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Resumen

El consumo de bebidas endulzadas es un habito comun en el estilo de vida actual que
promueve el desarrollo de sindrome metabdlico (SMet). Los reportes clinicos indican que el SMet
incrementa hasta dos veces el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer (EA). En la EA el
deterioro cognitivo se debe a la acumulacién de amiloide  (AB) en el hipocampo y a la pérdida de
la inervacién colinérgica que recibe a través de la via septo-hipocampo. La comunicacién septo-
hipocampo es funcionalmente reciproca; por un lado las neuronas colinérgicas provenientes del
septum medial y de la Banda Diagonal de Broca liberan y mantienen los niveles de acetilcolina
mediante su sintesis a través de colina acetiltransferasa (ChAT) y su degradacion por
acetilcolinesterasa (AChE), lo que permite la plasticidad sinaptica y la generacion de las oscilaciones
Theta en el hipocampo, mientras que la sintesis y secrecion del factor de crecimiento nervioso
(NGF) en el hipocampo, mantiene el fenotipo de las neuronas colinérgicas al transportarse
retrogradamente hasta el soma neuronal.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del SMet y la administracion
intrahipocampal del péptido AP.s.3s sobre la memoria espacial, la expresién de las enzimas
colinérgicas y del NGF en ratas. El modelo experimental de SMet se obtuvo por el consumo de
sacarosa al 20% durante 180 dias y posteriormente se administraron los agregados del ABzs.3s en la
region CA1 del hipocampo. Los resultados indicaron que el SMet+AR2s.35s N0 modifico la latencia al
escape en el aprendizaje, sin embargo, su navegacion se caracterizé por tigmotaxis y busqueda
aleatoria. En la evaluacién de la memoria, la latencia al primer cruce a la zona de la plataforma del
grupo SMet+A2s.35 fue similar a los grupos SMet o el AB2s.35, aunque las ratas no lograron localizar
el sitio exacto donde se localizé la plataforma. El andlisis inmunohistoquimico indicé que en el grupo
SMet+A2s.35 N0 se exacerbod la pérdida de ChAT en las regiones de la via septo-hipocampo respecto
a los grupos SMet y AB2s.35, Sin embargo, la expresion de AChE incrementd en el septum medial de
las ratas SMet+AB2s.35, al igual que NGF en las regiones de la via septo-hipocampo.

Nuestros hallazgos sugieren que la expresién de ChAT y de AChE en regiones de la via septo-
hipocampo son vulnerables a la presencia del SMet, probablemente a causa de mecanismos
oxidantes y proinflamatorios, sin embargo al permanecer latente, el SMet también estimulara
mecanismos de defensa como la liberacion de NGF, que al sintetizarse en hipocampo y
transportarse al soma colinérgico, podria evitar la exacerbacion del dafio que ocasiona la
administracion de AB2s.3s sobre marcadores colinérgicos y en el aprendizaje y la memoria espacial.
Hasta el momento, el presente proyecto es el primero en mostrar evidencia experimental sobre la
participacién y vulnerabilidad colinérgica de la via septo-hipocampo en un modelo de SMet, sin
embargo es necesario continuar su estudio para esclarecer la implicacion de la fisiopatologia del
SMet sobre los elementos de la neurotransmision colinérgica y su papel en tareas dependientes del
hipocampo.

Vi



1. Introduccion

1. Introduccidn
1.1. El sindrome metabdlico
El concepto de sindrome metabdlico (SMet) se ha reconocido por casi 100 afos, a través de

los cuales se le denominé de distintas maneras; sindrome X, el cuarteto de la muerte, sindrome de

afluencia o sindrome de resistencia a la insulina (Sarafidis y Nilsson, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Perspectiva histérica del sindrome metabdlico. En la linea del tiempo se muestran los aportes
de algunos autores como: observaciones directas y términos utilizados para el sindrome metabdlico (cuadros
en gris), descubrimientos y descripcion de mecanismos importantes en la comprension de la fisiopatologia
(cuadros en rojo) y al final se indican los criterios internacionales mas utilizados que definen al sindrome
metabdlico (cuadros en amarillo). «<»: interdependencia, DM: Diabetes Mellitus, *: a veces, IG: Intolerancia a
la Glucosa, 1VLDL: niveles altos de lipoproteinas de muy baja densidad, |HDL: niveles bajos de lipoproteinas
de alta densidad (modificado de Sarafidis y Nilsson, 2006).



1. Introduccion

Independientemente del término utilizado, los cientificos coincidieron en la identificacion de un
conjunto de alteraciones metabdlicas que coexistian con mas frecuencia de lo que se esperaria
(hipertensidn, hiperglicemia, hiperinsulinemia, dislipidemia, etc.) las cuales, al desarrollarse de
manera simultdnea en un individuo, incrementaban el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares (Leslie, 2005; Cornier et al., 2008). Aunque se lograron importantes avances en la
comprension del SMet, fue hasta la década de los 90s cuando la atencion de los expertos se

concentré en agrupar los componentes que definirian al SMet (Figura 1).

En la actualidad, el SMet se define como una condicién clinica multifactorial que incluye
alteraciones metabdlicas y bioquimicas; obesidad abdominal, resistencia a la insulina, intolerancia a
la glucosa, dislipidemia e hipertension (Eckel et al., 2005). La descripcion del SMet ha permitido
establecer criterios para su diagndstico y utilizarlo como indicador de riesgo de enfermedades con
causa metabdlica; se conoce que un individuo con SMet duplica el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares e incrementa hasta cinco veces la probabilidad de padecer diabetes
tipo 2 (Reaven, 2006; Grundy, 2008).

El diagndstico de SMet se realiza a través de uno de los criterios vigentes a nivel mundial,
propuestos por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO), por el tercer reporte del Programa
Nacional de Educacion en el Colesterol del Panel de Tratamiento en el Adulto (NCEP/ATP 1l) y por
la Federacién Internacional de la Diabetes (IDF) (Tabla 1). Cada criterio se concentré en la
patogénesis y consecuencias del SMet (Grundy, 2008). La WHO considero el riesgo que representa
el SMet para el desarrollo de diabetes tipo 2, por lo que en su criterio es fundamental demostrar la
resistencia a la insulina en el individuo. EI NCEP/ATP Il relaciono la contribucion de cada
componente del SMet en el riesgo cardiovascular e indica que el individuo debe reunir al menos 3
de las cinco condiciones clinicas propuestas, considerando que no hay una causa comun para el
SMet. En el criterio de la IDF es fundamental la presencia de obesidad abdominal y su determinacion

debe ajustarse a las diferencias entre el sexo y el grupo étnico del individuo (Reaven, 2006).

Independientemente del criterio que se utilice, la prevalencia del SMet en todo el mundo es
elevada, la WHO reporta una prevalencia del 26%, el NCEP/ATP Il del 34.6% y la IDF un 39.1%
(Grundy, 2008) no obstante, las cifras pueden variar al considerar factores como la edad, el grupo
étnico, la raza y el sexo de la poblacién que se estudia (Chew et al., 2006). Respecto a la edad, los
reportes epidemiolégicos indican que la prevalencia de SMet en adultos mayores de 50 afios es
del 40-70% (Alexander et al., 2003; Ford, 2005; Grundy, 2008), mientras que en jovenes-adultos
(18-30 afios) oscila entre el 5-7% (Nolan et al., 2017). Los datos anteriores indican que el

envejecimiento incrementa la probabilidad de padecer SMet, sin embargo, se ha sefialado que los



1. Introduccion

elementos genéticos, ambientales y del estilo de vida contribuyen en mayor medida en el desarrollo

de SMet.

Tabla 1. Criterios para el diagnéstico del sindrome metabdlico

WHO (1998)
Uno de los siguientes parametros:
Diabetes Mellitus
Glucosa en ayuno (2126 mg/dL) o
glucosa post-carga alas 2 h
(=200mg/dL)
Intolerancia a la glucosa
Glucosa en ayuno (2126 mg/dL) y
glucosa post-carga a las 2 h (=140
mg/dL y <200mg/dL)
Glucosa en ayuno alterada
Glucosa en ayuno (2110 mg/dL y
<126mg/dL) y glucosa post-carga a las
2 h (<140mg/dL)
Resistencia a la insulina

| NCEP/ATP IIl (2001) |

Tres de los siguientes
parametros:

Glucosa en ayuno
(2110mg/dL)

Circunferencia
abdominal
Hombres: >102 cm
Mujeres: >88 cm

Triglicéridos

Mas dos de los siguientes parametros
indice cintura-cadera:

Hombres: >0.9; Mujeres: >0.85

IMC >30 kg/m? o ambos
Triglicéridos: = 150 mg/dL
Colesterol-HDL <35 mg/dL en hombres
y <39 mg/dL en mujeres; o ambos
Presion sanguinea: 2140/90 mm Hg
Microalbuminuria: (excrecidn urinaria 2
20 pg/min o indice albumina/creatinina =
30mg/qg)

=150 mg/dL

Colesterol-HDL
Hombres: <40 mg/dL
Mujeres: <50 mg/dL

Presién sanguinea
2130/85 mm Hg

IDF (2005)
Obesidad central
Hombres: 294 cm
Mujeres: 280 cm
Ajustar a valores especificos de
acuerdo con el grupo étnico.

Mas 2 de los siguientes
parametros:

Triglicéridos elevados

= 150mg/dL o tratamiento
farmacolégico para el desorden
Disminucién en la concentracion
de Colesterol- HDL:

Hombres: <40 mg/dL

Mujeres: < 50 mg/dL o tratamiento
farmacolégico para el desorden
Presion sanguinea elevada
Sistélica: 2130 mm Hg y diastdlica
=85 mm Hg o tratamiento para
hipertensién

Glucosa elevada en ayuno

=100 mg/dL o diagnéstico de
diabetes tipo 2

La secuencia en que se presentaron los criterios para el diagnostico del sindrome metabdlico fue en
1998 por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), en 2001 por el Programa Nacional de
Educacién en el Colesterol Panel (NCEP/ATP IllI) y en 2005 por la Federacion Internacional de la
Diabetes (IDF). IMC: indice de Masa Corporal; Colesterol-HDL: Lipoproteinas de alta densidad

(modificado de Raven, 2006).

La complejidad y heterogeneidad del SMet sugiere un origen multifactorial, particularmente

por factores genéticos y ambientales. La blsqueda de la influencia genética en el SMet ha

demostrado que cada uno de sus componentes tiene un principio genético, para los cuales se han

identificado algunos genes (Pollex y Hegele, 2006; Janja, 2007).
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Respecto a la obesidad abdominal Sutton et al., en 2002, reportaron que los incrementos en
el indice de masa corporal (IMC) y en la circunferencia abdominal, correlacionan con la presencia
de polimorfismos en el gen APM1, que codifica a la adiponectina (Apm1; adipose most abundant
transcript, en humanos) e indicaron que la insercidn de una repeticién de CA (Citocina-adenina) en
el promotor podria incrementar la transcripcion de APM1 y a su vez, los niveles de adiponectina para
mantener la homeostasis en el metabolismo de la glucosa y reducir los niveles de triglicéridos en
plasma. Mientras que en roedores la disrupcion del gen ADIPOQ (que codifica a la adiponectina en
roedores) resultdé en un lento aclaramiento de los acidos grasos libres en plasma y en el desarrollo
de resistencia a la insulina (Maeda et al.,2002). La resistencia a la insulina y la dislipidemia se ha
relacionado con el polimorfismo Prol2Ala del Receptor Activador-Proliferador de Peroxisomas-y2
(PPARy2) (Carrillo-Venzor et al., 2020). Los resultados de la sustitucién de Prolina (alelo mayaoritario)
en el lugar de Alanina (alelo minoritario) son la disminucién en la afinidad al elemento de respuesta
(PPRE) y la disminucion en la formacién del heterodimero PPARy2/RXRa (Receptor a Retinoide Xa)
evitando la transcripcién de genes como adiponectina, necesaria para sensibilizaciéon de la insulina

y en la homeostasis en el metabolismo de acidos grasos (Deeb et al., 1998; Gurnell, 2003).

En la dltima década, a través de los estudios de asociacién de genoma (GWAS) completoy la
secuenciacion de nueva generacion se ha logrado identificar una gran variedad de genes asociados
a cada elemento del SMet, sin embargo, las diferencias técnicas y la heterogeneidad del propio SMet
representan un reto en la descripcién de una causa genética homogénea para el SMet (Abou Ziki y
Mani, 2016). Estos elementos genéticos permaneceran latentes en el individuo hasta estimularlos
mediante los componentes ambientales como la dieta, la escasa actividad fisica o alteraciones en

el ciclo circadiano (Wagner et al., 2012).

Los reportes epidemiolégicos muestran una correlacion entre el consumo de la “dieta
occidental” (alto contenido en grasas saturadas y carbohidratos simples) respecto al continuo
incremento en los casos de obesidad y otros desordenes metabdlicos (Bray et al., 2004, Cordain et
al., 2005; Koop, 2019) (Figura 2). Recientemente se reporté que la obesidad (IMC > 30 kg/m?)
contribuye con mas de 120 millones de casos de discapacidad laboral en todo el mundo y se
relacioné con el 41% de muertes ocurridas en 2015 (GBD 2015 Obesity Collaborators, 2017). El
alcance que puede tener la obesidad y en consecuencia el SMet, representa un reto para el sistema
de salud publica y un gran impacto socioecondémico a nivel mundial, de ahi la importancia de estudiar

sus causas e implicacion desde una perspectiva epidemiolégica, clinica y experimental.
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Figura 2. Correlacion en el consumo de la dieta occidental y el continuo incremento en
desérdenes metabodlicos. En A) el consumo de diferentes tipos de grasas durante 1909-1999
(modificado de Cordain et al., 2005). En B) se muestra la relacion de la poblacién y su consumo de
endulzantes (g/ persona*dia) con los casos de sobrepeso (linea naranja) y obesidad (linea azul)
durante 1961-2000. HFCS; Jarabe de alta fructosa (modificado de Bray et al., 2004).

1.1.1. Modelos experimentales de sindrome metabdlico

Un modelo experimental de SMet debe representar las caracteristicas fisiopatoldgicas que se

observan en los humanos. El creciente interés por comprender los mecanismos fisiopatologicos del

SMet, ha impulsado el desarrollo de modelos experimentales en diferentes modelos animales;

conejos, perros, cerdos y primates no humanos, sin embargo, los roedores son los mas utilizados

(Arias-Mutis et al., 2018). Los modelos de SMet en rata o ratbn se obtienen a través de

modificaciones genéticas, lesiones o tratamientos farmacol6gicos o por manipulacion de la dieta

(Pachal y Brown, 2011; Wong et al., 2016). En la tabla 2 se mencionan algunos métodos y modelos

representativos de cada estrategia.
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Entre los modelos genéticos, los roedores con deficiencia de leptina o de su receptor son los
mas utilizados. La disminucidn de los niveles de leptina y el cambio en la sefializacién a través del
receptor, promueven la hiperfagia y eventualmente el desarrollo de obesidad, hiperinsulinemia y
dislipidemia en ratones y ratas (Tabla 2). En un animal mutante las alteraciones metabdélicas se
desarrollan a temprana edad (a partir de las 3 semanas de edad) y se deterioran rapidamente a
medida que el roedor madura, por lo que se dificulta establecer una temporalidad en que los roedores
desarrollen SMet, ademas de ser utilizados para el estudio de diabetes tipo 2. Por otro lado, aunque
la investigacion de expresion de genes es importante para la comprension genética en el SMet, la

mutacioén de leptina o del receptor a leptina raramente ocurre en humanos (Wong et al.,2016).

La administracion de estreptozotocina (STZ) en roedores es la estrategia farmacoldgica mas
utilizada para reproducir algunas caracteristicas fisiopatolégicas de la diabetes tipo 1 que se observa
en humanos (Rakieten et al., 1963). La STZ es un analogo de la glucosa que provoca la necrosis de
la célula B pancreatica y con ello un estado de insulinopenia. La STZ se absorbe de manera
especifica por el transportador de glucosa de tipo 2 (GLUT2) y una vez incorporada genera una
molécula de metilnitrosourea, cuya propiedad alquilante le permite transferir un grupo metilo en O°
de la guanina, desencadenando mecanismos de reparacion que agotan las reservas energéticas y
finalmente ocurre la fragmentacion del ADN (Lenzen et al., 2008). La administracion de STZ a dosis
>50-100 mg/kg produce un modelo de diabetes tipo 1 (Damasceno et al., 2014) sin embargo, se ha
mostrado que a una dosis baja de STZ (25-40 mg/kg i.p.) se produce una pérdida parcial de células
B que, en conjunto con la exposicion a una dieta enriquecida con lipidos, se logra reproducir un
modelo de obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina (Skovso, 2014) (Tabla 2).
Los protocolos de administracion de STZ se modifican constantemente en dependencia a la cepa
del roedor o a la via de administracion seleccionada, ademas es importante considerar que la STZ

también ejerce un efecto téxico en el higado el rifién, asi como carcinogénico (Kleint et al., 2018).
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Tabla 2. Modelos de sindrome metabdlico en roedores

Estrategia Modelos Cambios metabolicos Referencias
De eleccion para obesidad y diabetes
Desarrollan obesidad, hiperinsulinemia e hiperglicemia Dubuc, 1976
_ ob/ob
C57BL/6J -Lep (m) > 38 semanas de edad pueden desarrollar hipertension y | Vandeh Berghetal., 2008
dislipidemia
De eleccién para obesidad y diabetes
C57BL/6J- Lepr®@® (m) | > 6 semanas de edad desarrolla obesidad, hiperglicemia, Ae Park et al,, 2006
L . . : o . Dong et al., 2010
hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, dislipidemia
POUND ™ (C57BL/6J- De eleccion para obesidad y SMet .
ab/lb >4 semanas de edad desarrollan obesidad :
Lepr@™®) : . L : . Baldwin et al., 2011
> 14 semanas desarrollan hipercolesterolemia, hiperinsulinemia,
hiperglicemia y presenta niveles altos de leptina
Titan (m) De gleccmn para SMet y envejecimiento De-Diego et al., 2020
Tienen una vida media de 4 meses
De eleccién para SMet
Genético 3-5 semanas de edad desarrollan obesidad, hiperinsulinemia,

Zucker Fatty (r) y
Zucker Diabetic Fatty (r)

resistencia a la insulina e hiperglicemia
> 12 semanas de edad desarrollan
hipertriglicéridemia e hipertension

hipercolesterolemia,

Leonard et al., 2005
Lehnen et al., 2013

DahlIS-Lepr®/Lepr(r)

De eleccién para obesidad y SMet

>11 semanas de edad desarrollan hipertensién

>18 semanas de edad desarrollan obesidad, hiperinsulinemia,
hipercolesterolemia e hipertriglicéridemia

Hattori et al., 2011
Murase et al., 2012

Rata hipertensa
espontanea obesa
(Koletsky, r)

De eleccién como modelo de hipertension

>4 semanas de edad desarrollan hipertension severa

>12 semanas de edad desarrollan hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina

Dickhout y Lee, 1998

Goto-Kakazaki no
obesa (r)

De eleccioén para diabetes tipo 2
> 4 semanas de edad desarrollan hiperinsulinemia, resistencia a la
insulina e hiperlipidemia

Goto, Kakizaki y Masaki, 1976
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Continuacién de tabla 2. Modelos de sindrome metabdlico en roedores

Estrategia

Modelos

Caracteristicas de la estrategia y cambios metabdlicos

Referencias

Farmacoldgica

Estreptozotocina y
alloxan (myr)

Produce la pérdida parcial de células B (afinidad GLUT2) a dosis
Unicas o multiples de 25-40 mg, i.p. (dosis bajas)

Presentan hipoinsulinemia y concentraciones elevadas de
glucosa y triglicéridos

Pachal y Brown, 2011

Lesién (VMH) (r)

Se utiliza la ablacion de los axones hacia el VMH, la estimulacion
con electrodos y la inyeccion de bloqueadores (procaina)
Desarrollan hiperfagia, obesidad e incremento en los niveles de

