispuestas en la tabla 2. Para la PCR punto final se utilizé el equipo
Termociclador Veriti 96-Well, Applied Biosystems configurado de la siguiente manera:
Paso 1 (25°C durante 10 minutos), Paso 2 (37°C durante 120 minutos), Paso 3 (85°C
durante 5 minutos). Se realizé la RT-PCR utilizando las concentraciones dispuestas en
la tabla 3 con el kit comercial iQ SYBR Green Supermix de Bio-Rad en el equipo 7500
Fast Real-Time PCR System de Applied Biosystems en la configuracion estandar
(recomendacion del proveedor). Se evalud la expresion del ARNm de los genes
relacionados a inflamacion (IL-6, IL-1R y TNF-a) y a la activacion de la microglia (TREM2
y CD68) con primers anteriormente validados por el equipo de trabajo dispuestos en la
tabla 4 a una concentracion de 1uM. Estos genes se normalizaron usando 36B4 como
gen enddgeno y se cuantificd relativamente su expresion por 24€T (Babcock et al.,
2015). Todos los primers se adquirieron de la casa comercial ThermoFisher.

Reactivo Volumen por reaccion (L)

10X RT buffer 2

25X dNTPs 0.8

10X Random p 2
MultiScribe™ (1 ml a 50 U/pul) 1

Agua DEPC 3.2
Templado 1

TOTAL 10
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Tabla 4. Volumenes por reaccién para la retrotranscripcion. En cada caso se multiplico el

numero de reacciones por el volumen de cada reactivo dispuesto en la tabla.

Reactivo Volumen por reaccion (L)
SYBR Mix 5
Agua DEPC 2
Primers (Mezcla 1:1) 2
Templado 1
TOTAL 10

Tabla 5. Volumenes por reaccion para la PCR cuantitativa. En cada caso se multiplico el

numero de reacciones por el volumen de cada reactivo dispuesto en la tabla.

Gen blanco Secuencias
GTTACTCTCCTGCCATCCTTC
¢bes GCAGGGTTATGAGTGACAGTTG
TREM2 GAACCGTCACCATCACTCTG
CAGCATCTTGGTCATCTAGAGG
TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
L6 TTGGTCAGCCACTCCTTC
CAGGCGGTGCCTATGTCTC
TNF-a CGATCACCCCGAAGTCAGTAG
GCAACTGTTTCCTGAACTCAACT
-6 ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
TCCAGGCTTTGGGCATCA
3684 CTTTATCAGCTGCACATCACTCAGA

Tabla 6. Secuencias de primers. En la tabla se muestran los primers utilizados para los genes
relacionados a la inflamacién (IL-6, TNF-a e IL-1R) y los relacionados a la activacion de la
microglia (CD68 y TREM2), ademas del gen enddégeno 36B4. Para cada gen, primero se

presenta el Forward y debajo el Reverse.
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7.6. Tinciones histolégicas e inmunohistoquimica para Iba1. Para analizar signos de
inflamacion en la corteza prefrontal de los cuatro grupos de ratones se realizaron la
tincion de Hematoxilina y Eosina para ver la morfologia general, presencia de infiltrados
y poblaciones neuronales y de la glia. También se realizé la tincion de Nissl para las
células del Sistema Nervioso Central, que comprende a las neuronas, la microglia, los
astrocitos y los oligodendrocitos. Por ultimo se realizé una inmunohistoquimica para el
marcador de microglia Iba1 con el fin de realizar un conteo de la poblacion y analizar las

ramificaciones de las células.

7.6.1. Perfusion de los animales. Posterior a la ultima prueba conductual
(Suspension de la Cola) los ratones fuerdn anesteciados utilizando una mezcla de Zoletil
100/Xilacina (Virbac) via intraperitoneal con una désis de 1 yL/gpc. Una vez que el ratén
no mostro signos de reflejo, se procedio a realizar la perfusion de los tejidos con PFA 4%
(Sigma-Aldrich; P6148). Para ello, los ratones anestesiados se inmovilizaron con cinta
adhesiva. Con ayuda de instrumentos quirurgicos se expuso el corazon y se administré
con una bomba de flujo una solucion de PBS 1% en el ventriculo izquierdo y con unas
tijeras se realiz6 un corte en la aorta. Se continuo con el flujo hasta que el liquido se
percibié transparente. Una vez que el sistema circulatorio del animal estuvo limpio, el
tejido se fijo con PFA 4% administrado en el ventriculo izquierdo hasta percibir goticulas
en la nariz del ratdn, esto para confirmar que la solucion llegé al cerebro. Después de 5
minutos se realizé la decapitacion de los animales. Después con ayuda de unas tijeras
se cortd cuidadosamente el craneo a lo largo de la sutura sagital. Una vez abierto el
craneo, se retiraron los huesos parietales y frontales para exponer el cerebro. Los
cerebros se extrajeron utilizando una tenaza concava y se dispusieron en PFA al 4%.

Las muestras se resguardaron durante 24-48 horas a 4°C.

7.6.2. Técnica histolégica convencional. Pasadas las 24-48 horas. Se realizo
la deshidratacion del tejido con concentraciones de etanol (CTR scientific) 70%, 80%,
95% y 100%, cada paso es de 1 hora. Posterior a ello se realizo la clarificacion con xilol
(CTR scientific) durante 2 horas. Pasado el tiempo el tejido se introduce en parafina
liquida a 60°C (Sigma-Aldrich; Paraplast X-TRA®) durante 2 horas. Las muestras fueron
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incluidas en un molde para formar bloques sélidos. Se realizaron de 5uM de la corteza
prefrontal con el microtomo Leica RM2245, procurando disponer de 2-3 cortes en cada

laminilla.

7.6.3. Tincion Hematoxilina y Eosina (HyE). Para |a rehidratacion de los cortes,
las laminillas se dispusieron en coplins con contenido de Xilol y Xilol/Etanol durante 3
minutos, y después se paso a los alcoholes, Etanol 100%, Etanol 96% durante 2 minutos
y al agua destilada durante 2 minutos. Posterior a la rehidratacion, las muestras se
tineron con hematoxilina (Sigma-Adrich; 517-28-2) durante 3 minutos para resaltar los
nucleos y se observaron al microscopio. Para la diferenciacion se realizo una inmersion
en Alcohol Acido vy el viraje se realizo con Agua Amoniacal (Sigma-Aldrich; 1336-21-6).
Después, los cortes se realizaron 6 inmersiones en Eosina (Sigma-Aldrich; 17372-87-1)
para tefir los citoplasmas de rosa. Finalmente, los cortes se deshidrataron nuevamente
en alcoholes ascendentes, se aclararon en Xilol y se cubrieron con un medio de montaje

para la observacion microscoépica.

7.6.4. Tincidn especial de Nissl. Para la rehidratacion de los cortes, las laminillas
se dispusieron en coplins con contenido de Xilol y Xilol/Etanol durante 3 minutos, y
después se paso a los alcoholes, Etanol 100%, Etanol 96% durante 2 minutos y al agua
destilada durante 2 minutos. Posterior a la rehidratacidon, las muestras se tifieron en
violeta de cresilo 0.5% (Sigma-Aldrich; C5042-10G) durante 30 minutos y se lavaron con
agua destilada. Para la diferenciacion las muestras se dispusieron en acido acetico
0.25% durante 15 segundos en pulsos de 5 segundos y posteriormente fueron llevadas
a Etanol/Xilol en una sola inmersion corta. Finalmente, los cortes se deshidrataron
nuevamente en alcoholes ascendentes, se aclararon en Xilol y se cubrieron con un medio

de montaje para la observacion microscopica.

