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ABREVIATURAS
AB: amoloide-beta
ADN: acido desoxirribunucleico
AGEs: productos finales de glicacion
AICD: dominio intracelular carboxilico del amoloide
Akt: proteina cinasa B
APP: proteina precursora del amiloide-beta
BHE: barrera hematoencefalica
DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol
DHC: dieta hipercalorica
DM: diabetes mellitus
DMTI: diabetes mellitus tipo |
DMTII: diabetes mellitus tipo |l
DNC: dieta normocalorica
EA: enfermedad de Alzheimer
EDI: enzima degradadora de insulina
eNOS: sintasa de 6xido nitrico de tipo endotelial
EO: estrés oxidativo
ERO: especies reactivas de oxigeno
FICT: fluorosceina 5-isotiocianato
GFAP: proteina acida gliar fibrilar
GLUTS: transportadores de glucosa
GLUTL1: transportador de glucosa tipo 1
GLUTS: transportador de glucosa tipo 3
GSK38: glicégeno sintasa cinasa 3 beta
HA: hipertension arterial
H&E: hematoxilina-eosina
HDL.: lipoproteinas de alta densidad
H,O.: peroxico de hidrogeno

IL-6: interleucina-6

iNOS: sintasa de 6xido nitrico de tipo inducible
ISR: receptor de insulina

KDa: kilodalton

LAM: laberinto acuatico de Morris

LDL: lipoproteinas de baja densidad
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MNT: marafias neurofibrilares

NADPH: nicotinamida adenina dinucleo6tido fosfato oxidasa
NMDA: N-metil de aspartato

NO: oxido nitrico

NORt: test de evaluacion de objetos novedosos
NOS: sintasa de 6xido nitrito

O_": anion superoxido

OH: radical hidroxilo

OMS: organizacion mundial de la salud

PAS: acido periddico de Schiff

PCR: proteina C reactiva

PIP fosfatidil inositol 3,4 difosfato
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RI: resistencia a la insulina

SM: sindrome metabdlico

SNC: sistema nervioso central
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TNF-a: factor de necrosis tumoral a
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1. INTRODUCCION
1.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) es un cuadro clinico caracterizado por la presencia de
resistencia a la insulina (RI) asociado a trastornos en el metabolismo de carbohidratos y
lipidos, cifras elevadas de presion arterial y obesidad, que en conjunto son factores de riesgo
para enfermedades como diabetes mellitus tipo Il (DMTII) y enfermedad cardiovascular (OMS,

1998) (Figura 1).

Vida
i . Fact
sedentaria Obesidad amEII:ri:'lrn‘:E;TE

Estilo

devida Dieta

Resistenciaala

Mipepeial e 8 insulina Hipertrigliceridemia

Dislipidemia

Riesgo
cardiovascular

Figura 1. Componentes del sindrome metabdlico. Enfermedades relacionadas a la presencia de
SM, ademés de otros factores que predisponen a la aparicion de alguna enfermedad relacionada
con el SMy la relacion entre estas enfermedades (Tomada y modificada de Barazzoni y cols 2013).

1.1.1 Criterios para el diagnéstico del sindrome metabdlico

Se habla de SM a la presencia de dos o mas factores mencionados en la figura 2 y se
comparan algunos parametros establecidos por algunas organizaciones mundiales. EI SM es
un grave problema de salud publica en nuestro pais, aunque también se ha visto un
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incremento en la incidencia de casos y pacientes que cursan con esta entidad clinica de
manera mundial (Gonzéalez 2012, CMRIySM 1999).

ATP I

Triglicéridos X
2150mg/DI
HDL =< 40mg/dL en X
varones y 50mg/dL en
mujeres

Presion arterial X
>150/85mmHg

Resistencia a la
Insulina
Glucosa en ayunas X
mayor a 100mg/dL

Glucosa 2h:
140mg/dL
Obesidad abdominal X

indice de masa
corporal (IMC)
elevado
Microalbuminuria

Factores de riesgo y 3 mas Rl
diagnostico

Criterio Clinico Obesidad
Abdominal

Figura 2. Criterios para el diagnéstico de SM. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS),
Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica (AACE), Federacion Internacional de Diabetes (IDF)
y la Guia para el Tratamiento en Adultos Il (ATP Ill), se considera como SM a la presencia de dos o
més criterios mencionados en la tabla (Tomada de Lizarzaburu, 2013).

1.1.2 Antecedentes en México

En el 2012 la encuesta nacional de salud y nutricibn (ENSANUT, 2012), arroja datos
importantes sobre el incremento de enfermedades como la DMTII, hipertension arterial (HA) y
obesidad en nuestro pais, dichos padecimientos conllevan a enfermedades cardiovasculares y
se encuentran entre las principales causas de muerte aumentando el nimero de defunciones
en la poblacién nacional. Se pronostica que el nUmero de padecimientos aumentara en los
proximos 50 afios si no se toman las medidas de salud correspondientes en los distintos

rubros de la poblacion (Figura 3).
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b) Prevalencia de diabetes en adultos por diagndstico previo
seguin entidad federativa, ENSANUT 2012
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Figura 3. Encuesta Nacional de Salud vy
Nutricion del 2012. Se muestra en a) la gréfica
80 ] ra.7 correspondiente del nimero de defunciones de las
68.7 69 70 principales causas de muerte en el pais y el
incremento respecto al tiempo, en b) la
&0 prevalencia de DMTII por diagndstico previo en
a% cada entidad federativa y en c) el resultado de la
38 358 evaluacion a pacientes con SM en comparacion a
40 pacientes sin este padecimiento, asi como la
20 comparacion entre sus caracteristicas (ENSANUT

20 16.12 2012; Carranza 2008).
5
L
0
1 2 3 4 5

Frecuencia de los componentes del sindrome metabdlico
{1. Obesidad abdominal; 2. Disglucemia; 3. Hipertrigliceridemia; 4.
Hipocolesterolemia HOL; 5. Tensitn arterial elevada. * p < 0.01.
3 con sindrome metabdlico; @ sin sindrome metabdlico).

1.2 Hipertension arterial

La HA se define como un trastorno ocasionado por una tension alta y persistente de los vasos
sanguineos, esta tension es la fuerza ejercida por la sangre contra las paredes de las arterias
al ser bombeada por el corazén (OMS, 2013). La presion arterial normal en un adultos es de
120/80mmHg (tension sistolica/tension diastélica), cuando esta presion tiene cifras iguales o
superiores a 140/90mmHg durante periodos prolongados, se habla de HA. Este padecimiento
se encuentra dentro las principales complicaciones cardiovasculares que se presentan en la

poblacion mundial (Gonzalez, 2012).
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Los trastornos metabdlicos asociados a HA juegan un papel crucial en la apariciéon y
diagnostico de la HA como la DMTII, donde alteraciones en el metabolismo de glucosa o la Rl
las relacionan intimamente, ademas se asocia también a obesidad. Los mecanismos por los
cuales se desarrolla esta interaccion aun se desconocen, pero se sugiere que la RI, la
inflamacion y la disfuncion endotelial son mecanismos que condicionan a dicha interaccion
(Olivares 2008; Rask 2012). Diversos estudios revelan que en pacientes con HA existe un
incremento en las alteraciones del metabolismo de glucosa, se da la presencia de Dislipidemia
e hiperinsulinemia, esto ha sugerido que en pacientes con HA se da una prevalencia alta para
el desarrollo de SM (Rask, 2012) (Figura 4).

Resistencia a la
Insulina
Alteracion del
Tl metabolismo hepatico

Disfuncién endotelial L

Hiperinsulinemia
Hiperglucemia
Lipdlisis

O O O O

Hipertensién

Disfuncidn renal arterial

o)
o

[ Obesidad ] o Inflamacién
o  Actividad simpdtica
o]
o

Leptina
Adiponectina

Sindrome
Metabdlico

Figura 4. Relacién entre la HA y el SM. Se muestra la relacion entre la HA con el SM,
las alteraciones que pueden estar presentes en ambas entidades clinicas (Tomado de
Cordero y cols, 2005).

Se ha propuesto que el tejido adiposo tiene una participacién en la prevalencia del SM por la
sintesis de diversas hormonas e interleucinas como la resistina la cual se relaciona

directamente con la distensidén endotelial y con la aparicion de HA. Los valores bajos de la
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resistina trae consigo el aumento de triglicéridos, el aumento de proteinas de baja densidad
(LDL), la disminucion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y la elevacion de la presion
arterial (Olivares, 2008; Van Dijik 2015).

Asimismo la funcién renal condiciona la presencia de HA por la disminucion en la capacidad
de excretar sodio por el rindn lo que aumenta la presion de filtracion y por lo tanto la presion
arterial; esta disfuncion renal ha sugerido la presencia de microalbuminuria implicada en el SM

que conlleva a un riesgo cardiovascular (Chavez Tapia, 2004).

En 2012 la National Health and Nutrition Examination Survey (NHAHES) Ill mostré una
elevada prevalencia del SM en la poblacién americana, dénde el 24% de los pacientes
presentd al menos 3 criterios diagnosticos de SM y el 34% de estos pacientes presentd HA,;
en otros estudios como el Women Health Study (WHS) el 75% de los sujetos diagnosticados
con SM fueron hipertensos y en el Metabolic Syndrome in Active Subjects (MESYAS) se
demostré que el SM es mas prevalente en pacientes con HA que en pacientes obesos, pero la

presencia de ambos eventos potencia la aparicion de SM (Alegria y cols, 2005).