King, 2006
Kleinert et al., 2018

y .
mecanica leptina
. Estimulan la lipolisis, gluconeogénesis y protedlisis
Glucocorticoides (m y r) (MTORC1—p-IRS1—resistencia a insulina) Fransson et al., 2013
El tratamiento incrementa la incidencia de SMet
Antipsicoéticos (m y r) Desarrollan obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la Morgan et al,, 2014
. . ' Wu et al., 2014
insulina
. . Contienen grasas saturadas y/o colesterol de a 20-60% Doprlan ?t al., 2000
Enriquecidas con . Ghibaudi et al., 2002
Tratamiento durante 10-24 semanas ]
grasas (my ) Desarrollan obesidad, hiperglicemia, hipertensién y dislipidemia Gallou-Kabani et al., 2007
» NIPerg » 1P y P Davidson et al., 2011
Contienen sacarosa del 10-32% en el alimento o en solucién Aguilera et al., 2004; Vasanji et
Enriquecidas con Tratamiento durante 8-39 semanas al., 2006; Larqué et al., 2011;
carbohidratos Contienen fructosa de 10-60% en el alimento o en solucién Velasco et al., 2012; Mansour et
(myrn Tratamiento durante 8-16 semanas al., 2013; Mahmoud y Elshazly,
Desarrollan obesidad, hiperglicemia, hipertensién y dislipidemia | 2014, Mamikutty et al., 2014
Dieta Contienen carbohidratos -grasas Poudyal et al.,2010

Alto contenido en
grasas +carbohidratos
simples (myr)

Tratamiento durante 14-16 semanas
Contienen grasas-fructosa, colesterol -fructosa
Tratamiento durante -32 semanas
Grasas-sacarosa
Tratamiento durante 4-48 semanas
Desarrollan obesidad, hiperglicemia, hipertension y dislipidemia

Yang et al., 2012

Dissard et al., 2013
Barrios-Ramos et al., 2014
Zhou et al., 2014

Hao et al., 2015

Trevifio et al., 2015

Dieta de cafeteria (r)

Alimentos procesados + solucién sacarosa 12%

Tratamiento durante 3 semanas

Desarrollan obesidad, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa
e hipertriglicéridemia

Gomez-Smith et al., 2016

Se muestra la clasificacién de métodos para induccion a sindrome metabdlico y modelos experimentales representativos para cada grupo. m: raton;
r: rata; SMet: Sindrome metabdlico, GLUT2: transportador de glucosa 2; VMH: hipotalamo ventromedial.
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De acuerdo con la tabla anterior, la induccion a SMet mediante dietas enriquecidas con lipidos
(acidos grasos saturados y colesterol) y carbohidratos simples (sacarosa, glucosa y fructosa) es la
mas utilizada, debido a que asemeja el consumo excesivo de calorias mientras se desarrollan
gradualmente los componentes del SMet. Las dietas para inducir SMet pueden agruparse en funcion
del macronutriente que se incorpora, es decir; dieta alta en lipidos (HFD, del inglés High Fat Diet),
dieta alta en carbohidratos (HCHD, del inglés High Carbohydrate Diet) y dieta alta en lipidos y
carbohidratos (HF-HCHD, del inglés High Fat-High Carbohydrate Diet), cuyo contenido oscila entre
un 10% y hasta un 60%, lo que refleja la diversidad de dietas hipercaldricas (Tabla 2).

Lo anterior sefiala que la seleccion de un tipo de dieta es fundamental en la obtencion del
modelo, a lo que se suma la edad de inicio a la induccion, el periodo de exposicion, la cepa y el sexo
de los animales (Rodriguez-Correa et al., 2020). En términos de eficiencia, se ha observado una
diferencia en la susceptibilidad para desarrollar SMet entre los roedores, por un lado, los ratones
tienden a desarrollar caracteristicas del SMet cuando consumen lipidos, mientras que las ratas lo

desarrollan al ingerir carbohidratos simples (Chen et al., 2011).

1.1.2. El consumo de sacarosa como estrategia de induccién a sindrome metabdlico

A partir de los estudios prospectivos, en los que se analizé durante un periodo de tiempo la
frecuencia en el consumo de bebidas endulzadas, y la evidencia clinica que correlaciona este habito
con el desarrollo de obesidad, SMet y diabetes tipo 2 (Dhingra et al., 2007; Hu et al., 2010; Malik y
Hu, 2015; Ruanpeng et al, 2017), confirman la idea de emplear fructosa, glucosa e incluso sacarosa

como componentes esenciales para desarrollar un modelo experimental de SMet.

Originalmente, Kanarek y Orthen-Gambill (1982) observaron que las ratas que consumen
sacarosa en solucién al 32%, acumulan mas tejido adiposo y desarrollan intolerancia a la glucosa
respecto al grupo que consume sacarosa granulada. En estudios mas recientes, se ha reportado
gue un tratamiento similar; consumo de solucién de sacarosa al 30%, promueve el desarrollo de
algunas de las siguientes alteraciones metabdlicas; incremento en los niveles de insulina, glucosa,
triglicéridos, colesterol total y acido Urico (Kawasaki et al., 2001; Novelli et al., 2007; Chen et al.,
2011), sin embargo, la deteccion simultdnea de al menos tres alteraciones metabdlicas es necesaria
para describir al SMet en el roedor y dependera en gran medida del tiempo de exposicién a la dieta.
Al respecto, se ha reportado que el consumo de solucién de sacarosa al 20% durante 8 semanas,
genera las caracteristicas necesarias para establecer un modelo de SMet en ratas Wistar (Larqué
et al., en 2011), cuyas caracteristicas metabdlicas (desarrollo de obesidad, incremento en la

concentracion de triglicéridos, glucosa e insulina, intolerancia a la glucosa y aumento en la presion
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sanguinea) son mas evidentes después de mantener el mismo tratamiento durante 24 semanas

(Velasco et al.,2012, F igura 3).

A
Control Sacarosa 20%
Parametros descriptivos de obesidad
Peso (g) 525.0+7.0 652.0+10.0
Circunferencia abdominal (cm) 220=0.2 24.15+0.23*
indice de masa corporal (kg/m>?) 7.0+0.07 8.7+0.13*
Tejido adiposo peripancreatica (g) 1.8+01 41+£02"
Tejido adiposo del epididimo (g) 54+03 13.1 £0.6*
Longitud corporal (cm) 27.0=0.01 27.0=0.01
Estatus metabolico
Triglicéridos (mg/dL) 43=6 74 =9 ***
Colesterol total (mg/dL) 38+2 39+1
Presién sanguinea sistdlica (mmHg) 103 +£2 115£5*
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Figura 3. Caracteristicas del modelo de SMet inducido por consumo de solucién de sacarosa al 20%
durante 24 semanas. En A) se muestran las determinaciones que indican obesidad, el incremento en la
concentracion de triglicéridos en plasma y la presion sistélica en el grupo SMet respecto al grupo Control.
El modelo de SMet mostro6 intolerancia a la glucosa (B) y niveles elevados de glucosa (C) e insulina (D) en
plasma. Los datos representan el promedio + EEM, se analiz6 con ANOVA de una via, considerando
*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 respecto al Control (modificado de Velasco et al., 2012).
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1.1.3. Mecanismos que participan en el desarrollo de sindrome metabdlico por el
consumo de sacarosa

El desarrollo y progresion del SMet a causa del alto consumo de sacarosa implica en principio,
la estimulacién constante de las vias metabdlicas que siguen la glucosa y la fructosa. Posterior a la
ingesta, la sacarosa es hidrolizada por la sacarosa-isomaltasay se liberan glucosa y fructosa, ambos
monosacaridos se incorporan al enterocito a través de sus transportadores especificos; el
cotransportador de sodio-glucosa (SGLT-1) y el transportador GLUT5, respectivamente. Una vez en
el enterocito, la fructosa se metaboliza a través de enzimas especificasgenerando precursores
lipidicos utilizados en la sintesis de triglicéridos y su empaquetamiento en quilomicrones o bien, al
igual que la glucosa se libera al torrente sanguineo para utilizarse como nutriente en los tejidos

extrahepaticos o incorporarse a través del GLUT2 a los hepatocitos (Lecoultre y Tappy, 2013, Figura 4).

En el hepatocito, la glucosa es fosforilada por una hexocinasa generando glucosa-6-fosfato
(G6P) y seguir la via glucolitica en la que se genera fructosa-6-fosfato y triosas-fosfato. La
conversion de G6P a fructosa-1,6-difosfato a través de la fosfructocinasa es una reaccion clave,
debido a que su inhibicidn por el incremento de ATP y citrato regula el estatus metabdlico en el
higado y permite que la glucosa en circulacion funcione como sensor en el control de la ingesta
caldrica ademas de estimular la secrecion de insulina. En contraste, la fructosa no estimula la
secrecion de insulina y su conversién a fructosa-1-fosfato por la fructocinasa, no es un paso
regulado, por lo que se mantiene activa la via glucolitica y se generan constantemente
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido 3-fosfato (G3P), moléculas precursoras para la
lipogénesis y gluconeogénesis (Bizeau y Pagliassotti, 2005). Mientras que la lipogénesis hepatica a
partir de la fructosa favorece la produccién y secrecion de lipopoteinas de muy baja densidad (VLDL)
(lizuka, 2017, figura 4).

En los adipocitos, los &cidos grasos liberados a partir de las VLDL por accién de la lipasa de
lipoproteinas (LPL) son capturados y almacenados, lo que a su vez produce la hipertrofia de los
adipocitos y favorece la resistencia a la insulina. A este nivel, la resistencia a la insulina no inhibe
la lipolisis por lo que estimula la liberacién de acidos grasos (FFA) al torrente sanguineo y estos
ultimos son capturados y almacenados por en el higado y el musculo. A medida que incrementa el
almacenamiento de lipidos en adipocitos, se estimula la secrecion de mdultiples moléculas para
modular el metabolismo de triglicéridos y FFA, ademas de incrementar la sintesis y liberacion de
adipocinas como la proteina de quimioatraccion a monocitos de tipo 1 (MCP-1) o el Factor de
necrosis tumoral a (TNFa), los cuales median la infiltracion de macréfagos al tejido adiposo
(Guilherme et al., 2008, figura 4).
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Figura 4. Mecanismos involucrados en el desarrollo de sindrome metabdlico por el consumo de
sacarosa. El metabolismo de la sacarosa inicia en el intestino delgado (1), en donde se liberan la glucosa y
la fructosa por la actividad de la sacarasa. La fructosa puede ser metabolizada en el enterocito para generar
precursores lipidicos utiles en la sintesis de los quilomicrones, ademas ambos monosacaridos se incorporan
al torrente sanguineo. El consumo de sacarosa estimula la secrecion de insulina por la célula B pancreatica
(2) mediante la accion de ACh liberada por el nervio vago o por el incremento en la concentracion de glucosa
en sangre. En el hepatocito (3), la incorporacién de la glucosa se regula por inhibicion de la fosfofructocinasa
por el incremento en los niveles de ATP, mientras que la captura de fructosa no es regulada y su constante
metabolismo estimula la lipogénesis de novo, lo que eventualmente promueve el transporte de lipidos
mediante VLDL. En higado, la insulina (4) modula la gluconeogénesis. En los adipocitos (5) la actividad de la
LPL conduce a la incorporacion, metabolismo y almacenamiento de los FFA. Al desarrollarse la resistencia a
la insulina se promueve la liberacion de los FFA que activan a TLR4 y se promueve la sintesis y liberacion de
citocitas pro-inflamatorias (6) y se compromete la traslocacion de GLUT-4 (7). La hiperplasia de los adipocitos
produce hipoxia e infiltracion de macrofagos de tipo 1 que activan a HIF-1a (8). SGLT-;Transportador de
glucosa/sodio tipo 1,GLUT2, GLUT4, GLUT5;Transportador de glucosa tipo 2, 4 y 5; ACh; Acetilcolina, FOXO;
Forkead box protein O1, Akt; Proteina Cinasa B, ATP; Adenosin Trifosfato , VLDL; lipoproteinas de muy baja
densidad, IPs;Inositol trifosfato; FFA; Acidos grasos libres, LPL; Lipoproteina lipasa, TLR4; Receptor Toll-like
4, FATP; Proteina de transporte de acidos grasos, PKC; Proteina Cinasa C; NF-«kB; Factor Nuclear kB, TG;
Triglicéridos, HIF-1a; Factor inducible por hipoxia 1 a, O2: Oxigeno molecular (modificado de Lecoultre y
Tappy, 2013; Lusting y Gugliucci, 2020).
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En el modelo experimental de SMet, el desarrollo de obesidad es el resultado del desequilibrio
metabdlico por la estimulacion constante del metabolismo de la sacarosa, lo que a su vez
desencadena la resistencia a la insulina, la dislipidemia e inclusive se modifica la respuesta
antioxidante, lo que eventualmente ocasiona un ambiente de estrés oxidativo (EO) y pro-inflamacién
(Furukawa et al., 2004, Novelli et al.,2007, figura 4).

El SMet se ha descrito como una condicién de inflamacién crénica de bajo grado, debido a la
estimulacion constante en la sintesis y liberacion de mediadores inflamatorios por los adipocitos y
los macréfagos. Algunos mecanismos involucrados son el transporte de los FFA a través de CD36
y el reconocimiento de TNFa e interleucina 1 (IL-1B) a través de los receptores Toll-Like (TLR), los
cuales activan al Factor Nuclear-kB (NF-kB) y a la Proteina activadora-1 (AP-1) de modo que la
respuesta inflamatoria se mantiene y a su vez se media por la sintesis de las mismas citocinas
(Figura 5). Se ha reportado que la principal fuente de EO es el tejido adiposo, debido a que los
adipocitos hipertréficos presentan un incremento en de la expresion de la NAPH oxidasa, la enzima
gue convierte al O, en ion super 6xido (O*), ademas de que disminuyen las defensas antioxidantes
como la expresion y actividad de la catalasa, la glutation peroxidasa y la superéxido dismutasa
(Olesfsky y Glass, 2010; Matsuda y Shimomura, 2013, figura 5).
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NF-kB AP-1

TNFa

SOD
‘ GPX IL-1B8
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Adipocitos con hipertrofia 4_: Macrofago M1

Figura 5. Participacién de la inflamacion y el estrés oxidativo en el sindrome metabdlico. Las citocinas
pro-inflamatorias, las especies reactivas de oxigeno y algunos lipidos estimulan la sintesis y liberacion de los
factores proinflamatorios en adipocitos y de mediadores de quimioatraccion que generan la infiltracién de
macréfagos al tejido adiposo. FFA; Acidos grasos libres, TLR; Toll-like Receptor, IL-18; Interleucina -1B8, JNK;
Cinasa N-terminal c-Jun, IKKB; Inhibitor of Nuclear Factor k-B Kinase Subunit Beta; NFkB; Nuclear Factor kB,
TNFa; Tumor Necrosis Factor a, MCP-1; Monocyte Chemoattractant protein-1. SOD; Superoxide Dismutase,
GPX; Glutathione Peroxidase (modificado de Lumeng y Saltiel, 2011; Matsuda y Shimomura 2013).
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El consumo de dietas con alto contenido cal6rico no solo promueve el desarrollo de obesidad
0 SMet, también se ha asociado con el riesgo de demencia, particularmente con el desarrollo de
caracteristicas fisiopatolégicas de la Enfermedad de Alzheimer (EA) (Whitmer et al., 2005, Yaffe,
2007, Razay et al., 2007).

1.2. Deterioro cognitivo en el sindrome metabdlico

En las dltimas décadas se observo a las enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas
como condiciones clinicas independientes, desde su etiologia hasta distintas consecuencias, sin
embargo, esta perspectiva aislada esta cambiando. Actualmente, la evidencia clinica que vincula al
SMet como un factor de riesgo 0 como condicién clinica que potencia la neuropatologia de la EA,
ha incrementado importantemente. Se conoce que la EA tiene una elevada prevalencia en paises
con el mayor consumo de la “dieta occidental” (Panza et al., 2004) y que el incremento en el IMC o
el desarrollo de resistencia a la insulina, producto del consumo excesivo de calorias, correlaciona
positivamente con deterioro cognitivo, caracteristico de la EA (Whitmer et al., 2005, Yaffe, 2007,
Razay et al., 2007), inclusive se ha reportado que el SMet incrementa en 2.4 veces el riesgo de
desarrollar EA (Vanhanen et al., 2006), en la que se describen dos hipétesis que dirigen dicha

neuropatologia; 1) la hipotesis amiloidogénica y 2) la hipotesis colinérgica.
1.2.1.Participacion del amiloide B en la fisiopatologia de la Enfermedad de Alzheimer

La EA es la principal causa de demencia y afecta a una de cada nueve personas mayores de
65 afios (Alzheimer’'s Association, 2016). El diagnéstico clinico de la EA emplea criterios cognitivos
para establecer el deterioro de las habilidades y se complementan con evaluaciones de neurocimagen
0 biomarcadores para una deteccion temprana, sin embargo, el diagnéstico definitivo requiere del
andlisis histologico en la autopsia (Gustaw-Rothenberg et al., 2010). Los marcadores
neuropatologicos mas sobresalientes de la EA son; la neurodegeneracion, la acumulacién anormal
de la proteina Tau hiperfosforilada en el soma neuronal y la presencia de placas amiloides formadas
€n neuronas y vasos sanguineos en la corteza cerebral, el hipocampo el I6bulo frontal y en el cerebro

basal anterior (Ferreira-Vieira et al., 2016)
Las placas amiloideas son agregados constituidos de fragmentos del amiloide

B (AB), generados por la actividad secuencial de la 3-secretasa y y-secretasa sobre la Proteina
Precursora Amiloide (APP). Los péptidos de AB mayoritariamente generados tienen una longitud de
40 (AB1-40) y 42 (AB1-42) aminoacidos (Zhang et al., 2011). Se ha estimado que de manera fisiolégica

ocurre una mayor produccion de ABi.4o (aproximadamente un 90 %) que de ABi42 (5-10%) sin
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embargo, se conoce que la acumulacion del fragmento de ABi.42 s el determinante en la formacion
de las placas amiloides (Walsh y Selkoe, 2007). La agregacion del AR ocurre a través de varios
intermediarios; los mondémeros de AR son solubles, anfipaticos y presentan una estructura en a-
hélice en un medio acuoso, mientras que la agrupacién en dimeros y oligomeros tienen propiedades
termodinamicas mas estables debido a que los fragmentos de ABi.42 forman un nucleo hidrofébico
constituido de laminas B-plegada en condiciones fisioldgicas, lo que a su vez le confiere sus
propiedades neurotdxicas. Al respecto, se ha reportado que las estructuras oligoméricas extraidas
de cerebros humanos post mortem son mas neurotéxicas que las fibrillas (Walsh y Selkoe, 2007;
Shankar et al., 2008; Roychaudhuri et al., 2009).

En las placas amiloideas, ademas de los fragmentos ABi-42 se han observado fragmentos mas
cortos que contribuyen a la neurotoxicidad. El fragmento de 11 residuos aminoacidicos
(GSNKGAIIGLM), amiloidef 25-35 (AB2s-35) tiene la capacidad de formar oligébmeros altamente
neurotéxicos (Pike et al., 1995; Moniji et al., 2002) y también se han aislado de cerebros de pacientes
gue padecieron EA (Kubo et al.,, 2002), inclusive se ha mostrado que tienen la propiedad de

promover la agregacion de las fracciones completas (Liu et al. 2004).

La investigacion sobre el papel de los fragmentos de AB en la fisiopatologia de la EA, ha
impulsado el uso de modelos animales. Particularmente se ha mostrado que la administracién del
fragmento AB2s.35 en diferentes regiones del cerebro de ratas, es capaz de producir algunas
caracteristicas neuropatologicas de la EA en etapas iniciales, en las cuales estan involucrados
mecanismos de EO, de induccion a la apoptosis, dafio mitocondrial, neuroinflamacion, peroxidacién
de lipidos, los cuales promueven la pérdida de la plasticidad sinaptica e inclusive la muerte de las
neuronas colinérgicas lo que a su vez genera dafio en el aprendizaje y la memoria espacial (Limén
et al., 2009; Diaz et al., 2012; Limén et al., 2012; Zussy et al., 2013; Patricio-Martinez et al., 2016;
Ramirez et al., 2019).
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1.2.2.Evidencia experimental de la asociacion del sindrome metabdlico y el amiloide B

La prevalencia del SMet y la EA esté en constante incremento en todo el mundo debido a dos
hechos principales: 1) a los cambios en la alimentacion a causa del estilo de vida sedentario y 2) al
aumento en la esperanza de vida (Wiss et al., 2018). Ademas, el SMet y la EA encabezan la lista de
los mayores desafios para el sistema de salud publica (Prince et al., 2013; Swinburn et al., 2011),
por lo que es necesario comprender los posibles mecanismos que los vinculan y establecer

estrategias preventivas y terapéuticas.