7.6.5. Inmunohistoquimica para Iba1. Para la rehidratacion de los cortes, las
laminillas se dispusieron en coplins con contenido de Xilol y Xilol/Etanol durante 3
minutos, y después se paso a los alcoholes, Etanol 100%, Etanol 96% durante 2 minutos
y al agua destilada durante 2 minutos. Posterior a la rehidratacion se procedio a la
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recuperacion antigénica de los tejidos en buffer de citratos 10X (Sigma-Aldrich; H-3300)
durante 15 segundos a 60°C. Posteriormente se realizo el bloqueo de la peroxidasa
endogena con BLOXAL SP-6000 (Sigma-Aldrich; SP-6000) durante 10 minutos.
Después se realizo el bloqueo con suero de caballo con 50 uL al 2.5% (Gibco; 16050)
durante 1 hora. Terminando el bloqueo, se incubd el anticuerpo primario Anti-lba1
(abcam; ab178846) a una concentracion de 1:400 durante 12 horas a 4°C. Pasada la
incubacion se dispus6 el anticuerpo secundario Anti-Conejo HRP (VECTOR; BA-1300-
2.5) a una concentracion de 1:400 durante 2 horas a 25°C. Se procedi6 a la precipitacion
con 150 pL de diaminobencidina (DAB) (VECTOR; SK-4103) durante 10 minutos y se
realizdé una contratincion con Hematoxilina durante 2 minutos. Finalmente, los cortes se
deshidrataron nuevamente en alcoholes ascendentes, se aclararon en Xilol y se

cubrieron con un medio de montaje para la observacion microscopica.

7.6.6. Toma de fotografias y analisis morfométricos. Para las tres técnicas
realizadas se tomaron las microfotografias correspondientes con el Microscopio Nikon
TS2FL en 3 aumentos distintos. Se realizo una microfografia a 4X, 4 microfotogragias a
10Xy 8 microfotografias a 40X con el fin de realizar las morfometrias, las fotografias se
tomaron procesaron con el Software NIS Elements. Para el conteo de células neuronales
y de la glia en HyE y Nissl las neuronas se presentaron como nucleos eucromaticos con
uno o mas nucleolos prominentes, mientras que la glia se visualiz6 como nucleos
heterocromaticos mas basdfilos. Finalmente los vasos sanguineos se percibieron como
nucleos oscuros delimitando a una luz. El conteo se realizé en los 8 campos a 40X
cercanos a la puncion para cada individuo de cada grupo utilizando “Cell Counter” de
Imaged. La presencia de infiltrados se identifico por un aumento en la densidad celular
con nucleos irregulares e hiperpigmentados. Para el analisis de la presencia vy
ramificaciones de la microglia con Iba1 las microfotografias a 40X se trataron en ImageJ
como imagenes binarias y posteriormente se esqueletonizaron. El numero de células,
numero de ramifaciones y uniones, y el tamafio promedio de las ramificaciones se

obtuvieron gracias a “SkeletonAnalyzer” de ImageJ.
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7.7. Analisis estadistico. Para todos los experimentos se realizaron las pruebas de
Normalidad Shapiro-Wilk. Para los datos normales, se realizaron ANOVAs de una cola
con una correccion de Tukey. En caso de no ser paramétricos, se utilizo Kruskal-Wallis
con una correccion de Dunn. El analisis estadistico se realizo y grafico con el software
Graphpad Prism 9.0. Se consideraron estadisticamente significativos a los datos que
presentaron una p < 0.05.
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8. Resultados.
8.1. La administracion localizada de una mezcla de ceramidas de cadena larga induce una
conducta similar a la ansiedad en ratones.

Para identificar una conducta similar a la ansiedad se realizaron tres pruebas
conductuales en los 4 grupos de ratones analizados. En la prueba del laberinto elevado
(Figura 6) los grupos de controles analizados: CON, SHAM y VEH no mostraron
diferencia significativa en el numero de transiciones (Figura 6A) o en el tiempo que
permanecieron en los brazos abiertos (Figura 6B) y cerrados (Figura 6C). Para el grupo
CER, se reporté un decremento significativo en el numero de transiciones (p < 0.0001)
en comparacion a los 3 grupos de controles analizados (Figura 6A). Adicionalmente, de
los ratones administrados, se obtuvé un decremento significativo en el tiempo dispuesto
en los brazos abiertos (p < 0.0001) acompafiado de un aumento significativo en los
brazos cerrados de la prueba (p < 0.0001) (Figuras 6A y 6B).
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Figura 6. Numero de transiciones y tiempo dispuesto en cada uno de los brazos del
laberinto elevado. (A) Los ratones administrados con ceramidas presentaron un decremento
significativo en el numero de transiciones reales (de un brazo abierto a uno cerrado 6 viceversa)
en comparacion a los grupos de controles analizados. (B) El grupo CER presento un menor
tiempo en los brazos abieros del laberinto, acompafado de (C) un aumento significativo en los

brazos cerrados. Adicionalmente, en los parametros analizados (A, B y C) no se mostré una
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diferencia significativa entre el grupo CON, SHAM y VEH. Los datos se presentan como media +
error estandar. Se utilizo la prueba de ANOVA con pos hoc de Tukey para analizar las diferencias
entre los grupos (p < 0.05). Para CON (n = 6), SHAM (n = 6), VEH (n = 6), CER (n = 6).
Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham; VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

En la prueba del campo abierto, los ratones del grupo CER no presentaron
diferencias significativas en la distancia total recorrida o el tiempo de inactividad en
comparacion a los controles (Figuras 7A 'y 7B).
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Figura 7. Distancia total recorrida, tiempo de inactividad y tiempo que disponen los
ratones analizados en el centro y la periferia del campo abierto. (A) No se mostro diferencia
significativa en la distancia total recorrida de los 4 grupos de ratones analizados 6 (B) en el tiempo
de inactividad. (C) En el grupo CER se presentd un decremento significativo en el tiempo
dispuesto en el centro del campo, (D) acompafiado de un incremento significativo en la periferia,
adicionalmente, en los grupos CON, SHAM y VEH no hubo cambios en la disposicion en el centro
y la periferia del campo. Se utilizé la prueba de ANOVA con pos hoc de Tukey para analizar las
diferencias entre los grupos (p < 0.05). Para CON (n = 6), SHAM (n = 6), VEH (n=6), CER (n =
6). Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham; VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

Los parametros que presentaron significancia estadistica fueron los tiempos
dispuestos por el grupo CER en el centro y la periferia del campo, en donde, se reportd
un decremento significativo en el centro del campo contra el grupo CON (p = 0.0065),
SHAM (p = 0.0317) y VEH (p = 0.0003) (Figura 7C), acompafado de un aumento
significativo en la periferia del campo contra el grupo CON (p = 0.0065), SHAM (p =
0.0317) y VEH (p = 0.0003) (Figura 7D). Adicionalmente, al comparar los datos de los
grupos de controles analizados: CON, SHAM y VEH no se presentdé una diferencia
significativa en la disposicion en el centro o periferia del campo.

En la caja luz-oscuridad, los ratones CER presentaron una tendencia al
decremento en el numero de transiciones, pero, sin diferencia significativa en
comparacion a los controles (Figura 8A). En donde se reporté un aumento significativo
fue en el tiempo que pasan los ratones en explorar por primera vez la zona iluminada de
la caja, es decir, el tiempo de latencia, en dénde encontramos que el grupo CER tuvo un
decremento significativo contra el grupo CON (p < 0.0001), SHAM (p = 0.0003) y VEH (p
=0.0012) (Figura 8B). Ademas, los ratones administrados dispusieron significativamente
menor tiempo en la zona iluminada de la caja (p = 0.0002 y p = < 0.0001) (Figura 8C)
acompafado de un aumento significativo en la zona oscura (p = 0.0004 y p = < 0.0001)
(Figura 8B), en comparacion a los controles. Por ultimo, al comparar los datos de los
grupos de controles analizados: CON, SHAM y VEH no se presentdé una diferencia

significativa en el tiempo dispuesto las zonas de la caja (Figuras 8C y 8D).
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Figura 8. Numero de transiciones, tiempo de latencia y tiempos en la zona iluminada y
oscura de la caja luz-oscuridad. (A) No se mostro diferencia en el nimero de transiciones, sin
embargo, hubo una tendencia marcada al decremento en el grupo CER en comparacién a los
controles. (B) Se reporté un aumento significativo en el tiempo de latencia de los ratones
administrados en comparacion a los controles. (C) En el grupo CER se presentd un decremento
significativo en el tiempo dispuesto en la zona iluminada (D) acompafiado de un incremento
significativo en la zona oscura, adicionalmente, en los grupos CON, SHAM y VEH no hubo
cambios en la disposicion en las zonas de la caja. Se utilizé la prueba de ANOVA con pos hoc
de Tukey para analizar las diferencias entre los grupos (p < 0.05). Para CON (n = 6), SHAM (n =
6), VEH (n =6), CER (n = 6). Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham; VEH: vehiculo; CER:

ceramidas.
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Figura 9. Simulaciones de los recorridos realizados por los ratones del grupo CER en las
pruebas conductuales relacionadas a un fenotipo ansioso. La administracion de ceramidas
de cadena larga en ratones promovié (A) una mayor disposicién en los brazos cerrados del
laberinto elevado, (B) mayor tiempo en la periferia del campo abierto y, (C) menor tiempo en la
zona iluminada de la caja luz-oscuridad. Los mapas de calor de las simulaciones se normalizaron
utilizando los datos obtenidos en los grupos de controles: CON, SHAM y VEH. El color azul indica

menor disposicion o presencia y el rojo mayor disposicidén o presencia.