La obesidad, la presencia de glucemia basal elevada y la disminucion de HDL son situaciones
asociadas con la presencia de SM y la disfuncién renal y a su vez estos factores se
encuentran correlacionados con la HA y vinculados con el estilo de vida y los habitos

alimenticios (Alegria y cols, 2005; Cordero, 2005).

1.3 Dislipidemia

La Dislipidemia se define como una elevacibn en los niveles de triglicéridos
(hipertrigliceridemia), incremento de colesterol (hipercolestorilemia), disminucion de HDL,

acumulacion de particulas remanentes y aumento LDL (Goldberg 2015).

La hipertrigliceridemia es una entidad asociada a la RI (Figura 5) y esta a su vez se
correlaciona con la DMTII, ya que en pacientes diabéticos se presenta un incremento en
triglicéridos, en las proteinas LDL y en los acidos libres que promueven la produccion hepatica
de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y la disminucion de las proteinas HDL, lo que
contribuye a una alteracion vascular que puede manifestarse en la presencia de
ateroesclerosis (Goldberg, 2015; Carrillo, 2006; Duarte, 2011).
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Resistencia a la insulina

\ { Catabolismo de lipoproteinas

J LPL
{ lipasa hepética

Tejido &R
adiposo @ Figura 5. Asociacion de la Dislipidemia

con la RI. Se muestra que la RI
condiciona la sintesis de acidos grasos en
el higado y por ende el aumento de las
lipoproteinas lo que ocasiona un estado
de Dislipidemia (Tomado de Gonzélez,
2012).

Dislipemia diabética
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Sl'ntesisTTAG\‘ @
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1.4 Diabetes mellitus

La DM es una enfermedad caracterizada por niveles elevados de glucosa a nivel periférico
(hiperglicemia), como consecuencia de defectos en la secrecidon de insulina, en la accion de la
insulina 0o ambas (OMS, 1999; Patel H, 2015). La diabetes se divide en: tipo I, tipo Il y
gestacional y se caracterizan por la deficiencia de la insulina, la utilizacion ineficaz de la
misma y por una hiperglicemia marcada durante el embarazo (OMS, 1999). Este padecimiento
se asocia a complicaciones cardiovasculares que pueden llevar al fallo de diversos érganos,
ademas de complicaciones como lo son la retinopatia, nefropatia y neuropatia (Mediavilla,
2001).

En la DMTII la hiperglicemia resulta de gran importancia debido a las complicaciones que
puede causar, esto debido al déficit de la accion de la insulina, una hiperglucemia crénica,
reduce la sensibilidad y la secrecion de la insulina (glucotoxicidad) y puede llevar a la RI
(CMRISM, 199; Mediavilla, 2001; Kaku, 2010). La RI condiciona a un estado de hiperglicemia
cronica y los efectos negativos de esta se denominan glucotoxicidad. La glucotoxicidad
también se refiere a una ingesta en exceso de carbohidratos por parte de células y tejidos,
este exceso de carbohidratos pueden convertirse en acidos grasos libres y triglicéridos que

posteriormente pueden ser hepatotéxicos, llevandonos a otro fendmeno llamado lipotoxicidad
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que se refiere a los efectos nocivos por altas concentraciones de lipidos y la ingesta de dietas

ricas en carbohidratos y lipidos (Mota, 2015).

Ademas de estos fendmenos la hiperglicemia lleva a complicaciones vasculares como el
dafo al endotelio por el flujo constante de glucosa al interior de la célula, la produccion de

productos finales de glicacion (AGEs) avanzada y el incremento de ERO y EO.

La producciéon de AGEs se debe a las reacciones quimicas entre subproductos de azucares y
proteinas, lipidos o acidos nucleicos produciendo modificaciones por la reduccion de azucares
llamada glicosilacion. La glicosilacion tiene como consecuencia la modificacion de las
proteinas en su estructura, propiedades fisico-quimicas y funciones biologicas (Gonzalez
Flecha, 2000; Cade, 2008) (Figura 6).

DMTII

Figura 6. DMTIl y disfuncion endotelial. La
Hiperglicemia DMTII presenta dos caracteristicas importantes la
presencia de una hiperglicemia cronica y la RI. La
hiperglicemia por un lado genera AGEs resultado

'.' '.' de un fendbmeno llamado glicacién, en este estado
Generacidn de AGEs Produccién de EROy | de hiperglicemia se da la inhibicion de la sintasa
Produccién de EROYEO EQ de oxido nitrico de tipo endotelial (eNOS) que
Apoptosis Glucotoxicidad aumenta la aparicion de ERO y de EO

condicionando la muerte celular y apoptosis. La RI

condiciona a un estado de glucotoxicidad que
lleva a la sobreproduccion de ERO y EO,
llevandonos asi a wuna disfuncion endotelial
(Tomada de Cade, 2008).

Disfuncién
endotelial

1.5 Resistencia a la insulina
1.5.1insulina

La insulina es una hormona peptidica secretada por células 3 en los islotes pancreaticos de
Langerhans (Figura 7), formada por dos cadenas a — (3, unidas por puentes disulfuro. La

secrecion de esta hormona se da por diversos estimulos (Kido, 2001; Wilcox, 2005).
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Cadena Figura 7. Molécula de insulina. Esta hormona
“cooH tiene un peso de 5.8KDa, unida por dos puentes
disulfuro, su precursor la proinsulina que al
pasar por proteasas forman a la insulina para asi
ser secretada por las células 3 del pancreas.

NH,-
Cadena B

Esta hormona tiene como funciones el control de la glucosa en la sangre, la regulacion del
metabolismo de carbohidratos, proteinas y la sintesis de ADN (Olivares, 2008; Mathews,
2002). Lleva a cabo su accion al unirse a su receptor, que da como resultado una serie de
sefalizaciones activando vias de segundos y terceros mensajeros, como la via de la
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K), que promueve diversas funciones como crecimiento,

metabolismo y supervivencia celular (Daragmeh, 2015) (Figura 8).

Insulina

Figura 8. Via de la insulina/PI3K. Al unirse la
insulina a su receptor se fosforila el sustrato de
insulina (ISR), el cual a su vez fosforila la
subunidad p85 de la PI3K, lo anterior resulta en
un cambio conformacional de dicha proteina que
conduce a la union de la subunidad p110; la
PI3K activa fosforila el fosfatidil inositol 3,4
ifosfato (PIP2) y lo convierte en fosfatidilinositol
3,4,5 trifosfato (PIP3) que conduce a la
activacion de la proteina Akt, la cual activa a

l otras proteinas como GSK3B, PKC o AS160
4| sintesis deglucdgeno cuyas funciones son especificas (Tomada y
GSk3p > GS ~ modificada de Guo, 2004).

PKC —— — Lipogénesis
AS160 — Glut4 .

Transporte de Glucosa

La RI se define como la disminucién de la eficacia bioldégica de la hormona, donde ésta es
producida en cantidades normales o elevadas pero no es utilizada eficazmente, también se
relaciona con la una deficiencia en la sefalizacion a nivel de post-receptores, asi como
anomalias en la funcion de los transportadores de glucosa (NIH, 2006; Wilcox, 2005;
Gonzalez, 1999). La RI asi como la deficiencia de la insulina varia de acuerdo a la funcién

fisiologica que desempefiara.
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La funcién principal de la insulina a nivel periférico es ayudar a la glucosa para que sea
absorbida por los tejidos diana, cuando existe una desregulacion en esta funcion y/o los
niveles de glucosa a nivel periférico aumentan la secrecion de la hormona también aumenta
como un mecanismo de compensacién el cual resulta en una sobreproduccion de la hormona
(hiperinsulinemia) (Wilcox, 2005). Existen también otros mecanismos que influyen en la RI
como la dieta hipercal6rica, ejercicio, estrés, obesidad, consumo de algunos farmacos y
alcohol (Kaku, 2010; Varman, 2012).

1.6 Obesidad

Otro componente del SM es la obesidad que se considera un problema de salud mundial, no
s6lo tiene alteraciones fisicas sino que otros factores se ven involucrados como factores

econdmicos y sociales (Gonzéalez, 2012; Scarpellini, 2010) (Figura 9).

OBESIDAD

\ Figura 9. Factores relacionados con la
obesidad. La obesidad se relaciona con

:rzl;ﬁ[?; factores como RI, DMTIIl, es un proceso
inflamatorio y lleva a riesgo cardiovascular,

por otro lado es un grave problema de
salud donde México destaca por ocupar los

;Edﬁfaﬁm primeros lugares a nivel mundial e
incrementando estas cifras en los ultimos
30 afos (Tomada y modificada de Bays,

2013, ENSANUT, 2012).

inflamatorio

Aumento en
ultimos 30 arios
(40% poblacion

Rl"le:.go mexicana)
cardiovascular

La obesidad se define como el incremento en el contenido del tejido adiposo corporal,
desequilibrio entre la ingesta alimenticia excesiva y el gasto calérico disminuido. Se
caracteriza por la hipertrofia de células adiposas que al llegar a ser grave se acompafia de
hiperplasia celular. Por otro parte se ha visto una disminucion de receptores de insulina en

11
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este tejido ademas de que secreta diversas sustancias como leptina, adiponectina, resistina y
TNF-a. (Bays y cols, 2013; Flores ,2011).