En el abordaje experimental, los reportes muestran que el consumo de una HFD y HSD
durante 4 semanas incrementan los niveles de APP, sin embargo, unicamente la HSD incrementa
los niveles de la proteina Tau y las fracciones ABi-40 Y ABi-42, €n el hipocampo de las ratas (Selvi et
al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6. La dieta enriquecida con sacarosa incrementa marcadores de amiloidosis. El consumo de una
dieta alta en lipidos (HF, grasa animal con un aporte energético total del 35% en la dieta) y una dieta alta en
sacarosa (HS, en la dieta la sacarosa proporciono6 el 59.4% de la energia total) durante 4 semanas, incremento
los niveles de la Proteina Precursora Amiloide (APP) en hipocampo (A) y la HS exacerbé los niveles del
fragmento AB1-42 (B) (modificado de Selvi et al., 2017).

Por otro lado, en modelos transgénicos para el estudio de la EA, el consumo de una solucién
de sacarosa (10%) durante 25 semanas, desencadend intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia e
hipercolesterolemia, ademéas generdé el incremento en los niveles de AB1.42 en todo el cerebro (Cao
et al., 2007), mientras que el consumo de una dieta enriquecidas con grasas y fructosa durante un
periodo similar, exacerbo las especies monoméricas y oligdmericas de AB en el hipocampo y produjo

un dafio en el aprendizaje y la memoria (Martino-Adami et al.,2017).
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En este aspecto, diversos autores han mostrado que el consumo de HFD (Greenwood y
Winocur, 1996; Farr et al., 2008), HSD (Cao et al., 2007; Jurdak et al., 2008) o combinadas (Molteni
et al. 2002; Kanoski et al., 2010) dafian el aprendizaje y la memoria espacial. Algunos mecanismos
involucrados son la pérdida de la plasticidad sinaptica, la disminucién de factores de crecimiento, los

gue conducen a la muerte neuronal (Molteni et al.,2002; Kanoski y Davidson, 2010).

1.3. La comunicacion colinérgica en la via septo-hipocampo

1.3.1.Neuroquimicay distribucion anatémica

La neurotransmision colinérgica consiste en un conjunto de proteinas que median la sintesis,
almacenamiento, transporte y degradacion del neurotransmisor acetilcolina (ACh). La sintesis de
ACh ocurre en el citoplasma de las neuronas colinérgicas, a través de la enzima Colina
acetiltransferasa (ChAT) a partir de los sustratos acetil-Coenzima A (acetil-CoA) y colina,
provenientes de la mitocondria y de la propia degradacion de ACh, respectivamente. Una vez
sintetizada, ACh es transportada a las vesiculas via transportador vesicular de ACh (Ferreira-Vieira
et al., 2016, figura 7).

La ChAT es una enzima que se localiza principalmente en el citoplasma de las terminales
neuronales. Se conocen dos formas principales, una de 69 kDa que se encuentra principalmente en
el citoplasma y una de 82 kDa que tiene una localizacion nuclear (Gill et al., 2003). La actividad de
la ChAT es regulada por la despolarizacion, el flujo de iones Ca?*y por la fosforilacion via Proteina
Cinasa Calcio/Calmodulina (CaMK) y por PKC (Bruce y Hersh et al., 1989). Aunque la sintesis de
ACh esta mediada por ChAT, su actividad no es un paso limitante en la generacién del
neurotransmisor, sino que depende de la presencia del sustrato; las concentraciones citoplasmaticas
de acetil-CoA y colina son de 50 uM y 5 pyM respectivamente, sin embargo, los valores de K, para
ChAT son 0.4-1 mM para acetil-CoA y 7-46 uM para colina (Fisher y Wonnacott, 2012). La
organizacion de gen de ChAT incluye al gen de VAChT, de ahi que se le denomine locus colinérgico.
El marco de lectura para VAChT se sitla en el primer intrén del gen de ChAT, ademas ambos genes
integrados comparten algunas secuencias reguladoras del promotor que aseguran la expresion de
ambas proteinas, lo que sustenta la importancia de su funcién en el fenotipo colinérgico (Ferreira-
Vieira et al. 2016).
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Figura 7. Representacién esquemaética de la neurotransmision colinérgica. 1) La ACh se sintetiza en el
citosol de la neurona presinaptica por actividad de la ChAT a través de los sustratos acetil-Coenzima A y
colina. 2)Posteriormente, ACh se almacena inmediatamente en las vesiculas via el transportador VAChT. 3)
Después de un estimulo de despolarizacion, las vesiculas se desanclan del citoesqueleto y se acercan a la
terminal presinaptica para fusionarse con la membrana neuronal y liberar la ACh a la hendidura sinaptica. El
neurotransmisor tendra dos destinos secuenciales, 4a y 4b) activar a receptores nicotinicos 0 muscarinicos y
5) degradarse por la actividad de AChE, la cual libera acetato y colina, esta Ultima sera 6) recapturada a través
del CHT1 en la neurona presinaptica. Acetil-Co: acetil Co-enzimaA; ACh: acetilcolina; VAChT: transportador
vesicular de ACh; CHT1: transportador de colina 1; a7: receptor nicotinico a7; M1s: receptor muscarinico tipos
1 al 5; PLC: fosfolipasa C; PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; DAG: diacilglicerol, PKC; proteina cinasa C;
IP3: fosfatidilinositol trifosfato; AC: adenilato ciclsa; AMPc: Adenosin monofosfato ciclico; |: dimsinucién
(modificado de Ferreira-Vieira et al., 2016).

En secuencia a la neurotransmision colinérgica, posterior al estimulo de despolarizacion,
ocurre la exocitosis de las vesiculas hacia el espacio sinaptico (Figura 7) en donde activara a
receptores muscarinicos o nicotinicos y posteriormente serd degradada por la acetilcolinesterasa
(AChE), cuya actividad genera colina y acetato. La AChE es una de las enzimas mas eficientes
descritas, al mostrar una actividad catalitica de kca/Km de 108 M s1. En gen de AChE puede generar

una variedad de formas moleculares por splicing alternativo, sin embargo, el dominio catalitico
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incluido en los exones 2, 3y 4 es consistente en todas las formas moleculares; monémero, dimeros

o tetrdmeros (Fisher y Wonnacott, 2012).

Posterior a la hidrélisis de ACh, la colina liberada en el espacio sinaptico es recapturada a
través de un sistema de transportadores presentes en la neurona colinérgica presinaptica (Figura
7). Se han identificado dos transportadores de colina; de baja afinidad (Ki ~50 uM) y de alta afinidad
(Ki 10-100 nM) y este ultimo es la principal via de acceso para la colina necesaria en la sintesis de
ACh.

Las neuronas colinérgicas estdn ampliamente distribuidas en el sistema nervioso central, se
encuentran principalmente en el cerebro medio, la habénula medial, el cerebro basal anterior, el
estriado y en la medula espinal (Ferreira-Vieira et al. 2016). Dada su amplia distribucion, la
comunicacion colinérgica esta involucrada en multiples funciones cognitivas y fisiolégicas, como la
atencion, el aprendizaje y la memoria, la respuesta al estrés y los ciclos de suefio y vigilia, en el que

el ACh funge principalmente como un neurotransmisor neuromodulador.

La funcién neuromoduladora de ACh esta definida por la anatomia de las proyecciones y la
via septo-hipocampo es la principal ruta de inervacion colinérgica hacia el hipocampo. El area septal
medial incluye el nicleo septal lateral y medial, y el nacleo de la Banda Diagonal de Broca (DBB) se
divide en la region vertical (vDBB) y la region horizontal (hDBB). A través de la fimbria y el fornix
dorsal, el hipocampo se vincula reciprocamente hacia el septum medial, formando una sola
estructura anatoémica continua. A través de estudios de trazamiento retrogrado, lesiones e
inmunohistoquimicas, se ha mostrado que las proyecciones estan organizadas de manera
topogréfica a través de los ejes mediolateral y rostrocaudal (Teles-Grilo y Mellor, 2013). En la
formacion hipocampal, la regién CALl las neuronas piramidales y en el giro dentado (DG) las
neuronas de la capa granular reciben fibras de las neuronas localizadas a lo largo de la vDBB
mientras que las neuronas localizadas en la region lateral de la DBB proyectan a la parte medial de

la fimbria hacia todas las regiones CAl1 y CA3 (Figura 8).

Las proyecciones neuronales de la via septo-hipocampal no solo son colinérgicas, también
incluye neuronas GABAEérgicas y Glutamatérgicas. Es decir, las proyecciones del septum medial a
todas las regiones del hipocampo alcanzan el estratum oriens de las regiones CAly CA3, en donde
se establecen los contactos sinépticos con las dendritas de las células piramidales y con los somas
de las interneuronas GABAérgicas y sus dendritas. En conjunto, las neuronas Glutamatérgicas del

septum medial inervan especificamente hacia las neuronas piramidales de la region CA3 (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de las conexiones reciprocas entre el septum medial y el
hipocampo. La naturaleza de las conexiones incluye neuronas Glutamatérgicas, GABAérgicas y colinérgicas,
distribuidas en las capas celulares de la formacién hipocampal y en las areas del septum. ACh: neuronas
colinérgicas; Glu: neuronas glutamatérgicas; so: stratum oriens; sp; stratum pyramidale; sl: stratum lucidum;
sr: stratum radiatum; sIm: stratum lacunosum moleculare (modificado de Teles-Grilo y Melo, 2013).

La neurotransmisién colinérgica tiene un papel importante en los procesos cognitivos, se ha
postulado que la pérdida de las neuronas colinérgicas y con ello la disminucion de la inervacién
hacia el hipocampo y la corteza, son las causas que propician el deterioro cognitivo que sucede en
la EA (Bartus, 2000).
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1.3.2.Participacion de la comunicacion colinérgica en la navegacion

La navegacion se puede definir como el proceso que determina y mantiene el curso o
trayectoria de un lugar a otro y es un proceso que requiere un comportamiento que incluye el
procesamiento de una variedad de estimulos sensoriales y propioceptivos, el almacenamiento y la
recuperacion de la informacién. La ejecucion de la navegacién en roedores comprende una compleja
red de regiones cerebrales que incluye al hipocampo, la corteza entorrinal, el giro parahipocampal,
regiones de la corteza parietal y la corteza prefrontal, el cerebelo, los ganglios basales, el area septal

y el nacleo Magnocelular (Solari y Hangya, 2018) (Figura 9).

Figura 9. Esquemas de las regiones involucradas en la navegacion en roedores. En a) la representacion
en 3 dimensiones y en b) representaciones coronales del septum medial (rojo), el nicleo Magnocelular
(amarillo), el hipocampo (verde), las cortezas parietales (azul) y la corteza retrosplenial (cian) (tomado de
Solari y Hangya, 2018).

El I6bulo temporal medial, que incluye a la regién hipocampal (hipocampo propiamente, al giro
dentado y a las cortezas adyacentes (perririnal, entorrinal y parahipocampal) son estructuras clave
en el domino cognitivo espacial que incluye la navegacion y la memoria espacial (Lavenex y Amaral,
2000; Ferndndez-Ruiz y Oliva, 2016). Particularmente, la integridad de la comunicacion que recibe
el hipocampo es importante para la representacion de los elementos ambientales en un tiempo y
espacio, asi como permitir la formacion de un mapa cognitivo que sea Util en la navegacién y en la

interpretacion del ambiente (Schiller et al., 2015).

Dado el papel crucial del hipocampo en la navegacién y la memoria espacial, es esencial la
integridad de la comunicacién y la modulacién que recibe por la inervacién colinérgica proveniente
del septum medial. Durante la navegacion, la neurotransmision colinérgica permite el mantenimiento

de las oscilaciones Theta, permitiendo que las células piramidales permanezcan “activas” para
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mediar funciones como la exploracion, el movimiento, la velocidad e inclusive la consolidacion de la
memoria (Solari y Hangya, 2018) ademas, algunas de estas funciones son mediadas directamente
por la activacién de los receptores colinérgicos. Por un lado, la activacion de los receptores
ionotropicos nicotinicos, principalmente a7, permiten la despolarizacién de las interneuronas
GABAérgicas mientras que la activacion de los receptores muscarinicos M1 localizados en las
neuronas piramidales se relaciona con la plasticidad sindptica y la propia generacion de las

oscilaciones Tetha (Gu y Yakel, 2011).

El papel del septum medial en el aprendizaje espacial y la navegacion se ha estudiado
mediante lesiones especificas (acido iboténico o agonistas AMPA) o ablacién de las neuronas
colinérgicas en roedores, y posteriormente evaluar el dafio mediante pruebas cognitivas. Reportes
experimentales indican que la administracién del antagonista M1 pirenzepina, bloquea el aprendizaje
espacial (Hagan et al., 1987) mientras que una lesién con &cido iboténico en el septum medial
produce un deterioro en la navegacion espacial, el cual esta correlacionado con la disminucion de
ChAT en hipocampo, lo que demuestra que la inervacion colinérgica hacia el hipocampo es crucial

en el desempefio de tareas espaciales (Hagan et al., 1988).

1.3.3.Vulnerabilidad colinérgica por dietas hipercaléricas

Considerando que el hipocampo muestra susceptibilidad al dafio por el consumo de HSD y
HFD (Kanoski y Davidosn, 2011), y que a su vez mantienen una comunican reciproca con las
regiones del septum medial y la DBB, ha sido de interés evaluar el efecto de las dietas hipercaldricas

sobre la funcion colinérgica.

Ullrich y colaboradores (2010) demostraron que la ingesta de una dieta con elevado contenido
en colesterol durante 5 meses produce una disminucion en el numero de células positivas a ChAT
en el ndcleo basal de Meynert, en los niveles de ACh en la corteza e incrementa moderadamente el

procesamiento de la APP, lo que se correlacion6 con un dafio en la memoria espacial (Figura 10).
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Figura 10. La dieta enriquecida con colesterol dafia la actividad colinérgica en rata. En A) se evidencian
las células positivas a ChAT en el ncleo basal de Meynert en un corte coronal del cerebro de rata y muestran
las fotografias representativas del grupo control y el tratamiento con la dieta alta en Colesterol. B) El consumo
de una dieta alta en colesterol durante 5 meses disminuy6é el nimero de neuronas ChAT+ en el nlcleo basal
de Meynert y C) los niveles de acetilcolina en la corteza de ratas (modificado de Ullrich et al., 2010).

Lo que demostré que una condicion de hipercolesterolemia asemeja algunas caracteristicas
neuropatolégicas de la EA. Sin embargo, no se evaluaron otras regiones colinérgicas como lo es el
septum medial. Respecto al efecto de las dietas sobre otros marcadores de funcidn colinérgica,
Kaizer y colaboradores (2004), mostraron el consumo de sacarosa al 20% o una HFD (25% de
grasas) durante 6 meses disminuye la actividad de AChE en el hipocampo y en la corteza cerebral

(Figura 11). Este efecto se atribuy6 al desarrollo de alteraciones metabdlicas que asemeja al SMet
en humanos.
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Figura 11. El consumo de sacarosa al largo plazo produce cambios en la actividad de
acetilcolinesterasa. Ratas macho y hembra consumieron una dieta alta en sacarosa (20%) o dieta alta en
grasas (25%) durante 6 meses. Ambas dietas disminuyeron la actividad de AChE en A) el hipocampo y en B)
la corteza. CM: machos control, CF; hembras control, M; machos, F; hembras, HS; Alta en sacarosa, HF; Alta
en grasas (modificado de Kaizer et al., 2004).

En la busqueda de los mecanismos de dafio que vinculan las alteraciones metabdlicas
(colesterolemia, intolerancia a la glucosa, obesidad, hiperglicemia e hipertriglicéridemia) con la
disfuncioén colinérgica, se ha propuesto que la resistencia a la insulina puede ser un mecanismo que
describe su relacion. Sposato y colaboradores (2018), desarrollaron un modelo de resistencia a la
insulina en cultivos de neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior, en su estudio observaron
gue el tratamiento con el factor de crecimiento nervioso (NGF) reduce la resistencia a la insulina in
vitro e in vivo, al activar a IRS1 y rescatar la expresion de c-Fos mediante la activacion de TrkA,
sugiriendo que la resistencia a la insulina en el septum medial se desarrolla antes de ser detectable

en la corteza y el hipocampo, similar a lo que se observa en la EA.

Lo anterior sefiala la susceptibilidad colinérgica y los efectos ocasionados por un desequilibrio
metabdlico que produce el consumo de dietas hipercaléricas, sin embargo, no existen datos que
relacionen contundentemente al SMet como factor de riesgo que exacerbe el dafio colinérgico que
en principio muestra el modelo del péptido AB2s3s sobre la via septo-hipocampo implicada en el

aprendizaje y memoria espacial.
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2. Justificacion

El SMet es un factor de riesgo para diversas enfermedades degenerativas, con una elevada
prevalencia en individuos mayores a 20 afos (>25%) y 60 afios (50%) (Chew et al., 2006). Un
elemento importante para el desarrollo de SMet es el consumo cotidiano de bebidas endulzadas. El
impacto econdémico, social y de salud que representa el SMet, lo centran como un aspecto necesario
de estudio. Su estudio experimental ha proporcionado informacién sobre los principales mecanismos
gue explican su fisiopatologia; el desarrollo de obesidad, de la resistencia a la insulina, la inflamacion
y EO de origen metabdlico (Furukawa et al., 2004; Wong et al., 2016 Olesfsky y Glass, 2010).

En la actualidad, multiples reportes sustentan el hecho de que el SMet es un factor que
predispone y acelera el curso de la fisiopatologia de la EA (Whitmer et al., 2005; Vanhaen et al.,
2006; Yaffe, 2007; Razay et al., 2007). La implementacién de HSD y HFD, como estrategias de
induccién de obesidad o SMet, han evidenciado que la acumulacion de tejido adiposo,
hipercolesterolemia, resistencia a la insulina o hipertensién en los roedores, son factores que
contribuyen al dafio en el aprendizaje y la memoria, cuyos mecanismos de dafio incluyen la
acumulacion de AB, la pérdida de la funcién colinérgica, la disminucion de plasticidad sinaptica y la
resistencia a la insulina en el hipocampo y septum medial (Molteni et al.,2002, Cao et al., 2007,
Jurdak et al., 2008; Ullrich et al., 2010; Kosari et al.,2012; Kaizer et al., 2004; Selvi et al., 2017;
Sposato et al.,2018), procesos neurotdxicos similares a los observados en modelos experimentales
empleados para el estudio de la EA, como lo es la administracién del AB 2535 en corteza temporal,
el hipocampo o el septum medial (Limon et al., 2009; Diaz et al., 2012; Patricio-Martinez et al.,
2016).

Debido a lo anterior, proponemos evaluar el papel del SMet, inducido por consumo de
sacarosa, como un potenciador de la neurotoxicidad del fragmento ABas. 35 mediante la evaluaciéon
de una prueba de aprendizaje y memoria espacial cuya base anatomica es la via septo-hipocampal
y en la que determinardn los marcadores colinergica; ChAT, AChE, NGF, como un primer
acercamiento en la evaluacion de su funcionalidad. Nuestros hallazgos para proporcionar evidencia
sobre la implicacion del SMet mas el ABzs. 35 en la funcion colinérgica de la via septo-hipocampo y

su el efecto sobre el aprendizaje y la memoria espacial.
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3. Hipotesis

El sindrome metabdlico y la administracién intrahipocampal del péptido amiloide B2s.35 dafian
la memoria espacial, disminuyen la expresién de enzimas colinérgicas y del factor de crecimiento

nervioso en ratas.

4. Objetivos

4.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto del sindrome metabdlico y la administracién intrahipocampal del péptido
amiloide B2s-35 sobre la memoria espacial, la expresion de enzimas colinérgicas y del factor de

crecimiento nervioso en ratas.