En las tres pruebas conductuales el grupo CER mostré conductas similares a la
ansiedad en comparacion a los controles, caracterizadas por un mayor tiempo en los
brazos cerrados del laberinto elevado (Figura 9A), menor exploracién del centro en el
campo abierto (Figura 9B) y un decremento en el tiempo en la zona iluminada en la caja

luz-oscuridad (Figura 9C).
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8.2. Los ratones con un fenotipo ansioso muestran una conducta similar a la depresion en la
prueba de la suspensiond de la cola.

Debido al componente inflamatorio que se analizé en el proyecto y relacionado a
la comorbilidad de las conductas similares a la ansiedad y a la depresion dada por la
inflamacién en ratones, se realizd la prueba de la suspension de la cola, relacionada a
una conducta similar a la depresion en murinos (Figura 10). En la prueba de la
suspension de la cola, los ratones del grupo CER tuvieron un decremento significativo
en los intentos de escape contra el grupo CON (p = 0.0037), SHAM y VEH (p = 0.0003)
(Figura 10A). Adicionalmente el tiempo de escape también se vio significativamente
reducido con la administracion de las ceramidas de cadena larga en comparacion a los
controles (p = 0.0048; p = 0.0234; p = 0.0010). Adicionalmente, al comparar los datos de
los grupos de controles analizados: CON, SHAM y VEH no se present6 una diferencia

significativa en los parametros de numero y tiempo de escape.
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Figura 10. Intentos de escape y tiempo de escape de los murinos en la suspension de la
cola. La administracién de ceramidas de cadena larga en ratones indujé una reduccion (A) en
los intentos de escape vy, (B) el tiempo de escape en comparacion a los controles. Se utilizé la

prueba de ANOVA con pos hoc de Tukey para analizar las diferencias entre los grupos (p < 0.05).
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Para CON (n = 6), SHAM (n = 6), VEH (n =6), CER (n = 6). Abreviaturas: CON: control; SHAM:

sham; VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

Lo anterior se relacionado con una conducta similar a la depresion en aquellos
ratones que ya habian presentado una conducta similar a la ansidad, todo esto, dado por

la administracién localizada de la mezcla de ceramidas de cadena larga.

8.3. Los ratones del grupo CER muestran una sobreexpresion de citocinas proinflamatorias y
senales de neuroinflamacion.
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Figura 11. Expresion de genes relacionados a la inflamacioén en la corteza prefrontal de los
ratones. (A) Los ratones del grupo CER presentaron una sobreexpresion en IL6 en comparacion
a los grupos de controles analizados (CON, SHAM y VEH). En el caso del grupo VEH IL6 se vio
significativamente mayor expresada que en los grupos CON y SHAM. (B) La expresion de TNFa
resultd significativamente aumentada en los ratones CER en comparacién a los controles,
destacando que los grupos CON, SHAM y VEH no presentaron diferencia significativa entre si.
(C) Similar a TNFa, la expresion de IL1[} sélo se reportd aumentada significativamente en los
ratones del grupo CER, mientras que los grupos de controles no mostraton un cambio
significativo en la expresion. Se utilizé la prueba de ANOVA con pos hoc de Tukey para analizar
las diferencias entre los grupos (p < 0.05). Para CON (n = 3), SHAM (n = 3), VEH (n = 3), CER
(n = 3). Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham; VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

Con el objetivo de determinar si la administracion de ceramidas induce un
ambiente proinflamatorio en la corteza prefrontal, se evaludé la expresion de genes
relacionados con la inflamacion en los distintos grupos experimentales de ratones.
Ademas, se realizaron tinciones histoldgicas con Hematoxilina y Eosina (H&E) y Nissl
para examinar la morfologia de la corteza prefrontal y detectar posibles alteraciones

estructurales o infiltrados celulares asociados a procesos inflamatorios.

Para el analisis de la expresion génica se cuantificaron los niveles de IL6, TNFa e
IL113 (Figura 11). En el caso de IL6, se observo un aumento significativo en su expresion
en el grupo tratado con ceramidas (CER) en comparacion con los grupos CON, SHAM y
VEH (p < 0.0001). Adicionalmente, también se detecté un aumento significativo de IL6
en el grupo VEH al compararlo con los grupos CON y SHAM (p < 0.0001), lo cual sugiere
que el vehiculo utilizado podria tener un efecto proinflamatorio por si mismo, aunque
menos pronunciado que el inducido por las ceramidas (Figura 11A). En relacion con
TNFa, no se encontraron diferencias significativas en la expresion entre los grupos CON,
SHAM y VEH. Sin embargo, el grupo CER mostré un aumento significativo en la
expresion de este gen en comparacion con los tres grupos de control (p < 0.0001) (Figura
11B). Por ultimo, en cuanto a IL113, se observé un aumento significativo en la expresion

génica unicamente en el grupo CER respecto a los grupos CON, SHAM y VEH (p <
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0.0001), mientras que entre estos ultimos no se detectaron diferencias significativas
(Figura 11C).

En conjunto, estos resultados indican que la mezcla de ceramidas de cadena larga
indujo una respuesta proinflamatoria significativa en la corteza prefrontal, evidenciada
por la sobreexpresion de IL6, TNFa e IL13. La elevacion significativa de IL6 en el grupo
VEH sugiere un posible efecto inespecifico del vehiculo, aunque este no se acompano
de cambios significativos en TNFa ni IL1B3, lo que refuerza la hipotesis de que el efecto

proinflamatorio es atribuible principalmente a la accién de las ceramidas.
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Figura 12. Microfotografias a 40X de la corteza prefrontal de los ratones con la tincion de
Hematoxilina y Eosina. (A) El grupo CON muestra principalmente nucleos neuronales
caracterizados por tener la cromatina eucromatica y el nucleolo prominente y bien definido, con

presencia de vasos sanguineos y algunas células de la glia. (B) En los ratones SHAM se

46



identificaron células neuronales con morfologia preservada y distribucion regular. (C) Al igual que
en el CON y SHAM, el grupo VEH presento principalmente células neuronales con un presnecia
baja de células de la glia (nucleos heterocromaticos mas pequefos). (D) En contraste con los
grupos de control, en el grupo CER se observé una acumulacion densa de células con nucleos
hipercromaticos y morfologia irregular. En todos los casos, las imagenes fueron tomadas
cercanas a la puncion con la aguja. Escala 50um. Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham;
VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