El tejido adiposo es sensible a los efectos de la insulina lo cual promueve la captacion de los
triglicéridos. En pacientes obesos la produccion de acidos grasos aumenta lo que origina la
disminucién en la utilizacion de la glucosa a nivel periférico y condiciona a la Rl e
hiperinsulinemia (Bays y cols, 2013; CMRISM, 1999, Gonzélez, 2012)

Los adipocitos liberan con abundancia &cidos grasos ya que el tejido adiposo es el mayor
almacén de triglicéridos, en pacientes obesos generalmente existe un estado de RI que
condiciona a una liberacibn de &cidos grasos libres aumentada ya que existe una

desregulacion en el control de la lipolisis.(Bays y cols, 2013).

A su vez la obesidad esté relacionada directamente con un estado inflamatorio crénico que
favorece el desarrollo de alteraciones metabdlicas estrechamente relacionadas con la
producciéon de radicales libres y procesos oxidativos (Rios y cols, 2014). La obesidad se
caracteriza por la sobreproduccién de citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6) y proteina C reactiva (PCR). Esta sobreproduccion resulta en una
inflamacion del tejido adiposo asociado a una inflamacién sistémica (Patel, 2015). Estas
citocinas condicionan a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y promueven un

proceso denominado estrés oxidativo (EO).

El EO se puede definir como un desbalance entre especies oxidantes y especies
antioxidantes (Halliwell, 2006), en este proceso también se correlacionan otras alteraciones
como la elevacion de triglicéridos, la oxidacion de proteinas LDL, obesidad y RI que

promueven la aparicion de EO (Bays, 2013; Fernandez, 2011, Gonzalez, 2012).
1.6.1 Radicales libres y estrés oxidativo

El TNF-a inhibe la actividad de la PCR generando el anion superoxido (O7), el tejido adiposo
por su lado secreta a la angiotensina Il que estimula la actividad de la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH), ademas de esto se incrementa el gasto cardiaco y una

consecuencia es el mayor consumo de oxigeno que aumenta la produccién de ERO como
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radical hidroxilo (OH), peréxido de hidrogeno (H,0,) a través de la pérdida de electrones en la

cadena transportadora de €.

Otro mecanismo puede ser a través del consumo de alimentos con alto contenido en
carbohidratos y grasas ya que pueden alterar el metabolismo del oxigeno, el tejido graso
puede sufrir reacciones de oxidacion y llevar a la produccién de ERO, si esta produccion
excede la capacidad antioxidante de la célula el EO puede llevar a una peroxidacion lipidica
gue puede llevar al desarrollo de ateroesclerosis (Fernandez 2011,Halliwell, 2006, Rios 2014)
(Figura 10).

Condiciones
normales

Glucotoxicidad

Ellese Ingesta de 1

circulante carbohidratos -
elevada Generacion

+ de EROYEO

Resistencia a la

insulina Procesos
inflamatorios

Hiperglicemia

Figura 10. Metabolismo periférico de glucosa. En condiciones normales la
liberaciébn de glucosa por parte del higado es mediada por la insulina
secretada por el pancreas para mantener las condiciones de homeostasis en
el organismo, cuando la glucosa se eleva y el pancreas no es capaz de
secretar la insulina para mediar esta situacién se da la Rl e hiperinsulinemia,
gue aunado a una dieta rica en carbohidratos nos lleva a un proceso
denominado glucotoxicidad, en este proceso se da la generacion de ERO y
EO, ademas de la presencia de procesos inflamatorios (Mota, 2015).

1.7 Metabolismo energético en el cerebro

El cerebro debe generar grandes cantidades de adenosin trifosfato (ATP) que es fundamental

para la obtencién de energia celular, ademas de que en el cerebro mantiene el potencial de
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membrana y la transmision de impulsos nerviosos, el cerebro usa a la glucosa como principal
fuente de energia oxidandola a través de glucolisis aerobica, el 25% de glucosa consumida
llega a cerebro pues atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE), también el cerebro produce
su propia glucosa esto a través de células gliales especificamente los astrocitos, que ademas
también captan glucosa y la transportan. El astrocito es un tipo de célula glial que se encarga
de dar sostén al cerebro, ademas favorece la comunicacién celular, fagocita las células

muertas y forma parte de la BHE para ayudar a regular las actividades sinapticas

(Kandel,2001) (Figura 11).
Capular Funciones de los
’ e i astrocitos

Transportadores de glucosa
(GLUT1)
?A‘
Actividad glutamatérgica
BXa aacening 7 » . {Na*)

\ Reserva de glucégeno
< o

Liberacion de K* en

/ neurotransmision induce
glucdlisis en astrocitos y

exportacion de lactato.

Figura 11. Los astrocitos y sus funciones. En a) se muestran los astrocitos y la morfologia peculiar
de estrella, en b) se muestra un pequefio cuadro con las funciones generales que llevan en relacion
al metabolismo de glucosa en el cerebro (Escartin, 2013).

1.8 Modelos de estudio de DM y relacion con el deterioro cognitivo

Los efectos que la DM tiene a nivel periférico son bien conocidos, pero en afos recientes ha
llamado la atencion el efecto que esta enfermedad tiene sobre el cerebro en particular en las
funciones cognitivas. Hasta el momento los mecanismos involucrados en la relacion que

existe entre la DM y las funciones cognitivas son desconocidos, se ha propuesto que se
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encuentran involucrados los procesos de hiperglicemia, hipoglucemia, Rl y enfermedades
vasculares (Mediavilla, 2001; Kodl, 2008).

Se considera al deterioro cognitivo como una posible consecuencia de la diabetes, ejemplo de
ello es la investigacion de la diabetes como factor de riesgo en demencias. Ventura en 2004
realizé un estudio a 18 sujetos con DMTI y DMTII para evidenciar si la presencia de DM afecta
en la resolucion de algunas tareas cognitivas (Figura 12).

Qrientacidon temporal 4.38 4.78
Orientacion espacial 4.75 4.89
— Figura 12. Evaluacién de tareas
Fijacion 3 3 cognitivas por el MMSE. El mini examen
del estado mental (MMSE) evalla tareas
Concentraciony 2.6 4.4 cognitivas como la orientacién, memoria,
FEEE la atencion, lenguaje y capacidad visual
Memoria 15 2.3 cuya puntuacion total es de 30 puntos,
para determinar la presencia de algun tipo
Denominaciones 2 2 de demencia. Se puede apreciar que en
los pacientes diabéticos este puntaje
Repeticion 1 1 entra dentro de una demencia de tipo leve
respecto al grupo de pacientes no
Orden en 3 etapas 263 3 diabéticos cuyo puntaje no es significativo
para considerarse dentro de algun tipo de
JP— 05 1 demencia (Ventura, 2004).
Escritura 0.33 0.67
Copia 0.56 0.78
Total 23.25 27.82

La hiperglicemia juega un papel importante en la homeostasis de otros 6rganos; en el cerebro
se ha propuesto que el incremento crénico de la glucosa produce alteraciones en los
mecanismos inflamatorios y como resultado puede alterar las funciones cognitivas en
pacientes con diabetes. En un estudio de induccion de DM en un modelo animal con
estreptozotocina (STZ) se ha observado que los animales con hiperglicemia crénica muestran
cambios en el aprendizaje y se ha sugerido que puede ser resultado de una deficiencia en la
insulina (Biessels, 1996) (Figura 13).
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Figura 13. La administracién de STZ disminuye el aprendizaje y la memoria en un modelo animal. Se
muestra la evaluacién del aprendizaje y memoria en el laberinto acuatico de Morris (LAM) dénde podemos
observar el aumento en el tiempo de latencia a la plataforma de escape del laberinto acuatico de Morris por
parte del grupo problema respecto al control (Tomada de Biessels, 1996).

La insulina juega un rol importante en el mantenimiento de los niveles periféricos de glucosa
en el organismo incluyendo el cerebro. La insulina tiene diversas acciones en el cerebro,
actla como un neuromodulador, promueve acciones neurotroficas, de crecimiento y
diferenciacion neuronal, modula la expresion de receptores N-metil de aspartato (NMDA) e
incrementa el flujo de Ca?* reforzando la comunicacién sinaptica entre neuronas (Duarte
2011). Anteriormente se consideraba que la insulina no cruzaba la BHE para llegar al cerebro,
pero diversos estudios han demostrado lo contrario, ya que la insulina procedente de las
células B pancreaticas es transportada por el fluido cerebroespinal y regulada en el mismo a
través de su receptor (Olivares, 2008; Duarte, 2011). En el cerebro, los receptores de insulina
se han encontrado distribuidos en zonas como el bulbo olfatorio, hipotalamo, hipocampo,

corteza cerebral y amigdala (Gerozissis, 2003).