4.2.0bjetivos particulares

1) Evaluar el efecto del sindrome metabdlico y la administracion intrahipocampal del péptido

amiloide B2s.35 sobre el aprendizaje y la memoria espacial.

2) Evaluar el efecto del sindrome metabdlico y la administracion intrahipocampal del péptido
amiloide Bzs.35 sobre la expresion de colina acetiltransferasa y acetilcolinesterasa en el

septum medial y en el hipocampo de ratas.

3) Evaluar el efecto del sindrome metabélico y la administracion intrahipocampal del péptido
amiloide B2s.35 Sobre la expresion del factor de crecimiento nervioso en el septum medial y el

hipocampo de ratas.
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5. Metodologia

5.1.Diagrama experimental

Inyeccion por cirugia Laberinto acuatico de Morris
estereotaxica de SSI o ABos.35
(AP:-38,L:+30,DV -24)

Ratas macho Wistar (250-280 g)
Bioterio “Claude Bernard”-BUAP

¢ IHQ-F
- =>ChAT
%, J / Control ;. (Rat Diet 5012 + agua) 4o
4 =>NGF
"\ SMet inicial (Rat Diet 5012 + solucién | : Septum medial
S de sacarosaal20%) Hipocampo
-
—-190 -10—0 15 19 —24 —— 25— Dias
Evaluacion
zoometrica y perfil
metabdlico

Figura 12. Panorama general del protocolo experimental. Se formaron dos grupos iniciales; el grupo SMetinicia cOnsumié una solucién de sacarosa al
20% y el grupo Controlinicial recibié agua purificada, ambos grupos durante 180 dias. Posterior a la caracterizacion del SMet, se administré SSI o AB2s-35 en
la region CA1 del hipocampo mediante cirugia estereotaxica y se generaron los grupos: Control (Control+SSI), SMet (SMet+SSI), AB2s-35 (Control+AR2s-
35), SMet+AB2s.35 (SMet+AB2s.35). Al finalizar la prueba de aprendizaje y la de memoria espacial en el laberinto acuéatico de Morris, se evalud la expresion
de colina acetiltransferasa, acetilcolinesterasa y de factor de crecimiento nervioso en el hipocampo y el septum medial.
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5.2.Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (N= 67) de un peso aproximado de 250 - 280 g
al inicio del experimento, provenientes del bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP). Se alojaron dos ratas por caja de policarbonato (40 cm x 27 cm x
21cm) en condiciones controladas de temperatura (23°C £ 3°C) y ciclos luz/oscuridad de 12 horas
(7:00 -19:00 horas) en el vivario del laboratorio de Neurofarmacologia. Los animales mantuvieron
libre acceso de alimento y agua o solucion de sacarosa al 20% (segun el grupo experimental). Los
procedimientos de mantenimiento y cuidado de los animales de experimentacién se realizaron en
seguimiento a la Norma Oficial Mexicana Especificaciones técnicas para la produccion, uso y
cuidado de animales de laboratorio NOM 062-Z00-1999, conjuntamente a la aprobacién de los
protocolos de manipulacién por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la BUAP.

5.3. Estrategia de induccion al modelo experimental de sindrome metabdlico

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos iniciales: el grupo Control inicial
(n=30) recibié agua purificada y el grupo inducido a SMet inicia (N=37) consumié una solucién de
sacarosa al 20% (p/v, Velasco et al., 2012), ambos grupos experimentales consumieron alimento
estandar (Rat Diet 5012, PMI Nutrition International, LLC, Brentwood, MO) con un 22% de proteina,
un 4% de grasa y un 5% de fibra por cada 100 g de alimento. De acuerdo con el proveedor, Rat Diet
5012 proporciona 3.07 kcal/g de energia metabolizable (energia que proporciona el alimento para

los procesos metabdlicos del animal, ver hoja de informacién nutricional en anexo).

La dieta establecida en los grupos Control y SMet iniciales permanecio ad libitum durante todo
el protocolo experimental (Figura 12), a excepcion de los periodos de ayuno.

5.3.1. Preparaciéon y administraciéon de la solucién de sacarosa al 20%

Se disolvieron 200 g de sacarosa (azucar refinada) por cada litro de agua purificada. La

solucién se prepar6 y reemplazo diariamente en una botella por caja-habitacion.

5.3.2. Seguimiento del consumo calérico

El consumo energético (kcal) consistio en la suma de las calorias aportadas por el alimento y
la solucion de sacarosa, de acuerdo con el tratamiento establecido en la agrupacion inicial. Las
calorias aportadas se calcularon a partir del registro de la cantidad de alimento, agua purificada o

solucion de sacarosa al 20% consumidas aproximadamente cada 24 h y los valores obtenidos fueron
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sustituidos en una de las siguientes férmulas matematicas presentadas en la Figura 13, es decir se
multiplicé la cantidad de alimento consumido por la energia metabolizable (3.07 kcal/g, ver anexos)

y para el grupo inducido a SMet se sumaron las kcal que aport6 la sacarosa.

Dieta Control:

- Alimento Energia metabolizable
Consumo energético = ;
J onsumido (g) ¥ (keal/g)
Dieta SMet: Alimento Energia Aporte caldrico
Consumo energético = consumido (g) metabolizable | + de la sacarosa
g kcal/g) (kcallg)

Figura 13. Férmulas para calcular el consumo energético. La energia metabolizable es la energia
disponible en el alimento para los procesos metabdlicos del animal, sin considerar la energia pérdida en heces,
orina y gases y el valor se indicé en la ficha nutricional del Rat Diet 5012 proporcionada por el proveedor. Por
cada gramo de sacarosa se aportan 4 kcal.

5.4. Determinacion de los parametros zoométricos

El peso corporal (g) se registrd diariamente para el seguimiento de los tratamientos. La
evaluacién zoometrica al inicio del tratamiento (dia 0) y al término del periodo de induccién a SMet
(dia 180) incluy6: el peso corporal, la longitud corporal (manteniendo en plano vertical a la rata, de
la punta de la nariz a la base de la cola, cm), la circunferencia abdominal (en posicién decubito
prono, se considero el perimetro inmediatamente después de las extremidades posteriores, cm) y el
IMC (kg/m?) (Figura 14).

B

Indicede  Peso corporal (g)
masa — = .

corporal Longitud corporal (cm)

Figura 14. Determinaciones zoométricas en rata Wistar. En A la posicion en la que se determiné la
longitud corporal de la punta de la nariz a la base de la cola (). En B la férmula que emplea el peso y la
longitud corporal para calcular el IMC (kg/m?) y en C la posicion en que se determiné la circunferencia
abdominal.
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5.5. Evaluacion del perfil metabolico

5.5.1. Evaluacién de la curva de tolerancia a la glucosa

En el dia 180 de tratamiento, todos los animales se colocaron en ayuno por 12 horas; se retird
el alimento y se mantuvo el agua purificada en el grupo Control mientras que en el grupo SMet, la
solucion de sacarosa se reemplaz6 por agua purificada. En la prueba de tolerancia a la glucosa se
administraron 2 g de glucosa/kg de peso por via intraperitoneal (i.p.) posteriormente, se realizé un
corte en la porcién distal de la cola con previa asepsia, y se obtuvo una gota de sangre para la
determinacion de la concentracion de glucosa a los 0, 15, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos después de

la administracion, mediante un método enziméatico- electroquimico (Accu Check Performance ®).

5.5.2. Obtencién de sangre y determinaciones en suero

La toma de muestra sanguinea se realizé 4 dias después de la curva de tolerancia a la glucosa.
Los animales fueron sometidos nuevamente a ayuno y bajo anestesia con ketamina y xilacina (75:10
mg/kg, i.p.), se obtuvo 1.5 -2.0 mL de sangre mediante la puncion del seno venoso retroorbital. Se
permitié la coagulacién de la sangre y se centrifugd a 7000 rpm durante 25 min a 4°C, el suero

obtenido se separ6 en alicuotas para su procesamiento o almacenamiento.

Una de las alicuotas del suero se utiliz6 para determinar inmediatamente la concentracién de
glucosa, triglicéridos, colesterol total y colesterol de alta densidad (Col-HDL) mediante los métodos
enzimaticos; glucosa oxidasa/peroxidasa, glicerol fosfato oxidasa/peroxidasa, colesterol
oxidasa/peroxidasa y fosfotungstato/Mg-colesterol oxidasa/peroxidasa, respectivamente. El suero
se proces6 de acuerdo con la ficha técnica del proveedor y la deteccién espectrofotométrica se
realizé a 500 nm en el espectrofotometro VARIAN UV-Vis (BioTek).

30



5. Metodologia

Otra alicuota de suero se resguardo a -80°C para la determinacién de insulina mediante ELISA
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) en sandwich con el kit Rat/Mouse Insulin Millipore®
(EZRMI-13K). El arreglo de la placa de ELISA incluyé; la curva de calibracion con los estandares
(0.2,0.5,1.0,2.05.0 y 10 ng/mL), el control de calidad 1 (0.95 ng/mL), el control de calidad 2 (3.14
ng/mL) y los sueros problema, todas las determinaciones se colocaron por duplicado. La deteccion
de la absorbancia se realiz6 a 450 nm y 590 nm en el lector de microplacas Synergy 4 (BioTek) y la
concentracion de insulina se calculé a partir de la ecuacién de la recta generada en la curva de

calibracién (Figura 15).

2.5-
E
£ 2.0
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)
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R?=0.992
0.0 ®
0 2 4 6 8 10
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Figura 15. Curva de calibracion para la determinacién de insulina en suero en rata. La curva de
calibracién de insulina incluyé los estandares de 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 5.0 y 10 ng/mL por duplicado. La Absorbancia
(Abs) graficada es la diferencia de las lecturas obtenidas a 450 nm y 590 nm. A partir de la ecuacion de la
recta se calculé la concentracién de insulina en los sueros problema.
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5.6. Cirugia estereotaxica

5.6.1. Localizacién del sitio de administraciéon

Previo a la cirugia estereotaxica en los grupos experimentales, se corroboraron las
coordenadas experimentales para la regibn CAl del hipocampo. El protocolo consistid en la
administracién por cirugia estereotaxica de 1 pL de solucion de azul de metileno 200 ppm empleando
las coordenadas: anteroposterior (AP): -3.8 mm, lateralidad (L): + 3.0 mm y dorsoventral (DV): -2.4
mm respecto a Bregma de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1998). A continuacion, se
extrajo el cerebro y se sumergié en solucion fijadora durante 24 horas para realizar cortes coronales
secuenciales de 200 ym de grosor, en los cuales se verifico la presencia de la canula y la difusion

del colorante en la region de interés, a través de un estereoscopio (VELAB VE-S4, Figura 16).

AP: -4.3 mm AP: -4.2 mm

Figura 16. Localizacién del sitio de lesion. En A, B y C se muestran los diagramas correspondientes a la
secuencia de cortes coronales de 200 um de grosor en A’, B’ y C’ provenientes de una rata sometida a cirugia
estereotaxica en la que se administro bilateralmente 1pL de azul de metileno en la region CA1 del hipocampo.
Las puntas de flecha amarillas sefialan la trayectoria de la canula.
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5.6.2. Preparacion de los oligomeros de amiloide B2s-35

El péptido AB2s-35 (Sigma, EUA) se prepar6 a una concentracion de 100 uM en solucion salina
isotdnica (SSI) a partir de una solucién stock de 1mM. La solucién de AB2s3s 100 uM se incubd

durante 36 horas a temperatura constante de 37°C para su agregacion (Limén et al., 2009).

5.6.3. Administracion en laregion CA1 del hipocampo

Posterior a la evaluacién de los pardmetros zoométricos y las determinaciones en suero,
Unicamente las ratas caracterizadas como SMet (comparados con el grupo Control en el dia 180 de
tratamiento) fueron incluidas para continuar con los protocolos de cirugia estereotaxica, las pruebas

conductuales y el andlisis histolégico.

Los grupos Control iniciat Y SMet iniciar S€ dividieron aleatoriamente en dos subgrupos para la
administracion de SSI o los oligémeros del AB2s35 (Figura 12). La cirugia estereotéxica se realizo
bajo anestesia con ketamina: xilacina (75:10 mg/kg, i.p.), las ratas se colocaron en el equipo
estereotaxico (Stolting Co.) para la administracion bilateral de 1 pL de SSI o de los oligémeros de
AB2s35 100uM en la region CA1 del hipocampo. Las coordenadas utilizadas, fueron AP: -3.8 mm, L:
+ 3.0 mm, DV: -2.4 mm respecto a Bregma y la administracion se realizé con una bomba de infusién

a una velocidad de 0.2 pL/min.

La nomenclatura asignada a los grupos experimentales posterior a la cirugia fue; el grupo
Control y el grupo ABzs3s; que pertenecieron al grupo Control inicia Y Se les administré SSI o los
agregados del ABus.3s en la region CALl del hipocampo respectivamente, y los grupos SMet y
SMet+AB2s.35; que pertenecieron al grupo SMet inicial Y Se les inyecté SSI o los oligdmeros de ABzs-35
en la regién CAL del hipocampo, respectivamente. Posterior a la recuperacion de la anestesia, las
ratas regresaron a sus cajas Yy recibieron los cuidados postoperatorios como administracion de

antibiotico y monitoreo de la cicatrizacion de la herida.
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5.7. Protocolo de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris

El laberinto acuéatico de Morris (LAM) de Stolting® consiste en una tina circular de acero
inoxidable (170 cm de diametro y 60 cm de altura), con una plataforma de escape de acrilico
transparente (30 cm de alto y 12 cm de diametro) que se oculta 2 cm por debajo del nivel del agua.
Se colocaron referencias espaciales en la pared interior de la tina; sefiales intralaberinticas y

alrededor de la habitacion de conducta; sefiales extralaberinticas, las cuales permanecieron

constantes durante toda la evaluacion (Figura 17 A).

4 +@

Figura 17. Componentes del laberinto acuatico de Morris. En A se muestra la localizacién de tina en la
habitacion conductual y respecto a ella la disposicion de las sefales intralaberinticas (=) y extralaberinticas
(). En B la plataforma de escape de acrilico transparente. En C se muestra a una rata sobre la plataforma
de escape asociando una sefial intra laberintica.

Para el protocolo conductual el area de la tina se dividié considerando los puntos cardinales,
por lo que se designaron 4 puntos de partida; Norte (N), Sur (S), Este (E) y Oeste (O) (Figura 18 A)
y se generaron los cuadrantes correspondientes; el cuadrante SE (cuadrante blanco, donde se
localiza la plataforma), el cuadrante SO (a la derecha de SE), el cuadrante NE (a la izquierda de SE)

y el NO (opuesto a SE) (Figura 18 B). En la evaluacién el agua se mantuvo entre 22°C —24°C.
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Figura 18. Disefio y elementos del mapa para el laberinto acuatico de Morris. Se delimité la regién de la
pared de la tina (circulo externo) y la zona de navegacion (circulo interno). En A se indican los puntos de
partida (N, S, E y O), la deteccién de la rata en la region iluminada en verde (sombra del animal) y el centro
de gravedad (punto amarillo) a partir del cual se trazaron las trayectorias de navegacién. A modo de ejemplo
se muestra la visita a la zona de la plataforma (rojo). En B las lineas en naranja delimitan los cuadrantes y se
ejemplifica la visita al cuadrante blanco (SE) por la rata (sombra iluminada en azul).

El aprendizaje se evalué del dia 15 al 19 posterior a la cirugia (Figura 12). Los animales
realizaron 20 ensayos, distribuidos en 4 ensayos por dia. Un ensayo consiste en el ingreso de la
rata desde cada punto de partida (Figura 18 A) hasta localizar la plataforma de escape o bien al
invertir un tiempo méaximo de 90 segundos. Unicamente, en el primer ensayo del primer dia de
aprendizaje, si el animal no logro localizar la plataforma, se le tomé amablemente del dorso y se le
dirigi6 dentro del agua hasta la plataforma. A todas las ratas se les permitié permanecer 30 segundos
en la plataforma, Gnicamente durante el primer ensayo. Los ensayos se ejecutaron en el siguiente
orden; 1) N, 2) O, 3) Sy 4) E. Al finalizar el ensayo los animales regresaron a la caja de resguardo

y el siguiente ensayo comenzo6 50 minutos después.

La memoria espacial se evalué el dia 24 posterior a la cirugia (Figura 12). En esta prueba la
plataforma de escape se excluy6 de laberinto y los animales ingresaron a la tina desde el punto N

para ejecutar un solo ensayo de 90 segundos.

La secuencia conductual se programé en ANY-maze 5.3 y se videograbd con la camara
monocromatica (DMK 22AUCO03) acoplada simultineamente al software. La recoleccién de los
parametros; latencia al escape (s), distancia recorrida (m) , velocidad promedio (m/s), latencia al

primer cruce (s) y el nimero de cruces a la zona de la plataforma de escape, el nimero de visitas y
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el tiempo de permanencia en el cuadrante blanco (s), las trayectoria de navegacion y los mapas de
calor en la fase de aprendizaje y de memoria de cada grupo experimental se registraron con ANY-

maze 5.3.

5.7.1. Anadlisis de las trayectorias de navegacion y los mapas de calor

Las trayectorias de navegacion se trazaron en tiempo real tomando como referencia el centro de
gravedad de la rata (punto central sobre la sombra de la rata, Figura 18 A). El inicio de la trayectoria

se indic6 con un punto azul y el término con un punto rojo (Figura 19 A).

A | Animal 1 (Test 261) B | Animal 1 (Test 261)

=

C Emal'l (Test 341)
3

Figura 19. Tipos de mapas generados en ANY-maze para el laberinto acuéatico de Morris. Los mapas que
se muestran provienen de un grupo piloto que ejecutd el mismo protocolo conductual del presente trabajo. La
trayectoria de navegacion en A y el mapa de calor en B del mismo ensayo, representan la estrategia de
navegacion de la rata 1 y el tiempo que permaneci6 en las zonas del laberinto, respectivamente. Para la fase
de aprendizaje se utiliz6 la escala de calor predeterminada por ANY-maze (de 0 s —~4s); en B se muestra un
mapa de calor de un ensayo de 90 s en el tercer dia de aprendizaje y en C se represent6 un ensayo de 13.6s
del mismo animal en el quinto dia de aprendizaje. ANY-maze puede agrupar los mapas de calor por
tratamiento, en D se muestra un mapa de calor con escala ajustada a un maximo de ~1.7, correspondiente a
la evaluacion de la memoria (n=6). ANY-maze version 6.33, Laboratorio de Neurofarmacologia.

Un mapa de calor es una representacion grafica de la cantidad de tiempo que pasé el animal en
diferentes regiones del laberinto. El mapa de calor emplea una escala de colores para diferenciar el
tiempo que pasa el animal en las diferentes areas del laberinto, el azul (limite izquierdo) representa

el tiempo mas corto (0 segundos) y el rojo (limite derecho) indica el tiempo mas largo (Figura 19). El

36



5. Metodologia

valor que se establece como rojo es aproximado (~), debido a que ANY-maze no puede asignar un
valor exacto por la variedad de duracién entre los ensayos de cada fase conductual (por ejemplo,
en la fase aprendizaje o en la fase de memoria). Por ello al finalizar toda la prueba conductual, ANY-
maze estima una escala de calor global que se aplica a todos los mapas generados; como se
observa en los mapas de calor de las figuras 19 B y 19C, que corresponden al mismo animal en

diferentes ensayos durante el aprendizaje.

No obstante, el experimentador puede elegir aplicar la escala de calor predeterminada por
ANY-maze o bien asignar un valor maximo (a partir del predeterminado) que mejor se ajuste al
objetivo del trabajo, por ejemplo, mostrar el mapa de calor de un solo animal (Figura 19 By C) o

bien el comportamiento de un grupo de animales (Figura 19 D).