Con el fin de corroborar si la sobreexpresion de genes proinflamatorios observada
en el grupo tratado con ceramidas estaba asociada a un proceso inflamatorio reactivo a
nivel tisular, se realizaron analisis histolégicos mediante tinciones de Hematoxilina y
Eosina, utilizando un aumento de 40X para una evaluacién detallada de la morfologia
celular en la corteza prefrontal. En los grupos control (CON, SHAM y VEH), las
microfotografias revelaron nucleos neuronales con morfologia conservada,
caracterizados por su aspecto palido y la presencia de un nucléolo prominente y bien
definido (Figuras 12A, 12B y 12C). La densidad celular fue comparable entre estos tres
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Figura 13. Microfotografias a 10X de la corteza prefrontal de los ratones con método de
Nissl. (A) El grupo CON mostré una densidad celular uniforme con neuronas bien definidas y
una organizacion estructural conservada. No se observaron infiltrados celulares ni alteraciones
en la morfologia del tejido (B) En el grupo SHAM no se detectaron infiltrados celulares aparentes.
La tincion permitié identificar tanto neuronas como células gliales distribuidas de manera regular.
(C) EI grupo VEH no presenté infiltrados celulares evidentes. Se observaron neuronas con
morfologia tipica y nucleos prominentes, asi como células gliales distribuidas de forma tipica. (D)
En el grupo CER se observé una acumulacién evidente de infiltrados celulares en las regiones
cercanas a la administracion del tratamiento. Las células infiltradas presentaron nucleos
hipercromaticos y morfologia irregular. Escala 150um. Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham;
VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

grupos, con una distribucién uniforme y sin evidencia de infiltrados celulares. Asimismo,
se identificaron células gliales, las cuales se distinguieron por presentar nucleos mas
pequefios y con tincidon mas intensa que los de las neuronas, sin que esto implicara una
activacion glial andmala o signos de inflamacion. Por otra parte, el analisis del grupo CER
revelo la presencia de infiltrados celulares evidentes, localizados principalmente en areas
cercanas al sitio de administracion del tratamiento. Estos infiltrados se caracterizaron por
una acumulacion densa de nucleos hipercromaticos y de morfologia irregular (Figura
12D). La alteracion en la distribucion celular y la presencia de estos nucleos
heterocromaticos sugieren una activacion del sistema inmune local y respaldan los datos
moleculares obtenidos previamente, que mostraron una sobreexpresion significativa de

genes proinflamatorios en este mismo grupo.

Ahora, para el método de Nissl, a un aumento de 10X, se analizaron regiones
cercanas a la puncion en los diferentes grupos experimentales. En los grupos CON,
SHAM vy VEH (Figuras 13A, 13B y 13C), se observo una morfologia neuronal conservada,
con una distribucién celular regular, sin presencia de infiltrados ni alteraciones visibles
en la estructura tisular. Las neuronas presentaron nucleos bien definidos, y la densidad
celular fue similar entre estos grupos, lo que sugiere que ni la cirugia ni el vehiculo
generaron respuestas celulares inflamatorias detectables a este nivel. Por el contrario,

en el grupo CER (Figura 13D), se identificaron acumulaciones celulares densas y mas
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basdfilas en comparacion con los nucleos observados en los grupos de control. Esta
diferencia en la tincidén y en la densidad celular podria deberse a la presencia de células
inflamatorias o gliales activadas, que tienden a mostrar una mayor condensacion de
cromatina. También en Nissl, a un aumento de 40X en el grupo CON, las neuronas
mostraron cuerpos celulares bien delimitados, nucleos redondeados con cromatina laxa
y nucléolos prominentes. La distribucién celular fue uniforme en los ocho campos
analizados, y se identificaron células gliales con nucleos pequeinos y mas intensamente
tefidos, dispuestas regularmente y sin signos de activacion (Figura 14A). En el grupo
SHAM, la organizacion celular fue similar a la del grupo control; sin embargo, se observé
una mayor prominencia del soma neuronal y una tincién citoplasmatica mas intensa, lo
cual puede interpretarse como una actividad metabdlica aumentada asociada al
procedimiento quirurgico, sin evidencia de infiltracion celular o dafio estructural (Figura
14B). El grupo VEH también presenté una morfologia neuronal y glial bien conservada,
con una distribucion homogénea de las células y sin indicios de inflamacion o reactividad

glial significativa (Figura 14C).
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Figura 14. Microfotografias a 40X de la corteza prefrontal de los ratones con método de
Nissl. (A) El grupo CON mostré una morfologia neuronal y glial tipica, con cuerpos celulares bien
definidos, nucleos redondeados y distribucion uniforme a lo largo de la corteza prefrontal. (B) En
el grupo SHAM, se observd una agrupacion celular compatible con neuronas metabdlicamente
mas activas, lo cual se infiere por el aspecto mas prominente del soma neuronal y la tincion mas
intensa del citoplasma. (C) En el grupo VEH se observo la presencia de neuronas acompafiadas
de células gliales, ambas con morfologia conservada. La distribuciéon celular fue homogénea y
sin indicios de infiltrados o alteraciones estructurales. (D) En el grupo CER se observé una mayor
densidad celular en comparacion con los grupos de control. Ademas, las células presentaron
nucleos mas alargados e hipercromaticos. En todos los casos, las imagenes fueron tomadas
cercanas a la puncion con la aguja. Escala 50um. Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham;
VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

Por ultimo, el grupo CER mostré6 una mayor densidad celular, acompafada de
células con nucleos hipercromaticos, elongados y de morfologia irregular, lo que sugiere
la presencia de células inflamatorias o glia reactiva (Figura 14D). Esta acumulacion
celular, junto con la alteracion en la organizacion tisular, es compatible con un proceso
inflamatorio local desencadenado por la administracion de ceramidas, en concordancia
con los resultados moleculares que evidenciaron una sobreexpresion significativa de

genes proinflamatorios en este grupo.

8.4. La administracion de la mezcla de ceramidas de cadena larga incrementa en el conteo de
células gliales por campo sin pérdida neuronal.

Para las tinciones de Hematoxilina y Eosina y Nissl se realiz6 el conteo de células
neuronales y células de la glia en 8 campos a 40X de cada uno de los individuos de los
grupos analizados. Para poder caracterizar a las neuronas se tomaron en cuenta
aquellos nucelos eucromaticos, con la presencia de un nucléolo prominente y bien
definido, mientras que para la glia, se buscaron nucleos heterocromaticos, mas
pequenos con el nucleolo oculto. Dentro de los resultados, para ambas tinciones, no
hubo una diferencia significativa en el conteo de neuronas por campo (Figuras 15A y
15C), lo que indica que las ceramidas no estan induciendo una pérdida neuronal. No
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obsante, en ambas tinciones se observo un incremento significativo en el conteo de
células de la glia por campo (p < 0.05) (Figuras 15B y 15C), haciendo referencia a que
el proceso inflamatorio observado en el grupo CER esta siendo mediado por una gliosis.
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Figura 15. Expresion de genes relacionados a la inflamacioén en la corteza prefrontal de los
ratones. (A y C) No se tuvo diferencia significativa en el conteo de neuronas por campo, en 8
campos, de los diferentes grupos analizados. (B y D) Los analisis morfométricos en las tinciones
de Hematoxilina y Eosina y Nissl indican un incremento significativo en las células de la glia en
el grupo CER en comparacion a los controles: CON, SHAM y VEH. Se utilizé la prueba de Kruskal
Wallis con pos hoc de Dunn para analizar las diferencias entre los grupos (p < 0.05). Para CON
(n=3), SHAM (n =3), VEH (n = 3), CER (n = 3). Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham; VEH:

vehiculo; CER: ceramidas.
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8.5. Las ceramidas de cadena larga favorecen fenotipo dela microglia reactivo que incluye
morfologia ameboide relacionado a la inflamacién.

Para poder caracterizar el fenotipo de la microglia presente en los ratones que
fueron administrados con la mezcla de ceramidas de cadena larga se realizé la
cuantificacion relativa de la expresion del marcador fagocitico TREM2 y del marcador de
microglia reactivo CD68. Adicionalmente se realizé una inmunohistoquimica para el
marcador Iba1 con el objetivo de visualizar la estructura de la microglia presente en los
cuatro grupos de estudio y con el software SkeletonAnalyzer de ImageJ, relacionarla con

un estado de reposo o activacion.
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Figura 16. Expresion de genes relacionados a la activacion de la microglia en la corteza
prefrontal de los ratones. (A) Los ratones del grupo CER presentaron una sobreexpresion de
TREM2 en comparacién a los grupos de controles analizados. Para el grupo VEH TREM2 tuvo
una mayor expresion que en los grupos CON y SHAM. (B) Los ratones del grupo CER
presentaron una sobreexpresion de CD68 en comparacion a los grupos de controles analizados.
Para el grupo VEH CCDG68 tuvo una mayor expresion que en los grupos CON y SHAM. Se utilizo
la prueba de ANOVA con pos hoc de Tukey para analizar las diferencias entre los grupos (p <
0.05). Para CON (n = 3), SHAM (n = 3), VEH (n = 3), CER (n = 3). Abreviaturas: CON: control;
SHAM: sham; VEH: vehiculo; CER: ceramidas.
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La evaluacion de la expresion génica de marcadores asociados a la activacion
microglial mostré que el grupo CER presentd un aumento significativo en la expresion de
TREM2 y CD68 en comparacion con los grupos de controles (p < 0.0001) (Figuras 16A
y 16B). Ademas, se observd una mayor expresion de ambos genes en el grupo VEH en
comparacion con CON y SHAM (p < 0.05), aunque la expresién mas elevada se presenté
consistentemente en el grupo CER. En este grupo, la expresiéon de CD68 fue mas
pronunciada que la de Trem2, lo que sugiere que las microglias se encuentran en un
estado de activacion mas reactivo, asociado a procesos inflamatorios, que en un estado

predominantemente fagocitico.