Otro estudio de induccién de DM en un modelo animal con STZ mas la inyeccién del péptido
AB2s.35 péptido utilizado en modelos animales para inducir la pérdida de memoria y estudiar
los efectos de enfermedades como el Alzheimer (EA), muestra una disminucion en el
aprendizaje y la memoria, ademas muestra también la disminucion en la arborizacion
dendritica y del nimero de espinas dendriticas de neuronas del hipocampo (Hp) (Lazcano,
2014) (Figura 14).
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Figura 14. Disminucion del aprendizaje, memoria espacial y numero de espinas dendriticas en ratas
con AB.s35 Y STZ. En a) se muestra la evaluacion del aprendizaje y la memoria en el LAM dénde se
puede observar que los grupos AR.sss Y AB2s3s+STZ aumentan el tiempo de latencia a la plataforma de
escape respecto a los grupos controles (vehiculo y STZ). En b) se muestra una microfotografia de la tincion
Golgi-Cox de células piramidales de la region CA1 del Hp donde se ve una disminuciéon en la arborizacion
de estas células asi como en el nimero de sus espinas (Tomada de Lazcano, 2014).

Se ha visto que los modelos de induccién de DM con STZ llevan a una hiperglicemia cronica y
gue muestran cambios en los procesos de aprendizaje y memoria, por otro lado se sabe que
la DM forma parte del SM y que este cuadro clinico también puede estar involucrado en la
disminucién de procesos cognitivos asi lo demuestra Trevifio en 2015 con un modelo animal

de SM dbénde se observa la disminucion de estos procesos (Figura 15).

Figura 15. Disminucién del aprendizaje y la
memoria en un modelo animal de SM. Se
muestra la evaluaciéon de estos procesos en el LAM,
donde se observa el aumento del tiempo de latencia
a la plataforma de escape en las ratas con SM
respecto a las ratas control (Tomada de Trevifio,
2015).

17



“Evaluacion de la respuesta inflamatoria y la neurodegeneracion inducida por el péptido amiloide
B1-42 en un modelo animal de sindrome metabolico”

1.9 Aprendizaje y memoria

El aprendizaje se define como el proceso por el cual se adquieren conocimientos los cuales
son procesados, codificados, almacenados y posteriormente recuperados a lo que se le llama
memoria. La memoria se divide en dos tipos: memoria a corto plazo (cantidad de informacién
limitada retenida por un lapso de tiempo corto) y memoria a largo plazo (informacion ilimitada
y almacenada por un tiempo largo y permanentemente) (Kandel, 2001)

El conocimiento se adquiere a través del procesamiento de las areas de asociacion (corteza
prefrontal, limbica o parietooccipitotemporal) donde se adquiere informacion visual, auditiva y
somatica, posteriormente esta informacion es transportada a la corteza parahipocampal y
perrinal, luego a la corteza entorrinal, la circunvolucion dentada, el hipocampo, el subiculo y
de ahi de nuevo a la corteza entorrinal donde la informacion es devuelta a la corteza
hipocampal y perrinal para de nuevo regresar a las areas de asociacion de la neocorteza
(Figura 16 ) (Kandel, 2001).

Figura 16. Componentes del I6bulo temporal medial y
formacion hipocampal. Se observan los componentes del
I6bulo temporal medial (corteza perrinal, corteza entorrinal,
corteza parahipocampal e hipocampo), ademas se observan los
componentes del hipocampo (regiones CAl, CA3,
circunvolucién dentada, y subiculo) (Tomada de Kandel, 2001).
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Como se explico anteriormente las areas como la corteza entorrinal y el hipocampo son las
areas determinantes para el almacenamiento de la informacién adquirida, es por eso que
alteraciones en estas areas afectaran directamente en los procesos de aprendizaje y memoria
como ocurre en la EA. Especificamente se ha visto que el hipocampo es un area que se
asocia con la memoria espacial y de reconocimiento, por lo que lesiones en esta area

disminuyen este tipo de memorias (Buffalo, 2006; Malcolm, 2001).
1.10 Enfermedad de Alzheimer

La EA es el tipo de demencia mas comdn dentro de la poblacién senil, aproximadamente
afecta a pacientes entre los 60 y 85 afios de edad, la etiologia de esta enfermedad es de tipo
idiopatico aunque en algunos casos se ha relacionado a alteraciones genéticas, se calcula
que para el 2050 la poblacion afectada con este padecimiento incrementard a 106.2 millones
de personas en todo el mundo (Brookmeyer y cols 2007), esta enfermedad afecta circuitos
neuronales y estructuras cerebrales siendo sistemas colinérgicos y glutamatérgicos los mas
afectados (Maki y cols, 2002), dafiando la innervacion y funcion en areas como el hipocampo,

la corteza temporal y frontal (Selkoe, 2001).

Los marcadores que se observan en este padecimiento son las placas neuriticas (PN)
formadas por agregados del péptido AB y las marafias neurofibrilares (MNF) constituidas por

la hiperfosforilacion de la proteina tau (Selkoe, 2001) (Figura 17).

Figura 17. Marcadores neurodegenerativos en la EA. Se
muestra un microfotografia de placas neuriticas en a), de forma
esférica conformadas por la proteina AR que es una proteina
insoluble, mientras que en la microfotografia de b) se observan las
marafias neurofibrilares, compuestas por filamentos insolubles
constituidos por la proteina tau.
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Existen varias hipétesis sobre el origen de la EA, donde se propone una muy importante
causada por el péptido AB que sugiere que inicia con una serie de eventos que al final
conduce a la neurodegeneracion, algunos eventos que se pueden presentar son:
excitotoxicidad, la presencia de ERO y EO, muerte neuronal y procesos inflamatorios que
conducen a un deterioro cognitivo. Los procesos inflamatorios son de tipo crénico, ya que se
observa el aumento exacerbado de citocinas proinflamatorias y la activacion de la microglia
(Matos, 2008; Van Dijk, 2015), aunado a estos procesos que pueden darse por la toxicidad del
péptido AB como de la proteina tau, estudios recientes muestran que padecimientos
metabolicos como lo son la DM, la obesidad, y SM pueden incrementar su aparicion (Pasinetti
y cols, 2008; van Dijk y cols, 2015).

En la actualidad se cuentan con modelos experimentales in-vitro e in-vivo para estudiar la EA,
como lo son lineas celulares y modelos transgénicos en ratones, también en modelos
animales la inyeccion del péptido AB1-40, AB2s-35 €N regiones especificas del cerebro ha servido

para conocer la toxicidad del péptido AB (Gonzalo-Ruiz, 1999; Diaz, 2009).
1.10.1 El AB sintesis, degradacién y toxicidad.

El péptido Amiloide-B (AB) esta formado por una cadena de 39-43 aminoacidos con un peso
de 4KDa, este péptido deriva de una proteina de mayor tamafo llamado proteina precursora
de amiloide B (APP), proteina transmembranal 1TM (695-770 a.a), que a través de un proceso
proteolitico formara el péptido AR (Butterfield, 2012). EI AB se forma por la accién de B-
secretasa generando un fragmento c99 y posteriormente la y-secretasa actla generando el
dominio intracelular carboxilico del Amiloide (AICD) y el AR (Blennow y cols., 2006) (Figura
18).

oo
= = 1 ]
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Figura 18. Procesamiento del péptido AB. La proteina precursora del amiloide (APP) anclada a la
membrana por accién de 3 y y cortan en sitios especificos quedando el fragmento C99, el dominio
intracelular carboxilico del amiloide (AICD) y el péptido AB (Tomada y modificada de Butterfield, 2012).
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La presencia del AB en concentraciones elevadas y su estado de agregacién son el factor
clave para determinar su neurotoxicidad, la acumulacion de esta proteina y la agregacion de
la misma propician la pérdida sinaptica y muerte neuronal (Tatarnikova, 2015; Nalivaeva,
2014), ademés de la activacion de la glia donde se da la liberacion de citosinas, interleucinas
y la expresion de la sintasa del oxido nitrico de tipo inducible (iNOS) que aumenta la
produccion de 6xido nitrico (NO), cambios en la homeostasis del Ca*, activacion de las
sintasas del 6xido nitrico (NOS) aumentando la presencia de radicales libres y la formacion de

ERO, procesos neuroinflamatorios, y apoptosis. (Hardy, 2002; Diaz, 2009; Diaz, 2013).
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2. JUSTIFICACION

El SM se ha convertido en una de las entidades clinicas con mayor relevancia a nivel mundial
debido a su alta incidencia y prevalencia ademas del incremento de casos en gran parte de la
poblacién mexicana. Segun datos de la OMS, la prevalencia del SM esta ligada directamente
con el sobrepeso y la DMTII y representan un problema critico de salud que junto con la HA,
Dislipidemia y la Rl condicionan a la aparicion de este trastorno.

Actualmente el grupo de investigacion de Trevifio y cols., en el 2015 mostré en un modelo
animal las caracteristicas de este trastorno a base de una dieta hipercalérica/hiperglicémica,
donde ademas se demostré que esta dieta puede inducir una respuesta inflamatoria, estrés
oxidativo, pérdida de poblacién neuronal y déficit en la memoria aunque se sabe que estos
factores pueden ser de riesgo para el desarrollo de la misma, ain se desconocen los

mecanismos de como estas dos vias convergen.