5.8. Protocolos para la evaluacion inmunohistoquimicas por fluorescencia

5.8.1. Procesamiento de cerebros

La eutanasia de los animales se realiz6 el dia 25 posterior a la cirugia, el dia siguiente a la
evaluacion de la memoria (Figura 12). Las ratas fueron sometidas a una sobredosis con
pentobarbital sédico (90 mg/mL) i.p., para realizar la perfusion del cerebro por puncién intracardiaca
con 150 mL de buffer de fosfatos 0.1M (PB, 0.1M, pH 7.4) y enseguida con 20 mL de
paraformaldehido al 4% en PB 0.1M (pH 7.4). Los cerebros fueron removidos y colocados en frascos
con paraformaldehido al 4% en PB 0.1M (pH 7.4) durante 72 horas e intercambiados a una solucién
de sacarosa (Sigma-Aldrich) al 15% en PB 0.1M (pH 7.4) para su almacenamiento a 4°C hasta su

procesamiento.

5.8.2. Deteccion inmunohistoquimica de colina acetiltransferasa, acetilcolinesterasa

y del factor de crecimiento nervioso

A partir de los cerebros fijados, se realizaron cortes coronales secuenciales de 40 um de
grosor correspondientes al septum medial (AP: -0.1 a 0.5 mm, respecto a bregma) y el hipocampo
dorsal (AP: -2.6 a -4.0 mm) (Paxinos y Watson, 1998). Los tejidos se colocaron en solucién de
sacarosa al 15% en PB 0.1M (pH 7.4). Se destinaron 3 cortes de cada region para el andlisis por

inmunohistoquimica de ChAT, AChE y NGF, respectivamente.

Los cortes seleccionados se colocaron individualmente en placas de 24 pozos para el
tratamiento. Se realizaron 3 lavados consecutivos de 10 min con PB- Tritdbn x-100 (Tx, Sigma-
Aldrich) al 0.2%, después se incub6 durante 60 min con albumina de suero bovino libre de IgG
(Sigma-Aldrich) al 2% en PB-Tx 0.2% y se removié con PB-Tx 0.2%, 3 lavados de 10 min. En
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seguida, a los tejidos se les colocé el anticuerpo primario anti-ChAT (Chemicon International Inc.,
CA, USA), anti-AChE (A-11: sc 373901 Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) o anti-NGF (E-12:
sc-365944 Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) (ver detalles en la tabla 3) y se almacenaron
en camara humeda durante 48 h a 4°C. Al término de la incubacién, se removi6 el anticuerpo primario
correspondiente con PB-Tx 0.2%, 2 lavados de 10 min y se incubé durante 90 min con el anticuerpo
secundario especifico Rodamina-X-Red (Jackson Immunoresearch) o el Isotiocianato de
fluoresceina (FITC, Jackson Immunoresearch), respectivamente (Tabla 3). A continuacion, se
efectuaron 3 lavados con PB-Tx 0.2% de 10 min y se incubaron los tejidos durante 30 min con el
marcador nuclear 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich) a una dilucién 1:10000 y
posteriormente se elimind con 2 lavados con PB. Los tejidos se colocaron sobre portaobjetos
silanizados, se elimino el exceso de PB para cubrir y sellar con la mezcla de resina y protector de
fluorescencia (MOWIOL+DABCO, Sigma-Aldrich). Se permitié el secado de la resina en completa
oscuridad y las laminillas se almacenaron protegidas de la luz a 4°C, hasta su visualizaciéon por

microscopia de fluorescencia.

Tabla 3. Arreglo de anticuerpos primarios y secundarios para la deteccidon por
fluorescencia de ChAT, AChE y NGF en cerebro de rata.

Anticuerpos primarios

Marcador Origen Reactividad Dilucion

ChAT Policlonal de conejo Rata y cobayo 1:1000
AChE Monoclonal de ratén | Ratén, rata y humano 1:100
NGF Monoclonal de ratén | Ratén, rata y humano 1:100

Anticuerpos secundarios ‘

Fluorocromo acoplado Origen Reactividad Dilucion
Rodamina-X-Red Cabra Conejo 1:200
FITC Cabra Raton 1:200
Rodamina-X-Red Cabra Raton 1:200

5.8.3. Obtencién y analisis de las imagenes por fluorescencia

La observacion del marcaje fluorescente se realizé en el microscopio de fluorescencia DM
1000 LED (Leica) acoplado a la camara digital (ProgRes® C14 plus, Figura 20). Con el filtro azul se
visualizaron los nucleos, con el filtro rojo la inmunoreactividad de ChAT y NGF y con el filtro verde
se identifico la inmunoreactividad a AChE. La captura de las fotomicrografias se realiz6 con el

programa Jenoptik Capture Pro con el objetivo de 40X.
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Figura 20. Caracteristicas del microscopio de fluorescencia. En
A el microscopio de fluorescencia DM 100 Led cuenta con un
adaptador 1X que a su vez se acopla a la cAmara ProgRes® C14
plus y el equipo utiliza como fuente de poder una lampara de
mercurio de alta intensidad. La seleccion de la longitud de onda se
realiza con los filtros azul (DAPI; emision a 460 nm), rojo (Rodamina-
X-Red; emision 590 nm) y verde (FITC; emision 519 nm). A través
del software Jenoptik Capture Pro se lleva a cabo la toma de
fotomicrografias. Laboratorio de Neurofarmacologia.

El andlisis histologico consistié en la cuantificacion del porcentaje de inmunoreactividad a
ChAT, AChE o NGF (ir-ChAT, ir-AChE o ir-NGF) con una macro ejecutada en Image J. De acuerdo
con el tamafo de la fotografia (1360x1024 pxl) y al aumento en que se capturd la imagen (40x) se
utilizo la calibracion de 1 pxI= 0.147 um para todas las fotomicrografias, mientras que los umbrales
se establecieron con 5 fotomicrografias al azar con cada marcador, para ChAT; 23, para AChE; 17

y para NGF;15, de modo que se detectd Unicamente la marca fluorescente (Figura 21).

Figura 21. Identificacién del area con inmunoreactividad a través de méascaras. En la fila superior se
muestra la marca positiva para ChAT (a) en la region CA3, para AChE (b) en la region CAly en para NFG (c)
en septum medial y en lafila inferior se indica la méscara correspondiente a cada marcador. A través de Image
J se generaron las mascaras a’, b’ y ¢’, en las que la sefial en negro corresponde Unicamente a la fluorescencia
gue se observa en las fotografias a, b y c.
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5.9. Andlisis estadistico
El analisis de los resultados se realizé en el programa GraphPad Prism versién 8.0.1. Se

representd el valor * el error estandar de la media (EEM).

Los valores del perfil zoométrico, de la ingesta calorica y los marcadores en suero fueron
sometidos la prueba de normalidad D’ Agostino considerando un intervalo de confianza del 95% y

posteriormente se aplicé la prueba estadistica correspondiente;

- Los parametros zoométricos y de consumo, se analizaron con t-student apareada.
- Lacurva de tolerancia a la glucosa se analizo con ANOVA de una via y post-test Bonferroni.
- Los niveles de insulina, glucosa y triglicéridos se analizaron con una t-student no apareada.

- Los niveles de colesterol total y colesterol HDL se analizaron con la prueba Mann-Whitney.

Los parametros de aprendizaje se analizaron con ANOVA de dos vias y post test Bonferroni.
Los parametros de la memoria se analizaron con la prueba Kruskal-Wallis y postest de Dunns.

El porcentaje de area tefiida para la ir-ChAT, ir-rAChE e ir-NGF se analizé con Kruskal-Wallis

y post test de Dunns.
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6. Resultados
6.1. El consumo de sacarosa produce un modelo experimental de sindrome metabdlico

El modelo experimental de SMet se obtuvo mediante el consumo ad libitum de una solucién
de sacarosa al 20% durante 180 dias.

En el transcurso del experimento se registrd el aporte energético (Figura 37 B) a partir del
consumo diario de alimento, agua o solucién de sacarosa al 20% (Figura 38). En el primer dia de
exposicién a los regimenes dietéticos, el grupo SMet iicia consumié significativamente menos
gramos de alimento (52%, p<0.001) que el grupo Control inica, Sin embargo, se observo un
incremento significativo en el consumo de solucién de sacarosa al 20% (90%, p<0.001) comparado
con el consumo de agua en el grupo Control iniciat, Sin mostrar diferencias en la ingesta calorica total
entre el grupo Control iniciar Y SMet inicia (Tabla 4). En el curso del experimento se observé un
comportamiento de consumo similar (Figura 38) no obstante, el grupo SMet inica incremento
gradualmente la ingesta de alimento y de solucion de sacarosa al 20%, evidenciando un consumo
caldrico total significativamente mayor (10%, p<0.001) respecto al grupo Control iniciar €n €l dia 180
de tratamiento (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de la ingesta calérica al inicio y término el periodo de induccion

Dial Dia 180

Determinacion energética
9 Control inicial SMet inicial Control inicial SMet inicial

Consumo de Rodent diet

. 21+0.3 1140.7%** 19+0.7 12+0.5%+*
(g/dia)
Consumo de agua/solucion 34+1 5 65450 40420 59+ 7%
sacarosa al 20% (g/dia) - — - -
Ingesta cal6rica total (kcal/dia) 65+1.0 69+1.4 59+2.3 8442 5***

Cuantificacion de la ingesta de alimento, agua o solucion de sacarosa al 20% y el consumo energético en
los grupos Control inicial Y SMet inicial €n €l dia 1 y 180 de tratamiento. Se muestran los valores promedio +
EEM. El andlisis estadistico de realizé con t-student con valor de ***p<0.001 respecto al Control inicial €N
el dia 1, ”p<0.01 y ™p<0.001 respecto al Control inicias €N €l dia 180.

Debido a que el consumo excesivo de calorias conduce a la acumulacién de tejido adiposo en
los roedores, se evaluaron los cambios zoométricos que puede generar el consumo de la solucion

de sacarosa al 20% a largo plazo.
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Al inicio del experimento el grupo Control iniciat Y del grupo SMet inicia Mmostraron valores
zoométricos similares (p>0.05). En el transcurso del periodo de induccién, se observé la ganancia
de peso corporal constante en todos los animales (Figura 37 A) sin embargo, en el dia 180 de
tratamiento el grupo que consumid la solucién de sacarosa al 20% evidencié un incremento
significativo del peso corporal (17%, p<0.001), de la circunferencia abdominal (16%, p<0.001), del
IMC (13%, p<0.001), sin cambios significativos en la longitud corporal (p>0.05) , en comparacion al

grupo Control iniciar al término del periodo de induccion (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion del perfil zoométrico inicial y al dia 180 de tratamiento

. " Dia 0 Dia 180
Parametro zoometrico Control inicial | SMeét iniciat | Control inicial SMet inicial
Peso (g) 273+ 35 278 £ 3.2 401 + 9%+ 4G9 + 11%%%.8&
Circunferencia abdominal (cm) 16 +0.1 16+0.1 18 + 0.3** 21 + 0.3 %%%.&8&
Indice de masa corporal 6007 | 6+0.06 | 68+0.1%* | 7.7+0.1% e
(kg/m?)
Longitud corporal (cm) 21+0.2 21 +0.1 24 +0.1** 24 + 0.1%%%

Comparacion de los valores de peso corporal, circunferencia abdominal, IMC y longitud corporal en los
grupos Control iniciar (N=30) y SMet iiciar (N=37) de inicio y en el dia 180 de tratamiento. Los valores
representan el promedio + EEM. El andlisis estadistico se realizd con t-student con valor de **p<0.01
***p<0.001 vs Control iniciar €n el dia 1, %”%p<0.001 respecto al SMet inicia €n el dia 1,%%4p<0.001 respecto
al Control inicial €n €l dia 180.

Los cambios morfolégicos que produce el consumo de la solucién de sacarosa al 20% durante
180 dias, se apreciaron principalmente en la acumulacién de tejido adiposo en la regiéon abdominal,

como se muestra en la figura 22.

Figura 22. El consumo de sacarosa produce
acumulacion de tejido adiposo abdominal en rata
Wistar. Se muestra una fotografia comparativa a los 180
dias de seguimiento en la que se muestra en A una rata
Control inicia Y €n B una rata inducida a SMet inicial.
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En seguimiento a la caracterizacion del modelo de SMet, se determind el perfil metabdlico
después de 180 dias de tratamiento. En la curva de tolerancia a la glucosa el grupo SMet inicias MOStro
una evidente intolerancia a la glucosa debido a que se observé que a partir de los 15 min de la
administracion de glucosa i.p., el grupo SMet inicia €videncié un incremento significativo del 44%
(p<0.001) en la concentracion de glucosa en sangre respecto al grupo Control iniciai, @demas este
comportamiento se mantuvo en los siguientes periodos evaluados; a los 30 min (40%, p<0.001), 60
min (34%, p<0.001), 90 min (39%, p<0.001), 120 min (37%, p<0.001) y 180 min (30%, p<0.05),

comparados con los periodos respectivos del grupo Control iniciar (Figura 23 A).

Ademas, el consumo de sacarosa al 20% durante 180 dias, generd un incremento significativo
del 109% en los niveles de insulina del grupo SMet inicial (p<0.01) comparado con el grupo Controlinicial
(Figura 23 B). En seguimiento a las evaluaciones en suero, el grupo SMet inicias también mostré un
aumento significativo del 43% en la concentracion de glucosa (p<0.001, Figura 23 C) y un incremento
significativo del 148% en la concentracion de triglicéridos (p<0.001, Figura 23 D), ambas
determinaciones comparadas con el grupo Control iicia. Por otro lado, no se evidenciaron cambios
en las determinaciones de colesterol total (Control inicia: 49.6+2.3 mg/dL, SMet inicia:47.4£1.7 mg/dL,
Figura 23 E) y colesterol HDL (Control iniciai: 30.4+1.6 mg/dL, SMéet inicia:30.941.3 mg/dL, Figura 23 F).

El analisis minucioso del perfil zoométrico y metabdlico de cada animal experimental, permitié
incluir al grupo experimental SMet iniciar Unicamente a aquellas ratas que, expuestas a la dieta con
sacarosa desarrollaron al menos tres de las siguientes alteraciones metabdlicas: obesidad
abdominal, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, glucosa alterada en ayuno o
hipertrigliceridemia. En consideracion a los criterios internacionales que definen al SMet, asi como
a los reportes experimentales sobre SMet, con lo anterior se establecid y aplico el criterio para indicar

gue un animal desarroll6 SMet en el presente trabajo experimental.

Una vez establecidos los grupos Control iniciat y SMet iniciar al término del periodo de induccion,
cada grupo inicial se dividi6 aleatoriamente en dos subgrupos para realizar la administracion bilateral
de 1uL de SSI o los agregados del AB2s-35 (L00uM) en la region CAL del hipocampo, de modo que

se generaron los siguientes grupos experimentales: Control, SMet, ABzs.3s y SMet+AR2s.35.
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Figura 23. La ingesta de sacarosa al 20% durante 180 dias produce intolerancia a la glucosa e incrementa los niveles de insulina, glucosay
triglicéridos en suero de ratas Wistar. Los grupos Controlinicia Y €l grupo SMetinicial S&€ mantuvieron en ayuno de 12 horas para la evaluacion de los
parametros metabdlicos. Posterior a la administracion i.p. de 2 g de glucosa/kg de peso, se graficé en A) la concentracion de glucosa en sangre a los
0, 15, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos (Controlinicia N=30; SMetincia N=37. Se muestra en B) la concentracion de insulina (Controliniciai N=11; SMetinicial
n=16), en C) la concentracion de glucosa, en D) de triglicéridos, en E) de colesterol total y en F) del colesterol HDL (Controlinicial N=30; SMetinicia N=37).En
A se analizé con ANOVA de dos vias y post-test Bonferroni con valores de *p<0.05 y ***p<0.001 respecto al Controlinicia. En B, C, D se analizé con t-
student considerando valores de **p<0.01 y ***p<0.001 comparado con el Controlinicia. ENn E y F se analizé6 con Mann-Whithney considerando un valor
de p<0.05 respecto al Controimicial. Las gréficas representan el promedio + EEM.
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6.2. El sindrome metabdlico no interfiere en el aprendizaje de ratas lesionadas con el

péptido AB2s-3s

La evaluacion del aprendizaje espacial se realizé del dia 15 al 19 posterior a la cirugia
estereotaxica (Figura 12). En la figura 24 se muestra el promedio de la latencia al escape de los 4
ensayos diarios. En el dia 15 posterior a la cirugia todos los grupos evidenciaron latencias al escape
similares; Control: 63.4+4.1s, SMet: 67.0+£ 3.9 s, AB2s35: 67.1 £ 3.9 sy SMet+AB2s.35: 67.0 £ 3.4 s,
en los dias siguientes la latencia disminuy6 gradualmente y en el dltimo dia todos los grupos
experimentales terminaron la prueba en un tiempo semejante, el grupo Control localizé la plataforma
en 20.9 £ 3.3 s, mientras que los grupos SMet, AB2s.35 y SMet+AR2s5.35 hallaron la plataforma en 24.8
+4.2s,22.0+3.7sy24.5 £ 3.8 s, respectivamente. El analisis estadistico no evidencio diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales durante en el proceso de adquisicion
(p>0.05, Figura 24).

Aprendizaje

80+
-©- Control

» & SMet
3’60—
o3 V- ABos.35
§ “©- SMet+AB,s5.35
= 40+
.©
O
o
= 204
1

0_

15 16 17 18 19
Dias posterior a la cirugia

Figura 24. El sindrome metabdlico no dafia el aprendizaje espacial en ratas lesionadas con el AB 25.35
en la region CALl del hipocampo. Durante el aprendizaje los grupos Control (n=16), SMet (n=19), AB2s-35
(n=14) y SMet+AB2s-35 (n=18) ingresaron al laberinto acuéatico de Morris y ejecutaron 4 ensayos diarios en el
transcurso del 15 al 19 posterior a la cirugia estereotaxica. Se graficé el promedio + EEM de los 4 ensayos
diarios de la latencia al escape. El andlisis estadistico se realizé con una ANOVA de dos vias y post test
Bonferroni considerando un valor de p<0.05.
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Relacionado a la latencia al escape, también se analizé la distancia recorrida hasta localizar
la plataforma de escape y la velocidad con que se ejecutaron los ensayos (Figura 39). Los registros
mostraron que la distancia que navegaron los animales para llegar a la plataforma de escape
disminuyd progresivamente en el transcurso de la prueba, de modo que al comparar el desempefio
obtenido en el dltimo dia de aprendizaje, el grupo control logré reducir la distancia de recorrido en
un 71% respecto al primer dia en que ingresé al LAM, mientras que el grupo SMet la disminuy6 en
un 63% y los grupos ABzs-35 Y SMet+AR25.35 redujeron su recorrido enun 74y 67%, respectivamente
(Figura 39 A), sin embargo no se encontraron cambios estadisticamente significativos entre los

grupos a través de los dias (p>0.05).

Con respecto a la velocidad promedio, disminuy6 progresivamente y al final de la prueba se
observé una disminucion del 21% en grupo Control ina comparada con su desempefio en el primer
dia, de manera similar se observé esta disminucion en los grupos SMet (15%), AB2s3s (25%) y
SMet+AB2s.35 (25%) (Figura 39 B),

Estos resultados indican que el SMet+Ap 25.35 no dafian el aprendizaje evaluado en el LAM sin
embargo, fue necesario analizar las trayectorias de navegacion que realizaron los animales y

obtener informacién a detalle sobre el proceso de adquisicion.
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6.3. Trayectorias de navegacion y los mapas de calor durante el aprendizaje

En la figura 25 se muestran las trayectorias de navegacion representativas a cada grupo
experimental y en la figura 26 un panel con los mapas de calor correspondientes a cada grupo

experimental.

En el primer dia de aprendizaje todas las ratas recorrieron exclusivamente la periferia de la
tina guiadas por el limite de la pared, es decir ejecutaron trayectorias de tigmotaxis con cruces
esporadicos hacia el centro de la tina, sin embargo, no lograron localizar la plataforma en la mayoria
de los ensayos (Figura 25 a, b, ¢ y d). El andlisis agrupado indic6 que la zona en donde
permanecieron navegando la mayor del tiempo fue la periferia de la tina, como se indica en la zona

en rojo de los mapas de calor en todos los grupos experimentales (Figura 26 a, b, cy d).