Al observar las microfotografias de inmunohistoquimica para Ibal con
contratincion de hematoxilina a 40X, se apreciaron diferencias morfologicas claras entre
los grupos. En los grupos CON, SHAM y VEH (Figuras 17A, 17B y 17C), la microglia
presenté una morfologia ramificada y alargada, caracteristico de un estado de reposo.
En particular, las células del grupo CON mostraron ramificaciones mas finas y estructuras
de menor tamafno, lo que se interpreta como una microglia fisioldgicamente estable. Para
el grupo CER (Figura 17D), se observaron células microgliales con morfologia ameboide,
mas redondeadas, con reduccion evidente de las prolongaciones. Esta transformacion
morfoldgica, junto con la expresion aumentada de Cd68 y Trem2, respalda la hipotesis
de que la administracion de ceramidas de cadena larga induce respuesta microglial
proinflamatoria, con un posible cambio hacia un fenotipo reactivo y potencialmente

neurotoxico.

Lo anterior se corroboro con las mormometrias realizadas en 8 campos de los
tejidos tratados con Iba1 de los diferentes grupos de ratones analizados, en donde, se
reportd que, no hubo diferencias significativas en cuanto al conteo de células de la
microglia entre los grupos (Figura 18A), pero, si hay una disminucion significativa en el
promedio de ramifiaciones por campo (p = 0.0004) (Figura 18B) y de uniones por campo
(p = 0.0002) (Figura 18C) en el grupo CER en comparacion a los grupos de controles
analizados, en donde, se destaca que el grupo CON, SHAM y VEH no tuvieron una

diferencia significativa en los parametros mencionados.
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Figura 17. Microfotografias a 40X de la corteza prefrontal de los ratones con una
inmunohistoquimica para Iba1 y contratincion con Hematoxilina. (A, B y C) Los grupos de
controles: CON, SHAM y VEH exhibieron células con una morfologia altamente ramificada, con
prolongaciones finas y aparentemente mas extensas que las observadas en el grupo tratado. (D)
En el grupo CER, aunque también se observaron células ramificadas, se detectd6 ademas la
presencia de células con morfologia ameboide, de contorno mas redondeado y con escasas o
nulas prolongaciones. En todos los casos, las imagenes fueron tomadas cercanas a la puncion
con la aguja. Escala 50um. Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham; VEH: vehiculo; CER:

ceramidas.

Finalmente, las morfometrias de la microglia indican, al igual que las
microfotografias que la morfologia celular presente en los ratones administrados con
ceramidas de cadena larga es menos ramificada y mas ameboide en comparacion a los
controles, sugiriendo que el proceso inflamatorio reactivo esta dado en parte por la

activacion de la microglia en su fenotipo M1 (proinflamatorio).

54



ns *kk k% k
ns B %k k¥ | C *kkk |
] ]
ns ns ns
20- ns ns ns 9 ns NS | kk* _ ns  ons | kekx
5 [ g &
Q | £ 15- g ”
<% o g
£ 15— (7] o
@®© 8 6
o ° g
— ‘5 10 c
9 & G
Q 10 o c
© E § 4+
i E e
g g 51 _ °
S 57 2 2 2 —
= . 3
k=i €
0- g o- 2 o
CON SHAM VEH CER o CON SHAM VEH CER o CON SHAM VEH CER
o

Figura 18. Numero de células microgliales, promedio de sus ramificaciones y promedio de
sus uniones por campo. (A) No se presentd una diferencia significativa en el conteo de las
células de la microglia por campo en los cuatro grupos analizados. (B) Los ratones del grupo
CER presentaron un decremento significativo en el promedio de ramificaciones y, (C) en el
promedio de las uniones por campo, lo que se traduce en una morfologia menos ramificada y
mas ameboide en comparacion a los controles. Se utilizé la prueba de Kruskal Wallis con pos
hoc de Dunn para analizar las diferencias entre los grupos (p < 0.05). Para CON (n = 3), SHAM
(n=3), VEH (n = 3), CER (n = 3). Abreviaturas: CON: control; SHAM: sham; VEH: vehiculo;

CER: ceramidas.

8.6. La neuroinflamacidn, el aumento de la activacion de células de la glia y el menor conteo
de ramifiaciones microgliales se relacionan con el desarrollo de conducta similar a la
ansiedad.

Con el objetivo de determinar si existe una relacion entre los distintos resultados
obtenidos en el proyecto, se llevé a cabo un analisis de regresion lineal simple (Figura
19). Para explorar la posible asociacién entre la conducta ansiosa, los mecanismos de

inflamacion y la activacion microglial, se calcularon los puntajes relacionados a la

ansiedad (z = % ). Los datos del grupo CER fueron normalizados en funcion de los
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Figura 19. Graficos de las regresiones simples realizadas para correlacionar los resultados
obtenidos de conducta, inflamacion y microglia. (A y B) Mayores niveles de expresion de los
genes relacionados a la inflamacién, IL1R y TNFa, se relacionan positivamente con el desarrollo
de ansiedad. (C y D) Mayores niveles de expresion de los genes relacionados a la activacion de
la microglia, CD68 y TREM2 inducen una conducta mas ansiosa en ratones, niveles mas bajos
se relacionan con un Score de Ansiedad cercano a 0 en la prueba de laberinto elevado. (E) El
incremento de las células de la microglia esta correlacionado significativamente con conductas
mas ansiosas en ratones. (F) Un promedio mayor de ramificaciones de la microglia tiene
significativamente puntuaciones mas cercanas a 0 en la escala de ansiedad utilzada. Se utilizd
un modelo de regresion lineal simple para evaluar la relacion entre una variable independiente y
una variable dependiente. Se reportaron el coeficiente de regresion, su intervalo de confianza al
95%, el valor de p asociado y el coeficiente de determinacion ajustado. (p < 0.05). Para VEH (n
= 3), CER (n = 3). Abreviaturas: VEH: vehiculo; CER: ceramidas.

El analisis de la expresion génica asociada a procesos inflamatorios revel6 una
correlacion positiva entre la sobreexpresion de IL1B y TNFa y los puntajes elevados de
conducta ansiosa (p = 0.01808 y p = 0.007292, respectivamente). En particular, el grupo
tratado con ceramidas mostré6 una mayor puntuacion en indicadores de ansiedad, en
paralelo con un incremento en la expresion de dichos genes (Figuras 19A y 19B). Desde
una perspectiva estadistica, TNFa fue el marcador con mayor grado de asociacion, al
presentar un valor de p = 0.007292, una F estadistica de 136.3 y una R? de 0.9878, lo
que sugiere una fuerte relacidn lineal entre su expresion y la manifestacion de
comportamientos ansiosos. El incremento en la densidad de células gliales en la corteza
prefrontal de los ratones también se identific6 como un factor relevante en la
manifestacion de conductas ansiosas (Figura 19E). Especificamente, se observo que el
aumento de células gliales, en ausencia de pérdida neuronal evidente, se asocié con
puntuaciones mas elevadas de ansiedad en el CER, con una significancia estadistica de
p = 0.02029.
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En lo que respecta a la activacion de la microglia, se observo una correlacion
positiva entre la expresion de los marcadores CD68 y TREM2 (Figuras 19C y 19D) y los
puntajes de conducta ansiosa (p = 0.01774 y p = 0.1692, respectivamente). Al igual que
lo observado con los genes proinflamatorios, el grupo CER mostré los niveles mas
elevados de expresion de genes relacionados con la activacion microglial, en paralelo
con los valores mas altos en la escala de ansiedad, en comparacion con el grupo VEH.
Estos hallazgos sugieren que la activacion microglial podria desempefiar un papel clave

en la modulacién del comportamiento ansioso inducido por ceramidas.