Por otro lado se sabe que la inyeccion del péptido ABi.42 en zonas como el hipocampo y
corteza cerebral en modelos animales propicia a la presencia de procesos inflamatorios,
estrés oxidativo y muerte neuronal que en conjunto llevan a la perdida de funciones

cognitivas.

El presente estudio busca comprender que es lo que ocurre en un modelo animal de SM junto

a la inyeccion del péptido ABi.42 en el hipocampo de rata.
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3. HIPOTESIS

La induccion de sindrome metabdlico en un modelo animal favorece la toxicidad del péptido
amiloide-Bl-42.

4. OBEJTIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la inyeccion del péptido amiloide-B;.42 sobre los procesos inflamatorios y
neurodegenerativos en ratas con sindrome metabdlico.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar el efecto del péptido ABi-42 en el hipocampo de rata sobre la memoria de corto
y largo plazo en ratas con sindrome metabadlico.

Evaluar la respuesta inflamatoria en el hipocampo de rata inducida por la inyeccién del
péptido AB;.4; en ratas con sindrome metabdlico.

Evaluar los marcadores de neurodegeneracion en el hipocampo de rata inducidos por
el péptido AB1.42 en ratas con sindrome metabdlico.
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5. METODOLOGIA

5.1 LINEA DE TRABAJO

Grupos experimentales:

1

i

! 1) Dieta normocaldrica
! 2) Dieta normocalérica* B
| 3) Dieta hipercalorica Inyeccion del AB, ,, Eutanasia y obtencién de los
' 4) Dieta hipercalérica* en hipocampo I tejidos

R e [1pg/uL C t 5

Coordenadas: AP: -
4.2,L:+2., P:-2

0 90 100-105 135-138 150 Dias
\
1 Andlisis histolégico: tincion
&3 -, . H&E, tricromica de Masson,
Induccioén de[slndrome tincién de PAS e
Ratas metabolico sing b6 inmunohistoquimica para
ma}cho indrome metabélico Prueba de NOR GFAP.
Wistar
Ratas macho Wistar
70-100g
350-4509g
Y ¥ A
——

5.2 Sujetos experimentales

Para desarrollar el modelo de SM se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 20 dias, con
un peso aproximado de 70-100g, procedentes del Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita
Universidad Autébnoma de Puebla. Las ratas se mantuvieron en jaulas con libre acceso de
agua y alimento, con un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas. Se dividieron en dos grupos:
control con dieta normocalérica (DNC) cuyo alimento es suministrado por el bioterio (LabDiet
5001) y el grupo problema que se expuso a una dieta hipercaldrica/hiperglicemica (DHC)
(mx/e/2013/047377) durante 90 dias, tiempo en el que se induce el sindrome metabdlico
(Trevifio y cols 2015). El uso y cuidado de los animales se realiz6 bajo los criterios
establecidos en la norma NOM-062-Z00-1999 sobre las especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Ademas, la sustentante obtuvo la
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certificacion para el manejo, uso y administracion de animales de laboratorios expedida por el

Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autébnoma de Puebla.

Los sujetos de experimentacion se dividieron en dos subgrupos:

1) Dieta normocaldrica (n=4)

2) Dieta normocaldrica + inyeccion del AB1.42 en hipocampo(n= 4)

3) Dieta hipercalérica (n=4 )

4) Dieta hipercaldrica + inyeccion de ABi-42 en el hipocampo (n= 4)

5.3 Caracterizaciéon del SM

Tabla 1. Caracterizacion del SM

Peso
Perimetro abdominal
Porcentaje de grasa corporal

indice de masa corporal

Talla corporal

Curva de tolerancia a la glucosa

Glucosa basal

Lipidos totales

Triglicéridos

Acidos grasos libres
Lipoproteinas de alta densidad
(HDL)

Lipoproteinas de baja densidad
(LDL)

Lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL)
Concentraciones de insulina
Concentraciones de insulina

Medido con balanza

%GC = (peso®3*))x 100
peso

_ _ talla?
Distancia entre la base de su
cola y su nariz.

Glucosa administrada de forma
oral [759/100mL/70Kg],
mediciones a 0, 30, 60y 90
minutos.

Técnicas colorimétricas
Técnicas colorimétricas
Técnicas colorimétricas
Técnicas colorimétricas
Técnicas colorimétricas

Técnicas colorimétricas
Técnicas colorimétricas

ELISA a414nm
Curva estandar (0-20U1/mL)
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5.4 Preparacion del AB1.42

El AB1-42 (Sigma-Aldrich) se diluyd en solucion salina isotonica (SSI) y se almacend en alicuotas
de [1pg/pL], previo a la administracion fue incubado a 37°C por 36 horas.

5.5 Cirugia estereotaxica

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina/xilacina (0.2mL/100g) por via i.p. Posteriormente
fueron colocados en el estereotaxico para pequefios roedores (Stoelting, Co) para realizar la
microinyeccion en el hipocampo de forma bilateral de 5uL de SSI o 5uL de AB1.42. Después de
la cirugia los animales se mantuvieron en recuperacion y observacién bajo los cuidados

postoperatorios correspondientes, administrando antibidtico y desinflamante durante 7 dias.

Las coordenadas utilizadas para la microinyeccion fue de acuerdo al atlas de Paxinos y
Watson (Paxinos y Watson, 1998) y fueron las siguientes: antero-posterior (AP) -4.2mm,
lateralidad (L) +2.1mm, profundidad (P) -2mm. La microinyeccion se realizé con la ayuda de
una jeringa Hamilton de 10uL, una ajuga (calibre 26) y una bomba de infusion (Stoelting) a

una velocidad de 1uL/minuto.
5.6 Evaluacién de la prueba de reconocimiento de objetos (NORt)

La NORt es una prueba de evaluacion cognitiva en donde el objetivo es la evaluacién de la
capacidad para recordar caracteristicas fisicas de los objetos utilizados tales como forma,

ubicacion y textura (Ennanceur, 1991; Carlini, 2011).

La prueba se realiza en una habitacion con luz roja con la ayuda de una caja de campo

abierto (60cmx60cmx50cm) dentro de la cual se coloca al animal para comenzar la prueba.
Esta prueba consta de 3 fases:

Fase 1: los animales deben ser habituados, la rata se coloca dentro de la caja durante 6
minutos para su exploracion sin objetos. Esta habituacion es importante para que el animal se

familiarice con el medio ambiente.

Fase 2 Aprendizaje: los animales se colocan dentro de la caja mirando hacia el centro y se

exponen durante 5 min a dos objetos idénticos que se encuentran colocados en una posicion
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ya especifica, para asi permitir la exploracién del animal durante el tiempo predeterminado. Se
cuantifica el tiempo que el animal invierte para explorar cada uno de los objetos, al finalizar

este tiempo la rata debe ser retirada de la caja y se debe limpiar.

Fase 2a memoria corto plazo: la fase se realiza dos horas después de la prueba de
aprendizaje, se sigue el mismo protocolo sélo que uno de los dos objetos utilizados

anteriormente se cambia.

Fase 2b memoria largo plazo: la fase se realiza 24 horas después de la evaluacién de la
memoria a corto plazo. Se sigue el mismo protocolo de la etapa anterior y se sustituye el

objeto que previamente fue sustituido en la fase 2a.
5.7 Sacrificio y obtencion de las muestras

Al finalizar las evaluaciones conductuales, los grupos experimentales fueron sometidos a
eutanasia de acuerdo a la NOM-062-ZO0-1999 y a la AVMA (the american veterinary medical
association), cuyo objetivo es que se induzca al animal a un estado de inconsciencia rapida y

muerte sin dolor.

Siguiendo con lo establecido en la linea de trabajo para las evaluaciones histologicas e
histoquimicas se procedio a la perfusion intracardiaca de los animales evaluados y asi la

obtencioén de los cerebros.

Los animales fueron anestesiados con ketamina/xilacina [0.20mL/100g] por via ip, para ser
perfundidos por perfusion cardiaca con solucién buffer de fosfatos y paraformaldehido.
Finalizada la perfusion se procedio a la eutanasia de los animales para extraer los cerebros y
colocarlos en paraformaldehido al 4% para su preservacion y evitar procesos de degradacion
celular durante 48 horas, los cerebros obtenidos se dividieron en tres partes para llevarlos a
procesos de deshidratacion, aclaracion, infiltracién e inclusién en parafina. El proceso de
deshidratacion consistio en colocar los cerebros en PBS para después de este tiempo
colocarlos en concentraciones crecientes de alcohol (70, 80, 96 y 100%). La aclaracion se
realizd con soluciones de etanol-xilol (1:1) y xilol durante una hora en cada solucién. La etapa
de infiltracién consistié en colocar los cerebros en parafina liquida, a una temperatura entre

48-52°C durante dos horas para incluirlos en bloques de parafina, en los cuales se procuro
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localizar las zonas de interés para seccionar en rebanadas de 6um de grosor y asi finalmente
montarlos en portaobjetos sialinizados para su posterior uso en las diferentes técnicas

histolégicas e histoquimicas.
5.8 Técnicas histologicas e histoquimicas
5.8.1 Tincion de hematoxilina-eosina

La tincion de hematoxilina-eosina (H&E) usada en la mayoria de estudios histologicos y
patoldgicos utilizada para observar la morfologia celular. El fundamento de la tincidn radica en
las propiedades acido-base de la célula, la hematoxilina es un colorante de caracter basico
que tifie al ndcleo y la eosina de caracter acido tifie al citoplasma, asi se determina si existen

alteraciones en la morfologia celular.