En los ensayos de los dias siguientes la tigmotaxis disminuy6 y las ratas aprendieron a
redireccionar la busqueda de la plataforma tocando las paredes o incursionando (Figura 25 e, f, h,
i), con recorridos circulares y repetitivos (en cadena) que les permitieron localizar la plataforma
(Figura 25 g, j, k), también ejecutaron trayectorias de blusqueda en zona especifica en la que
permanecieron en regiones distintivas para orientar la navegacion, por ejemplo a través de las
sefiales intralaberinticas (Figura 25 |, n, i y q) o bien realizaron giros para orientarse por si mismos

(Figura 25 j, m, p, q y r) hasta reducir la trayectoria recorrida en el dia 19 posterior a la cirugia.

Respecto a los mapas de color, se observé que todos los grupos disminuyeron el tiempo que
navegaron en el laberinto, debido a que las ratas aprendieron a localizar la plataforma de escape en
un menor tiempo (Figura 26). Especificamente se observé que el grupo Control permanecio la mayor
parte del tiempo en el cuadrante blanco (sitio donde se encontraba la plataforma) en los Ultimos dias
de la prueba de aprendizaje ( Figura 26 m y p), mientras que el grupo SMet continud visitando la
periferia de la tina ( Figura 26 j y n) y realizé busqueda en el cuadrante contrario al de la plataforma
(Figura 26 q), similar al grupo ABazs.3s (Figura 26 fi y r), sin embargo el grupo SMet+AR2s.35 , fue el
gue mostré la mayor persistencia en la periferia de la tina (Figura 26 |y o) ademas de navegar

aleatoriamente en toda la zona del laberinto al final de la prueba de aprendizaje (Figura 26 s).
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Dias posterior
—/>~_ alacirugia

Control

Figura 25. Trayectorias de navegacion durante el aprendizaje en el Laberinto acuatico de Morris. Se muestran las trayectorias de navegacion
representativas para el primer ensayo durante los 5 los dias de aprendizaje en los grupos Control, SMet, AB2s.35 y SMet+AR2s.35. Los circulos mas
grandes delimitan el plano del laberinto y el mas pequefio indica la localizacion de la plataforma de escape, las lineas sefalan la division de los
cuadrantes y los puntos entre los circulos indican las sefales intralaberinticas. El inicio de la trayectoria se marca con un punto azul, el recorrido se
indica con la linea en violeta y el termino del ensayo con un punto rojo (la llegada a la plataforma o el tiempo méaximo del ensayo).
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Figura 26. Mapas de calor durante el aprendizaje en el Laberinto acuatico de Morris. Se muestran los mapas de calor correspondientes a los
grupos Control (n=16), SMet (n=19), AB2s-35 (n=14) y SMet+AB2s-35 (n=18), obtenidos durante el primer ensayo diario del aprendizaje. Se estableci6 la
escala de calor de Os a 1s, el extremo izquierdo en azul oscuro (color mas frio) se indican las zonas no visitadas (0 s) y en el derecho en rojo las
regiones donde permanecieron mas tiempo los animales (color mas calido) (~1.4 s) durante todo el protocolo de aprendizaje.
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6.4. El sindrome metabdlico no incrementa el dafio en la memoria producido por el AB2s-3s

La memoria espacial se evaluo6 el dia 24 posterior a la cirugia, la plataforma de escape se
excluyo del LAM y los animales ejecutaron un solo ensayo. En la figura 27 A se muestra que la
latencia a la primera visita a la zona de la plataforma, incrementé significativamente en los grupos
SMet (53 £7.8 s, p<0.01), AB25-35 (46.0 £ 8.2 s, p<0.05) y SMet+AB25.35 (49.0 £ 8.7 s, p<0.05) respecto
al grupo Control (14.0 £ 2.3 s), lo cual correlacion6 con los recorridos mas largos en los mismos
grupos (ABzs.3s: 7.1 1.3 m, SMet: 9.8 £ 1.6 m, SMet+AB25.35:7.9 £ 1.6 m) respecto al grupo Control
(2.3+£0.4 m, Figura 39 A). Los resultados anteriores se sustentan con las estrategias de navegacion,
debido a que un recorrido corto en una rata Control corresponde a un nado dirigido con estrategias
de orientacion propia (Figura 27 a), mientras que en el los tratamientos ABzs.ss , SMet y SMet+AR2s.
35 prevalecen estrategias de busqueda en zona especifica (Figura 27 b), recorridos circulares
repetitivos e incursién (Figura 27 c) inclusive busqueda aleatoria en toda el area de la tina (Figura

27 d), respectivamente.

El analisis de la dinamica en el cuadrante blanco evidencié una disminucion significativa en el
namero de cruces a la zona de la plataforma en los grupos SMet (1.2 + 0.2, p<0.001) y SMet+AR2s-
35(1.3 £ 0.3, p<0.001), respecto al grupo Control (Figura 27 B) a pesar de haber registrado un nimero
de visitas y un tiempo de navegacién (en el cuadrante blanco) similar en todos los grupos
experimentales (Figura 40). Los hallazgos anteriores son mas claros al observar los mapas de calor.
En el grupo Control se observo que el nado se mantuvo en el sitio exacto donde se encontraba la
plataforma (color naranja en la zona de la plataforma) y que su navegacién se orientd6 mediante las
sefales intralaberinticas (Figura 27 a’), en tanto el grupo SMet y AB2s.35 exploraron persistentemente
el cuadrante contrario al cuadrante blanco (Figura 27 b’y ¢’) y el grupo SMet+AB2s.3s mostré un nado
periférico a la zona de la plataforma, sin éxito para recordar el sitio exacto donde se encontraba la

plataforma (Figura 27 d’).

Por otro lado, se descartd incapacidad motora para ejecutar la prueba debido a que no se
encontraron diferencias significativas en la velocidad con que los grupos experimentales ejecutaron
la prueba; Control= 0.18 + 0.01 m/s, SMet= 0.19 + 0.01 m/s, ABzs.35= 0.17 + 0.01 m/s y SMet+A;s.
35= 0.16 = 0.01 m/s (Figura 39 B).
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Figura 27. El sindrome metabdlico y la lesion con el AB 2s.35s dafian la navegacion espacial durante la
prueba de memoria. El dia 24 posterior a la cirugia se evalué en la memoria de los grupos Control (n=16),
SMet (n=19), AB2s-35s (n=14) y SMet+AB25-35 (n=18) en un solo ensayo, en A la latencia al primer cruce y en B
el nimero de cruces a la zona de la plataforma. Se represento el promedio + EEM. Se analizé con la prueba
Kruskal-Wallis y post-test Dunns considerando *p<0.05, **p<0.01**p<0.001 respecto al Control. Se muestran
las trayectorias representativas a la prueba de memoria en a, b, c y d, la linea negra resalta la trayectoria al
primer cruce a la zona de la plataforma. Los mapas de calor corresponden al (nico ensayo de 90 s de los
grupos Control (n=16), SMet (n=19), AB2s-35 (n=14) y SMet+AB25.35 (n=18). La escala de calor se estimé a partir

del Unico ensayo e inicia en azul que corresponde a un tiempo de Os s y a la derecha en rojo se asignoé un
valor de ~1 s de acuerdo con ANY-maze 6.2.
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Al dia siguiente de la evaluacién de la memoria, se obtuvieron los cerebros de todos los grupos
experimentales para evaluar los marcadores ChAT, AChE y NGF en las regiones CAl y CA3 del
hipocampo y el Giro Dentado (GD), en el septum medial y la vDBB mediante inmunohistoquimica

por fluorescencia.

6.5. El sindrome metabdlico mas la lesiéon con el AB2s-35 no incremento la pérdida de colina

acetiltransferasa en la via septo-hipocampo

En las figuras 28 y 29 se muestran las fotomicrografias representativas a la inmunoreactividad
a ChAT (ir-ChAT) y la correspondiente co-localizaciéon con los nacleos, para las regiones de la via
septo-hipocampo (CA1, CA3, GD, septum medial y vDBB) en cada grupo experimental. La marca
positiva a ChAT se observé en rojo (Rodamina), con una distribucién difusa en el citoplasma y
periférica al nacleo (Figura 28 a' - I'). En cuanto al septum medial y la regiéon vDBB la ir-ChAT

evidencio la morfologia neuronal en forma de gota (Figura 29 a' - h').

El andlisis cuantitativo del area tefiida con ir-ChAT en la CAl del hipocampo, mostré una
disminucion estadisticamente significativa en los grupos AB2s.35 (0.88 £+ 0.1, p<0.001), SMet (1.8 +
0.3, p<0.01) y SMet+AB2s.35 (1.3 £ 0.17, p<0.01) comparados con el grupo Control (3.1 + 0.25, figura
30 B). En la region CA3 del hipocampo se encontré una disminucion significativa en los grupos ABzs.
35 (1.1 £ 0.16, p<0.001), SMet (1.9 + 0.2, p<0.01) y SMet+AB2s.35 (1.7 £ 0.17, p<0.01) respecto al
grupo Control (3.1 +0.23, figura 30 C). La cuantificacion del area con ir-ChAT en el GD también
disminuy0 en los grupos ABzs.3s (0.77 £0.1, p<0.001), SMet (1.3 £0.12, p<0.001) y SMet+AB2s.35 (1.5
+ 0.15, p<0.001) comparados con el grupo Control (2.9 £ 0.25, Figura 30 D).

En relacién con la inervacion colinérgica que recibe el hipocampo del cerebro basal anterior,
se continud con la evaluacién en el septum medial y la vDBB. En el septum medial se encontré que
el area con ir-ChAT disminuy6 significativamente en los grupos ABzs-35 (1.8 £0.13, p<0.01) y SMet
(1.8 £0.25, p<0.001), comparados con el grupo Control (3.3 £ 0.36, Figura 30 F). En la misma region
el grupo SMet+AB2s.35 (2.0 £ 0.14) también disminuy6 en la ir-ChAT respecto al grupo Control (3.3 +
0.36) sin embargo, no fue estadisticamente significativo (Figura 30 F). En cuanto a la region vDBB,
la ir-ChAT disminuy¢ significativamente en los grupos AB2s-3s (1.8 £ 0.17, p<0.001) y SMet 0.89 *
0.07, p<0.01) comparados con el grupo Control (3.3 £ 0.36, Figura 30 G).
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Control SMet+AR 2535

Figura 28. El sindrome metabélico no modificé la expresion de ChAT en hipocampo de ratas lesionadas
con el AB2s.35. Se muestran fotomicrografias representativas de la inmunoreactividad a ChAT (rojo, a - I) y el
empalme con los nucleos (azul, a’ - I') en las regiones CAl, CA3 y GD, para cada grupo experimental.
Magnificacion a 40X. Barra=50pum.
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Control SMet AP 2535 SMet+AR 2535

Figura 29. El sindrome metabdlico no modificé la expresion de ChAT en septum medial de ratas
lesionadas con el ABss.3s. Se muestran fotomicrografias representativas de la inmunoreactividad a ChAT

(rojo, a - h) y el empalme con los nucleos (azul, a’ -h’) en el septum medial y la vDBB para cada grupo
experimental. Magnificacién a 40X. Barra=50um

En conjunto a lo anterior, el analisis estadistico también mostré que la ir-ChAT en la regién
CAL1 es significativamente mayor en los grupos SMet (104%, p<0.01) y SMet+AB2s.35 (47%, p<0.01)
respecto al grupo ABzs.3s. Este comportamiento también se evidencié en la region CA3 (SMet= 72%,
p<0.001; SMet+AB2s.35= 54%, p<0.01), GD (SMet= 69%, p<0.001; SMet+AB2s.35 = 94%, p<0.001) y
en la regién vDBB (SMet= 102%, p<0.01; SMet+AB2s.35 = 147%, p<0.001), comparado con el grupo
Control, respectivamente (Figura 30).
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Figura 30. El sindrome metabdlico no exacerba la pérdida de inmunoreactividad a ChAT en ratas lesionadas con el péptido AB2s.3s. LoS
diagramas resaltan las regiones analizadas en A el hipocampo y en E del septum medial y la vDBB (modificado de Paxinos y Watson). Se graficé el
porcentaje de area tefiida para ChAT en B la regién CA1y en C la region CA3 del hipocampo, en D el GD, en F el septum medial y en G vDBB de los
diferentes grupos experimentales (n=4, para cada grupo). Se muestra el promedio + el EEM, el analisis estadistico se realiz6 con una prueba Kruskal-
Wallis y un post test de Dunn, con valores de **p<0.01, **p<0.001 respecto al grupo Control y ¥p<0.01, 4¥4p<0.001 respecto al grupo ABzs.ss.
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Otro marcador distintivo de la funcién colinérgica es la expresion de AChE, debido a su

participacién en la degradacion de acetilcolina.

6.6. El sindrome metabdlico méas la lesion con el AB2x.as incrementd la expresion de

acetilcolinesterasa en el septum medial

Las fotomicrografias de las figuras 31 y 32 son representativas a la ir-rAChE de cada grupo
experimental. La marca positiva para AChE se detect6 en verde (FITC), su disposicion fue difusa en
el citoplasma y definida en los limites de las neuronas. En el caso particular de la regién CA1 del
hipocampo la ir-AChE en algunos casos se distinguié en las dendritas basales y en los segmentos
distales de las neuronas piramidales (Figura 31 a'y g). En la region CA3 del hipocampo, la ir-AChE
es menor en el citoplasma neuronal, sin embargo, se delimita la morfologia neuronal y en el GD se
distingui6é area tefiida en la capa granular y células positivas en el hilus (Figura 31). En el septum
medial y la regién vDBB la ir-AChE definié neuronas en forma de gota con una marca difusa tanto

en el citoplasma como en el nucleo (Figura 32 a’-h’).

El andlisis cuantitativo indicé que la administracion del ABzsss en la CALl del hipocampo,
provoco un incremento significativo de la ir-AChE en el grupo AB2s.3s (3.1 + 0.3, p<0.05) respecto al
grupo Control (2.0 £ 0.27), mientras que los tratamientos SMet y SMet+AB2s.35 evidenciaron una ir-
AChE significativamente menor (1.5 + 0.14, p<0.001; 2.1 * 0.17, p<0.01, respectivamente)
comparados con el grupo ABas.ss (Figura 33 B). En la region CA3 del hipocampo, el analisis
estadistico evidencio que el grupo AB.s3s disminuyd significativamente la ir-AChE (2.4 + 0.28,
p<0.05) respecto al grupo Control adicionalmente, se encontr6 una disminucion similar del area
tefiida en los grupos SMet+SSI (2.4 + 0.15) y SMet+AB2s.35 (2.5 + 0.21) comparados con el grupo
Control, sin embargo no fueron significativas (Figura 33 C). Respecto al analisis en el septum medial,
el grupo SMet+AR2s.35 presentd un incremento significativo (2.6 + 0.2, p<0.05) en el area tefiida
respecto al grupo ABas.as (1.9 £ 0.27, figura 33 F). Por otro lado, no se observaron cambios
significativos en el andlisis del GD vy la region vDBB entre los grupos experimentales (Figura 33 Dy
G).
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Control SMet+AR2s.35

Figura 31. El sindrome metabdlico disminuyé la expresion de AChE en la region CA1 del hipocampo
de ratas. Se muestran fotomicrografias representativas de la inmunoreactividad a AChE (verde, a - 1) y el
empalme con los nicleos (azul, a’ - I') en las regiones CA1, CA3 y GD, para cada grupo experimental.

Magnificacion a 40X. Barra=50pum
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Figura 32. El sindrome metabélico increment6 la expresion de AChE en el septum medial de ratas
lesionadas con el AB.s.35. Se muestran fotomicrografias representativas de la inmunoreactividad a AChE

(verde, a - h) y el empalme con los nucleos (azul, @’ - h’) en el septum medial y en la vDBB, para cada grupo
experimental. Magnificacién a 40X. Barra=50um
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Figura 33. El sindrome metabdlico incrementa el area tefiida con inmunoreactividad para AChE en el septum medial de ratas lesionadas con
el AB2s.35. Los diagramas que resaltan las regiones analizadas en A del hipocampo y en E del septum medial y la vDB (modificado de Paxinos y
Watson). Se grafico el porcentaje de area teflida para AChE en B la regiéon CAly en C laregion CA3 del hipocampo, en D el GD, en F el septum medial
y en G la region vDBB de los diferentes grupos experimentales (n=3, para cada grupo). Se muestra el promedio + el EEM, el andlisis estadistico se

realizé con la prueba Kruskal-Wallis, con post-test de Dunn y valores de *p<0.05 respecto al grupo Control y 4p<0.05, #4p<0.001 respecto al grupo Apazs.
35.
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6.7. El sindrome metabdlico mas la lesiéon con ABas.ss incremento la expresién del factor

de crecimiento nervioso en la via septo-hipocampo

Ademas de explorar la presencia de ChAT y AChE como marcadores de funcionalidad
colinérgica, el presente estudio también tuvo como objetivo evaluar la expresiéon de NGF debido a
su papel neutréfico y su participacion en el mantenimiento y supervivencia del fenotipo colinérgico

en la comunicacion septo-hipocampal.

En las figuras 34 y 35 se muestran las fotomicrografias representativas a la irr-NGF y su co-
localizacion con los nicleos para cada regién evaluada en los distintos tratamientos. La marca
positiva en rojo (Rodamina) se observd practicamente en todo el citoplasma de las neuronas
piramidales en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, asi como en la capa granular del GD (Figura
34 a — I). En el septum medial y en la region vDBB la ir-NGF permitié distinguir la morfologia en

forma de gota de las neuronas colinérgicas (Figura 35 a - h).

Los resultados de la cuantificacién del area con ir-NGF mostraron que en la region CAL del
hipocampo, el grupo APzs-3s disminuyd significativamente (3.1 £ 0.49, p<0.001) el area tefida
respecto al Control, mientras que el grupo SMet present6 un valor de area tefiida similar al grupo
Control (2.5 + 2.4 vs. 3.1 + 0.4, respectivamente) y el grupo SMet+AB2s.35s mostré un incremento
significativo la ir-NGF ( 5.5 + 0.644, p<0.05, p<0.001) en la ir-NGF respecto al grupo Control y ABzs.
35, respectivamente (Figura 36 B). En la region CAS3, Unicamente el grupo SMet+AB2s.35 evidencid
un incremento significativo de area tefiida para NGF (6.3 = 0.55, p<0.001) comparado con a los
demas tratamientos (Control; 3.6 + 0.42, SMet; 3.9 + 0.26 y AB2s.35; 2.6 = 0.5) (Figura 36 C). En el
GD el grupo SMet+AB2s.3s mostré un porcentaje de ir-NGF significativamente mayor respecto a los
grupos Control (3.2 £ 0.43, p<0.001), SMet (3.9 £ 0.28, p<0.01) y AB2s5-35 (2.1 £ 0.39, p<0.001) (Figura
36 D). En cuanto al septum medial, se observé la disminucién del area tefiida en el grupo ABzs.z5 (6.4
+ 0.55, p<0.001) y en el grupo SMet (2.5 + 0.24, p<0.05), mientras que el grupo SMet+A25.35 mMostro
un valor de ir-NGF similar al grupo Control (6.0 + 0.6) (Figura 36 F). Finalmente, en la region vDBB,
se encontr6 una disminucion significativa de la ir-NGF en el grupo ABzsss (3.0 + 0.33, p<0.01),
respecto al grupo Control (6.3 £ 0.89) y el grupo SMet+AB2s.35 evidencid una ir-NGF
significativamente mayor (5.7 + 0.55, p<0.01) que el grupo AB2s-35 (3.0 £ 0.33, 36 G).
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Control SMet+AR 2535

Figura 34. El sindrome metabdlico increment6 la expresion de NGF en el hipocampo de ratas
lesionadas con el AB2s.35. Se muestran fotomicrografias representativas de la inmunoreactividad a NGF (rojo,
a - 1) y el empalme con los nucleos (azul, @’ —I') en las regiones CA1, CA3 y GD para cada grupo experimental.