Complementariamente, el analisis morfoloégico de la microglia revel6 que una
menor complejidad estructural, reflejada en una reduccion en el numero promedio de
ramificaciones (Figura 19F), se asocia significativamente con mayores niveles de
ansiedad en los modelos murinos (p = 0.04453). Este cambio morfolégico, caracteristico
de una microglia reactiva, refuerza la hipdtesis de que la activacion glial contribuye al

fenotipo ansioso observado tras la administracion de ceramidas.

En resumen, nuestros resultados indican que la sobreexpresion de genes
inflamatorios y marcadores de activacion microglial, junto con cambios en la densidad y
morfologia glial en la corteza prefrontal, se asocian estrechamente con el aumento de
conductas ansiosas inducidas por la administraciéon de ceramidas de cadena larga.
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9. Discusion.

Las ceramidas desempefian funciones fundamentales en la regulacion de la
homeostasis cerebral, influyendo en procesos como el desarrollo neuronal, la
sefializacion intracelular, la apoptosis y la respuesta inflamatoria (Pan et al., 2024). En el
presente estudio, se evaluo el papel de estos lipidos en la conducta relacionada con la
ansiedad, observandose que su administracion en la corteza prefrontal induce
comportamientos ansiosos en ratones, acompanados de neuroinflamacion y activacion

microglial con predominio del fenotipo proinflamatorio M1.

El metabolismo anémalo de ceramidas puede generar disrupciones en la sefializacion
intracelular, estrés oxidativo y activacion de mediadores inflamatorios en el sistema
nervioso central (Pant et al., 2020). En este contexto, Oliveira et al., (2016) demostraron
que el estrés crénico incrementa las concentraciones de Cer16:0, Cer16:1, Cer18:1,
Cer22:1 y Cer26:1 en ratas, sin afectar otras especies como Cer18:0, Cer20:0, Cer20:1,
Cer22:0, Cer24:0, Cer24:1 o Cer26:0. Este perfil bioquimico se asocié con un fenotipo
conductual ansioso. En linea con estos hallazgos, nuestros resultados muestran que la
administracion directa de ceramidas C22:0, C24:0 y C24:1 en la corteza prefrontal (CPF)
de ratones es suficiente para inducir comportamientos ansiosos, evidenciados en el
laberinto elevado, el campo abierto y la caja luz-oscuridad (Figura 9), incluso en ausencia

de un estimulo estresante sistémico.

La administracion basolateral de Cer16:0 ha sido asociada con un aumento del
tiempo en los brazos cerrados del laberinto elevado y latencia alimentaria prolongada,
indicadores de ansiedad y depresidn, respectivamente (Zoicas et al., 2020). De forma
coherente, en nuestro modelo, la mezcla de ceramidas de cadena larga inducida en CPF
provocé un perfil de ansiedad y depresidn (Figuras 6B y 10). Por otro lado, Schumacher
et al., (2022) reportaron que el incremento de ceramidas C22:0, C24:0 y C24:1 en
combinacion con glucocorticosterona aumenta el tiempo de inmovilidad en la prueba de
nado forzado, un marcador conductual de depresion. Estos datos respaldan la nocion de
que distintas especies de ceramidas, en condiciones de estrés, pueden contribuir a
estados afectivos negativos.
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La hiperactividad del eje HPA ha sido vinculada a ansiedad y depresion comérbida
(Zoicas et al., 2023). Por su parte, Sambolin-Escobales et al., (2022) demostraron que
dietas ricas en lipidos aumentan Cer18:0 y Cer24:0, lo que se relaciona con anhedonia
e inmovilidad en el campo abierto. A diferencia de lo anterior, en nuestro modelo no se
observo una alteracion locomotora general (Figura 7B), pero si una clara evitacion del

centro, tipica de ansiedad (Figura 7C).

Estudios previos utilizando inhibidores de CerS han identificado efectos diferenciales
de cada especie de ceramida. Por ejemplo, Ebel et al., (2013) reportaron que solo el
aumento de Cer16:0, pero no de Cer18:0, Cer22:0, Cer24:0 ni Cer24:1, reduce la
distancia recorrida en la prueba de campo abierto, lo que indica una alteracion
locomotora. En contraste, en nuestros experimentos, la administracion de ceramidas no
afect6 la locomocion (Figuras 7A y 7B), pero si incremento la conducta de evitacion del
centro del campo (Figura 7C), hallazgo que concuerda con lo reportado por Schumacher
et al. (2022).

Interesantemente Oliveira et al.,, (2016) encontraron que la disminucion de
esfingomielinas (SM) con acidos grasos de C16:0 a C24:0 y C26:1, asi como de
dihidroesfingomielinas (dhSM) desde C16:0 hasta C26:0, incluidas las especies
insaturadas como C16:1-C26:1 y la C26:2, en la CPF de ratones, se correlaciona con
conductas ansiosas. Este hallazgo contrasta con nuestros resultados, donde fue el
aumento de ceramidas en dicha region, y no su disminucion, el que promovié dicho

comportamiento.

En pacientes con diagnéstico de depresidén mayor comorbida con ansiedad, se ha
detectado un aumento en los niveles plasmaticos de Cer16:0, Cer18:0, Cer20:0, Cer22:0,
Cer24:0 y Cer24:1 (Brunkhorst-Kanaan et al., 2019), un perfil también observado en
modelos murinos sometidos a estrés cronico. En dichos modelos, las pruebas
conductuales muestran una reduccion del tiempo en la zona iluminada de la caja luz-

oscuridad y del tiempo en el centro del campo abierto (Schumacher et al., 2022),
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hallazgos que son consistentes con los resultados obtenidos en nuestro estudio (Figuras
8C y 7C,D). Ademas, el uso de fingolimod, un modulador de la via S1P, ha demostrado
efectos ansioliticos al reducir los niveles cerebrales de ceramidas (Hait et al., 2014), lo

gue posiciona a estas moléculas como potenciales blancos terapéuticos.

Las ceramidas también estan implicadas en la fisiopatologia de enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, donde su acumulacion se asocia
con la generacion de B-amiloide, la hiperfosforilacion de tau, la resistencia a la insulina y
un entorno neuroinflamatorio cronico (Chowdhury et al., 2022). A nivel celular, el bloqueo
de la esfingomielinasa neutra en astrocitos reduce significativamente los niveles de
ceramidas y de citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a e IL-1B (Gu et al., 2013).
Esta observacién es congruente con nuestros hallazgos, donde el aumento de ceramidas

en ceélulas gliales promovio un perfil proinflamatorio marcado (Figura 11).

En cuanto al papel especifico de diferentes especies de ceramidas, se ha reportado
que las de cadena corta, como la C8:0, pueden modular negativamente la expresion de
TNF-a via la inhibicion de NF-kB, un efecto no observado con especies de cadena larga
(Li et al., 2024). Asimismo, la ceramida C2 ha mostrado propiedades antiinflamatorias,
disminuyendo la produccion de especies reactivas de oxigeno y favoreciendo la
activacion de PKA, incluso en contextos de estimulacion inflamatoria con LPS (Jung et
al., 2013).

No obstante, otras rutas metabdlicas derivadas de ceramidas también favorecen la
inflamacion. Por ejemplo, la inhibicion de esfingosina quinasa 1 (SK1) en microglia
activada reduce significativamente la expresion de TNF-q, IL-1B3 y iINOS, subrayando el
papel regulador de los esfingolipidos en la neuroinflamacion (Assi et al., 2013). De forma
paralela, metabolitos como esfingosina-1-fosfato y B-glucosilceramida promueven la
expresion de TNF-a e IL-6 en microglia cortical, reforzando su rol como mediadores del
estado inflamatorio cerebral. Esto es congruente con lo observado en el proyecto (Figura
11).
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En términos conductuales, multiples estudios han vinculado la inflamacién cerebral
con la aparicion de fenotipos ansiosos. En modelos genéticos, la delecion de IL-6
aumenta significativamente la exploracion del centro en la prueba de campo abierto, lo
cual se asocia con disminucion de ansiedad (Niraula et al., 2019), y que el bloqueo
farmacoldgico del receptor de IL-1B reduce la ansiedad en pruebas como el laberinto
elevado y la caja luz-oscuridad (Koo & Duman, 2009). Estos efectos presentan similitud
con nuestros resultados, donde se observo una asociacion entre mayor expresion de |L-

1B/TNF-a y mayor puntuacion ansiosa (Figuras 19A 'y 19B).