El protocolo de la tincién consistio en desparafinar las muestras con xilol y xilol/alchol al 100%,
rehidratar los tejidos en alcohol al 100, 96, 80 y 70% para tefiirlos con hematoxilina de Mayer,
después lavar con agua y tefiir con eosina, las muestras se deshidrataron y aclararon en
concentraciones crecientes de alcohol y xilol para el posterior montaje con resina. Los

resultados muestran a los ndcleos tefiidos en azul y el citoplasma en color rojo o rosado.

La tincién de H&E permitié analizar y cuantificar el numero de células viables en las regiones
CAl, CA3 y GD del Hp. Para la cuantificacién del nimero de células viables se tomaron las
microfotografias correspondientes de las areas de interés, esto con ayuda de una camara
(Leica/SM) en un objetivo de 40X, el nimero de células viables fue contabilizado a partir de
cuatro laminillas por rata, sumando y sacando una media de la misma, para finalmente
graficar el resultado. Para la visualizacion de las células se recurri6 al uso del software Image-
J.(ImageJ 1.47v).

5.8.2 Tincién de PAS

La tincién del &cido peryodico de Schiff (PAS) se ha usado para la deteccion de carbohidratos
y glicoproteinas, esta tincion pasa por distintas etapas que consisten en la deshidrataciéon y
rehidratacion de los tejidos, para posteriormente fijar los tejidos e hidratarlos con una solucién

de acido peryddico durante 15 minutos, se enjuagan las laminillas y se pasan al reactivo de
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Schiff por 20 minutos, se enjuagan nuevamente y se aplica un bafio con acido clorhidrico el
cual se enjuaga rapidamente y se contrasta posteriormente con hematoxilina de Harris 2
minutos, se enjuaga y se deshidratan las laminillas con alcohol y xilol para asi finalmente
montar en un medio resinoso para la observacion en el microscopio. Los resultados muestran
sustancias positivas al PAS los nucleos en color azul-morado, la presencia de glucogeno,

mucinas en un rojo.
5.8.3 Tincién Tricromica de Masson

La tincién tricromica de Masson sirve para apreciar sustancias intracelulares fibrosas. El
protocolo para llevar a cabo esta tincidbn consiste en tres etapas: la primera consiste en
deshidratas y rehidratar los tejidos en bafios de xilol, xilol-alcohol, alcohol 100, 96, 80, 70%, y
agua. Posteriormente se deben tratar con liquido Bouin durante una hora con una temperatura
de 56°C se deja enfriar por 10 minutos y lavar con agua hasta que se aclaren los tejidos, en la
segunda etapa los tejidos se colorean con una solucion de hematoxilina férrica de Weirgert
durante 10 minutos transcurrido este tiempo enjuagar con agua, se sigue con la coloracion
con una solucion de Fucsina &cida-escarlata de Briebrich durante 15 minutos, después
enjuagar con agua para colocar los tejidos en una solucién de &cido Fosfoticngstico-
fosfomolibdico durante 15 minutos posterior a esto los tejidos se colocan en azul de anilina
por 15 minutos, finalizado este tiempo enjuagar con agua, en una tercera etapa los tejidos se
colocan en acido acético al 1% por un minuto y finalmente los tejidos se deshidrantan y
aclaran con bafios de alcohol y xilol para finalmente montar con un medio resinoso y asi
observar en microscopio. Los resultados se observan con la coloracion en negro del nicleo,

de color rojo musculo, citoplasma y queratina.
5.8.4 Inmunihistoquimica para GFAP

La inmunohistoquimica acoplada a fluorescencia se sigui6 en tres etapas: en la primera etapa
los tejidos se sometieron a desparafinar con xilol y rehidratar con alcohol en porcentajes
decrecientes (100-70%) hasta llegar a agua destilada. Posteriormente las laminillas fueron
sometidas a lavados con PBS y al bloqueo de epitopes con albumina sérica de bovino (BSA)
al 2%, durante 30 minutos en cdmara humeda. El siguiente paso fue colocar Tritén al 0.2% en

PBS durante 10 minutos y acto seguido los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario
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toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-GFAP (1:500 en PBS) (goat antirabbit/Sigma
Aldrich). La segunda etapa consistié en lavar con PBS y colocar el anticuerpo secundario
Fluoresceina 5-isotiocianato (FITC) durante 2 horas en camara humeda y en oscuridad. Se
montaron finalmente con medio Vecta-Shield conjugado con DAPI (4,6-diamino-fenil-indol).
Para la observacion y andlisis de la inmunorreactividad de los anticuerpos de las regiones de
interés se realizd en un microscopio (Leica/DMSL) acoplado a una lampara de mercurio y con
filtros rojo, azul y verde, este también acoplado a una camara donde las imagenes capturadas
fueron en el objetivo 40X. El nimero de neuronas analizadas fue contado por cada 4 laminillas

de cada rata y analizado con el software Image-J (ImageJ 1.47v).
5.9 Anélisis estadistico

Para la cuantificacion del nimero de células viables en las regiones CA1, CA3 y GD del Hp se
contabilizaron cuatro laminillas por rata, utilizando el programa Image J (Image J 1.47v),
sumando y sacando la +ESM de cada grupo en cada region. La diferencia estadistica se
obtuvo con una ANOVA de una via de medidas repetidas con una pos prueba Bonferroni
*p<0.05.

La prueba de NORt se graficé el promedio +ESM de cada grupo. Se grafico el indice de
discriminacion entre el tiempo de exploracién del objeto familiar y el objeto novedoso en cada

grupo. La diferencia estadistica se obtuvo con un ANOVA de una via y una *p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 La inyeccidn del péptido AB1.42 en el hipocampo de rata disminuye el aprendizaje en

un modelo de SM

30 dias posteriores a la inyeccion del péptido AB1.4> fue evaluado el proceso de aprendizaje
en el NORt, donde se observd que los animales a los que se les inyectd ABi42 NO
discriminaban de los dos objetos familiares. Los datos obtenidos fueron analizados por
ANOVA de una via seguida de una prueba pos-Bonferronni y mostré que el péptido AB1.42
causa déficit en el aprendizaje en los grupos con la inyeccion pero no en los grupos control,

*k*

(figura 19), se observa la comparacién entre el grupo SSI y AB donde ***p<0.001 y los grupos
SM y SM+ AB;.42 con **p<0.01, estos datos sugieren que la inyeccién del péptido ABi-42
después de 30 dias disminuye el aprendizaje en un modelo de SM, comparando estos grupos
no existen diferencias significativas entre si, por otro lado en los grupos controles SSIy SM no
existen diferencias significativas entre ellos y estos grupos en este proceso pueden

discriminar entre dos objetos que son iguales.

Aprendizaje
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Figura 19. La inyeccion del AB; 4, en el hipocampo de rata en un modelo de SM disminuye el
aprendizaje. Los valores mostrados en el grupo AR (barra negra) muestran una disminucion
progresiva en el indice de discriminacién en la prueba del NORt respecto al grupo SSI (barra blanca),
comparando el grupo SM (barra gris) respecto al grupo del AB+SM (barra rayada) se muestra también
una disminucién, evidenciando el dafio en el modelo de SM, el analisis fue con una n=4 animales por
grupo y valores de *p<0.05 como significativos. ANOVA de una via, con post -Bonferroni.
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6.2 La inyeccion del AB;.4; en el hipocampo de disminuye la memoria a corto en un

modelo de Sindrome metabdlico.

Posterior a la prueba de aprendizaje 2 horas después se hizo la evaluacion de la memoria a
corto plazo, se observé que los animales que tenian la inyeccion del péptido no discriminaban
del objeto novedoso y del objeto familiar (figura 20). Los datos fueron analizados por ANOVA
de una via seguida de una prueba post-Bonferroni y mostrd que la inyeccion del péptido AB1-42
disminuye la memoria a corto plazo en los grupos problema respecto a los controles. Se
observa la comparacion entre el grupo SSI y ABi42 donde **p<0.01 mientras que la
comparacion entre el grupo SM y SM+ AB;.42 *p<0.01, estos datos sugieren que la memoria a
corto plazo se ve disminuida en un modelo de SM, aunque la comparacién entre el grupo AB-
42’y €l grupo SM+ AB;.42 no arroja resultados significativos. En los grupos controles no existen

diferencias significativas ya que la memoria a corto plazo no se ve afectada.
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Figura 20 La inyeccion del AB; 4, en el hipocampo de rata en un modelo de SM disminuye la
memoria a corto plazo. Se muestra la comparacion entre el grupo AP (barra negra) respecto al grupo
SSI (barra blanca),donde se observa una disminucién en el indice de discriminacion en la prueba del
NORt, comparando el grupo SM (barra gris) respecto al grupo del AB+SM (barra rayada) también se
observa una disminucion demostrando el dafio en el modelo de SM, el analisis fue con una n=4 animales
por grupo y valores de *p<0.05 como significativos. ANOVA de una via, con post -Bonferroni.
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6.3 La inyeccioén del ABi4, en el hipocampo de disminuye la memoria a largo plazo

en un modelo de Sindrome metabdlico.