Magnificacion a 40X. Barra=50um.
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Control SMet+AR2s-35

Figura 35. El sindrome metabolico no modificd la expresion de NGF en el septum medial de ratas
lesionadas con el AB2s.35. Se muestran fotomicrografias representativas de la inmunoreactividad a NGF (rojo,

a - h) y el empalme con los nicleos (azul, a’ -h’) en el septum medial y la vDBB para cada grupo experimental.
Magnificacion a 40X. Barra=50um.
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Figura 36. El sindrome metabdlico mas la lesién con ABas.ssincrementan el area tefiida para el NGF en regiones de la via septo-hipocampo.
En los diagramas se resaltan las regiones analizadas en A del hipocampo y en E del septum medial y la vDBB (modificado de Paxinos y Watson). Se
grafico el porcentaje de area tefiida para NGF en B la regién CAl y en C la region CA3 del hipocampo, en D el GD, en F el septum medial y en G la
region vDBB de los diferentes grupos experimentales (n=2, para cada grupo). Se muestra el promedio + el EEM, el andlisis estadistico corresponde a
una prueba Kruskal-Wallis y post-test de Dunn, con valores de *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001 respecto al grupo Control, ¥p<0.05,44p<0.01, 4p<0.001
respecto al grupo ABzs.3s y #p<0.05, **p<0.01 comparado con el grupo SMet.
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7. Discusioén

El consumo a largo plazo de alimento o soluciones enriquecidas con sacarosa, fructosa o
glucosa, producen un incremento en el peso corporal y alteraciones en el perfil metabdlico (Cao et
al., 2007, Jurdak et al., 2008, Wu et al., 2014, Kanarek y Orthen-Gambill, 1982). El modelo de SMet
mostré un incremento significativo del peso corporal, de la circunferencia abdominal y del IMC
respecto al grupo Control inicial (Tabla 5), parametros indicativos de obesidad en las ratas (Figura 14).
La acumulacién de tejido adiposo en la regién abdominal de las ratas del grupo SMet inicial, S€ debe
al desbalance energético que produce el consumo constante de la solucién de sacarosa, lo que
resulta en la hiperplasia e hipertrofia del tejido adiposo (Figura 4). Por una parte, la glucosa se
utilizard como sustrato energético o se almacenard como glucégeno en higado y muasculo, sin
embargo, la fructosa al evitar el primer punto de control por la fosfofructocinasa, generara
constantemente GA-3P y acetil Co-A gue en hepatocitos y adipocitos se utilizaran como precursores
de la lipogénesis, estimulando el almacenamiento de lipidos, (Rask-Madsen y Kahn, 2012).

En la obesidad y en el SMet ocurre un desbalance en la liberacion de hormonas que median
el apetito y la ingesta de alimento, entre ellas la leptina, el glucagén y la adiponectina. En principio
la liberacién de insulina y adiponectina incrementan y modulan el metabolismo de glucosa y lipidos,
promoviendo la acumulacién de los FFA. Ademas, la constante estimulacion de la liberacién de
insulina y su funcion anabdlica, promueve la desensibilizacioén del receptor sobre los adipocitos, los
hepatocitos y en el tejido masculo esquelético, por lo que al administrar una carga de glucosa en los
animales del grupo SMet se observé la falla en la incorporacion de la glucosa, probablemente debido
a la resistencia a la insulina y por el incremento de triglicéridos, consecuencia de la hiperinsulinemia
(Kanarek y Orthen-Gambill, 1982).Con lo anterior, se muestra que la cantidad de calorias que
consumen los animales y el tiempo de exposicion a la dieta, son componentes definitivos en el
desarrollo de SMet en los animales experimentales y que en el presente proyecto reunié los
pardmetros de 1) obesidad, 2) intolerancia a la glucosa, 3) incremento en la concentracién de
insulina, 4) incremento en los niveles de glucosa y 5) incremento en los niveles de triglicéridos
(Tabla 5y Figura 23)

Los reportes experimentales que relacionan al SMet con la funcién cognitiva en un modelo
para el estudio de la EA son escasos. Por ello, en el modelo de SMet con la administracion del
péptido ABzs.35s se evalud el aprendizaje y la memoria espacial. El hipocampo es una regién que
participa en tareas espaciales como la navegacion y se ha observado que es particularmente
vulnerable a los efectos negativos de las dietas con elevado contenido en azucar (Hsu et al., 2015).
La evaluacion del aprendizaje en el LAM mostré que los grupos SMet y SMet+AR25.35, N0 presentaron

déficit en el aprendizaje comparados con el grupo Control, cuando se analizaron las latencias de
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escape (Figura 24). Lo anterior se debe en parte a que el protocolo conductual consiste en ensayos
multiples y la repeticion de la tarea estimula el aprendizaje motor ademas del espacial, demostrando
la participacion de otras regiones cerebrales como el estriado que podrian no encontrase dafiadas
frente al consumo de sacarosa (Sharpe et al., 2016). A nivel celular, el nado es capaz de fosforilar
la sinapsina y a CREB en ratas que consumen una dieta alta en grasas (Molteni et al., 2004),

mecanismos necesarios para el flujo de la informacién durante la adquisicion de la tarea espacial.

En la evaluacion de la memoria espacial, el grupo SMet+AB 2535 Gnicamente mostré cambios
significativos en el nUmero de cruces a la zona de la plataforma, indicativo de la interrupcion en la
en la recuperacion de la informaciéon que adquiri6 durante el aprendizaje. Este hecho se debe
probablemente por la pérdida en la plasticidad neuronal que ocurre en el solo modelo que consume
la HSD (Molteni et al., 2002) a lo que se suman los mecanismos de EO, neuroinflamacion, apoptosis
y pérdida de fenotipo colinérgico descritas en el modelo de AB2s.35 (Limon et al., 2009, Diaz et al., 2011,
Patricio-Martinez et al., 2016). Si bien multiples reportes muestran que el consumo de dietas promueve
el déficit en el aprendizaje y la memoria, los resultados varian de acuerdo con la composiciéon de las
dietas hipercaléricas, el tiempo de exposicion incluso la cepa y edad de los roedores, ademas del
paradigma que se seleccione para realizar la prueba (Cordner y Tamashiro, 2015). En el analisis
detallado de los mapas de calor, se observo que los grupos SMet, AB2s-35 permanecieron la mayor parte
del tiempo navegando en el cuadrante contrario a donde se localizaba la plataforma de escape, en una
regién muy cercana a la sefial intralaberintica contraria. Respecto al grupo SMet+AB2s.35 aungque mantuvo
una busqueda en el cuadrante blanco, no tuvo éxito para recordar el sitio exacto donde se localizaba

la plataforma (Figura 26).

Si bien, los resultados conductuales son variables, se propone que los mecanismos que
relacionan al SMet con el déficit cognitivo son el ambiente oxidativo y de inflamacién persistente, la
oxidacion de los lipidos de membrana, especialmente del endotelio importante en la disrupcién de
la permeabilidad de la barrera hematoencefalica que conduce a la difusién de moléculas oxidadas,
citocinas proinflamatorias y el transporte desregulado de hormonas (leptina, insulina, grelina) para
la regulaciéon metabdlica en el hipotalamo (Guillemont-Legris y Muccioli, 2017). Ademas, en modelos
experimentales con alteraciones metabdlicas se ha observado que la respuesta a la insulina en el
cerebro también se compromete, conduciendo a una disminucion en vias de sefalizacion de
supervivencia neuronal activadas por neurotrofinas, que promueve a la plasticidad neuronal (Molteni
etal., 2002, Beilharz et al., 2014) y con ello al mantenimiento de la integridad y comunicacién en los
circuitos que modulan el aprendizaje y la memoria espacial, lo que da evidencia la vulnerabilidad de

los sustratos cognitivos frente a las alteraciones metabdlicas.
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Considerando que en la EA la pérdida de memoria es una de las manifestaciones clinicas con
mayor prominencia y que la disfuncién colinérgica tiene un papel importante durante este proceso
cognitivo, en el presente trabajo estudiamos la implicacion del SMet en un modelo experimental de
EA sobre la presencia de la enzima de sintesis y degradacién de acetilcolina en la via septo-
hipocampo. Los resultados indican que el tratamiento en el grupo SMet disminuye la expresion de
ChAT en las regiones evaluadas del hipocampo en el septum medial y la vDBB, similar al grupo
AB2sss (Figura 30). Se reconoce que las caracteristicas del SMet a nivel periférico producen un
ambiente de pro-oxidante y proinflamatorio que inicia en el hipotdlamo y en periodos largos se
distribuye a regiones cerebrales cuya tasa energética es alta, como sucede con el hipocampo a
través de la utilizacion de la glucosa (Kanoski et al., 2011) y en el septum medial por su dependencia
de acetil-CoA a partir de glucosa para la sintesis de ACh. Estos hallazgos y su comparacion son
importantes porque demuestran que el SMet, producto del consumo de sacarosa por seis meses,
tiene la capacidad de modificar la expresion de ChAT, a través de mecanismos similares a los
producidos por los oligémeros del AB2s.35. En el grupo SMet+AB2s.35 N0 se observé un incremento en
la neurotoxicidad inducida por el AB2s.35, debido en parte a los mecanismos que contrarrestan el
dafo, como las defensas antioxidantes o mediacién de la supervivencia neuronal y el proceso de

neuroinflamacion a través de factores tréficos (Molteni et al., 2002; Ullrich et al.,2010).

Ademas, es importante considerar el papel de la resistencia a la insulina en el SMet. Se ha
reportado que la resistencia a la insulina en hipocampo reduce la densidad de espinas dendriticas y
los niveles del Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF) (Calvo-Ochoa et al., 2014,
Stranahan et al., 2008) mientras que en neuronas del septum medial provenientes del raton 3Tg-
AD, la resistencia a la insulina disminuye la expresion de ChAT (Sposato et al., 2018), la cual se
recupera con el tratamiento con NGF, efecto mediado por la activacion de p-IRS1-Akt, y coincide
con nuestros resultados en los que la reduccion en el &rea tefiida para la ir-ChAT estaria asociada
con la reduccion del area con ir-NGF en la CA1 del hipocampo y en menor cantidad en septum
medial (Figura 36 By 36 E), debido a la reduccién de neurotrofina que se transporta retrogradamente

al soma de la neurona colinérgica (Niewiadomska et al., 2012).

El efecto anterior podria sustentarse por un mecanismo mediado por astrocitos reactivos, que
en respuesta a la presencia de ABzs.3s son capaces de inducir la expresiéon de NGF mediante la
activacion del receptor TrkA y la via PI3K-Akt en el hipocampo y mediar la sobrevivencia neuronal
(Séez et al., 2006). Sin embargo, es necesario realizar la evaluacion de la reactividad a astrocitos
en el modelo experimental que se desarrollé en el presente trabajo, para reforzar nuestra hipotesis.

Para relacionar la respuesta ChAT-NGF, en el grupo SMet con administracion del AB2s.3s, puede
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deberse a que la forma oligbmerica de AB es capaz de inducir la fosforilacion de tau, lo que
desestabilizaria el andamio necesario en el transporte de NGF hacia el soma colinérgico,
evidenciando una ligera disminucién del area tefiida con ir-NGF en el septum medial y la vDBB del
grupo SMet+AB2s.35 comparado con el grupo Control (Figura 36 F y 36 G) e interesantemente, la
respuesta en este grupo experimental tiende a incrementar, comparado con el grupo SMet, en donde
podriamos sugerir que NGF estaria ejerciendo un efecto de mantenimiento al mostrar un valor similar
de area tefiida a ChAT en septum medial y vDBB (Figura 30 F y 30G).

La participacion de AChE en la comunicacion colinérgica es un mecanismo importante en la
modulacion de los niveles de acetilcolina. Los resultados indican que en la region CA1 del hipocampo
del grupo AB2s.35, €l area tefiida con ir-AChE incrementa, similar a reportes previos en los que el
incremento en la expresion de AChE correlaciona con los sitios donde comienzan se desencadena
la neuroinflamacion y comienza a acumularse el AB (Li et al., 2000, Garcia-Ayllén et al., 2008). Por
otro lado, no se observaron cambios en la expresion de AChE en los grupos SMet y SMet+A 2s.35,
probablemente se deba a un mecanismo de regulacién en el que niveles reducidos de AChE

permitiran mantener niveles optimos de acetilcolina (Kaizer et al., 2004, Kosari et al., 2012).

Finalmente, estos hallazgos indican que el SMet+AR2s.35 N0 interfiere durante el aprendizaje, ni
exacerba el dafio en la memoria ademas no modifica la expresion de ChAT, ni de AChE, pero si
incrementa la expresion de NGF en la via septo-hipocampo. Sin embargo, el presente proyecto
proporciona informacién valiosa sobre la participacién y vulnerabilidad del sistema colinérgico en el
modelo de SMet.
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1. El sindrome metabdlico mas la lesién con el péptido amiloide B2s35 en la region CA1 del
hipocampo no modifican el aprendizaje y la memoria espacial de ratas evaluadas en el
laberinto acuatico de Morris.

2. El sindrome metabdlico més la lesion con el péptido amiloide Bzs.35 en la region CAL del
hipocampo no incrementan la pérdida de colina acetiltransferasa en el hipocampo y en el
septum medial de ratas.

3. El sindrome metabdlico méas la lesion con el péptido amiloide Bzs.35 en la region CAL del
hipocampo disminuyen la inmunoreactividad de acetilcolinesterasa en el sitio de lesion e

incrementa en el septum medial de ratas.

4. El sindrome metabdlico mas la lesién con el péptido amiloide Bzs35 en la region CAL del
hipocampo incrementan la inmunoreactividad al factor de crecimiento nervioso en el

hipocampo y septum medial de ratas.
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9. Perspectivas

1. Analizar los niveles del factor de crecimiento nervioso mediante ELISA en el hipocampal y el
septum medial en el modelo de sindrome metabdlico lesionado en la region CAl del

hipocampo con el péptido amiloide B2s.3s.

2. Analizar la participacién de astrocitos, mediante la evaluacién histolégica de GFAP en el
hipocampal y el septum medial en el modelo de sindrome metabélico lesionado en la regién

CAL1 del hipocampo con el péptido amiloide B2s-3s.

3. Evaluar la actividad de la colina acetiltransferasa y de la acetilcolinesterasa en la formacién
hipocampal y el septum medial en el modelo de sindrome metabélico lesionado en la regién

CAL1 del hipocampo con el péptido amiloide B2s-3s.

4. Explorar la susceptibilidad al dafio de la memoria de trabajo o el reconocimiento de objetos
novedosos en el modelo de sindrome metabolico lesionado en la region CA1 del hipocampo

con el péptido amiloide Ba2s.-3s.
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11.1. Informacién nutricional de Rat Diet 5012

Rat Diet

5012*

DESCRIPTION

Rat Diet is specifically designed to support reproduction,
lactation, growth and maintenance of rats. This diet is a
complete life cycle diet formulated using managed formula-
tion, delivering Constant Nutrition®. This is paired with the
selection of highest quality ingredients to assure minimal
inherent biological variation in long-term studies. It is low in
cholesterol content, with an increased level of unsaturated
fatty acids over other rodent diets.

Features and Benefits

* Managed Formulation delivers Constant Nutrition®

+ Highly digestible formula specifically for rats

* Low cholesterol

+ High quality fish meal and plant proteins added to create a
superior balance of amino acids for optimum performance

Product Forms Available

+ Oval pellet, 10 mm x 16 mm x 25 mm length
(3/8"x5/8"x1")

* Meal (ground pellets)

GUARANTEED ANALYSIS

Crude protein not less than . .................. 22.0%
Crude fatnot less than .. ........... .. ... ...... 4.0%
Crude fiber not more than .. ................... 5.0%
Ashnotmore than ........ ... ... .. ... ... .. 8.0%
Moisture not more than .. ....... ... ... ... ... 12.0%

INGREDIENTS

Ground corn, dehulled soybean meal, fish meal, wheat
middlings, cane molasses, dehydrated alfalfa meal, soybean oil,
ground oats, dried beet pulp, wheat germ, brewers dried yeast,
dicalcium phosphate, calcium carbonate, salt, DL-methionine,
choline chloride, cholecalciferol, menadione dimethylpyrim-
idinol bisulfite (source of vitamin K), pyridoxine hydrochlo-
ride, vitamin A acetate, biotin, thiamine mononitrate, vitamin
Bz supplement, dl-alpha tocopheryl acetate (form of vitamin
E), nicotinic acid, calcium pantothenate, riboflavin supple-
ment, manganous oxide, zinc oxide, ferrous carbonate, copper
sulfate, zinc sulfate, calcium iodate, cobalt carbonate.

FEEDING DIRECTIONS

Provide feeders large enough to hold two to three days supply
of Rat Diet at any time. Arrange feeders so that animals
cannot contaminate feed with feces. Keep plenty of clean,
fresh water available to the animals at all times.

Rats— All rats will eat varying amounts of feed depending on
their genetic origin. Larger strains will eat up to 30 grams per
day. Smaller strains will eat up to 15 grams per day. Feeders in rat
cages should be designed to hold two to three days supply of
feed at one time.

For information regarding shelf life please visit wwwlabdiet.com.

La ficha se obtuvo de

CHEMICAL COMPOSITION"

Nutrients?

Protein, % . ............. 23.2
Arginine, % . ... ... L 1.49
Cystine, % ............... 0.38
Glycine, % ............... 1.13
Histidine, % .. ............ 0.60
I[soleucine, % . . ... ......... 0.97
Leucine, % ............... 1.81
Lysine, % ................ 1.36
Methionine, % ............ 0.60
Phenylalanine, % .. ......... 1.05
Tyrosine, % . ........ ... ... 0.70
Threonine, % ............. 0.88
Tryptophan, % . ........... 0.26
Valine,% . . ............... 1.07
Serine,% ................ 1.13
Aspartic Acid, % ........... 259
Glutamic Acid, % . ......... 4.67
Alanine, % . .............. 1.37
Proline, % .. .............. 1.46
Taurine, % . .............. 0.03
Fat (ether extract), % ... .. 5.0
Fat (acid hydrolysis), % ....6.4
Cholesterol, ppm ........... 174
Linoleic Acid, % ........... 224
Linolenic Acid, % .......... 0.27
Arachidonic Acid, % ........ 0.01
Omega-3 Fatty Acids, % . ....0.46

Total Saturated Fatty Acids, % .0.73
Total Monounsaturated

Fatty Acids, % . ... .. .. ...0.99
Fiber (Crude), % . ......... 3.9
Neutral Detergent Fiber®, % . . .13.3
Acid Detergent Fiber', % . ... .. 4.9
Nitrogen-Free Extract

(by difference), %o .......... 51.4
Sraneh, % L 2% 5
Glucose, % ...t 0.27
Fructose, % ............... 0.32
Sucrose,% . ... ..., 3.45
Lactose,% . ............... 0.00

Total Digestible Nutrients,% . .76.0
Gross Energy, keal/gm . ... 4.15
Physiological Fuel Value®,

keal/gm ............ . ..... 3.43
Metabolizable Energy,

keal/gm ......... ... .. ... 3.07
Minerals

Ash, %% ......... ... .64
Calcium, % ... ............ 0.95
Phosphorus, % ............ 0.74
Phosphorus (non-phytate), % . .0.45
Potassium, % .............. 1.15
Magnesium, % . ... .. LL..h21

la pagina oficial

Sulfur, % . ... ... ... ... 0.32
Sodium, % ............... 0.28
Chloride, % .............. 0.51
Fluorine,ppm .............. 21
Iron,ppm ................ 260
Zinc,ppm ... 87
Manganese, ppm ... ... 78
Copper,ppm ............... 14
Cobalt,ppm .............. 0.64
Todine,ppm ............... 1.0
Chromium (added), ppm .. ... 0.01
Selenium, ppm .. .......... 0.39
Yitamins

Carotene, ppm . ............ 1.8
Vitamin Kppm ..., .. 1.3
Thiamin Hydrochloride, ppm . . .12
Riboflavin, ppm ............ 4.5
Niacin,ppm ............. .. 80
Pantothenic Acid, ppm ..... ... 13
Choline Chloride, ppm . .... 1900
Folic Acid, ppm . ........... 1.0
Pyridoxine,ppm . ........... 6.5
Biotin,ppm ............... 0.3
Bi,meg/kg ... 51
Vitamin A, IU/gm ......... .. 12
Vitamin D; (added), IU/gm . .. 3.4
Vitamin E,IU/kg ......... .. 35

Ascorbic Acid, mg/gm .. ... ... —

Calories provided by:

Protein, % .. ............ 27.020
Fat (ether extract),% ...... 13.103
Carbohydrates, % . ........ 59.877

*Product Code

1. Formulation based on calculated
valnes from the larest ingredient.
analysis information. Since nutri-
ent composition of natural ingre-
dients varies and some nutrient
loss will occur due to manufac—
turing processes, analysis will
difter accordingly.