El papel de IL-1B ha sido particularmente destacado en el desarrollo de conductas
ansiosas. La administracion intracerebroventricular induce ansiedad y reduce la
sensibilidad de los receptores cannabinoides tipo 1 (CB1R) implicados en la regulacion
de la neurotransmision GABAérgica en el cuerpo estriado. Estos efectos son
comparables a los observados tras el estrés por derrota social, y en ambos casos se
revierten mediante antagonistas del receptor de IL-1 (Rossi et al., 2012). IL1B al igual
que TNFa solo presentaron un aumento significativo en el grupo administrado con las

ceramidas en comparacion a los controles (Figuras 11A, B).

En modelos murinos de obesidad severa, donde la inflamacién sistémica y cerebral es
prominente, la reduccion de TNF-a hipocampal mediante restriccion calérica, ibuprofeno
o infusion central de etanercept, resulta en una mejora significativa de la conducta
ansiosa (Fourrier et al., 2019). A nivel tisular, esta ampliamente demostrado. que las
ceramidas contribuyen de manera significativa al dafio del tejido cerebral. La
acumulacion de ceramidas en astrocitos provoca una alteracion notable en la
arquitectura neuronal, lo que a su vez genera un reclutamiento de células gliales,
fendmeno que coincide con los hallazgos observados en nuestro estudio (Figuras 12, 13
y 14). Este efecto disruptivo sugiere la generacion de un microambiente inflamatorio
caracterizado por una respuesta glial reactiva. Sin embargo, la inhibicion de la
esfingomielinasa neutra, enzima clave en la biosintesis de ceramidas, revierte este
fenotipo inflamatorio, evidenciandose una distribucion celular mas homogénea y una

menor densidad glial en las tinciones H&E y Nissl (Gu et al., 2013). Esta restauracion de
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la morfologia celular es congruente con los resultados observados en los grupos control
CON, SHAM y VEH (Figuras 12A,B,C; 14A,B,C), lo que reafirma la implicacion directa

de la via de ceramidas en la inflamacion y el dafo tisular.

La esquizofrenia, caracterizada por una alta comorbilidad con trastornos ansiosos,
también parece estar vinculada a alteraciones en el metabolismo de ceramidas. La
administracion intracerebroventricular del agonista de ceramida daunorrubicina (DNR)
induce una acumulacion predominante de ceramidas en el hipocampo, acompafnada de
un comportamiento ansioso, asi como de disfunciones en el aprendizaje y la memoria.
Este fendbmeno se asocio con un incremento en la expresion de citocinas proinflamatorias
y una notable acumulacion de neuronas afectadas, evidenciada por la tincion de Nissl.
Posteriormente, tras la inhibicion del factor de transcripcion NF-kB, se observd una
reduccion significativa de las citocinas TNF-a e IL-13, junto con una mejor distribucion
celular y una disminucion en la proliferacion de células gliales reactivas (Ling et al., 2019).
La proliferacion de células de la glia con relacion a la inflamacidon también se reporto en
nuestros resultados (Figuras 15B,D), en donde, la administracion de ceramidas conduce
a un aumento de las células gliales por campo y se correlaciona con el desarollo de
conductas ansiosas (Figura 19E). Dado que las ceramidas pueden activar directamente
la via NF-kB (Gill & Windebank, 2000), se infiere que esta ruta molecular actua como
mediadora clave del dafo inflamatorio observado en el grupo tratado con ceramidas
(Figuras 12D y 14D).

Por otro lado, la esclerosis multiple (EM) es un claro ejemplo de patologia
neuroinflamatoria en la que se han descrito infiltrados celulares similares a los presentes
en nuestro modelo con acumulacion de ceramidas (Figuras 12D, 13D y 14D). En modelos
experimentales de EM, las células gliales han sido identificadas como las principales
productoras de ceramidas durante los estados inflamatorios, con una concomitante
sobreexpresion de TNF-a. El tratamiento con fingolimod, un modulador inmunolégico,
logré reducir la densidad de infiltrados celulares, caracterizados por nucleos
hipercromaticos y mayor densidad, ademas de disminuir los niveles de TNF-a y

normalizar la concentracion de ceramidas, acercandolos a valores similares a los
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controles (van Doorn et al., 2012). Estos hallazgos respaldan la idea de que la
acumulacion persistente de ceramidas en regiones cerebrales como la CPF puede
inducir un proceso inflamatorio reactivo caracterizado por infiltrados celulares, tal como

lo evidencian nuestros resultados (Figuras 12D, 13D y 14D).

La microgliosis desempefia un papel central en el establecimiento y la progresién de
procesos inflamatorios en el sistema nervioso central, participando activamente en la
respuesta inmune ante alteraciones del microambiente cerebral (Shao et al., 2022).En
este contexto, el receptor TREMZ2 ha sido ampliamente reconocido como un modulador
negativo de la inflamacion, asi como un componente esencial en la neuroproteccion
(Jiang et al., 2014). Nuestros resultados concuerdan con estas observaciones, al
evidenciar que la administracién de ceramidas conlleva un aumento mas pronunciado de
CD68, un marcador de activacion microglial, y una menor expresién de TREM2 (Figura
15), lo cual sugiere una menor capacidad reguladora de la microglia frente a la
inflamacion inducida por ceramidas. Sin embargo, la funcion de TREM2 en el control de
la inflamacion es compleja y dependiente del contexto. Por ejemplo, se ha documentado
que la delecion homocigota de TREM2 en ratones conduce a una reduccion de la
microgliosis y una disminucién de la expresion de citocinas proinflamatorias como IL-13
y TNF-a en el hipocampo, pero no en la corteza prefrontal (Leyns et al., 2017), lo que
indica una respuesta heterogénea dependiente de la region cerebral. Asimismo, (Zhu et
al., 2022) reportaron que en modelos transgénicos, la pérdida de TREM2 altera
negativamente la expresion de genes asociados a microglia reactiva, como CD68 y Lys2,
lo que refuerza la idea de una estrecha relacion funcional entre TREM2 y CDG68 en la

regulacion de la respuesta inflamatoria.

En linea con estos hallazgos, en nuestros resultados se observa que una menor
proporcion relativa de TREM2 con respecto a CD68, como ocurre en el CER, esta
asociada con una mayor activaciéon microglial proinflamatoria (Figura 15). Ademas,
ambos marcadores se correlacionan con mayores puntajes en la escala de ansiedad
(Figuras 19Cy 19D), lo que sugiere un vinculo entre la inflamacion inducida por microglia
y alteraciones comportamentales.
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CD68, especificamente, se convierte en un marcador prominente de enfermedad en
condiciones de inflamacion croénica, al localizarse predominantemente en los lisosomas
de microglia activada. En contraste con otros resultados, se ha reportado que ciertas
mutaciones de TREM2 reducen la expresion de CD68 y resultan en una menor
inflamacion (Filipello et al., 2023), lo que evidencia una posible regulacion positiva entre
ambos marcadores. Esta relacion también es evidente en nuestros datos (Figura 15),
donde tanto niveles elevados como reducidos de TREM2 y CD68 parecen asociarse con
estados inflamatorios, lo que sugiere que un equilibrio fino entre ambas moléculas es

clave para una respuesta microglial controlada.