24 horas después se hizo la evaluacion de la memoria a largo plazo, se observé que los
animales con la inyeccion del péptido no discriminaban el objeto novedoso del familiar (figura
21). Los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de una prueba
post —Bonferroni y se mostré que la inyeccion del péptido AB;.42 disminuye la memoria a largo
plazo, esto cuando se hizo la comparacién de los grupos SSi y AB1.42 donde **p<0.01 y la
comparacion entre los grupos SM y SM+ AB1.4> donde **p<0.05, estos datos apuntan que la
memoria a largo plazo se ve disminuida en un modelo de SM, la comparacion entre ambos
grupos AB1.s2 y SM+ AB1.42 NO arrojan datos significativos, lo mismo pasa en los grupos control

donde no existen diferencias significativas donde la memoria a largo plazo no se ve afectada.
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Figura 21.La inyeccion del ABi en el hipocampo de rata en un modelo de SM disminuye la
memoria a largo plazo. Se muestra la comparacién entre el grupo A (barra negra) respecto al grupo
SSI (barra blanca), donde se observa una disminucién en el indice de discriminacién en la prueba del
NORt, esto también se observa comparando el grupo SM (barra gris) respecto al grupo del AR+SM
(barra rayada) demostrando el dafio en el modelo de SM, el andlisis fue con una n=4 animales por
grupo y valores de *p<0.05 como significativos. ANOVA de una via, con post —Bonferroni.
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6.4 Efecto la inyeccion del péptido AB1.42 en un modelo de Sindrome Metabdlico sobre la
morfologia y estructura celular

La morfologia y estructura celular fueron analizadas con la tincion H&E donde se evidencio la
atrofia y el dafio celular ocasionado en los grupos ABi4, Y SM+ APB1.42, €n estos grupos
ademas se observd una disminucion en el nimero de células, ya que al contabilizarlas se
contaron como viables aquellas que tuvieran el nucleo y citoplasma definido y se discrimind

aquellas que no cumplieran con este parametro.

DNC

DNC+AB

DHC+AB

Figura 22. Se muestran las fotomicrografias correspondientes a la tincibn Hematoxilina-Eosina en las
regiones CAl, CA3 y GD del hipocampo, donde se puede observar la morfologia celular, en los grupos
control (a, b, c, g, h, i) se puede observar una regularidad de las células mientras que en los grupos con AR
(d, e, f, ], k, I) no se observa, mostrando el dafio ocasionado por el péptido. Aumento 40X. Fotografias
tomadas mediante un microscopio acoplado a una camara fotogréfica Leica.
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6.4.1 Cuantificacion de células viables en las regiones CA1, CA3 y GD en un modelo de
Sindrome metabdlico después de la inyeccién del péptido AB;.42.
Se muestra la cuantificacién de células en las regiones CA1, CA3 y GD ddnde se observo una

disminucién en el nUmero de éstas.

los datos obtenidos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de una prueba post —
Bonferroni y se mostré que en los grupos AB1.42 y SM+ AB1.42 €l nUmero de células viables (con
ndcleo y citoplasma definido) se ven claramente disminuidas en comparacion con los grupos
controles, donde ****p<0.0001, estos datos aportan evidencia del dafio y la muerte celular en

estas zonas.
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Figura 23. Se muestran las graficas
C) correspondientes a la cuantificacion de células
GD viables en cada regién [a) CAl, b) CA3 y ¢)
w 100+ GD]. En el andlisis estadistico se muestran
§ 804 valores significativos en la comparacion de los
< - grupos control (barra blanca y gris) respecto a
3 60 los grupos problema (barra negra y rallada),
< 404 mientras que en la comparacién entre grupos
é control y grupos problema no existe diferencia
N 20 . . . e s ,
o .
o * 3 % * % % significativa. Se utilizé6 una ANOVA de una via

y ****p<0.0001. La n utlizada fue de 4
animales por grupo.

SM  AB+SM
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04 mill. T con una post varianza Bonferroni. ***p<0.001
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6.5 La inyeccion del péptido ABi4, afecta directamente la estabilidad de los
carbohidratos y proteinas en un modelo de Sindrome Metabdlico

Se muestra la tincién de PAS que pone de manifiesto la presencia de carbohidratos libres o
conjugados que forman a las células, lo observado es en los grupos control (DNC y DHC)
la presencia de los ndcleos y estructuras como polisacaridos y glicoproteinas en un color
azul morado y lila, mientras que en los grupos problema (DNC+AB142 y DHC+AB1.42)
no se aprecia el contraste debido a que a estos grupos al inyectarles el péptido AB1.42 el
mecanismo de toxicidad del péptido condiciona a eventos como estrés oxidativo y
muerte celular que afecta la estabilidad de carbohidratos y estructuras proteicas por lo que la

expresion y union del colorante a ciertas proteinas se ve inhibida y la tincidon no se aprecia.

DNC

DNC+AB

DHC

DHC+AB

oA aox] YD~ L a0k 1)

Figura 24. Se muestran las fotomicrografias correspondientes a la tincién de PAS en las regiones CAl, CA3 y
GD del hipocampo, donde observamos un contraste en los grupos control DNC y DHC (a, b, ¢, g, h i) mientras
que los grupos problema DNC +AB y DHC+AB (d, e, f, j, k, I) no se aprecia este contraste evidenciando el dafio
ocasionado por la inyeccion del péptido en un modelo de SM. Aumento 40X. Fotografias tomadas mediante un
microscopio acoplado a una camara fotoaréfica Leica.
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6.6 La inyeccion el péptido ABis, en un modelo de Sindrome Metabdlico afecta
directamente estructuras de colageno y potencia procesos inflamatorios

Se muestra la tincion Tricromica de Masson que revela la presencia de estructuras fibrosas,
los grupos (DNC y DHC) muestran en color negro el nlcleo y ligeramente en un tono rosaceo
a rojizo su citoplasma, las fibras de colageno deben tener un color azul que no se percibioé en
el panel mostrado. En los grupos problema (DNC +AB1.4> y DHC + AB1.42) se percibe un
ligera coloracion, debido a la inyeccién del péptido AB;i.42 cuya toxicidad enciende procesos
inflamatorios inhibiendo la presencia de esta coloracion en procesos patologicos.

CA1 GD CA3

DNC

DNC+AB

DHC+AB

Figura 25. Se muestran las fotomicrografias correspondientes a la tincion Tricrdmica de Masson en las regiones
CA1, CA3 y GD del hipocampo, donde observamos la presencia de estructuras coladgenas en color azul lo cual no
se apreci6, se observa que en los grupos control DNC y DHC (a, b, ¢, g, h, i) la coloracién de nucleos y
citoplasma, mientras que en los grupos problema DNC +AB y DHC+AR (d, e, f, j, k, 1) esta coloraciéon tampoco se
aprecia y los nulcleos y citoplasma no se ven definidos. Aumento 40X. Fotografias tomadas mediante un
microscopio acoplado a una camara fotogréfica Leica.
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6.7 La inyeccion del péptido ABi4 en un modelo de Sindrome Metabdlico aumenta
lainmunorreactividad a GFAP

Se muestra el panel correspondiente a la inmunohistoquimica por fluorescencia a GFAP
donde se observa una marcada inmunorreactividad a GFAP que nos habla de la
sobreactivacion de la glia como resultado de procesos inflamatorios. En los grupos controles
(DNC y DHC) no se ve expresion de la proteina, mientras que los grupos problema (DNC+AR -

42’ Y DHC + AB1.42) la expresion es muy evidente.

CAl

DNC+AB

DHC+AB

Figura 26. Se muestran las fotomicrografias correspondientes a la inmunohistoquimica para GFAP en las
regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo donde se observa la presencia de una mayor inmunorreactividad
para GFAP en los grupos problema (DNC +AB y DHC+AR) respecto a los grupos control (DNC y DHC). La
fluorescencia para GFAP fue marcada con FICT y los nucleos tefiidos con DAPI. Aumento 40X.
Fotografias tomadas mediante un microscopio acoplado a una camara fotografica Leica.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

La EA es un padecimiento que afecta alrededor de 36 de millones de personas a nivel
mundial, es un trastorno neurodegenerativo, progresivo e irreversible que se caracteriza
fundamentalmente por una pérdida masiva de las funciones cognitivas (Selkoe, 2001).
Procesos como el aprendizaje y la memoria son los mas afectados (Buffalo, 2006; Malcolm,
2001).

Desde hace algunas décadas, cientificos a lo largo de la historia y en todo el mundo
han estudiado las caracteristicas fisiopatolégicas de esta enfermedad, desde observar
las caracteristicas en los pacientes afectados hasta la reproduccion de la misma en
modelos animales, donde de forma genética o con la inyeccion de algin agente téxico
(Hardy, 2009) se imita la mayoria de las caracteristicas de la enfermedad, con el fin de
buscar una posible causa, probar algunas alternativas terapéuticas y/o conocer las vias de
sefalizacion involucradas en el desarrollo de la enfermedad o que pudiesen incrementar

el riesgo de la misma (Halliwell, 2006; Gonzalo, 1999).