. Nutrients expressed as percent of
ration except where otherwise
indicated. Moisture content is
assumed to be 10.0% for the
purpose of calculations.

. NDF = approximately cellulose,

hemi-cellulose and lignin.

ADF = approximately cellulose

and lignin.

[S5]

[

=

m

. Physiological Fuel Value
(kcal/gm) = Sum of decimal
fractions of protein, fat and carbo-
hydrate (use Nitrogen Free
Extract) x 4,9.4 kcal/gm  respec-
tively.

del  proveedor

(https://www.labdiet.com/Products/StandardDiets/Rodents/index.html).

Diet:
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11.2. Seguimiento de peso y consumo calérico

Se realiz6 el registro del peso corporal durante el periodo de induccion a SMet y posterior a
la cirugia estereotaxica En la figura 37 A se muestra el incremento del peso a través de 180 dias
en los grupos Control inicia Y SMet iniciai Y posterior a la administracién intrahipocampal de SSI o ABzs.
35 en los grupos Control, SMet, AB2s.35 Y SMet+AR2s.35. En cuanto al registro del consumo energético,
se observ6 un comportamiento variable en el consumo caldrico total durante el periodo de induccion
en los grupos Control iniciai Y SMet iniciai, €l cual se mantuvo posterior a la lesién y durante la

evaluacion conductual en los grupos Control, SMet, AB2s.3s y SMet+AB2s.35 (Figura 37 B).

Debido a que fue importante identificar el componente de la dieta con mayor implicacién en
el desarrollo del SMet, se registré6 de manera individual el consumo de alimento y solucién de
sacarosa o agua purificada. Desde el inicio de la induccion, el grupo SMet inicia mantuvo un consumo
de alimento significativamente menor (entre un 36 % y hasta un 65% menos , **p< 0.01, ***p<
0.001], comparado con el grupo Control iniciai, COMportamiento que se conservo posterior a la cirugia
estereotaxica en los grupos SMet (disminucion del 47% hasta un 67%) y SMet+AB2s3s
(disminucién del 44 % y hasta un 65%) comparados con los grupos Control y AB2s-35 (Figura 38 A).
En cuanto al consumo de agua y soluciéon de sacarosa, se observé que durante el periodo de
induccién el grupo SMet inicia mantuvo un consumo significativamente mayor (26% y hasta un 77%,
**p< 0.01, **p< 0.001) de solucion de sacarosa, comparado con el consumo de agua purificada en
el grupo Control inicia. Posterior a la cirugia se mantuvo un patrén similar, se observé un consumo
elevado de sacarosa en los grupos SMet (de un 30% y hasta un 88%) y SMet+AR2s.35 (de un 27%
y hasta un 89%) respecto a los grupos Control y AB2s.35 (Figura 38 B).
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Figura 37. Registro del peso corporal y el consumo calérico total durante todo el protocolo experimental. En A se muestra el incremento de
peso y en B el aporte caldrico total durante la induccion en los grupos Control inicial Y SMet inicial Y posterior a la cirugia en los grupos Control, SMet, ABzs-
35 ¥ SMet+ABa2s.3s. Las graficas representan el promedio £+ EEM. Los datos se analizaron con una ANOVA de dos vias y post-test Bonferroni, se
considerd una *p<0.05, *p<0.001 y ***p<0.001. Se compard SMet inicia VS Control iniciat y SMet, SMet+AB2s.35 vs Control y AB2s.3s.
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Figura 38. Seguimiento en la ingesta de alimento y agua o solucion de sacarosa al 20% durante todo el protocolo experimental. Se graficé en
A el consumo de alimento Rat Diet 5012 (g/rata/dia) y en B el consumo de agua o solucion de sacarosa al 20% (mL/rata/dia) durante el periodo de
induccidon a SMet en los grupos Control inicial Yy SMet iniciat, Y durante el periodo post-cirugia en los grupos Control, SMet, AB2s35 y SMet+AR2s.35. Las
graficas representan el promedio + EEM. Los datos se analizaron con una ANOVA de dos vias y post-test Bonferroni, se consideré una *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001. Se compard SMet inicial VS Control iniciat y SMet, SMet+AB2s.35 vs Control y AB2s.3s.
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11.3.El sindrome metabdlico y la lesién con el péptido AB2s3s no interfieren en el

desempenfio de las ratas en el laberinto acuatico de Morris

Durante el aprendizaje también se registro la distancia recorrida hasta localizar la plataforma
y la velocidad promedio (Figura 39). En el primer dia de aprendizaje se registré el recorrido
promedio mas largo, el grupo Control naveg6 13.0 £ 1.1 m, el grupo SMet recorrié 14.2 + 1.1 my
los grupos ABzsss y SMet+AB 2s.35 llegaron a la plataforma en 13.8 £ 1.0 my 11.9 + 1.0 m,
respectivamente. Con el transcurso de los ensayos, la distancia a la plataforma disminuy6
progresivamente en todos los grupos experimentales y en el Ultimo dia de aprendizaje, se
observaron distancias cortas y similares entre los grupos; Control: 3.8 £ 0.8 m, el grupo SMet: 5.3
+ 0.9 m, el grupo AB 2535 3.6 £ 0.6 m y el grupo SMet+AB2s35: 3.9 £ 0.7 m, sin embargo no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos s través de los dias de

aprendizaje (Figura 39 A, p>0.05).

En relacion con la velocidad promedio, todos los grupos comenzaron con una velocidad
semejante es decir; Control: 0.19+0.007 m/s, SMet: 0.20+0.007 m/s, AB2s3s: 0.2 £ 0.008 m/s y
SMet+AB2s.35: 0.19 + 0.016 m/s, en los siguientes dias disminuyd , de modo que en el dia 4 de
aprendizaje se observo una disminucién significativa entre el grupo SMet+AR2s.35 (0.14 = 0.008)
respecto al grupo SMet (0.17 £ 0.006, p<0.05), sin embargo en el ultimo dia de aprendizaje todos
los grupos navegaron con una velocidad similar; Control: 0.17 + 0.01 m/s, SMet: 0.17+ 0.007 m/s,
AB2s3s: 0.16 £ 0.009 m/s y SMet+ABas.35: 0.014 +0.008 m/s y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas ( p>0.05, Figura 39 B).
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A 16- Aprendizaje Memoria
-©- Control
] & SMet
12
] '¥- AB2s.35

- SMet+AB s 35

N
" 1 "

Distancia recorrida hasta la
plataforma (m)
(00]

15 16 17 18 19 24
Dias posterior a la cirugia
B o2s- Aprendizaje Memoria

. -©- Control
(2
E 4 SMet
2 0.20- 'V ABasas
o
[}
5 ]
< 0.15—-
(&)
o
()
> ]

0.10-

T T
15 16 17 18 19 24
Dias posterior a la cirugia

Figura 39. El sindrome metabdlico y lalesién con el péptido AB2s.35 N0 intervienen la ejecucion del nado
en el laberinto acuético de Morris. Durante el aprendizaje y la memoria se registré en A) la distancia recorrida
hasta la plataforma, en B) la velocidad promedio en los grupos Control (n=16), SMet (n=19), AB2s-35 (n=14) y
SMet+AB2s.35 (N=18). Durante el aprendizaje se grafico el promedio + EEM de 4 ensayos por dia. Se analizé
con ANOVA de dos vias y post test Bonferroni con valores de “p<0.05 SMet comparado con SMet+AR2s.35. En
la memoria se represento el promedio + EEM de 1 solo ensayo. Se analizé con Kruskal Wallis y post test de
Dunns con un valor de **p<0.01 respecto a Control.
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11.4.El sindrome metabdlico y lalesion con el péptido ABzs-3s no modifican el nimero

de visitas y el tiempo de navegacion en la evaluacién de la memoria

En el dia 24 posterior a la cirugia todos los animales ingresaron al LAM, permitiéndoles
navegar en blusqueda de la plataforma durante 90 s. Los registros indicaron que el nimero de
visitas (Figura 40 A) y el tiempo de permanencia en el cuadrante blanco (Figura 40 B) no difieren
estadisticamente (p>0.05) entre los grupos experimentales (Control: 5.8 £ 0.5, 25.0 £1.2 s; SMet:
5.2 £0.3, 22.0 #2.7 s; APxsss: 4.6 £ 0.5, 22.0 +1.3 s, SMet+AB2s3s: 5.3 + 0., 26.0 + 1.8 s,

respectivamente)
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Figura 40. El sindrome metabdlico y la lesiéon con el péptido AB2s.3s no modifica el niUmero de visitas y
el tiempo de navegacién en el cuadrante blanco. En la evaluacién de la memoria se registré en A) el nimero
de visitas y B) el tiempo de navegacion en el cuadrante blanco en los grupos Control (n=16), SMet (n=19),
AB2s-35 (n=14) y SMet+AB2s35 (N=18). Se graficd el promedio £+ EEM de un ensayo. Se analizd con Kruskal
Wallis y post test Dunns considerando un valor de p<0.05.
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La administracion intrahipocampal del amiloide-B2s.3s no dafia la memoriay disminuye la
microgliosis en nacleos colinérgicos de ratas con sindrome metabdlico

Reyes Castro Olivia® (Estudiante de maestria), Gémez de los Santos Berenice?!, Patricio Martinez
Aleidy*?, Luna Morales Félix3, Limén Pérez de Ledn llhuicamina Daniel®.
!Laboratorio de Neurofarmacologia. FCQ-BUAP.%Facultad de Ciencias Biol6gicas-BUAP.
3Laboratorio de Neuroendocrinologia FCQ-BUAP

El sindrome metabdlico (SMet) conduce a la neuroinflamacion y el deterioro cognitivo. La inyeccion
del Amiloide-B2s.35 (AB2s.35), modelo experimental para el estudio de la enfermedad de Alzheimer,
dafa las vias colinérgicas en el cerebro basal anterior y conduce a la denervacion colinérgica que
disrumpe la via septo-hipocampo. Nuestro objetivo fue evaluar la memoria espacial y la respuesta
de astrocitos y microglia en nucleos colinérgicos de ratas con SMet mas la lesion intrahipocampal
con el AB2s.35. Se utilizaron ratas machos Wistar (250-280 g). El grupo SMet consumié una solucion
de sacarosa al 20% y el control (C) agua purificada. Cincuenta y seis dias después, se caracterizé
el modelo de SMet. Posteriormente, todas las ratas se sometieron a cirugia estereotéxica para la
inyeccion de 1uL de SSI o AB2s.35 [100uM] en la CA1 del hipocampo (AP: -4.0, L: +2.3, P: -2.6). Los
grupos fueron C+SSI, SMet+SSI, C+AB2s35 Y SMet+AB2s.3s. Quince dias post-cirugia inicié el
aprendizaje en el laberinto acuatico de Morris (LAM) y diez dias después se evalud la memoria. Se
obtuvieron los cerebros para evaluar la inmunoreactividad de la proteina acida glial fibrilar (GFAP) y
la molécula adaptadora de unién a calcio ionizable (Iba-1) en septum medial (SM), la banda
horizontal y vertical de Broca (BHB y BVB). Nuestros resultados indican que el grupo SMet+AR 2535
no muestra cambios significativos en la memoria evaluada en el LAM, respecto al grupo C+Ap 2s.3s.
En la evaluacién de la inmmunoreactividad, en el grupo C+AB.s.35 el area tefiida para ibal
increment6 en SM (16%), BHB (45%) y BVB (30%) respecto al grupo C+SSl, sin cambios en GFAP
en las mismas regiones. El grupo SMet+AB2s.35 €l area tefiida para Ibal disminuyé en SM (20%),
BVB (27%)y en BHB (31%), respecto al C+AR2s.35, Sin modificacion en las mismas areas para GFAP.
Concluimos que el grupo SMet+AB2s.35 N0 evidencié dafio en la memoria y disminuy6 la microgliosis

en regiones colinérgicas respecto al grupo C+AR2s.35.
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Andlisis temporal del sindrome metabdlico sobre la memoria espacial en rata administrada
intrahipocampalmente con el amiloide-B2s.35

Reyes Castro Olivia® (Estudiante de maestria), Grisela Morales Flores !, Patricio Martinez
Aleidy??, Limén Pérez de Ledn Ilhuicamina Daniel*.
!Laboratorio de Neurofarmacologia. FCQ-BUAP.2Facultad de Ciencias Biol6gicas-BUAP.

En diversos modelos experimentales el consumo de dietas hipercal6ricas puede generar deterioro
cognitivo y depende del periodo de exposicion a la dieta sin embargo, los reportes que relacionen el
desarrollo de sindrome metabdlico (SMet) y su efecto sobre el aprendizaje y la memoria espacial
son escasos. Considerando que el SMet es un factor de riesgo para desarrollar déficit cognitivo, es
posible estudiar su relacion mediante la administracion del péptido amiloide-Bzsss (AB2s-35) €n
regiones de interés cognitivo. El objetivo fue comparar el efecto del SMet a los dos y seis meses de
induccién sobre el aprendizaje y memoria espacial en ratas con lesién intrahipocampal con el AB2s.
35. Se formaron dos grupos experimentales de ratas macho Wistar (250-280 g); el grupo SMet
consumié una solucion de sacarosa al 20% durante dos (2m) y seis meses (6m) paralelo al grupo
Control, que mantuvo agua purificada (C). Al término del periodo de exposicion, el SMet fue
caracterizado. Posteriormente, todas las ratas se sometieron a cirugia estereotaxica para la
inyeccion de 1pL de Vehiculo o AB2s.35 [100puM] en la CA1 del hipocampo (AP: -4.0, L: £3.0, P: -2.6).
Los grupos fueron C+Vehiculo, SMet+Vehiculo, C+AB2s.35 y SMet+AB2s.35, 2m y 6m para cada grupo.
Quince dias post-cirugia inicié el aprendizaje en Laberinto acuatico de Morris (LAM) y diez dias
después se evalud la memoria. Los resultados muestran que en el primer dia de aprendizaje, el
grupo SMet+AB2s.35 6m incrementd significativamente la latencia al escape (48%) respecto al
SMet+ABzs.35 2m. En la evaluacion de la memoria, el grupo SMet+AB2s.35 6m permanece mas tiempo
en el cuadrante blanco (96%), sin modificar significativamente la latencia al primer cruce y el nimero
de visitas a la zona de la plataforma. Concluimos que el dafio en el aprendizaje y la memoria espacial
evaluado en el LAM del modelo de SMet+ AB2s.35 Se exacerba en periodos largos de exposicion a la

dieta que genera el modelo de SMet.
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Metabolic syndrome plus injection of amyloid-f 25-35 peptide into hippocampus not impairs
spatial memory and decreased microgliosis in cholinergic regions

Reyes-Castro O.12, Patricio-Martinez A.*3, Luna-Morales F?#. Limén I.D %2

!Lab. Neurofarmacologia -Facultad de Ciencias Quimicas, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
Puebla, México. ?Posgrado en Ciencias Quimicas-Facultad de Ciencias Quimicas, Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla, Puebla, México
SFacultad de Ciencias Bioldgicas, Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, Puebla, México. “Lab.
Neuroquimica -Facultad de Ciencias Quimicas, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Puebla,
México

Metabolic syndrome (MetS) can lead neuroinflammation and cognitive impairment. The injection of
Amyloid-B2s-35 peptide (AB2s-35) into cognitive regions induces oxidative stress, neuroinflammation,
neuronal death and impairs spatial memory. Particularly, cholinergic nucleus in basal forebrain trigger
a neuroinflammatory response in presence of AB2s3s, but we do not know how basal forebrain
response in presence of MetS+AR2s.35s when AB2s.ss is injected in an innervated cholinergic region as
hippocampus (Hp). The aim of our study was evaluated the spatial memory, microglia and astrocyte
response in cholinergic nucleus of MetS plus AB2s.3s hippocampal injured rats. MetS group was
obtained by consumption of 20% sucrose in drinking water meanwhile control group (C) received tap
water. At eight weeks of treatment, MetS model was evaluated. After, all rats were yield to stereotaxic
surgery to the injection of vehicle or AB2s-35 [100uM] into CA1 subfield of Hp, (coordinates; AP: -4.0,
L: £2.3, P: -2.6). The experimental groups were C+Vehicle, MetS+Vehicle, C+AB2s.3sand MetS+ARos.
35. At 15th day post-surgery, experimental groups were tested for spatial learning in the Morris water
maze (MWM) and 5 days later, were memory tested. We obtained the brains to assess the
immunoreactivity of glial fibrillar acid protein (GFAP) and the ionized calcium binding adaptor
molecule 1 (Iba-1) in medial septal nucleus (MS), the vertical nucleus of diagonal band (VDB) and
the horizontal limb of diagonal band (HDB). We found that MetS+A 2535 not modified spatial learning
and memory in the MWM compared to the C+Vehicle. Regarding to microglia and astrocyte
immunoreactivity, C+AB2s-35 exhibited increases of Iba-1 stained area in MS (16%), HDB (45%) and
VDB (30%) meanwhile GFAP immunoreactivity did not modify in the same subfields compared to the
C+Vehicle. Beside MetS+Vehicle reduced the GFAP stained area in HDB (47%) compared to the
C+Vehicle and MetS+AR2s.35 increased GFAP immunoreactivity in VDB (51%) and in HDB (124%)
compared to the SMet+Vehicle. Finally, MetS+AB2s.35s reduced Iba-1 stained area in MS (20%), VDB
(27%) and HDB (31%) compared to the C+AB2s.35. We found that the injection of ABzs-35 [LOOUM] into
CAlsubfield of Hp in MetS model, not impair spatial learning and memory tested in MWM, decrease
the microglia reactivity in cholinergic nucleus and astrocyte reactivity differs in MetS model with or
without neurotoxic lesion.
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Temporal analysis of spatial learning and memory in metabolic syndrome model plus
hippocampal injection of amyloid-B 2535 peptide

Reyes Castro Olivial, Grisela Morales Flores !, Patricio Martinez Aleidy?, Limén Pérez de Le6n
Ilhuicamina Daniel.

!Laboratorio de Neurofarmacologia. FCQ-BUAP.?Facultad de Ciencias Biologicas-BUAP.

The effect of Metabolic Syndrome (MetS) on spatial learning and memory and the temporal effect of
the induction of this experimental model has not been thoroughly reported. In our laboratory, use the
injection of amyloid-B2s.35 peptide (AB2s-35) to investigate some neurotoxic mechanisms and memory
impairment in rats, in association with Alzheimer’s disease. The aim of this work was evaluate if MetS
at 2 and 6 months of induction produce a differential effect on spatial learning and memory in
hippocampal lesioned rats with the AB2s.35. We used Wistar male rats (250-280 g) randomly assigned
in MetS and Control (C) group. MetS model was obtained by consumption of 20% sucrose solution
meanwhile C received drinking water, ad libitum for two (2mo) and six (6mo) months in separate
cohort of rats. At the end of each period, the MetS model was evaluated. After, all rats were yield to
stereotaxic surgery to the injection of vehicle or ABzs.35 [LO0uM] into CA1 subfield of Hippocampus,
(coordinates; AP: -4.0, L: £2.3, P: -2.6). The experimental groups were C+Vehicle, MetS+ Vehicle,
C+AB2s35 and MetS+AB2s.3s 2mo and 6mo for each cohort of rats. At 15th day post-surgery,
experimental groups were tested for spatial learning in Morris Water Maze (MWM) and 5 days later,
were memory tested. Our finding indicates that MetS+Vehicle 2mo does not impair learning and
memory in MWM. Regarding to MetS+ABzs.3s 6mo, showed an increase in the scape latency on 15,
16 and 17 days post surgery compared to MetS+AR2s.35 2mo. The MetS+Vehicle 6mo exhibited
memory impairment with an increase in latency to the first crossing at platform zone (40%) and
decrease de crossing number (41%) at this site. We conclude that the induction time on MetS is
determining to cause damage in spatial learning and exacerbate the memory impairment evaluated
in MWM probably by a disturbance of neuronal function associated with oxidative stress,
neuroinflammation and loss of neurochemical communication, therefore it is necessary to evaluated
proteins involved in modulation of spatial learning and memory.
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