Por otro lado, se ha descrito que la deficiencia de TREM2 puede conducir a una
activacidon exacerbada de la microglia, manifestada por el aumento conjunto de Iba1ly
CD68 (You et al., 2023). No obstante, en nuestro estudio, aunque la administracién de
ceramidas incrementd significativamente los niveles de ARNm de CD68, el conteo de
células microgliales por campo (Figura 18A) se mantuvo relativamente constante entre
los grupos, con solo una ligera tendencia al alza en los animales sometidos a
procedimientos quirurgicos. Esta aparente discrepancia sugiere que el aumento en la
expresion de CD68 no refleja necesariamente un incremento en el numero de células

microgliales, sino mas bien un estado de activacion funcional.

Cabe destacar que, mientras la sobreexpresion de TREM2 ha demostrado ser eficaz
para mitigar la inflamacion inducida por microglia en modelos de envejecimiento y
enfermedad de Alzheimer, dicha sobreexpresion no se acompafia de un aumento en
CD68, lo cual indica que TREM2 puede ejercer efectos antiinflamatorios de manera
independiente a este marcador (Xu et al., 2024). Ademas, la activacion microglial parece
estar estrechamente vinculada con la activacion de astrocitos A1, un subtipo con alta
capacidad proliferativa y funciones inflamatorias. En este sentido, el aumento observado
en células gliales (Figuras 15B y 15D), pero no especificamente en microglia (Figura
18A), sugiere que la activacion microglial podria estar promoviendo la reactividad

astrocitica, contribuyendo asi al entorno inflamatorio general.
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Tras una lesion cerebral o dafo tisular asociado a infiltrados celulares, la microglia
adopta una morfologia ameboide, caracterizada por un soma agrandado y procesos
retraidos, lo cual se asocia con un fenotipo proinflamatorio (Caplan et al., 2020). Este
hallazgo coincide con lo observado en el grupo CER, donde se evidencié una mayor
sefial de microglia con morfologia ameboide (Figura 17) y una disminucion significativa
en el numero de ramificaciones y puntos de interseccion (Figura 18B, C), lo que sugiere
un estado de activacion. Estudios recientes han reportado que la actividad de las
ceramida sintasas CerS2, CerS4, CerS5 y CerS6, enzimas responsables de la sintesis
de ceramidas de cadena larga, es significativamente mayor en microglia que en
astrocitos o neuronas (Mclnnis et al., 2024). Esto sugiere que, en condiciones
inflamatorias, la microglia es una fuente clave de ceramidas. Nuestros resultados
respaldan esta hipétesis, ya que el aumento de ceramidas se asocio con la transicion de
un fenotipo microglial ramificado tipo M2 hacia uno mas retraido, caracteristico del
fenotipo M1 inflamatorio (Figura 17). Esta transformacion estructural ha sido previamente
descrita como caracteristica de la microglia activada en contextos de inflamacion
(Hanisch & Kettenmann, 2007).

Asimismo, en pacientes con esclerosis multiple, se ha descrito una abundante presencia
de microglia ameboide en regiones con inflamacion activa, acompafada por alta
expresion de CD68 y células infiltrantes (Zrzavy et al., 2017). Esta triada, morfologia
ameboide, sobreexpresion de CD68 y presencia de infiltrados, también se observo en
nuestro modelo experimental (Figuras 14D, 16B y 17D), lo que refuerza la asociacion
entre ceramidas, activacion microglial e inflamacién. Por su parte, se ha demostrado que
el estrés agudo, como el inducido por restriccion, provoca activacion microglial en la
amigdala central, asociada a cambios morfolégicos hacia una forma ameboide vy
liberacidon de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-13, las cuales influyen en la
actividad neuronal y favorecen la aparicion de conductas ansiosas (Chen et al., 2024).
De forma complementaria, la exposicién a estrés cronico leve también induce estados

de ansiedad y depresion en modelos murinos, acompanados de activacion microglial en
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el hipocampo, lo que subraya su rol en la modulacion de estados afectivos (Y.-L. Wang
et al., 2018).

En conjunto, la literatura y nuestros hallazgos sugieren que las ceramidas no solo
desencadenan inflamacion cerebral a través de la sobreexpresién de citocinas, sino que
también promueven el remodelado morfolégico microglial hacia un fenotipo ameboide

proinflamatorio, estrechamente vinculado al comportamiento ansioso (Figura 19).
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10. Conclusiones.

La administracién de una mezcla de ceramidas de cadena larga (C16, C18, C22, C24
y C24:1) en la corteza prefrontal de ratones provoca una respuesta neuroinflamatoria
robusta, caracterizada por el reclutamiento glial, infiltrados celulares y la sobreexpresion
de las citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a e IL-1[3. Esta inflamacion se acompafna de
un cambio fenotipico de microglial hacia un perfil M1 proinflamatorio, evidenciado por el
aumento de CDG68 y la reduccion de la expresion relativa de TREMZ2, lo que sugiere una
pérdida del control homeostatico de la respuesta inmune cerebral.

Este estado neuroinflamatorio se correlaciona positivamente con la aparicion de
conductas similares a la ansiedad, evidenciadas en distintas pruebas conductuales.
Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que las ceramidas de cadena larga participan
activamente en la desregulacion neuroinmune de la CPF y podrian contribuir a la
fisiopatologia de trastornos afectivos vinculados a inflamacién, como la ansiedad y la
depresion.
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1. Perpespectivas.
A partir de los hallazgos obtenidos en este estudio, se abren diversas lineas de
investigacion que permitiran profundizar en los mecanismos neurobiolégicos mediados

por ceramidas y su implicacion en trastornos psiquiatricos y neurologicos:

1. Analisis regidon-especifico del cerebro: Dado que la corteza prefrontal es solo
una de las multiples regiones implicadas en la regulacion emocional, sera
fundamental evaluar el efecto de la mezcla de ceramidas en otras areas
relacionadas con la memoria del miedo y la ansiedad, como la amigdala y el
hipocampo. Esto permitira delinear los circuitos neuronales especificos afectados
por la acumulacion de ceramidas y comprender mejor su papel en la modulacion

del comportamiento emocional.

2. Evaluacién individual de las ceramidas componentes: Aunque el presente
estudio empled una mezcla de ceramidas de cadena larga (C16, C18, C22, C24,
C24:1), la evaluacion individual de cada una permitira identificar aquellas con
mayor potencia proinflamatoria o con efectos especificos sobre la microglia y la
conducta. Esta estrategia facilitara la identificacion de ceramidas particularmente
patogénicas, asi como el analisis de posibles interacciones sinérgicas entre ellas.

3. Correlacion con datos clinicos en pacientes psiquiatricos: Es relevante
comparar los perfiles lipiddmicos y las concentraciones de citocinas
proinflamatorias observadas en este modelo murino con datos clinicos obtenidos
de pacientes con trastornos psiquiatricos. Establecer paralelismos entre modelos
animales y perfiles moleculares humanos fortalecera la validez traslacional del

modelo y permitira identificar biomarcadores potencialmente clinicos.

4. Evaluacion de otras poblaciones gliales: Ademas del papel central de la
microglia, sera importante explorar cdmo otras células gliales, como los astrocitos
y los oligodendrocitos, responden ante ambientes inflamatorios inducidos por

ceramidas. Esto incluira el analisis de marcadores astrocitarios reactivos y de
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mielinizacion, con el objetivo de determinar su posible participacion en el deterioro

funcional y conductual observado.

Estudio del dano mitocondrial: Las ceramidas han sido asociadas con
disfuncion mitocondrial en diversos contextos patoldgicos. Por tanto, resulta
prioritario investigar si su administracion en el cerebro induce dafio mitocondrial
en células gliales y neuronales, afectando parametros como la bioenergética, la

produccion de ROS y la integridad de la membrana mitocondrial.

Exploracion del papel de las ceramidas en otros trastornos
neuropsiquiatricos: Mas alla de su implicacion en la ansiedad, resulta crucial
investigar si las ceramidas de cadena larga también participan en la fisiopatologia
de otros trastornos neuropsiquiatricos con un componente inflamatorio
prominente, como la depresion mayor, el trastorno bipolar y la esquizofrenia. Estos
padecimientos comparten alteraciones en la inmunorreactividad cerebral,
disfuncion glial y desregulacion del eje lipido-inflamacion. El estudio de estos
mecanismos podria permitir proponer a las ceramidas de cadena larga como
biomarcadores diagnosticos o incluso como blancos terapéuticos en estas

enfermedades.
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