En la actualidad se cree que padecimientos sistémicos como la DMTII, obesidad, y el SM
son factores de riesgo (Freeman, 2011; Watts, 2013) para la EA (Pasinetti, 2008). En
investigaciones recientes grupos de trabajo han mostrado evidencia de que una dieta
rica en carbohidratos y en grasas saturadas influye de manera directa en procesos de
aprendizaje y de memoria (Granholm, 2008). Recientemente se desarroll6 un modelo
experimental de SM ddénde se vio una neurodegeneracion en hipocampo y corteza temporal
(Trevifio, 2015) y la disminucién de enzimas antioxidantes, el aumento de estrés oxidativo y

peroxidacion lipidica (Garcia, 2015).

El propdsito del siguiente proyecto fue evaluar en un modelo animal de SM mas la inyeccion
del péptido ABi.42 en el hipocampo de rata los procesos de aprendizaje y memoria en la
prueba de NORt asi como la visualizacion del dafio celular, a través de algunas técnicas

histologicas e inmunohistoquimicas.

El primer resultado obtenido en este trabajo fue el encontrado en la prueba NORt, que evalta

los procesos de aprendizaje y de memoria a corto y largo plazo durante un determinado
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periodo de tiempo (Ennaceur, 1988; Barker, 2007), donde se observo que se ve una marcada
disminucién en estos procesos, pero no existe una diferencia significativa entre ambos grupos,
lo que nos puede decir que el efecto de la DHC no tuvo una relevancia significativa en la
evaluacion, probablemente el efecto de la dieta no se ve acentuado en la evaluacion de este
tipo de memoria o el efecto de la misma junto con la inyeccidén del ABi.42 durante un tiempo

determinado no arrojan un resultado mas especifico.

En la EA la perdida y muerte neuronal se han reportado en regiones como el hipocampo,
corteza temporal y corteza frontal, ésta pérdida neuronal inducida por la toxicidad del AB
genera estrés oxidativo (Parris, 2005), bien se sabe que en condiciones de estrés oxidativo
existen niveles bajos de antioxidantes asi como una elevada concentracion de radicales libres
y acidos grasos que condicionan a la alteracién de la estructura celular e inducir su muerte
(Garcia, 2015).

En el panel de microfotografias la figura 22 se muestra la tincion H&E ddénde se evidencia el
dafo celular en las regiones de CAl, CA3 y GD del hipocampo en los grupos tratados con
AB142 Yy AB142 + DHC (SM), donde la estructura celular se ve alterada y se observa una
basofilia (Alvarez, 2008) esta basofilia se observa en la EA en los componentes de placas

neuriticas y marafas neurofibrilares (Troncoso, 2006).

La EA también genera una respuesta inflamatoria por la toxicidad del AR que induce a la
activacion de la microglia y astrocitos que secretan citocinas proinflamatorias que inducen la
afinidad neuronal por radicales libres que aumentan la citotoxicidad y la neuroinflamacion
(Diaz, 2009; Manzano, 2006).

Los resultados que muestran una respuesta de tipo inflamatoria son las microfotografias de
las figuras 24, 25 y 26 donde las tinciones PAS, tricromica de Masson y la inmunohistoquimica
para GFAP muestran estos procesos.

La tincion de PAS que sirve para poner de manifiesto estructuras proteicas y carbohidratos,
también se ha visto en estudios sobre el envejecimiento donde se da la formacion de granulos
y también se observan en enfermedades neurodegenerativas y en padecimientos como

melanomas donde se percibe la disminucion en la estabilidad de estas estructuras (Warso,
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2001). Esta disminucion en la estabilidad que se ve también en padecimientos periféricos
como DMTII se debe a la generacion de productos avanzados de glicacion (AGES), la
presencia de estrés oxidativo y de procesos de tipo inflamatorio (Shi Du, 1994; Vlassara
1994,) por otro lado la presencia de AGES también se ve en la EA y actualmente se ha
relacionado con la presencia de SM (Cai, 2014). Lo que nos sugiere que en un evento como lo
es la induccion del SM mas la inyeccién del péptido AB1.42 la presencia de AGES aumenta
eventos como el EO y la presencia de procesos inflamatorios que hacen que la estabilidad de

las estructuras celulares se vea nula.

La tincion tricrémica de Masson revela la presencia de estructuras fibrosas como colageno
que se aprecia de manera fisiolégica en procesos como cicatrizacibn o aumentada en
procesos patologicos como la inflamacion y enfermedades autoinmunes, ademas de que en
enfermedades como la EA, Parkinson o la esclerosis multiple (Coronato, 2012). Procesos que
también se ven aumentados también en la DMTIl y SM (Shi Du, 1994). El aumento de
especies oxidantes y la disminucién de enzimas antioxidantes en procesos como la DMTII,
SM y EA condicionan el aumento de AGES y EO. Lo que sugiere que en el SM mas la
inyecciéon del péptido ABi-42 la presencia de colageno ante un fendmeno como la lesion en
estas ratas se vea aumentada por dicha lesion, en las ratas que sOlo tenian SM
probablemente también la presencia de coldgeno se ve aumentada resultado de un

inflamacion sistémica ocasionado por el SM.

Bien se sabe que la inyeccion del péptido AB;.42 aumenta la cantidad de especies oxidantes, la
nitracion de proteinas, aumento en la activacion de mecanismos de defensa y el incremento
en la activacion de astrocitos ocasionados por procesos inflamatorios (Diaz, 2009; Limon,
2009). Los astrocitos en condiciones patoldgicas responden a la presencia de sustancias
oxidantes como el NO llevando a un dafio neuronal y glial aumentando procesos metabolicos
en respuesta a la falta de ATP, este procesos contribuye al aumento del EO, peroxidaciéon
lipidica y nitracion de proteinas que se han encontrado en la EA (Parks, 2001). la
sobreproduccion de NO puede generar agentes toxicos como el peroxinitrito (ONOQO") que
contribuye a dafio neuronal y alterar el metabolismo energético, esta sobreproduccion de NO

se puede producir por los astrocitos y la microglia a través de la sintasa de éxido nitrico de
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tipo inducible (iINOS) (Mattson, 2004) donde se ha visto que en pacientes con EA la sobre
expresion de INOS (Haas, 2002) que nos lleva a la pérdida de funciones cognitivas. Por otro
lado los astrocitos secretan a una proteina muy importante la GFAP que se ve expresada ante
procesos patolégicos como enfermedades neurodegenerativas que se asocia con la
sobreactivacion de astrocitos y la perdida neuronal. Como se ve en el panel de la
inmunohistoquimica para GFAP la expresién de esta proteina se ve en los grupos DHC, AB1.42
y DHC+ AB142, ya que en estos existe la presencia de procesos de tipo inflamatorio que
aumenta la expresion de esta proteina. Se sugiere que un evento como el SM que enciende
procesos inflamatorios y oxidativos expresa a GFAP y mas la inyeccién del ABi4, estos
procesos se ven doblemente marcados y que por ende nos llevaran a la perdida de funciones

cognitivas como el aprendizaje y la memoria.

Por lo tanto, los resultados del presente trabajo aportan evidencias del impacto del

sindrome metabolico y la toxicidad del AR en las funciones cognitivas.
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8. ESQUEMA HIPOTETICO
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Figura 27. Esquema hipotético. La inyeccion hipocampal del péptido AB; 4, causa la muerte progresiva de
neuronas glutamatérgicas en el hipocampo (2) que a su vez llevan a la activacion de la microglia estrés
oxidativo, neuroinflamacion y apoptosis (3). Este evento junto la excesiva circulacién periférica (4) y en el
cerebro de glucosa (5) que disminuyen la entrada de glucosa a la célula (6) evitando la cascada de
sefializacion a las vias PI3K/Akt (7), al no activarse la via de la Akt esta no se une a su sustrato y evita la
entrada de glucosa a la célula (8), por lo que existe un exceso de glucosa extracelular, y asi mantener un
estado que condicionan un estrés y dafio celular constante. Por otro lado la entrada masiva de ca™
condiciona a la aparicién de radicales libres y la aparicion estés oxidativo e inflamacion llevara a muerte celular
y aun deterior cognitivo que impide el favorecimiento de tareas como el aprendizaje y la consolidacion de la
informacion.
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9. CONCLUSION

La inyeccion del péptido ABi.42 en el hipocampo de rata con SM:

e Induce un deterioro de la memoria de reconocimiento de corto y largo plazo

e Ocasiona una astrogliosis reactiva que trae como resultado exacerbar la respuesta

inflamatoria a nivel hipocampal

e Promueve el deterioro de la estructura y funcion de la regiéon CAl, CA3 y GD del

hipocampo de ratas.
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10. PERSPECTIVAS

e Cuantificar los parametros de SM en un modelo animal después de la inyeccion del
péptldO A81.42,

e Evaluar marcadores de muerte celular posteriores a las pruebas de aprendizaje y
memoria.

e Evaluar los efectos del SM mas la inyeccion del péptido AB;.4, sobre la arborizacién
dendritica.
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